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Pyrrolo[3,2-b]pyrroly s benzhydrazidovou
substituci a jejich pouziti

(57)  Anotace:
Jsou popsany pyrrolo[3,2-b]pyrroly s benzhydrazidovou
substituci obecného vzorce I, kde R1, R2 jsou nezavisle
H, OH, alkyl s 1 az 6 uhlikovymi atomy, C(CH3)s, allyl,
benzyl, fenyl, F, Cl, Br, I, CH.OH, OCH3, OCH2CH3,
CF3, OCF3;, CONH2, CONHCH3, CON(CH3)a, NOg,
N(CH3)2, N(CH2CH3)2, NHCH3, NHCOCH3, nebo R1-R2
je -CH=CH-CH=CH-. Tyto slouc¢eniny maji cytostatické
ucinky a vykazuji inhibi¢ni aktivitu via¢i TET1 proteinu a
1ze je pouzit pro pripravu terapeutickych systému k 1écbé
onkologickych a neurodegenerativnich poruch a
onemocnéni.
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Pyrrolo[3,2-b]pyrroly s benzhydrazidovou substituci a jejich pouZziti
Oblast techniky
Vynalez se tyka pyrrolo[3,2-b]pyrroli s benzhydrazidovou substituci a jejich pouziti jako

terapeutik pro 1é€bu onkologickych a neurodegenerativnich poruch a onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

V poslednich dvou dekadach se ukazalo, Ze vznik a rozvoj zavaznych onemocnéni je uizce spojen
se¢ zm¢nami ve struktufe DNA, zejména se stupném jeji methylace v poloze 5- na cytosinovych
bazich (5-methylcytosin, SmC). Epigeneticka regulace hladiny 5-methylcytosinu a stupné jeho
oxidace ¢i uplna demethylace ma zasadni vliv na expresi genii. Oxidace 5-methylcytosinu (SmC)
na 5-hydroxymethylcytosin (ShmC), nasledné na 5-formylcytosin (5fC), nasledné na 5-
karboxylcytosin (5caC) je katalyzovana Ten-eleven translokacnimi enzymy (TET methylcytosin
dioxygenazy nebo téz TET proteiny; TET1-3) [S. Ito, A. C. D'Alessio, O. V. Taranova, K. Hong,
L. C. Sowers, Y. Zhang: Role of Tet proteins in SmC to ShmC conversion, ES-cell self-renewal
and inner cell mass specification. Nature 466 (2010) 1129-1133]. Dysregulace téchto procesu a
abnormalni zmény v methylaci DNA vedou k fad¢ zavaznych patologickych stavi. Regulace
funkce TET proteind, zejména jejich inhibice, tak ma pfimy vliv na methylaci DNA a jeji
transkripci a tim 1 na vznik fady nemoci, zejména onkologickych a neurodegenerativnich
onemocnéni a poruch, napf. akutni myeloidni leukémie, gliomy, kolorektalni rakovina, rakovina
prsu, melanomy, Rettiv syndrom, Parkinsonova a Alzheimerova choroba [H. Cedar, Y. Bergman:
Linking DNA methylation and histone modification: patterns and paradigms. Nat. Rev. Genet. 10
(2009) 295-304; L. Tan, Y. G. Shi: Tet family proteins and 5-hydroxymethylcytosine in
development and disease. Development 139 (2012) 1895-190; M. M. Suzuki, A. Bird: DNA
methylation landscapes: provocative insights from epigenomics. Nat. Rev. Genet. 9 (2008) 465-
476; K. D. Rasmusen, K. Helin: Role of TET enzymes in DNA methylation, development, and
cancer. Gemes Dev. 30 (2016) 733-750; R. B. Lorsbach, J. Moore, S. Mathew, S. C. Raimondi, S.
T. Mukatira, J. R. Downing: TET1, a member of a novel protein family, is fused to MLL in acute
myeloid leukemia containing the t(10;11)(q22;q23). Leukemia 17 (2003) 637-641; A. P. Feinberg,
R. Ohlsson, S. Henikoff: The epigenetic progenitor origin of human cancer. Nat. Rev. Genet. 7
(2006) 21-33; J. Wang, G.M. Hong, A.G. Elkahloun, S. Amovitz, J. Wang, K. Szulwach, L. Lin,
C. Street, M. Wunderlich, M. Dawlaty, M.B. Neilly, R. Jaenisch, F.C. Yang, J.C. Mulloy, P. Jin,
P.P. Liu, J.D. Rowley, M. Xu, C. He, J. Chen: TETI plays an essential oncogenic role in MLL-
rearranged leukemia. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 110 (2013) 11994-11999; M. C. Haffner, A.
Chaux, A. K. Mecker, D. M. Esopi, J. Gerber, L. G. Pellakuru, A. Toubaji, P. Argani, C. lacobuzio-
Donahue, W. G. Nelson: Global 5-hydroxymethylcytosine content is significantly reduced in tissue
stem/progenitor cell compartments and in human cancers. Oncotarget 2 (2011) 627-637; T.L.
Cheng, J. Chen, H. Wan, B. Tang, W. Tian, L. Liao, Z. Qiu: Regulation of mRNA splicing by
MeCP2 via epigenetic modifications in the brain. Sci. Rep. 7 (2017) 42790; E.M. Ellison, E.L.
Abner, M.A. Lovell: Multiregional analysis of global 5-methylcytosine and 5-
hydroxymethylcytosine throughout the progression of Alzheimer's disease. J. Neurochem. 140
(2017) 383-394; J. Zhao, Y. Zhu, J. Yang, L. Li, H. Wu, P.L. De Jager, P. Jin, D.A. Bennett: A
genome-wide profiling of brain DNA hydroxymethylation in Alzheimer's disease. Alzheimers
Dement. 13 (2017) 674-688].

TET] protein (ten-eleven translokacni methylcytosin dioxygenaza 1) je Fe(Il)- a a-ketoglutarat-
dependentni  dioxygenaza  katalyzujici pfeménu  5-methylcytosinu  (5mC) na  5-
hydroxymethylcytosin (ShmC). TET1 protein se tak podili na regulaci a fizeni genové exprese [J.
An, A. Rao, M. Ko: TET family dioxygenases and DNA demethylation in stem cells and cancers.
Exp. Mol. Medicine 49 (2017) €323; X. Wu, G. Li, R. Xie: Decoding the role of TET family
dioxygenases in lineage specification. Epigenetics Chromatin 11 (2018) Art. No. 58]. MozZnost
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ovlivnéni aktivity TET1 proteinu tak maze byt cestou k vyvoji novych terapeutickych systému
urcenych pro 1é¢bu vysSe zminénych onkologickych a neurodegenerativnich onemocnéni. Tato
strategie je prozatim limitovana malym mnozstvim znamych afektoru TET1 proteinu. Popsany
byly, napf. thioethery makrocyklickych peptidi [K. Nishio, R. Belle, T. Katoh, A. Kawamura, T.
Sengoku, K. Hanada, N. Ohsawa, M. Shirouzu, S. Yokoyama, H. Suga: Thioether Macrocyclic
Peptides Selected against TET1 Compact Catalytic Domain Inhibit TET1 Catalytic Activity.
ChemBioChem 19 (2018) 979-985] nebo derivaty cytosinu [G. N. L. Chua, K. L. Wassarman, H.
Sun, J. A. Alp, E. I Jarczyk, N. J. Kuzio, M. J. Bennett, B. G. Malachowsky, M. Kruse, Andrew
J. Kennedy: Cyrtosine-Based TET Enzyme Inhibitors. ACS Med. Chem. Lett. 10 (2019) 180-185].

Jednim z typu sloucenin, které mohou ovliviiovat TET1 protein jsou latky schopné vazat ionty
zeleza. V nedavné dobé bylo zjisténo, ze derivaty hydrazinu dokazi ovliviiovat (inhibovat) TET1
protein a tato vlastnost je tizce spjata s jejich schopnosti vazat Zeleznaté ionty [M. Jakubek, Z.
Kejik, R. Kaplanek, V. Antonyova, R. Hromadka, V. Sandrikova, D. Sykora, P. Martasek, V. Kral:
Hydrazones as novel epigenetic modulators: correlation between TET 1 protein inhibition activity
and their iron(1l) binding ability. Bioorg. Chem. 88 (2019) 102809]. Derivaty hydrazinu, zejména
hydrazidy a hydrazony, jsou znamé svym Sirokym rozsahem biologické aktivity, zahrnujici
protirakovinné, antimikrobidlni, antimykobakterialni, antiviralni, fungicidni, antiviralni,
protimalarické u¢inky ¢i1 mohou slouzit jako antialzheimerika €1 antiparkinsonika [B. Narasimhan,
P. Kumar, D. Sharma: Biological activities of hydrazide derivatives in the new millennium. Acta
Pharm. Sci. 2010, 52, 169-180; P. Kumar, B. Narasimhan: Hydrazides/Hydrazones as
Antimicrobial and Anticancer Agents in the New Millennium. Mini-Rev. Med. Chem. 2013, 13,
971-987; J.L. Buss, B. T. Greene, J. Tumer, F. M. Torti, S. V. Torti: Iron Chelators in Cancer
Chemotherapy Curr. Top. Med. Chem. 2004, 4, 1623-1635; S. Rollas, S. G. Kugiikgiizel:
Biological Activities of Hydrazone Derivatives. Molecules 2007, 12, 1910-1939; P. Kumar, B.
Narasimhan: Hydrazides/Hydrazones as Antimicrobial and Anticancer Agents in the New
Millennium. Mini-Rev. Med. Chem. 2013, 13,971-987; R. Ledn, A. G. Garcia, J. Marco-Contelles:
Recent Advances in the Multitarget-Directed Ligands Approach for theTreatment of Alzheimer’s
Discase. Med. Res. Rev. 2013, 33, 139-189; T. F. Tam, R. Leung-Toung, W. Li, Y. Wang, K.
Karimian, M. Spinoet: Iron Chelator Research: Past, Present, and Future Curr. Med. Chem. 2003,
10, 983-995; A. Gaceta, R. C. Hider: The crucial role of metal ions in neurodegeneration: the basis
for a promising therapeutic strategy. Brit. J. Pharmacol. 2005, 146, 1041-1059; G. Uppal, S. Bala,
S. Kamboj, M. Saini: Therapeutic Review Exploring Antimicrobial Potential of Hydrazones as
Promising Lead. Pharma Chem. 2011, 3, 250-268; R. Kaplanek, M. Havlik, J. Rak, J. Kralova, V.
Kral: Derivaty Trogerovych bazi a jejich cytostatické ucinky. Patent CZ 305488 B6 (2015); R.
Kaplanek, M. Jakubek, M. Havlik, J. Rak, T. Bfiza, P. Dzubak, M. Hajduch, P. Konec¢ny, J.
Stépankova, J. Kralova, V. Kral: Kofein-8-hydrazony jako nova cytostatika pro 1é&bu
onkologickych onemocnéni (Caffeine-8-hydrazones as novel cytostatics for the treatment of
oncologic diseases). Patent CZ 305625 B6 (2015); G. C. Look, L. Schultz, A. M. Polozov, N.
Bhagat, J. Wang, D. E. Zembower, W. F. Goure, T. Pray, G. A. Krafft: Methods of inhibiting the
formation of amyloid-beta diffusable ligands wusing acylhydrazide compounds. Patent
US 2011098309 A1]. Denvaty hydrazinu také vykazuji vazebn¢ vlastnosti vaci iontum kovu [T.
Hoy, J. Humphrys, A. Williams, P. Ponka, A. Jacobs: Effective iron chelation following oral
administration of an isoniazid-pyridoxal hydrazone. Brit. J. Haematol. 1979, 43,443-449; Z. Kejik,
R. Kaplanek, M. Havlik, T. Bfiza, D. Vaviinova, Bo. Dolensky, P. Martasek, V. Kral:
Aluminium(II) Sensing by Pyridoxal Hydrazone Utilizing the Chelation Enhanced Fluorescence
Effect. J. Lumin. 180 (2016) 269-277; R. Kaplanek, M. Havlik, B. Dolensky, J. Rak, P. DZubak,
P. Kone¢ny, M. Hajduch, J. Kralova, V. Kral: Synthesis and biological activity evaluation of
hydrazone derivatives based on a Troger's base skeleton. Bioorg. Med. Chem. 23 (2015) 1651-
1659].

Pro sledovani bunécné lokalizace aktivnich latek musi byt jejich molekuly oznaceny fluorescenéni
znackou; s vvhodou jsou pouzivany aktivni latky, které¢ maji samy fluorescencni vlastnosti [M. S.
T. Goncalves: Fluorescent Labeling of Biomolecules with Organic Probes. Chem. Rev. 109 (2009)
190-212; Z. Guo, S. Park, J. Yoon, L. Shin: Recent progress in the development of near-infrared
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fluorescent probes for bioimaging applications. Chem. Soc. Rev. 43 (2014) 16-29; T. Bfiza, J.
Kralova, S. Rimpelova, M. Havlik, R. Kaplanek, Z. Kejik, B. Reddy, K. Zaruba, T. Ruml, I.
Mikula, P. Martasek, V. Kral: Dimethinium Heteroaromatic Salts as Building Blocks for Dual-
Fluorescence Intracellular Probes. ChemPhotoChem 1 (2017) 442-450]. Vhodnym fluorescenénim
jadrem (probou) jsou pyrrolo|3,2-b]pyrroly [M. Krzeszewski, B. Thorsted, J. Brewer, D. T. Gryko:
Tetraaryl-, Pentaaryl-, and Hexaaryl-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrroles: Synthesis and Optical
Properties. J. Org. Chem. 79 (2014) 3119-3128; M. Krzeszewski, D. Gryko, D. T. Gryko: The
Tetraarylpyrrolo[3,2-b]pyrroles-From Serendipitous Discovery to Promising Heterocyclic
Optoclectronic Materials. Acc. Chem. Res. 50 (2017) 2334-2345; M. Tasior, B. Koszama, D. C.
Young, B. Bemnard, D. Jacquemin, D. Gryko, D. T. Gryko: Fe(Ill)-Catalyzed synthesis of
pyrrolo[3,2-b]pyrroles: formation of new dyes and photophysical studies. Org. Chem. Front. 6
(2019) 2939-2943].

Spojenim bioaktivni benzhydrazidové skupiny, ktera je navic schopna vazat ionty kovu, a
fluorescencniho pyrrolo[3,2-b]pyrrolového jadra vzniknou hybridni molekuly s potencialem
ovliviiovat aktivitu TETI proteinu, jejichz lokalizaci v burice 1ze sledovat pomoci fluorescencni
mikroskopie. Nové pyrrolo[3,2-b]pyrroly nesoucich benzhydrazidovou skupinu a jejich pouziti
jako terapeutik pro 1é¢bu onkologickych a neurodegenerativnich poruch a onemocnéni jsou
pfedmétem tohoto patentu.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu jsou pyrrolo[3,2-b]pyrroly s benzhydrazidovou substituci obecného vzorce I,

@

kde R1 R2 jsou nezavisle H, OH, alkyl s 1 az 6 uhlikovymi atomy, C(CHzs)s, allyl, benzyl, fenyl,
F, Cl, Br, I, CH,OH, OCHs;, OCH,CHs, CFs;, OCF;, CONH;, CONHCH3;, CON(CH3),, NO,,
N(CH3)2, N(CHzCH3)2, NHCH3, NHCOCH}, nebo

R1-R2je -CH=CH-CH=CH-, tedy prikondenzovan¢ benzenové jadro,

Latky obecného vzorce [ maji cytostatické ucinky a vykazuji inhibicni aktivitu viiéi TET1 proteinu
a lze je pouzit pro pripravu terapeutickych systému k 1é¢b¢ onkologickych a neurodegenerativnich
poruch a onemocnéni.

Priprava pyrrolo[3,2-b]pyrroli s benzhydrazidovou substituci obecného vzorce I, jejich
cytostatické vlastnosti, vazebné vlastnosti, lokalizace v burikach a inhibi¢ni vlastnosti vaci TET1
proteinu, jsou doloZeny nasledujicimi pfiklady, aniz by jimi byly jakkoliv omezeny.



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 309298 B6

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 znazormuje UV-Vis spektrum latky 2 v pfitomnosti ionta Fe(II).

Obr. 2 znazortiuje titracni kfivku pro latku 2 (10 uM), ukazujici zavislost absorbance komplexu pii
maximu (390 nm) na koncentraci Fe(II) ve vodném médiu (voda/DMSO, 99:1).

Obr. 3 znazoruje 1Cso latky 2 pro vSechny testované linie.

Obr. 4 znazomuje intracelulami lokalizaci latky 2 (vlevo), komercniho barviva MitoTrackerRed
(uprostfed) a prekryv latky 2 a MitoTrackerRed (vpravo).

Obr. 5 znazoriuje zavislost normalizované aktivity TET 1 (enzymaticka aktivita v pfitomnosti
latky 2/aktivita neinhibované¢ho enzymu) na koncentraci latky 2.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1

Priprava 4,4'-(1,4-di-p-tolyl-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzhvdrazidu) (2),
spadajiciho pod obecny vzorec L.

o)

N-‘“ (N

® %“Lz
\IN &\__5.
¢ f\’[\

2
X

N S

Yoo s
N

. ¥ ?_

52X,

Smés methyl 4-formylbenzoatu (1 g, 6,1 mmol), p-toluidinu (0,65 g, 6,1 mmol) a kyseliny p-
toluensulfonové (110 mg, 0,6 mmol) v ledové kyseliné octové (5 ml) byla michana pri 90 °C po
dobu 30 min. Do husté zluté smési byl pfidan 2,3-butandion (260 pl, 2,9 mmol) a reak¢ni smés
byla michana pfi 90 °C po dobu 3 h. Po ochlazeni na laboratomi teplotu byla suspenze
prefiltrovana, Zluty filtracni kola¢ byl promyt ledovou kyselinou octovou a rekrystalizovan ze
sm¢si dichlormethan-hexan (1:1, v/v). Bylo ziskano 510 mg (15 %) dimethyl 4,4'-(1,4-di-p-tolyl-
1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)dibenzoatu (intermediat 1).

'H NMR (CDCls): 7,75 (d, J = 7,7 Hz, 4H), 7,15 (d, J = 8,0 Hz, 4H), 7,10 — 7,01 (m, 8H), 6,35 (s,
2H), 3,77 (s, 6H), 2,27 (s, 6H).

Smés diesteru 1 (500 mg, 0,9 mmol) a katalytického mnozstvi 4-(dimethylamino)pyridinu (11 mg,
0,09 mmol) v hydrazin hydratu (9 ml; 180 mmol) byla michana pfi 115 °C po dobu 2 dnui. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byl pevny produkt odfiltrovan a promyt ledovym
dichlormethanem. Surovy produkt byl rekrystalizovan z dichlormethanu, bylo ziskano 300 mg
(60%) 4,4'-(1,4-di-p-tolyl-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzhydrazidu) (latky 2) ve
form¢ zZluté pevné latky.

'HNMR (DMSO-ds): 9,70 (s, 2H), 7,98-7,51 (m, 4H), 7,49-6,91 (m, 12 H), 6,35 (s, 2H), 4,57 (s,
4H), 2,35 (s, 6H).
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Pripravu je mozné provést 1 tak, ze surovy intermediat po filtraci a promyti kyselinou octovou je
pfimo pouzit do dalSiho reak¢niho kroku, neni tedy Cistén krystalizaci. Krystalizuje se az finalni
produkt (latka 2). Celkovy vytézek latky 2 pripravené timto zpusobem je srovnatelny s prvnim
postupem.

Priklad 2

Priprava 4,4'-(1,4-bis(4-hydroxyfenyl)-1,4-dihydropyrrolo|3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di-
(benzohydrazidu) (3), spadajiciho pod obecny vzorec 1.

s HNNH

P

Latka byla pfipravena podle postupu uvedeného v prikladu 1 s tim rozdilem, ze v prvnim kroku
byl misto p-toluidinu pouzit 4-aminofenol (6,1 mmol). Odfiltrovany surovy meziprodukt
(intermediat) byl pouzit pfimo do dalSiho reakéniho kroku. Ten byl proveden podle postupu
uvedencho v prikladu 1; po rekrystalizaci ze smési chloroform-methanol byl ziskan 4,4'-(1,4-bis(4-
hydroxyfenyl)-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazid)  (3) v celkovém
vytézku 9,0 % (vzhledem k 2,3-butandionu).

'H NMR (DMSO-ds): 9,77 (s, 2H), 8.92 (bs, 2H), 8,10-6.90 (m, 16 H), 6,54 (s, 2H), 4,57 (s, 4H).
Priklad 3

Priprava 4,4'-(1,4-bis(3-chlorfenyl)-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazidu)
(4), spadajiciho pod obecny vzorec 1.

Latka byla pfipravena podle postupu uvedeného v prikladu 1 s tim rozdilem, ze v prvnim kroku
byl misto p-toluidinu pouzit 3-chloranilin (6,1 mmol). Odfiltrovany surovy meziprodukt
(intermediat) byl pouzit pfimo do dalSiho reakéniho kroku. Ten byl proveden podle postupu
uvedencho v prikladu 1; po rekrystalizaci z chloroformu byl ziskan 4,4'-(1,4-bis(3-chlorfenyl)-1,4-
dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazid) (4) v celkovém vytézku 8,2 % (vzhledem
k 2,3-butandionu).
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'H NMR (DMSO-ds): 9,66 (s, 2H), 8,00-7,50 (m, 4H), 7,40-7,05 (m, 12 H), 6,60 (s, 2H), 4,52 (s,
4H).

Priklad 4

Priprava 4.4'-(1,4-bis(3-tolyl)-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazidu) (5),
spadajiciho pod obecny vzorec L.

R

Latka byla pfipravena podle postupu uvedeného v prikladu 1 s tim rozdilem, ze v prvnim kroku
byl misto p-toluidinu pouzit 3-methylanilin (6,1 mmol). Odfiltrovany surovy meziprodukt
(intermediat) byl pouzit pfimo do dalSiho reakéniho kroku. Ten byl proveden podle postupu
uvedenc¢ho v prikladu 1; po rekrystalizaci z chloroformu byl ziskan 4,4'-(1,4-bis(3-tolyl)-1,4-
dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazid) (5) v celkovém vytézku 9,1 % (vzhledem
k 2,3-butandionu).

'H NMR (DMSO-ds): 9,74 (s, 2H), 8,00-7,50 (m, 4H), 7,50-6,88 (m, 12 H), 6,53 (s, 2H), 4,60 (s,
4H), 2,38 (s, 6H).

Priklad 5

Priprava  4,4'-(1,4-difenyl-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazidu)  (6),
spadajiciho pod obecny vzorec L.

Latka byla pfipravena podle postupu uvedeného v prikladu 1 s tim rozdilem, ze v prvnim kroku
byl misto p-toluidinu pouzit anilin (6,1 mmol). Odfiltrovany surovy meziprodukt (intermediat) byl
pouzit pfimo do dalsiho reakéniho kroku. Ten byl proveden podle postupu uvedeného v prikladu
1; po rekrystalizaci z chloroformu byl ziskan 4,4'-(1,4-difenyl-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-
2,5-diyl)di(benzohydrazid) (6) v celkovém vytézku 7,7 % (vzhledem k 2,3-butandionu).

'H NMR (DMSO-ds): 9,80 (s, 2H), 8,00-6,80 (m, 18H), 6,50 (s, 2H), 4,61 (s, 4H).

Priklad 6

Priprava 4,4'-(1,4-bis(4-methoxyfenyl)-1,4-dihydropyrrolo|3,2-b|pyrrol-2,5-diyl)di(benzo-
hydrazidu) (7), spadajiciho pod obecny vzorec L.
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Latka byla pfipravena podle postupu uvedeného v prikladu 1 s tim rozdilem, ze v prvnim kroku
byl misto p-toluidinu pouzit 4-methoxyanilin (6,1 mmol). Odfiltrovany surovy meziprodukt
(intermediat) byl pouzit pfimo do dalSiho reakéniho kroku. Ten byl proveden podle postupu
uveden¢ho v prfikladu 1; po rekrystalizaci z dichlormethanu byl ziskan 4,4'-(1,4-bis(4-
methoxyfenyl)-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazid)  (7) v celkovém
vytézku 9.4 % (vzhledem k 2,3-butandionu).

'H NMR (DMSO-ds): 9,70 (s, 2H), 8,05-6,88 (m, 16 H), 6,53 (s, 2H), 4,58 (s, 4H), 3,81 (s, 6H).
Priklad 7

Priprava 4,4'-(2,5-bis(4-(hydrazinkarbonyl)fenyl)pyrrolo[3,2-b]pyrrol-1,4-diyl)dibenzamidu (8),
spadajiciho pod obecny vzorec L.

Latka byla pfipravena podle postupu uvedeného v prikladu 1 s tim rozdilem, ze v prvnim kroku
byl misto p-toluidinu pouzit 4-aminobenzamid (6,1 mmol). Odfiltrovany surovy meziprodukt
(intermediat) byl pouzit pfimo do dalSiho reakéniho kroku. Ten byl proveden podle postupu
uvedencho v prikladu 1; po rekrystalizaci ze smési dichlormethan-methanol byl ziskan 4,4'-(2,5-
bis(4-(hydrazinkarbonyl)fenyl)pyrrolo[3,2-b]pyrrol-1,4-diyl)dibenzamid (8) v celkovém vytézku
6,9 % (vzhledem k 2,3-butandionu).

'H NMR (DMSO-d¢): 8,10-6,81 (m, 16 H), 6,56 (s, 2H), 4,62 (bs, 4H).
Priklad 8

Priprava 4,4'-(1,4-bis(4-bromfenyl)-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazidu)
(9), spadajiciho pod obecny vzorec 1.
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Latka byla pfipravena podle postupu uvedeného v prikladu 1 s tim rozdilem, ze v prvnim kroku
byl misto p-toluidinu pouzit 4-bromanilin (6,1 mmol). Odfiltrovany surovy meziprodukt
(intermediat) byl pouzit pfimo do dalSiho reakéniho kroku. Ten byl proveden podle postupu
uvedencho v prikladu 1; po rekrystalizaci z chloroformu byl ziskan 4,4'-(1,4-bis(4-bromfenyl)-1,4-
dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazid) (9) v celkovém vytézku 10,5 %
(vzhledem k 2,3-butandionu).

'H NMR (DMSO-ds): 9,87 (s, 2H), 8,03-7,52 (m, 4H), 7,47-6,90 (m, 12 H), 6,50 (s, 2H), 4,57 (s,
4H).

Priklad 9

Priprava 4.4'-(1,4-bis(4-nitrofenyl)-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazidu)
(10), spadajiciho pod obecny vzorec L.

10

Latka byla pfipravena podle postupu uvedeného v prikladu 1 s tim rozdilem, ze v prvnim kroku
byl misto p-toluidinu pouzit 4-nitroanilin (6,1 mmol). Odfiltrovany surovy meziprodukt
(intermediat) byl pouzit pfimo do dalSiho reakéniho kroku. Ten byl proveden podle postupu
uvedencho v prikladu 1; po rekrystalizaci z chloroformu byl ziskan 4,4'-(1,4-bis(4-nitrofenyl)-1,4-
dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazid) (10) v celkovém vytézku 6,5% (vzhledem
k 2,3-butandionu).

'H NMR (DMSO-ds): 9,85 (s, 2H), 8,03-7,52 (m, 4H), 7,47-6,90 (m, 12 H), 6,47 (s, 2H), 4,60 (s,
4H).
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Priklad 10

Priprava 4,4'-(1,4-bis(4-dimethylaminofenyl)-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzo-
hydrazidu) (11), spadajiciho pod obecny vzorec 1.

11

Latka byla pfipravena podle postupu uvedeného v prikladu 1 s tim rozdilem, Ze v prvnim kroku
byl misto p-toluidinu pouzit 4-dimethylaminoanilin (6,1 mmol). Odfiltrovany surovy meziprodukt
(intermediat) byl pouzit pfimo do dalSiho reakéniho kroku. Ten byl proveden podle postupu
uveden¢ho v prfikladu 1; po rekrystalizaci z dichlormethanu byl ziskan 4,4'-(1,4-bis(4-
dimethylaminofenyl)-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzohydrazid) (11)

v celkovém vytézku 7,3 % (vzhledem k 2,3-butandionu).

'H NMR (DMSO-ds): 9,80 (s, 2H), 8,05-6,90 (m, 16 H), 6,53 (s, 2H), 4,58 (s, 4H), 2,88 (s, 12H).
Priklad 11
Vazebné vlastnosti pyrrolo[3,2-b]pyrrola s benzhydrazidovou substituci vaci Fe?* iontim.

Absorpcni spektrum 4,4'-(1,4-di-p-tolyl-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-
diyl)di(benzhydrazidu), spadajiciho pod obecny vzorec I (latky 2) bylo zméreno spektrometrem
Cintra 404 GBC. Komplexace latky 2 s ionty Zeleza (Fe?*) byla studovana UV-Vis spektroskopii
ve vodném médiu (voda/DMSO, 99: 1). Vazebna konstanta (Ks) byla vypoctena ze zmén
absorbance AA latky 2 pfi spektralnim maximu komplexu se Zelezem (Fe?*) (391 nm) nelinearni
regresni analyzou pomoci softwaru Letagrop Spefo 2005. Koncentrace latky 2 byla 10 uM.
Koncentrace iontu Zeleza (Fe?*) byla v rozmezi od 0 mM do 0,5 mM. Rozsah UV-Vis spektra byl
300 az 600 nm, s 1 nm rozestupy dat pfi skenovaci rychlosti 300 nm/min. Roztoky byly smichany
v kyvet¢ béhem cel¢ titrace a po kazdém piidani zeleza.

Byla prokazana schopnost testované latky (2) chelatovat ionty Zeleza (Fe?*). Vazebna konstanta
pro komplex 1:1 (Fe**: latka 2) byla Log(K) = 19,4 a pro komplex 1:2 byla Log(K) = 8.9.

Obrazek 1 znazomuje UV-Vis spektrum latky 2 v pfitomnosti ionta Fe(II).

Obrazek 2 znazoruje titracni kfivku pro latku 2 (10 uM), ukazujici zavislost absorbance komplexu
pii maximu (390 nm) na koncentraci Fe(II) ve vodném médiu (voda/DMSQ, 99:1)

Priklad 12
Cytotoxicita pyrrolo[3,2-b]pyrrolu s benzhydrazidovou substituci.

Stanoveni ICso: Zivotaschopnost bunék byla méfena kolorimetrickym testem MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-difenyltetrazoliumbromid]. Buiky HF-P4 a A-2058 byly kultivovany v
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96-jamkovych destickach v hustoté 1,0 x 105 bun¢k/jamka a ponechany rist po dobu 24 hodin ve
200 pul Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) obsahujiciho streptomycin a 10% fetalni
hovézi sérum [FBS] pii 37 °C a 5% CO,. Buiiky U2-OS byly kultivovany v 96-jamkovych
destickach v hustoté 1,0 x 105 bun¢k/jamka a ponechany rist po dobu 24 hodin ve 200 ul McCoy’s
médiu obsahujiciho streptomycin a 10% fetalni hovézi sérum [FBS] pii 37 °C a 5% CO,. Po
inkubaci byl k butikam z kazd¢ jamky pridan chelator AT-751 v koncentracnim rozmezi od 100 nM
do 100 uM (100 nM, 1 uM, 10 uM, 50 uM a 100 uM). Kazda koncentrace byla méfena étyfikrat v
ramci jednoho testu a cely test byl opakovan trikrat. Chelatory byly zfedény v DMSO a DMEM na
kone¢ny objem 200 ul. Po 48 hodinach expozice byly roztoky chelatoru odsaté a k buiikam bylo
pfidano 175 ul MTT roztoku. Probéhla inkubace po dobu 2 hodin. Po inkubaci bylo pfidano 125 ul
DMSO k rozpusténi tmavych krystali formazanu vytvorenych v intaktnich buikach a absorbance
byla méfena pfi 570 nm pomoci Tegan MicroPlate readeru.

Ucinek testovaného chelatoru AT-751 na zdravé lidské fibroblasty HF-P4, lidské maligni
melanomové buniky A-2058 a buriky lidského osteosarkomu U2-0OS byl hodnocen pomoci testu
MTT. Rozmezi koncentraci chelatoru bylo 0,1 az 100 pmol/l.

Latka 2 vykazovala cytotoxicky efekt jak vuci zdravym lidskym fibroblastim HF-P4 (ICsy =
23,34 uM), tak vuci lidskym malignim melanomovym buikam A-2058 (ICso = 25,59 uM)
a buiikam lidského osteosarkomu U2-OS (ICso = 1,34 uM)

Obr. 3 znazomuje 1Cso latky 2 pro vSechny testované linie.
Priklad 13
Intracelularni lokalizace pyrrolo[3,2-b]pyrrolu s benzhydrazidovou substituci.

Intracelularni lokalizace 4,4'-(1,4-di-p-tolyl-1,4-dihydropyrrolo|3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benz-
hydrazidu), spadajiciho pod obecny vzorec I (latky 2), byla zkoumana fluorescencni mikroskopii
zivych bungk v realném case pomoci mikroskopu Leica TCS SP8 WLL SMD-FLIM ve 37 °C a
5% CO, atmosféfe. Buitky HF-P4 v hustoté 4,0 x 10* bunék/sklicko byly naogkovany na 22 x 22
mm sklicka pro zobrazeni Zivych bunék v kompletnim kultivacnim médiu bunék (DMEM se
streptomycinem a 10% FBS). Buiiky byly ponechany pfes noc (24 hodin) pro adhezi. Po 1-denni
inkubaci bylo médium odsato a buriky byly inkubovany po dobu 15 minut (37 °C, 5% CO,) v
DMEM obsahujicim latku 2 v koncentraci 1 umol/l. Jako standardy pro hodnoceni pfesné
intracelulami lokalizace byly pouzity MitoTracker® Red FM v koncentraci 50 nmol/l (MTR) a
LysoTracker® Green FM pii koncentraci 300 nmol/l (LTG). Po inkubaéni dobé€ byly buriky dvakrat
proplachnuty PBS a ponechany v cerstvém médiu bez fenolové cervené. Pro vizualizaci bunék
jsme pouzili vodni objektiv HC PL APO CS2 63x (NA 1.2) a laser s excita¢ni vinovou délkou
405 nm (vykon 10%) s fluorescencnim emisnim rozsahem 415 az 470 nm. Pro MitoTracker® Red
jsme pouzili laser s excitacni vinovou délkou 579 nm (vykon 8 %) a pro LysoTracker® Green jsme
pouzili laser s excitacni vlnovou délkou 504 nm (vykon 10 %). Dale jsme stanovili kolokalizaci
testované latky s mitochondriemi a lysosomy korelacni statistickou analyzou hodnot intenzity
¢ervenych (MitoTracker) a modrych (latka 2) nebo zelenych (LysoTracker) a modrych (latka 2)
pixelu ve dvoukanalovych obrazech. Pomoci softwaru ImagelJ jsme urcili Pearsonovy korelacni
koeficienty.

Pomoci fluorescencni mikroskopie zivych bunék v realném Case na linii lidskych fibroblasta HF-
P4 jsme s vyuzZitim organelové specifické fluorescenéni znacky (MTR, LTG) gzjistili
mitochondrialni lokalizaci latky 2. Pearsontiv korelaéni koeficient pro kolokalizaci latky 2, a MTR
ukazal velmi pozitivni lineami vztah, ¢imz potvrdil lokalizaci latky 2 v mitochondriich. Hodnota
Pearsnova korela¢niho koeficientu byla 0,92.

Obrazek 4 =znazomiuje intracelularni lokalizaci latky 2 (vlevo), komercéniho barviva
MitoTrackerRed (uprostied) a prekryv latky 2 a MitoTrackerRed (vpravo).

-10 -
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Priklad 14
Inhibiéni aktivita pyrrolo[3,2-b]pyrrolu s benzhydrazidovou substituci vaci TET1 proteinu.

Pomoci fluorimetrického kitu pro stanoveni aktivity TET hydroxylazy (TET1 proteinu) jsme
testovali 4,4'-(1,4-di-p-tolyl-1,4-dihydropyrrolo[3,2-b]pyrrol-2,5-diyl)di(benzhydrazid), spadajici
pod obecny vzorec I (latky 2). Byl pouzity purifikovany TET 1 enzym. Inhibi¢ni aktivita latky 2
byla mérena podle protokolu vyrobce. TET 1 se vaze na methylovany substrat a prevadi jej na
hydroxymethylované produkty, které muzu byt rozpoznavany specifickou protilatkou. Mnozstvi
téchto produktu jsme stanovili méfenim intenzity fluorescence na MicroPlate ¢tecce pri excitacni
vlnové délce 530 nm a emisni vinové délce 590 nm.

V experimentu jsme pozorovali inhibi¢ni aéinek pro TET 1 pro latku 2. Hodnota ICso pro latku 2
byla 0,87 uM.

Obr. 5 znazoriuje zavislost normalizované aktivity TET 1 (enzymaticka aktivita v pfitomnosti
latky 2/aktivita neinhibovaného enzymu) na koncentraci latky 2.

Prumyvslova vvyuzitelnost

Vynalez je vyuzitelny ve farmaceutickém pramyslu, k pfipravé novych 1€Civ a k 1€¢be
onkologickych a neurodegenerativnich poruch a onemocnéni.

-11 -
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PATENTOVE NAROKY

1. Pyrrolo[3,2-b]pyrroly s benzhydrazidovou substituci obecného vzorce I,

@
kde R1 R2 jsou nezavisle H, OH, alkyl s 1 az 6 uhlikovymi atomy, C(CHzs)s, allyl, benzyl, fenyl,
F, Cl, Br, I, CH,OH, OCH3, OCH:CHj3, CF3, OCF3;, CONH,, CONHCH3, CON(CHz3)2, NO»,
N(CH3)2, N(CHzCH3)2, NHCH3, NHCOCH}, nebo
R1-R2je -CH=CH-CH=CH-, tedy prikondenzovan¢ benzenové jadro.

2. Pouaziti latek obecného vzorce I podle naroku 1, pro pfipravu lé¢iva k 1é€bé onkologickych
onemocnéni.

3. Pouziti latek obecného vzorce I podle naroku 1, pro pripravu lé¢iva k 1é¢be

neurodegenerativnich poruch a onemocnéni.

3 vykresy

-12 -



CZ 309298 B6

sssaasaaaaas §Y

Efady, Fa fontd

RN RS AT Ban

- 13 -



CZ 309298 B6

QA - N X »N N R . 3 . .
2 S0 VNN oA e NS T Y AN AL AN SN
& {daasurad Qata ~ Calvuiated sunve

W

\\\\\\\\\\\\\\
NNy
D
REER X MY X

ic50

§000002- ] \§ \_
gO.QOOO‘l* §
& P

4

& W

celt line

Obr. 3

-14 -



CZ 309298 B6

%,

Obr. 4

<

Fe)

<

-loge{chelator}

Obr. 5

-15 -



	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings

