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Abstrakt

V dnesni dobé¢ je velkym tématem snaha o nalezeni 1écby onkologickych onemocnéni.
Buiiky nékterych typt nadori obsahuji vétsi mnozstvi Zeleza neZ zdravé buiiky. Zelezo
je biogenni prvek, ktery je dulezity pro bunécné déleni a rist. ProtoZze hlavnim mistem
metabolismu Zeleza je mitochondrie, je jednou z cest, jak nadorovym buiikam pfivodit
bunécnou smrt, snizeni biologické dostupnosti zeleza v mitochondriich. V souCasnosti je
nékolik registrovanych terapeutik, z nichz néktera obsahuji hydroxypyridonovou skupinu
jako jednotku chelatujici zelezo, ale Zzadnd zpouzivanych 1é¢iv nejsou cilena
do mitochondrii. Aby byla chelatujici jednotka schopna vazat zelezo lokalizované
v mitochondriich, je potfeba, aby prosla ptes jeji vné€jsi a vnitini membranu, ¢ehoz 1ze
docilit spojenim trifenylfosfoniového kationtu, coz je ovéfeny transportér latek
do mitochondrie, s chelatujici jednotkou ptes lipofilni feté¢zec. Trifenylfosfonium by diky
svému kladnému naboji mélo byt schopné hydrofilni chelatujici jednotku dopravit
do mitochondrii, kde cheldtor zakomplexuje zelezité kationty, ¢imz by se méla snizit

jejich dostupnost pro ostatni biochemické procesy.

V ramci této prace byly pfipraveny dva hydroxypyridonové derivaty lisici se rizné

dlouhou spojkou mezi chelatyjici jednotkou a trifenylfosfoniovym kationtem.

Kli¢ova slova

Ligandy pro zelezo, mitochondridlni membrana, nddorové buiky, fosfoniové soli,

hydroxypyridony



Abstract

The effort to find a cure for cancer is a big topic nowadays. Some types of cancer cells
contain more iron than healthy cells. Iron is a biogenic element that is important for cell
proliferation and growth. Since the main site of iron metabolism is in the mitochondria,
one way to induce cell death in cancer cells is to reduce the bioavailability of iron
in the mitochondria. There are several currently registered therapeutics, some of which
contain a hydroxypyridone group as an iron chelating unit, but none of the drugs in use
are designed to target the mitochondria. For the chelating unit able to bind iron localized
in the mitochondria, it needs to cross the outer and inner membranes of the mitochondria,
which can be achieved by coupling the chelating unit with the triphenylphosphonium
cation, which is a known membrane transporter, via a lipophilic chain.
Triphenylphosphonium should be able to transport the hydrophilic chelating unit into
the mitochondria due to its positive charge. The chelator will complex the ferric cations,

thereby reducing their availability for other biochemical processes.

In this work, two hydroxypyridone derivatives were prepared differing in the length

of the spacer between the chelating unit and triphenylphosphine cation.
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Iron-binding ligands, mitochondrial membrane, cancer cells, phosphonium salts,

hydroxypyridones
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Seznam zkratek

ADP Adenosindifosfat

ATP Adenosintrifosfat

B-Ala Beta-alanin, kyselina 3-aminopropanova

DFO Desferrioxamin

DFP Deferipron

DFX Deferasirox

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin

DMAP 4-Dimethylaminopyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

DNA Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)

EDC Ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova (Ethylenediaminetetraacetic acid)
FAD Oxidovana forma koenzymu flavinadenindinukleotid
FADH, Redukovana forma koenzymu flavinadenindinukleotid

GIT Travici soustava (Gastrointestinal tract)

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-performance liquid
chromatography)

LIP Intracelularni zasoba Zeleza (Labile iron pool)

MS Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

NAD* Oxidovana forma koenzymu nikotinamidadenindinukleotid
NADH Redukovana forma koenzymu nikotinamidadenindinukleotid
NMR Nukledrni magneticka rezonance

PIH Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon



ROS

RVO

t-BuOH

TFA

TMS

Reaktivni formy kysliku (Reactive oxygen species)
Rotacni vakuova odparka

Terc-butanol

Kyselina trifluoroctova (Trifluoroacetic acid)

Tetramethylsilan
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1. Teoreticky uvod

V dnesni dobé jsou onkologickd onemocnéni a jejich potencialni lécba velkym
tématem. Jednou z moznosti 1éCby by mohlo byt vyuziti chelatora Zeleza cilenych
do mitochondrii. Diky tomu, Ze nadorové buiiky obsahuji oproti zdravym bunkam vice

Zeleza, by tato metoda mohla byt potencialné selektivni pouze k nadorovym bunikam.!

Nekteré chelatory zeleza jsou jiz schvalenymi 1€¢ivy a vyuzivaji se pro lécbu nemoci
spojenych s vysokou koncentraci Zeleza v organismu. Piikladem takové nemoci je
naptiklad hemochromatéza, kterda mize byt dana geneticky (v organismu se hromadi
zelezo z potravy) nebo muize byt disledkem castych transfuzi. Chelatory schvalenymi pro
lécbu takovych nemoci jsou napiiklad Deferiprone (DFP), Deferasirox (DFX),
nebo Desferrioxamin (DFO) (popis téchto latek a jejich strukturni vzorce jsou uvedeny
nize v textu).2 Tyto chelatory ale neprochazeji do mitochondrii, ale chelatuji kationty
zeleza v cytosolu. Pro prostup do mitochondrii museji chelatory projit pfes vnitini a vnéjsi
membranu mitochondrie. Vnéj$i mitochondridlni membrana obsahuje pomérné velké
pory, které propoustéji nizkomolekulérni latky do molekulové hmotnosti ca 5000 Da,
avSak vnitini membrana je pro drtivou vétSinu latek nepropustna. Proto je potieba
na chelatujici jednotku navazat ptes dostate¢né lipofilni fetézec skupinu, ktera chelator
dopravi pfes vnitini membranu. Takovou schopnost ma napftiklad trifenylfosfoniovy

kation.3

1.1. Mitochondrie

Mitochondrie jsou membranové organely vyskytujici se ve vétsin¢ eukaryotickych
bunék. Maji vlastni DNA a rozmnozuji se délenim. V mnohém se podobaji bakteriim a
predpoklada se, ze se vyvinuly z bakterii, kter¢ byly pohlceny buitkkami. Jejich
nejznaméjsi  funkci je oxidativni fosforylace adenosindifosfatu (ADP) na
adenosintrifosfat (ATP). Tento proces je energeticky sptazen s elektron-transportnim
fetézcem, a nazyva se oxidativni fosforylace. Redukované koenzymy vstupujici do
elektron-transportniho fetézce vznikaji béhem glykolyzy (probihajici v cytosolu buiiky),

v citratovém cyklu nebo pii beta-oxidaci mastnych kyselin (odbouravani mastnych
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kyselin). Beta-oxidace mastnych kyselin a citratovy cyklus se také odehravaji v matrix

mitochondrii.

Vzhledem k tomu, Ze mitochondrie jsou mistem, kde butika ziskdva vétSinu energie,
mutizeme fict, ze eukaryotické bunky bez mitochondrii nemohou existovat. Proto pokud
chceme nadorovym bunkam piivodit bunéénou smrt, jednou zcest je poSkozeni
mitochondrii. Mitochondrie jsou velmi bohaté na Zelezo. Probiha zde ¢ast syntézy hemu
a Fe-S klastrii a nachazeji se zde komplexy elektron-transportniho fetézce a cytochromy,
které obsahuji zelezo. Omezeni biologické dostupnosti zeleza jeho koordinaci vhodnymi
ligandy pfimo v mitochondriich tedy muZze vyznamné narusit elektron-transportni
fetézec, tim piipravit builkku o zpusob ziskavéani energie a v disledku toho ptivodit

bunéénou smrt.

1.1.1. Elektron-transportni retézec

Elektron-transportni fetézec neboli dychaci fetézec je proces, pii némz se prenaseji
elektrony z redukovanych koenzymtit NADH (v komplexu I) a FADH, (v komplexu II)
do komplexu IV, kde se diky nim redukuje kyslik a vznika voda. Tento fetézec se nachazi
ve vnitini membranég, ve které jsou vSechny komplexy elektron-transportniho fetézce
a ATP-synthasa. Komplex I obsahuje NADH-ubichinonreduktasu, komplex II obsahuje
sukcinat-ubichinonreduktasu, komplex III obsahuje kubichinol-cytochrom C-reduktasu

a komplex IV obsahuje cytochrom C-oxidasu.

Nejprve se v komplexu I z NADH (nebo v komplexu II z FaDH>) odebere hydridovy
anion, ktery je pfeveden na proton a dva elektrony, kterymi je redukovan koenzym Q.
Redukce koenzymu Q probiha v komplexu III. Redukovany koenzym Q nesouci dva
elektrony pfeda oba tyto elektrony dvéma molekulam oxidovanych cytochromti C
(obsahujici Fe*") a do mezimembranového prostoru se uvolni dva protony. Redukované
cytochromy C (obsahujici Fe?") poté do komplexu IV ptenesou dva elektrony, kterymi se
redukuje Y2 O; a vzniké voda. Elektrony v komplexu I maji vysokou energii, kterou pii
kazdém kroku elektron-transportniho fetézce ztraceji. Tim ziskdvaji energii komplexy
elektron-transportniho fetézce. Komplexy I, III a IV ji poté vyuzivaji k ziskani protonu

z vody v matrix mitochondrie a k transportu tohoto protonu do mezimembranového
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prostoru. Pfesunem protont z matrix mitochondrie do mezimembranového prostoru se
vytvafti gradient elektrochemického potencidlu protonti. Protony, které jsou pumpovany
do mezimembranového prostoru, maji malou molekulovou hmotnost, diky které mohou
prochézet ptes vnéj§i membranu mitochondrie, a proto pH v mezimembranovém prostoru
a vcytosolu je stejné, a to okolo hodnoty 7. V matrix mitochondrii je ale mensi
koncentrace protonti, pH v matrix je okolo hodnoty 8, takze koncentrace protond je

v matrix mitochondrii asi desetkrat nizsi?.

ATP-synthasa pousti protony z mezimembranového prostoru zpét do matrix
mitochondrie, pficemz ziskava energii, kterd je ulozena v gradientu elektrochemického
potencidlu protont. Diky této energii je umoznéno provést fosforylaci ADP na ATP

pomoci anorganického fosfatu.

Protoze vsechny Ctyfi komplexy a cytochrom C obsahuji Zeleznaté a zelezité kationty,
je jednou z cest jak usmrtit buitku vyvéazani zeleza nebo jeho znedostupnéni pro syntézu
novych komplext a cytochromu C. Porusenim funkce jednoho nebo vice komplext
elektron-transportniho fetézce zablokujeme buiice schopnost pienaSet elektrony
na kyslik, pfiCemz komplexy I, III a IV pfestanou pumpovat protony
do mezimembranového prostoru, ¢imz zmizi gradient elektrochemického potencidlu

protont a ATP-synthasa nebude mit energii k fosforylaci ADP na ATP.

1.1.2. Zelezo v mitochondriich

Zelezo se v organismu vyskytuje jak v oxidované (Fe3*) tak i v redukované (Fe2*)
formé. Diky pfechodu mezi témito dvéma oxidacnimi stavy se ve velkém mnozstvi
enzymi mize chovat jako akceptor i jako donor elektrond. Zelezo je biogenni prvek,
ucastni se mnoha biologickych procesi, jako jsou pienos kysliku, ziskdvani energie nebo
naptiklad syntéza DNA>° ale pokud je Zeleza v organismu pfili, mize pusobit i toxicky.
Toxicky ucinek je zaloZzen na Fentonové reakci (1.1.2.1) a Haberoveé-Weissové
reakei (1.1.2.2), pfi kterych vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS).!? Volné Zelezo ma
také dals$i toxické UCinky. S nenasycenymi lipidy reaguje za vzniku alkoxylovych
a peroxylovych radikald, které poskozuji buniky a tkané.” Proto je koncentrace Zeleza

v bufice regulovdna transportnimi (transferin) a skladovacimi proteiny (ferritin,
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hemosiderin).!?> Jedna molekula ferritinu na sebe muze navazat az 4500 atomu Zeleza.’
Zelezo je v buiice transportovano diky transferinu (kazda molekula transferinu na sebe
navaze dva zelezité kationty) a pfes membrany prochazi diky transferinovym receptorim.
Zelezo se vyskytuje piedevs§im v hemu a v proteinovych klastrech Fe-S.2 Obé tyto
struktury jsou casteCné syntetizovany v mitochondriich a jsou kofaktory velkého
mnozstvi enzymi.>® Hem je sloZen z protoporfyrinu IX a ziontu Zeleza a tvofi
prostetickou skupinu mnoha hemoproteini (napiiklad hemoglobin, myoglobin
a cytochromy).? Télo dospélého Elovéka obsahuje 4,5 — 5,0 g Zeleza, z toho nejvétsi
mnozstvi (2,3 — 2,6 g) se nachazi v hemoglobinu?, kde se podili na transportu kysliku.
V mitochondriich se Zelezo vyskytuje cytochromech a ve vSech Ctyfech komplexech
elektron-transportniho fetézce.2 Zelezo se do organismu dostava v potravé v hemové
formé (zivocisné vyrobky) nebo v nehemové formé (naptiklad ovoce, zelenina nebo
lusténiny)!® absorpci v travici soustavé (GIT — gastrointestinal tract). Zelezo v hemové
formé¢ ma lepsi biologickou dostupnost nez Zelezo v nehemové forme, toho je
ale v potravé vétsi mnozstvi, proto Zelezo v nehemové formeé ptispiva k ziskavani zeleza
vice.? V hemové formé je Zelezo ve formé Zelezitych kationtu a je dal diky transferinu
pfepraveno do cytosolu, kde se vaze na aminokyseliny, nukleotidy nebo cukry a vznika
intracelularni zasoba Zeleza (LIP — labile iron pool).> Aby se dostalo dal do mitochondrie,
musi Zelezo projit pfes obé membrany. Vnéj$i membrana je propustnd pro vSechny malé
molekuly, ale pfes vnitini membranu je dopraveno diky transportnim proteinim

(mitoferiny).*

1.1.2.1. Fentonova reakce
Pii Fentonové reakcei se diky oxidaci Zeleznatého (nebo méd’ného) kationtu redukuje
peroxid vodiku za vzniku hydroxylového aniontu a hydroxylového radikalu.
Hydroxylovy radikal je jedno z nejsiln€jSich oxidac¢nich ¢inidel (standardni redoxni
potencial 2,8 V), ktera mohou zapftiCinit bunécnou smrt, protoZe mohou oxidovat DNA
nebo ni¢it membrany mitochondrie.! Volné radikdly mohou také zaptiCinit vznik

nadorového bujeni.!?
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1.1.2.2. Haberova-Weissova reakce
Haberova-Weissova reakce je Zelezem (nebo meédi) pouze katalyzovana. Peroxid
vodiku reaguje se superoxidem za vzniku kysliku, hydroxylového aniontu
a hydroxylového radikalu."'!! Stejné jako u Fentonovy reakce zde vznika hydroxylovy

radikal, ktery je diky svym oxida¢nim vlastnostem pro buriku toxicky.

1.1.3. Membrany
Mitochondrie maji dvé membrany, wvnitini a vnéj$i, mezi kterymi je
tzv. mezimembranovy prostor. Vnitini i vn€j$i membrany jsou tvotreny fosfolipidovou

dvojvrstvou, riznymi bilkovinami a enzymy.

1.1.3.1.  Vnéjsi membrana
Asi nejvetsi rozdil mezi vnitini a vnéj$i membranou je porin, tunelova bilkovina
nachazejici se ve vnéj§i membrané. Porin tvoifi otvory ve vn€j§i membrang, kterymi
mohou zcytosolu do mezimembrdnového prostoru prochazet malé molekuly
(do 5000 Da).* Diky tomuto pasivnimu piechodu je koncentrace malych molekul a iontt
na obou stranach vnéj$i membrany mitochondrie stejna, ale v matrix mitochondrie,

za vnitini membranou, je jejich koncentrace niZsi.

1.1.3.2.  Vnitini membrana
Vnitfni membréana je oproti vn&jsi propustna jen pro specifické molekuly (naptiklad
pyruvat, nebo mastné kyseliny), které jsou pfes membranu dopraveny pomoci
membranovych transportnich proteini. Kromé transportnich proteinii se ve vnitini
membrané nachazeji komplexy I az IV z elektron-transportniho fetézce a ATP-synthasa.
Aby byla zajisténa vétsi produkce ATP, tedy aby byl prostor pro vétsi mnozstvi komplexti
elektron-transportniho fetézce a ATP-synthasy, je povrch vnitini membrany zvétSen

zahyby, které se nazyvaji kristy.*
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1.2. Rakovinné bunky

Hlavnim rozdilem mezi zdravou a rakovinnou burikou je to, ze rakovinnd buiika
nepiestava rist a nepiestava se delit. Rakovinné buitky zméni sviij metabolismus tak, aby
pokryly naroky na rychly rast a déleni.!? Apoptdza, neboli programovana bunééna smirt,
je funkce, diky které se organismus zbavuje nepotfebnych nebo poskozenych bunék.
Organismus da zdravym buiikdm, pokud jsou poskozené nebo pokud je bunék stejného
typu prilis, signal k uskute¢néni apoptozy. Rakovinné buiiky ale na tento signal nereaguji.
I kdyz je jich pftili§, mnozi se délenim stale dal. Navic se rakovinné buiiky déli pfili$
rychle. Narozdil od zdravych bunék, které dospéji do faze, kdy se z nich stavaji
specializované bunky se specidlnimi funkcemi, se rakovinné bunky do této faze nestihnou
dostat. Protoze rakovinné buniky ignoruji signdly o tom, ze by se mély prestat délit, a stale
rostou, potiebuji stale vic prostoru, a proto napadaji tkdn¢ v okoli nebo tvoii metastaze

v jinych Castech téla.

Prave kvili neustalému dé€leni maji rakovinné buiiky vétsi potfebu zeleza pro zajisténi
metabolismu a pro syntézu DNA. Diky tomu maji i vys$i koncentraci transportnich
(transferin) a skladovacich proteint (ferritin, hemosiderin).>>¢ Rakovinné butiky jsou

tedy vice citlivé na nedostatek zeleza.!?

1.3. Chelatory Zeleza

Aby chelétor (ligand) omezil dostupnost Zeleza v mitochondriich natolik, aby jeho
nedostatek ovlivnil buiiku, musi mit k zelezitym nebo zeleznatym kationttim dostate¢nou
afinitu. Cheldtory obsahuji prvky, které se chovaji jako donory elektronového paru
(naptiklad kyslik, dusik nebo sira, vétSinou ve skupinach —CO, —OH, —CN, —NHo,
—SH),'* které interaguji s kladné nabitym iontem kovu, vtomto piipadé Zelezitého

kationtu.

Chelatory se jako 1éciva vyuzivaji uz od 30. let 20. stoleti, kdy Ferdinand Mans
syntetizoval ethylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA). Pomoci ligandu EDTA se
1éc¢ila otrava olovem, ale pozdé&ji byl tento ligand vyuzivan i na odstranéni pfebytec¢ného
zeleza z organismu. EDTA ale ucinné vyvazuje z organismu i vapnik, a proto se uz

k chelataci zeleza nevyuziva.ls
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Pivodni mysSlenka byla vyuziti chelatori Zeleza pro lécbu nemoci spojenych
s vysokou koncentraci Zeleza v organismu, ale moznosti jejich vyuziti jsou mnohem vétsi.
Cilenim na rizna mista by mohly byt chelatory vyuzitelné k 1é¢b¢ napiiklad nadorovych

onemocnéni nebo malarie.1®

V dne$ni dobé je né€kolik chelatorti schvéalenych pro lécbu nemoci spojenych
s vysokou koncentraci Zeleza v organismu. Pouzivanymi 1éCivy jsou napiiklad
Desferrioxamin, pyridoxal isonikotinoyl hydrazon a jeho analogy, Parabactin,

thiosemikarbazony, Deferasirox, hydroxypyrony a hydroxypyridony.'®

1.3.1. Desferrioxamin

o} o}

(@) OH
)k | H
e e N N\/\/\/N e P
N N N NH,
| H |
OH O

(0] OH
Obrazek 1 — Strukturni vzorec desferrioxaminu.

Desferrioxamin (Obréazek 1), také zndmy jako deferoxamin, je bakteridlni siderofor
izolovany z bakterie Streptomyces pilosus. Chova se jako hexadentatni ligand, koordinuje
kovové kationty pres karbonylové a hydroxylové skupiny. Diky tomu, Ze méa velkou
afinitu k Zelezitému kationtu (s ionty Fe3' tvoii extrémné stabilni komplexy 1:1), je
v dnesni dob¢ schvalenym lé¢ivem pro lé¢bu onemocnéni spojenych s vysokym obsahem
zeleza v organismu, jako je naptiklad talasémie nebo hemochromat6za. Nevyhodou DFO
je jeho mala lipofilicita, kvili které se malo vstiebava z GIT.! Navic je v organismu rychle
metabolizovan a jeho biologicky polocas v plazmé je pouze 12 minut, proto je potieba ho
podavat subkutannimi infuzemi (do podkozi) trvajicimi 8 az 12 hodin, a to
5 az 7 x tydng.1-»15:17.18 DFO ma schopnost vyvazat Zelezo z LIP, ferritinu a transferinu,
ale neni schopny zelezo vyvazat z porfyrinového kruhu.? DFO je ale malo lipofilni,
a proto Spatn¢ prochazi pfes membrany. Proto byl stejn¢ jako na cilovy ligand této prace
na DFO navazan trifenylfosfoniovy kation, ktery by mél DFO pies membrany pienést.
Napojenti trifenylfosfoniového kationtu na DFO bylo provedeno a publikovano v nedavné

dobg.!®
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1.3.2. Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon a jeho analogy

N
O HO | SN O HO | N
N =
N e
= NT S = H N
H OH
N OH

Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH) Pyridoxal benzoyl hydrazon
HO
N
N\J@ N/ ~
NT H
H
Salicylaldehyd benzoyl hydrazon 2-hydroxy-1-naftylaldehyd benzoyl hydrazon

Obrazek 2 — Strukturni vzorce pyridoxal isonikotinoyl hydrazonu a jeho analogt.

Vzhledem ke slozitému podavani DFO jako léciva je snaha o nalezeni chelatorti
s lepSimi nebo alespoii stejnymi terapeutickymi vlastnostmi, ale s moznosti peroralniho
podani a lepsi biologickou dostupnosti. Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH) a jeho
analogy (Obrazek 2) maji podobné jako DFO vysokou afinitu k Zelezitym kationtim.
Vzhledem k jejich dostate¢né lipofilicit¢ pro priichod pifes membranu do cytosolu buiky

byly od pocatku zkoumany jako ligandy s potencidlnim antiproliferaénim G¢inkem.

Byly porovnavany vlastnosti DFO s PIH a riiznymi jeho analogy (Obrazek 2). I pfesto,
ze PIH dokazal 1épe nez DFO omezit dostupnost kationtd Zeleza z transferinu, lepsi
antiproliferatni ucinky m¢l DFO. Naopak nékteré analogy PIH dokézaly omezit
proliferaci bungk jesté Iépe nez DFO. Nejlepsimi antiprolifera¢nimi ¢inidly byly analogy
PIH odvozené od 2-hydroxy-1-naftylaldehyd benzoyl hydrazonu. Z toho se da usuzovat,

ze ¢im je dany derivat lipofilngjsi, tim ma lepsi antiprolifera¢ni u¢inek.?’
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1.3.3. Parabactin

OH

OH
NH
KL HO
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Obrazek 3 — Strukturni vzorec Parabactinu.

OH

Jiz vroce 1975 byly z bakterie Paracoccus denitrificans izolovany dva siderofory
ze ttidy katecholamidii. Oba tyto ligandy mély lepsi schopnost vyvazovat kationty zeleza
nez DFO, ale vzhledem k tomu, Ze byly z bakterii izolovany pouze v miligramovych
mnozstvich, bylo potieba siderofory vyrabét synteticky. Bylo syntetizovano mnoho
piibuznych ligandi ze tfidy katecholamidd, z nichz se nejperspektivnéjSim ukazal
Parabactin (Obrazek 3).%! Parabactin je hexadentatni ligand a koordinuje Zelezité kationty

v poméru 1:1.22

1.3.4. Thiosemikarbazony

N A R N AL ke

R
T M
Thiosemikarbazony Thiosemikarbazidy

Obrazek 4 — Obecny strukturni vzorece thiosemikarbazont a thiosemikarbazidu.

Thiosemikarbazony (Obrazek 4) jsou bidentatni ligandy a chelatuji kovové kationty
pies atom siry a pres atom dusiku. Thiosemikarbazidy (Obrazek 4), skupina latek
podobnd thiosemikarbazonim, se ve vétSiné piipadi chovaji stejné¢ jako

thiosemikarbazony, tedy jako bidentatni ligandy. V takovém piipadé koordinuji kovové
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kationty pfes atomy siry a dusiku. V nékterych ptipadech (pfi koordinaci rtutnatého
a stiibrného kationtu) se ale umi chovat i jako monodentatni ligandy a koordinovat kation

kovu pouze atomem siry. Toto chovani u thiosemikarbazonti nebylo pozorovano.?

Thiosemikarbazony se vyuzivaji k 1écbé nadorovych onemocnéni. Podle prvotnich
teorii byl jejich antiproliferacni Gi€inek zaloZen na inhibici ribonukleotidreduktasy, ktera
je nutnd k syntéze DNA, vyvazanim kationtl zeleza z jejiho centra. Pozdéji se ukazalo,
ze schopnost thiosemikarbazonii zastavit proliferaci nadorovych bunék je zaloZena
na koordinaci 1 dalSich kovli, vCetné Zeleza, a to nejen z ribonukleotidreduktasy,
ale obecné z LIP. Diky koordinaci kationtii Zeleza jsou inhibovany vSechny enzymy
obsahujici zelezo. Diky interakci se zelezem navic thiosemikarbazony podporuji
Fentonovu reakci, ktera vznikem ROS vede k poskozeni nadorovych bunék, a tim

zpusobuje bunéénou smrt.2*

1.3.5. Deferasirox

0
HO
N—N
o
N
OH  HO

Obrazek 5 — Strukturni vzorec Deferasiroxu.

Deferasirox (DFX) je tridentatni ligand, ktery vaze zelezité kationty v poméru 2:1.
Ma vyznamné veétsi afinitu k Zelezitym kationtim nez ke kationtim médi a zinku.!523
Protoze chelatace ptebytecného Zeleza v organismu pomoci DFO je ¢asové naro¢na, byla
snaha syntetizovat chelatory, které by mély delsi biologicky polocas v plazmé a které
by bylo mozné podavat peroralné. To splituje pravé DFX a proto se pouziva pro 1écbu
nemoci spojenych s vysokou koncentraci Zeleza v organismu.? Prodava se ve formé
potahovanych tablet, v Ceské republice vyrabi tablety pod ndzvem Deferasirox firma

Zentiva. Kdyz byly tablety DFX podany bezprostiedné¢ po nebo pied jidlem, byla
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biologické dostupnost 1é¢iva ovlivnéna druhem jidla. Proto je doporuceno podavat DFX

alespon 30 minut pied jidlem.??

Pfi perordlnim podani DFX mysim byla sledovana 75% absorpce latky, ale pouze 26%
biologickd dostupnost. Tento rozdil bude nejpravdépodobnéji zpiisoben first-pass
efektem.?>-26 Pfi first-pass efektu se ¢ast 1é¢iva peroralné podaného do organismu dostane
diiv do jater, kde je metabolizovano, nez do krve, a tim se snizi jeho koncentrace

a biologicka dostupnost.

1.3.6. Hydroxypyrony a hydroxypyridony

Hydroxypyrony 1 hydroxypyridony jsou bidentatni ligandy s velkou afinitou
k zelezitym kationtiim, které koordinuji diky karbonylové a hydroxylové skupiné, a to
vpoméru 3:1. Tyto ligandy jsou schopné vyvazat kationty Zzeleza jak z LIP, tak

i z transferinu nebo ferritinu!6:27

1.3.6.1. Maltol

OH
|
O

Obrazek 6 — Strukturni vzorec maltolu.

Maltol je zastupcem hydroxypyronti. Je to pfirodni latka vyskytujici se v semenech
a jehli¢i borovice, v ¢ekance, sladu, kave, obili, kakau a dalSich materidlech rostlinného
puvodu.?® Vyskytuje se ve formé sladce vonicich nazloutlych krystali a je vyuzivany
v kosmetickém a potravinaiském primyslu.?*3% Pod oznacenim E636 se piidava
do velkého mnozstvi potravin jako dochucovadlo a umi potlacit nahotklou chut’ umélych
sladidel.

Diky karbonylové a hydroxylové skupin€é mulZe maltol slouZit jako donor
elektronovych pari, a diky tomu funguje jako chelatujici ligand pro kovové kationty.

Vzhledem ktomu, ze DFP ma dobrou afinitu k zelezitym kationtim, mizeme
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ptedpokladat, ze 1 jiné ligandy odvozené od maltolu budou k Zelezitym kationtim mit

obdobn¢ vysokou afinitu.

1.3.6.2. Deferipron

Obrazek 7 — Strukturni vzorec Deferipronu.

Deferipron (DFP) je zastupcem hydroxypyridonti. Prodava se pod nazvem Ferriprox
jako oralné podavané léCivo na talasémii neboli stfedomoiskou anemii. Talasémie
je nemoc, pii které se v organismu netvoii hemoglobin, ¢ervené krevni barvivo, a proto
je nutné ho dodavat cCastymi krevnimi transfuzemi. Metabolismem dodavaného
hemoglobinu se vSak v organismu kumuluyje pfilis velké mnozstvi zeleza, které poskozuje
srdce, jatra a slezinu. Proto je tfeba nadbytek Zeleza pomoci chelatorti z organismu
odstranit. Doporuc¢end denni davka DFP je 25 mg/kg tfikrat denné, maximalni davka je
100 mg/kg za den. I piesto, Zze biologickd dostupnost DFP je vyssi nez pro DFO, jeho
uspésnost pii 1é¢bé talasémie je nizsi nez pii 1é¢bé DFO. Proto je DFP az druhou volbou
po DFO. V nékterych pifipadech se pro docileni co nejefektivnéjsi chelatace zeleza
z organismu DFP podava spolu s DFO.!

Derivaty hydroxypyridonu lze pfipravit z maltolu reakci s aminem, pfi které dojde

k vyméngé kysliku v pyranovém cyklu za aminoskupinu.
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2. Clil prace

Abychom hydrofilni chelatujici jednotku dopravili pfes membrany do mitochondrie,
je nutné na ni navazat lipofilni postranni fetézec s mitochondrialné cilenou jednotkou.
Proto je cilem této bakalarské prace na chelatujici jednotku vychazejici
z maltolu/hydroxypyridonu pies razné dlouhé fetézce navazat trifenylfosfin v podobé
fosfoniového iontu. Ten by m¢l diky kladnému naboji prochazet pies vnitini membranu
mitochondrie, a diky jejimu vysokému zidpornému membranovému potencialu se
kumulovat i v matrix mitochondrie. Pro lepsi mobilitu chelatyjici jednotky uvnitt
mitochondrie byl jako linker mezi chelatujici jednotkou a trifenylfosfinem vybran fetézec
spojeny peptidovou vazbou. Karboxylova skupina vstupujici do peptidové vazby je
navazana pies n-uhlikaty fetézec na chelatujici hydroxypyridonové jednotce a aminova
skupina je pfes m-uhlikaty fetézec navazana na trifenylfosfin (Obrazek 8).

O
OH

\
(CHo)y

0" "NH
m(H2C)

-+

Cl PPh,

Obrazek 8 — Navrh cilovych derivati, n oznacuje délku uhlikatého fetézce spojujiciho karboxylovou

skupinu vstupuyjici do peptidového couplingu s chelatujici jednotkou, m oznacuje délku uhlikatého fetézce

spojujiciho aminoskupinu s trifenylfosfoniovym kationtem.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pouzité chemikalie

Chemikalie pouzité pro syntézu byly zakoupeny od firem Sigma Aldrich, Fluka, Acros

Organics a Serva.

3.2. Metody izolace a charakterizace syntetizovanych

latek

3.2.1. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla méfena na pfistroji Waters ACQUITY QDa, s ionizaci

elektrosprejem a s kvadrupdlovym analyzatorem.

3.2.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Déleni vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii bylo provadéno na pfistroji Waters
Arc HPLC systém s UV/VIS a MS detektorem, s kolonou C18 CORTECS (2,7 um,
4,6x50 mm), s pratokem 1,2 ml/min. Jako mobilni faze byly pfi chromatografii pouZity
voda (0,1% roztok trifluoroctové kyseliny — TFA) a acetonitril (0,1% roztok TFA).

Pii déleni byla pouzita metoda s gradientovou eluci (Obrazek 9).
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Obrazek 9 — Gradientova eluce metody pouzité pii déleni pomoci HPLC. Metoda zaéina na 5% roztoku
acetonitrilu ve vodé, béhem 3,5 minuty se koncentrace acetonitrilu linearné zvedne na 100 %. 100%
acetonitrilem je kolona vymyvana pl minuty (do 4. minuty). Béhem posledni minuty (do 5. minuty) klesne
koncentrace acetonitrilu zpét na 5 %.

Pro preparativni déleni byla pouzita analogickd metoda s gradientovou eluci (detaily
viz Obrazek 10). Déleni bylo provadéno na systému piistroji Waters 2535 Quarternary
Gradient module, Waters 2489 UV/VIS Detector a Waters Fraction Collector III. Byla
pouzita kolona Luna 5ul C18 250%21,2 mm s pratokem 12 ml/min. Jako mobilni faze

byly pouzity voda (0,1% roztok TFA) a acetonitril (0,1% roztok TFA).
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Obrazek 10 - Gradientova eluce metody pouzité pro déleni obou cilovych produkti. Metoda zac¢ina na 5%
roztoku acetonitrilu ve vod€. V 5. minuté se koncentrace acetonitrilu zaéne linearné zvysSovat, aby se ve 25.
minuté dostala na 50% roztok acetonitrilu, odkud se za tfi minuty (do 28. minuty) koncentrace zvysi
na 100% acetonitrilu. Acetonitrilem je kolona vymyvana dalsi 4 minuty (do 32. minuty) a za posledni tfi
minuty (do 35. minuty) koncentrace acetonitrilu klesne zpét na 5 %.

3.2.3. Spektroskopie NMR

Cistota a charakterizace pfipravenych latek byla uréovana pomoci 1D ('H a 13C) a 2D
(COSY, HMBC, HSQC) NMR spekter. Tato spektra byla métena na piistrojich Bruker
Avance III 400 MHz a Bruker Avance Neo 400 MHz. Spektra byla zpracovéana
v programu MestReNova.3! Byla pouZivana deuterovana rozpoustédla D>O, CDCls
a ds-MeOD. Do tézké vody byl jako standard pro referenci piidan ferc-butanol
("H — dw-Buon = 1,24 ppm; 13C — 8w.8uon(CH3) = 30,1 ppm), do deuterovaného
chloroformu byl pro referenci v 'H spektru pfidan tetramethylsilan a 3C spektra byla
referencovana na signal rozpoustédla ('H — drms = 0,0 ppm; 3C — dcpeis = 77,2 ppm),
spektra méfena v methanolu byla referencovana na signaly rozpoustédla, resp. zbytkovy
obsah 'H ('H - dmecon(CHD2) = 3,31 ppm; !3C — dmcop = 49,0 ppm). NiZze uvadéné

hodnoty chemickych posunti jsou v ppm a hodnoty interakénich konstant v Hz.
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3.3. Synteticka c¢ast

3.3.1. Latka 3: 3-(benzyloxy)-2-methyl-4H-pyran-4-on

Q o H,O, EtOH Q N
n
fji + BnCI 4};1:0&4 i fji
o o
1 2 3

Chranéni hydroxylové skupiny maltolu 1 bylo provedeno podle publikovaného
postupu?? s Gipravami. Ve 100ml kulaté bafice byl maltol 1 (5,1 g; 40,4 mmol; 1 ekv.)
rozpustén v 25 ml methanolu. Do roztoku byl nejprve prikapan roztok hydroxidu sodného
(1,81 g NaOH + 5 ml H»0; 45,3 mmol; 1,1 ekv.) a poté byl béhem ptil hodiny injekéni
stiikackou ptikapan benzylchlorid 2 (4,65 g; 36,7 mmol; 0,9 ekv.). Reakéni smés byla
michéna a zahtivana na 75 °C v olejové lazni po dobu 24 h. Poté byla smés piefiltrovana
pres nuc¢ s fritou a rozpoustédla byla odpafena na rota¢ni vakuové odparce (RVO).
Ziskany hnédy olej byl rozpustén v 50 ml dichlormethanu, promyt 2 % 17 ml 5% vodného
roztoku NaOH a 1 x 20 ml solanky. Organickd faze byla poté vysuSena bezvodym
siranem sodnym a dichlormethan byl ze smési odpafen na RVO. Byl ziskan produkt 3

jako hnédy olej (6,16 g; 28,4 mmol; odhadovany vytézek 79 %).

Charakterizace:

Namétena NMR spektra ('H a '*C) se shodovala s publikovanymi daty3? a jsou ukazana

v Priloze 1.
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3.3.2. Latka 6: hydrobromid bromidu
(2-aminoethyl)trifenylfosfonia

+ itril * Br
H-N + PPh acetonitri H3N +
SBF\/\Br 3 var pod zpétnym chladi¢em BF\/\PPh3
4 dny
4 5 6

Slou¢enina 6 byla syntetizovana podle publikovanych postup?3-34 s upravami.
Trifenylfosfin 5 (1,63 g; 6,2 mmol; 1,3 ekv.) a hydrobromid 1-amino-2-bromethanu 4
(1,01 g; 4,9 mmol; 1 ekv.) byly v 5 ml acetonitrilu zahiivany pod zpétnym chladi¢em
po dobu 4 dnti. Reakéni smés byla poté extrahovdna do 10 ml deionizované vody
a promyta 3 x 10 ml chloroformu. Vodna fidze byla odd€lena a zbavena rozpoustédla

na RVO. Byl ziskan bily prasek 6 (2,2 g; 4,7 mmol; odhadovany vytézek 96 %).

Charakterizace:

Naméiend NMR spektra ('H a 13C) se shodovala s publikovanymi daty33 a jsou ukdzana

v Priloze 2.

3.3.3. Latka 8: 3-(3-(benzyloxy)-2-methyl-4-oxopyridin-
-1(4H)-yl)propanova Kkyselina

o} o}

OBn 6M NaOH (pH = 13) OBn
H,N
fji + ~~"cooH var pod zpétnym chaldi¢em | |
o 18 h N
COOH
3 7 8

Syntéza byla provedena kombinaci publikovanych postupti?33¢ s dal§imi upravami.
Ve 25ml baiice byly benzylmaltol 3 (0,50 g; 2,3 mmol; 1ekv.) a B-Ala 7 (0,32 g;
3,6 mmol; 1,5 ekv.) rozpustény do smési ethanolu (4 ml) a vody (4 ml). Do roztoku byl
postupné ptikapan 6M roztok NaOH, do pH = 13 (zména pH byla sledovana pH metrem
JenWay 3505 s elektrodou Mettler Toledo). Poté byl roztok zahtivan k varu pod zpétnym
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chladi¢em do druhého dne. Z reakéni smési byla poté odpatrena rozpoustédla na rotacni
vakuové odparce. Odparek byl rozpustén do minimalniho mnozstvi destilované vody
a pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 4 (zména pH sledovana pH metrem) pomoci 6M
roztoku HCI. Produkt byl extrahovan do 3 x 10 ml dichlormethanu. Organicka faze byla
vysusena bezvodym siranem sodnym a dichlormethan byl odpatfen na rota¢ni vakuové
odparce. Ziskany olej byl pievrstven acetonem a ponechan v lednici. Po dvou dnech byl

filtraci izolovan nahnédly prasek 8 (0,36 g; 1,3 mmol; odhadovany vytézek 55 %).

Charakterizace (NMR spektra jsou ukazana v Priloze 3):

'"H NMR (400 MHz, 25 °C, MeOD): 8,42 (d, J=17,2; 1H, CH); 7,47 — 7,39 (m, 2H,
arom.); 1,43 — 7,33 (m, 3H, arom.); 7,22 (d,J = 7,1; 1H, CH); 5,18 (s, 2H, CH>—Ph); 4,63
(t,J=6,8; 2H, CH>); 2,99 — 2,87 (m, 2H, CH>); 2,53 (s, 3H, CH3).

BC NMR (101 MHz, 25 °C, MeOD): 171,9 (s, 1C, COOH); 165,5 (s, 1C, C=0); 152,0
(s, 1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu); 144,8 (s, 1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu);
1439 (s, 1C, CH); 137,2 (s, 1C, kvarterni C z Ph); 130,2 (s, 1C, Ph); 1299 (s, 2C, Ph),
129,7 (s, 2C, Ph); 113,7 (s, 1C, CH); 76,4 (s, 1C, CH—Ph); 53,2 (s, 1C, CH»); 34,4 (s, 1C,
CH»), 13,8 (s, 1C, CH3).
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3.3.4. Latka 9: hydrochlorid 3-(3-hydroxy-2-methyl-4-
-oxopyridin-1(4H)-yl)propanové Kkyseliny

COOH COOH -HCI

Pro odchranéni hydroxylové skupiny byla sloucenina 8 (0,36 g; 1,3 mmol) pievrstvena
6M kyselinou chlorovodikovou (10 ml). Smés byla zahtivana na 80 °C v olejové 1azni do
druhého dne. Roztok byl promyt 3 x 10 ml dichlormethanu a voda z vodné faze byla

odparena na rota¢ni vakuové odparce. Byl ziskan Zlutohnédy prasek 9 (0,29 g; 1,2 mmol,

odhadovany vytézek 92 %).

Charakterizace (NMR spektra jsou ukézana v Ptiloze 4):

'H NMR (400 MHz, 25 °C, D,0): 8,13 (d, J=7,1; 1H, CH); 7,12 (d, J = 7.0; 1H, CH);
4,64 (t, J = 6,9; 2H, CH,); 3,00 (t,J = 6,9; 2H, CH>); 2,62 (s, 3H, CH5).

BC NMR (101 MHz, 25 °C, D;0): 174,7 (s, 1C, COOH); 159,6 (s, 1C, C=0); 143,3 (s,
1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu); 143,2 (s, 1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu);
139,7 (s, 1C, CH); 111,6 (s, 1C, CH); 52,5 (s, 1C, CHy); 34,5 (s, 1C, CHa); 12,9 (s, 1C,
CH3).
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3.3.5. Latka 10: (2-(3-(3-hydroxy-2-methyl-4-oxopyridin-
-1(4H)-yl)propanamido)ethyl)trifenylfosfonium chlorid

o) o)
OH EDC, DMAP OH
H N*\/\+ Br  CHCl,, DIPEA
} 3 d
| | HCl + BF PPhs laboratorni teplota | |
NH 5 dni N
COOH j\
o) NH
cl” "PPh,
9 6 10

Do suspenze latky 9 (100 mg; 0,43 mmol; 1,1 ekv.) ve 4 ml chloroformu byl postupné
prikapavan N,N-diisopropylethylamin (DIPEA), dokud se latka 9 nerozpustila. Do
roztoku byl pfidan 4-dimethylaminopyridin (DMAP) (57 mg; 0,47 mmol; 1,2 ekv.)
a ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC) (90 mg; 0,47 mmol; 1,2 ekv.).

Do suspenze latky 6 (182 mg; 0,39 mmol; 1 ekv.) ve 4 ml chloroformu byla postupné

piikapavana DIPEA, dokud se sloucenina 6 nerozpustila.

Oba roztoky byly smichény a za laboratorni teploty michdny 5 dni. Reakéni smés byla
poté rozdélena na semipreparativni HPLC (metoda viz kapitola 3.2.2, reten¢ni Cas
produktu = 22 min). Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo zjiSt¢no, které frakce
obsahuji produkt. Tyto frakce byly spojeny a rozpoustédla z téchto frakei byla nasledné
odpaiena na RVO (pii 37 °C). Ziskany olej byl nésledné rozpustén do piiblizné 20 ml
0,1% roztoku kyseliny chlorovodikové. Poté byla odpatfena rozpoustédla na RVO. Tento
proces byl proveden celkem Ctytikrat. Po poslednim odpateni byl ziskany nazloutly olej
ponechan pfes noc v lednici, kde zkrystalizoval. Ziskané nazloutlé krystaly latky 10 byly
dosuseny volné¢ na vzduchu. Pomoci NMR spektroskopie byla pro latku 10 urcena

efektivni molarni hmotnost 660 g/mol (86 mg, 0,13 mmol, vytézek 33 %).
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Charakterizace (NMR spektra jsou ukazana v Ptiloze 5):

'"H NMR (400 MHz, 25 °C, D;0): 8,01 (d, /= 7,1; 1H, CH); 7,91 — 7,80 (m, 3H, arom.),
7,79 - 7,65 (m, 12H, arom.); 7,11 (d, J=17,0; 1H, CH); 4,52 (t, J=6,6; 2H, CH>),
3,70 — 3,58 (m, 2H, CH>); 3,56 — 3,45 (m, 2H, CH>); 2,61 (t, J = 6,6; 2H, CH>); 2,56 (s,
3H, CH3).

BC NMR (101 MHz, 25 °C, D20): 171,9 (s, 1C, C=0O mimo pyridinovy cyklus); 159,1
(s, 1C, C=0v pyridinovém cyklu); 143,3 (s, 1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu); 143,3
(s, 1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu); 139,5 (s, 1C, CH); 135,9 (d, 1C, arom.); 134,2
(d, 2C, arom.); 130,8 (d, 2C, arom.); 118,0 (d, 1C, kvarterni C arom.); 111,5 (s, 1C, CH);
52,8 (s, 1C, CH»); 35,6 (s, 1C, CH»); 33,6 (d, 1C, CHy); 22,5 (d, 1C, CH2); 13,0 (s, 1C,
CH3).

3.3.6. Latka 12: 6-(3-(benzyloxy)-2-methyl-4-oxopyridin-1(4H)-

-yl)hexanova kyselina

o O
OBn
oB
n+ NN 6M NaOH (pH = 13) | |

| | HOOC NHz  ar pod zpétnym chladidem

o 18 h N
HOOC

3 1 12

Syntéza byla provedena podle publikovaného postupu pro B-Ala’¢ spravami.
Ve 100ml kulaté batice byl benzylmaltol 3 (2,00 g; 9,3 mmol; 1 ekv.) rozpustén ve 25 ml
ethanolu. Ke vzniklému roztoku byl pfidan roztok kapronové kyseliny 11 (1,42 g;
10,8 mmol; 1,2 ekv.) ve 25 ml vody. Do reakéni smési byl ptikapavan 10M roztok NaOH,
do pH = 13 (zména pH kontrolovana univerzalnim indikatorovym papirkem). Smeés byla
zahtivana k varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 22 h. Reakéni smés byla na rota¢ni
vakuové odparce odpafena na 1/3 ptivodniho objemu a jeji pH bylo pomoci 6M HCI
upraveno na hodnotu 4 (zména pH kontrolovéna univerzalnim indikatorovym papirkem).

Byla provedena extrakce do dichlormethanu (3 % 20 ml). Organickéd faze byla zbavena
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zbytkové vody bezvodym siranem sodnym a dichlormethan byl z roztoku odpafen
na RVO. Ziskany olej byl pfevrstven acetonem a ponechéan v lednici. Po Sesti dnech byly
filtraci izolovany vzniklé krystaly 12 a byla provedena rekrystalizace z ethanolu a acetonu

(2,09 g; 6,3 mmol; odhadovany vytézek 68 %).

Charakterizace (NMR spektra jsou ukazéana v Ptiloze 6):

'H NMR (400 MHz, 25 °C, CDCls): 11,17 (s, 1H, COOH); 7,40 — 7,24 (m, 6H, CH +
arom.); 6,65 (d, J=7,2; 1H, CH); 5,15 (s, 2H, CH,); 3,81 (t, J=7,3; 2H, CH,); 2,33 (t,
J=17,0; 2H, CH,); 2,10 (s, 3H, CHs); 1,63 (t,J = 7,2; 4H, CH>); 1,33 (td, J = 8,6; 3,6; 2H,
CH)).

BCNMR (101 MHz, 25 °C, CDCl3): 176,2 (s, 1C. COOH); 172,8 (s, 1C, C=0); 145,8 (s,
1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu); 142,5 (s, 1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu);
139,1 (s, 1C, CH); 137,3 (s, 1C, kvarterni C arom.); 129,2 (s, 1C, arom.); 128,4 (s, 2C,
arom.); 128,2 (s, 2C, arom.); 116,6 (s, 1C, CH); 73,4 (s, 1C, CH>-Ph); 54,1 (s, 1C, CH»);
34,2 (s, 1C, CH»); 30,2 (s, 1C, CHy); 25,7 (s, 1C, CHz); 24,3 (s, 1C, CHz); 12,6 (s, 1C,
CH3).

3.3.7. Latka 13: hydrochlorid 6-(3-hydroxy-2-methyl-4-
-oxopyridin-1(4H)-yl) hexanové kyseliny
o) o)
OBn OH
| | 6MOHC|, | | “HCI
80 °C,

N 12h N

HOOC HOOC/(H

12 13

Slouc¢enina 12 (0,58 g; 1,8 mmol) byla rozpusttna v 10ml 6M kyseliny
chlorovodikové a roztok byl za stalého michani zahiivan na 80 °C do druhého dne.

Reakéni smés byla promyta 2 x 10 ml dichlormethanu. Vodna faze byla prosata ptes nu¢
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s fritou a voda z filtrdtu byla odpafena na rotacni vakuové odparce. Byl ziskan svétle

hnédy prasek 13 (0,43 g; 1,6 mmol; odhadovany vytézek 86 %).
Charakterizace (NMR spektra jsou ukazéana v Ptiloze 7):
'"HNMR (400 MHz, 25 °C, MeOD): 8,19 (d, J = 6,9; 1H, CH); 7,14 (d,J = 6,9; 1H, CH),

4,39 (dd, J = 8,8; 6,7; 2H, CH?); 2,64 (s, 3H, CHs); 2,33 (t,J = 7,2; 2H, CH>); 1,94 — 1,82
(m, 2H, CH,); 1,68 (p, J = 7.3 Hz, 2H. CH); 1,51 — 1,39 (m, 2H, CH).

3C NMR (101 MHz, 25 °C, MeOD): 177,2 (s, 1C, COOH); 159,5 (s, 1C, C=0); 145,1
(s, 1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu); 143,1 (s, 1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu);
139,2 (s, 1C, CH); 111,7 (s, 1C, CH); 57,7 (s, 1C, CH>); 34,5 (s, 1C, CHz); 31,0 (s, 1C,
CH>); 26,7 (s, 1C, CH»); 25,4 (s, 1C, CH»); 12,7 (s, 1C, CH3).

3.3.8. Latka 14: (2-(6-(3-hydroxy-2-mythyl-4-oxopyridin-1(4H)-
-yl)hexanamido)ethyltrifenylfosfonium chlorid

o O
OH HaN Br Eag D'[\;IQ;A on
. 5 + 3 .

| | HClI  + Br_v\PPhs laboratorni teplota | |

N 3 dny N

O
COOH
HN
N
cr- PPhs
13 6 14

Do suspenze latky 13 (100 mg; 0,36 mmol; 1,1 ekv.) ve 4 ml chloroformu byla
postupné pfikapavana DIPEA, dokud se latka 13 nerozpustila. Do roztoku byl déle pfidan
DMAP (48 mg; 0,39 mmol; 1,2 ekv.) a EDC (75 mg; 0,39 mmol; 1,2 ekv.).

Do suspenze latky 6 (150 mg; 0,32 mmol; 1 ekv.) ve 4 ml chloroformu byla postupné

piikapavana DIPEA, dokud se sloucenina 6 nerozpustila.

Oba roztoky byly spojeny a za laboratorni teploty michany 3 dny. Reak¢ni smés byla

poté rozdélena pomoci semipreparativni HPLC (metoda viz kapitola 3.2.2, reten¢ni Cas
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produktu = 22 minut). Pomoci hmotnostni spektroskopie bylo zjisténo, které frakce
obsahuji produkt. Frakce obsahujici produkt byly spojeny a rozpoustédla z te€chto frakci
byla nasledné odpafena na rota¢ni vakuové odparce (pii 37 °C). Ziskany olej byl nasledn¢
rozpustén do asi 20 ml 0,1% roztoku kyseliny chlorovodikové. Poté byla odpatena
rozpoustédla na RVO. Tento proces byl proveden celkem tiikrat. Po poslednim odpaieni
byl ziskany nazloutly olej 14, u kterého byla pomoci NMR spektroskopie (jako reference
byl pii méfeni v t€zké vod¢ pouzit methanol) urcena efektivni molarni hmotnost

881 g/mol (228 mg, 0,26 mmol, vytézek 81 %).

Charakterizace (NMR spektra jsou ukazéana v Ptiloze 8):

'HNMR (400 MHz, 25 °C, D,0): 7,99 (d, J = 7,0; 1H, CH); 7,87 — 7,61 (m, 15H, arom.);
7,08 (d, J=7,0; 1H, CH); 4,27 (t, J = 7,5; 2H, CH>); 3,65 — 3,45 (m, 4H, CH.); 2,53 (s,
3H, CH3); 1,95 (t, J=17,5; 2H, CHy); 1,81 — 1,67 (m, 2H, CHy); 1,40 (p, J=7.5; 2H,
CH.); 1,27 — 1,15 (m, 2H, CH).

BC NMR (101 MHz, 25 °C, D>20): 176,6 (s, 1C, C=0 mimo pyridinovy cyklus); 157,8
(s, 1C, C=0 v pyridinovém cyklu); 142,5 (s, 1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu); 142,5
(s, 1C, kvarterni C v pyridinovém cyklu); 138,4 (s, 1C, CH); 135,1 (d, 3C, arom.); 133,5
(d, 6C, arom.); 130,1 (d, 6V, arom.); 117,5 (d, 3C, kvarterni C arom.); 110,8 (s, 1C, CH);
56,5 (s, 1C, CH»); 35,0 (s, 1C, CH»); 32,8 (d, 1C, CH2); 29,1 (s, 1C, CH); 24,8 (s, 1C,
CH3); 24,2 (s, 1C, CH»); 21,8 (d, 1C, CH2); 12,2 (s, 1C, CH3).
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4. Vysledky a diskuze

Cilem této prace bylo syntetizovat latky, ve kterych budou rizné dlouhymi fetézci
spojeny chelatyjici jednotka vychdzejici z maltolu (resp. z hydroxypyridonu)
s trifenylfosfoniovou skupinou. Vzhledem ke zvolenému spojeni peptidovym
couplingem bylo nejprve trifenylfosfonium navézano na fetézec s aminoskupinou, a do
struktury maltolu byla po ochranéni hydroxylové skupiny pii vymeéné reakci atomu
kysliku v cyklu za atom dusiku zavedena w-aminokyselina. Spojeni trifenylfosfoniového
kationtu s aminoskupinou del$im uhlikatym fet€ézcem musi probihat pies derivat
s chranénou aminoskupinou (naptf. N-w-bromalkyl-ftalimid), jednodusSim feSenim je
pouziti kratSiho spojovaciho fetézce, kdy pro dvouuhlikatou spojku bylo mozné pouzit
hydrobromid 1-amino-2-bromethanu, ktery reaguje piimo s trifenylfosfinem. Pti ptipravé
cilovych produkti byl pouzit takto syntetizovany hydrobromid bromidu
(2-aminoethyl)trifenylfosfonia, na ktery byly poté peptidovym couplingem piipojeny
chelatujici jednotky s karboxylovou skupinou napojenou pies dvou a péti uhlikaté

retézce, viz Obrazek 11.
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Obrazek 11 - Schéma provedenych syntéz produktt 10 a 14.

Ochranéni hydroxylové skupiny maltolu 1 benzylovou skupinou bylo provedeno podle
postupu popsaném v literatufe3? (viz kapitola 3.3.1). Pfi syntéze byl ziskan produkt
o vysoké cistot¢ (stanoveno pomoci NMR), avSak ve form¢ hnédého oleje. Vytézek
produktu byl odhadnut se zanedbanim zbytkovych rozpoustédel a moznych necistot. Pfi
nékterych dalSich syntézach provadénych Mgr. Terezou Dobrovolnou byl produkt
izolovan ve formé bilych krystalii, proto byl do dalSich krokli syntézy pouzit takto

izolovany produkt.
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Pfi prvnim pokusu o syntézu meziproduktu 6 bylo postupovano podle publikace,’* kde
je pouzito velké mnozstvi acetonitrilu jako rozpoustédla. Vytézek této reakce byl pouze
16 %, pravdépodobné kvlli nizké koncentraci reaktantid v reakéni smési. Proto byla
nasledné reakce provedena bez rozpoustédla. Teplota tani trifenylfosfinu 5 je 75-76 °C,%7
ale protoze 1-amino-2-bromethan 4 do trifenylfosfinu 5 nebyl rozpustny, tak pii zahtivani
na 90 °C do druhého dne smés nezreagovala. Jako dal$i moznost byla zvolena zména
rozpoustédla. Aby mohla byt smés zahfivana na vyssi teplotu, byl jako rozpoustédlo
zvolen dimethylformamid (DMF) s teplotou varu 152—153 °C.3® Diky tomu, Ze reakéni
smés byla zahfivana na vyssi teplotu, vznikal produkt s vétSim vytéZzkem (36 %), ale
vzhledem k vysoké teploté varu DMF bylo slozité rozpoustédlo ze smési odpafit. Proto
byl proveden postup podle publikace,’® kde ale nestacil uvedeny ¢as zahiivani pod
zpétnym chladi¢em, kdy po jednom dni byly v reak¢éni smési stale ptitomné oba reaktanty.
Krom¢ malého vytéZzku reakce byla problematicka izolace cistého produktu 6.
Trifenylfosfin 5 se ze smési dal snadno odstranit extrakei do dichlormethanu a do vody.
Trifenylfosfin 5§ je rozpustny do dichlormethanu a produkt 6 je rozpustny do vody.
Do vody je ale rozpustny i 1-amino-2-bromethan 4, a proto od néj nebyl produkt vyc¢istén.
Pro co nejvétsi konverzi a pro snadné CiSténi produktu 6 byl proto trifenylfosfin 5
pridavan v nadbytku. Reakce byla pod zpétnym chladic¢em misto jednoho dne zahtivana
4 dny, po dobu kterych zreagoval vSechen 1-amino-2-bromethan 4 a produkt 6 pak mohl
byt vycistén extrakei. Vytézek byl odhadnut se zanedbanim mozného obsahu zbytkovych

rozpoustédel.

Napojeni B-alaninu 7 na chelatujici jednotku 3 bylo nejprve provedeno podle
publikace3® a zmény pH byly kontrolovany univerzalnim pH papirkem. Diky hmotnostni
spektroskopii bylo zjiSténo, ze produkt byl znecistény a kviili tomu nevykrystalizoval ani
pii dlouhém stani v lednici. Proto byla syntéza provedena spojenim postupt ze dvou
publikaci333¢, a misto univerzalniho indikatorového papirku byl pouzit pH metr pro
presnéjsi stanoveni pH reakéni smési. Pti provedeni syntézy timto zptisobem, uvedenym
v kapitole 3.3.3, se podafilo produkt izolovat krystalizaci. VytéZzek byl odhadnut

se zanedbanim mozného obsahu zbytkovych rozpoustédel.

Pro napojeni kapronové kyseliny 11 na chelatujici jednotku 3 byl pouZit postup
publikovany pro B-alanin.>® Rozdil oproti publikaci vznikl pfi Gpravé pH na hodnotu 4,

kdy se kolem kazdé kapky kyseliny vyloucila bil4 sraZzenina a pfi pH blizkém hodnot¢ 4
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se zacal vyluCovat hnédy olej, ktery se pfi extrakci rozpustil do dichlormethanu. I pfesto,
ze zmény pH byly kontrolovany pouze univerzalnim indikatorovym papirkem, reakce
probéhla, a produkt po uloZeni do lednice ze ziskaného oleje vykrystalizoval. Vytézek

byl odhadnut se zanedbanim mozného obsahu zbytkovych rozpoustédel.

Pfi syntéze produktu 14 bylo jako couplingové ¢inidlo zvoleno EDC. Pfi prvnim
provedeni reakce byly nejprve smichany roztoky latky 13 a latky 6 v chloroformu
s malym mnoZstvim DIPEA, a az do této smési byly pfiddvany DMAP a EDC. Pii druhém
pokusu ale kromé produktu (pomoci MS pozorovano m/z = 527) vznikaly ve vétSim
mnozstvi necistoty s m/z = 334 a m/z = 348. Byly provedeny dva slepé pokusy, kdy byla
piipravena vzdy stejnd reak¢ni smes, ale v jedné chybéla latka 13 a v jedné latka 6.
Po dvou dnech michéni za laboratorni teploty se v reakéni smési obsahujici latku 13 nic
nezménilo, ale vreakéni smési obsahujici latku 6 vznikaly necistoty s m/z =334
1 m/z = 348. Tim bylo zji§téno, Ze necistota pochazi od latky 6, a proto byl postup upraven.
Latka 6 byla do reak¢ni smési piidavana az jako posledni a latka 13 byla piiddvana
v nadbytku. Produkt byl zreakéni smési ziskdvan pomoci semipreparativni HPLC.
Protoze rozpoustédla pro tuto chromatografii jsou 0,1% roztoky trifluoroctové kyseliny,
ligandy byly po chromatografii ziskany jako trifluoroacetaty. Vzhledem k dal$imu
zkoumani prichodu ligandi do mitochondrii buné€k bylo potteba, aby findlni produkt byl
ve formé chloridl. Proto byl olej po odpateni frakci ziskanych pomoci semipreparativni
HPLC (teplota 1lazn¢ RVO byla nastavena na 37 °C kvili potencidlni termolabilité
peptidové vazby) nckolikrat rozpustén v 0,1% kyseliné chlorovodikové (nizka
koncentrace kyseliny chlorovodikové byla zvolena, aby se piipadné¢ nehydrolyzovala
peptidovd vazba). Kyselina chlorovodikovd je mnohem silng$i nez kyselina
trifluoroctova, proto by mélo teoreticky hned po prvnim odpateni dojit ke zméné aniontu.
Pti zjistovani efektivni molarni hmotnosti pomoci NMR spektroskopie bylo potieba jako
referenci v tézké vod€ pouzit methanol, protoze bézn¢ pouzivany ~-BuOH ma stejny

posun jako jedna z CH; skupin produktu 14.

Syntéza finalniho produktu 10 byla provedena obdobn¢ jako pro analogicky produkt
14. Pro zménu aniontu z trifluoroacetatu na chlorid byl olej, ziskany po odpateni frakci
ze semipreparativni HPLC, c¢tyfikrat rozpustén do 0,1% kyseliny chlorovodikové.

Ziskany olej svyménénym aniontem po ulozeni do lednice do druhého dne
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zkrystalizoval. Pokusy o difuzni rekrystalizaci ve smésich voda/aceton a voda/THF pro

ziskani monokrystalu pro zjisténi rentgenové struktury vSak byly prozatim netispésné.
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5.7Z.avér

V této bakalaiské praci byly peptidovym couplingem pies rizné¢ dlouhé fetézce
spojeny chelatujici jednotka vychdzejici z maltolu a trifenylfosfoniovy kation za vzniku

dvou cilovych ligandd, latek 10 a 14:
0] (0]
OH OH
| |
N N

Oj\NH
H 0
Cl" "PPhy HN\L

+
Cl_ PPh3

10 14

Ob¢ syntézy byly nékolikrat uspésné¢ zreprodukovany a cilové latky izolovany
a charakterizovany pomoci NMR spektroskopie. Prostup obou ligandi do mitochondrii
bunék a jejich chovani uvnitf mitochondrii bude dal zkoumano v laboratofi metabolismu
a bioenergetiky Ustavu biochemie, bunééné a molekularni biologie 3. Lékaiské fakulty

Univerzity Karlovy.
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Piilohy

NMR spektra vSech latek syntetizovanych v této praci. V obrazcich u struktur jsou

uvadény posuny z 3C NMR a 'THNMR (uvadéno kurzivou) v jednotkach ppm.

Priloha 1 — NMR spektra latky 3

129,5

O 129,5 130,2
9) 138,1

1448 748, 5,07

7,28-7,43
162,8

O 15,0; 2,12

Obrazek 12 — Struktura bynzylmaltolu, latky 3 s 'H (kurzivou) a '*C posuny v jednotkach ppm.
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Obrazek 13 - 'TH NMR spektrum latky 3, rozpoustédlo MeOD.
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Obrazek 14 - BC NMR spektrum latky 3, rozpoustédlo MeOD.

b ll A

AT_240306_BM.3.ser
cosy
2.0

k2.5
k3.0
k3.5
F4.0
k4.5

) 5.0

& [ppm]

I5.5
Fe.0
] o i) F6.5
F7.0

r7.5

@
=
o

8.0

r8.5

T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

[ [D'urn]

Obrazek 15 - COSY NMR spektrum latky 3, rozpoustédlo MeOD.
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Obrazek 16 - HSQC NMR spektrum latky 3, rozpoustédlo MeOD.
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Obrazek 17 - HMBC NMR spektrum latky 3, rozpoustédlo MeOD.
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Priloha 2 — NMR spektra latky 6

131,1 134,3
21,4; 3,78 P+ 136,3

116,9
H 2 N 34,2; 3,44

7,96-7,70

Obrazek 18 - Struktura latky 6 s 'H (kurzivou) a '3C posuny v jednotkach ppm.
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Obrazek 19 - 'TH NMR spektrum latky 6, rozpoustédlo D,O.
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Obrazek 20 - 3C NMR spektrum latky 6, rozpoustédlo D,O.
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Obrazek 21 - COSY NMR spektrum latky 6, rozpoustédlo D,O.
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Obrazek 22 - HSQC NMR spektrum latky 6, rozpoustédlo D,O.
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Obrazek 23 - HMBC NMR spektrum latky 6, rozpoustédlo D-O.
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Priloha 3 — NMR spektra latky 8

129,9; 7,43-7,33

@) 129,7; 7,47-7,39 130,2; 7,43-7,33

O
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137,2

152,0
N 13,8; 2,53

53,2; 4,63

34,4; 2,99-2,87

Obrazek 24 - Struktura latky 8 s 'H (kurzivou) a '*C posuny v jednotkach ppm.
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Obrazek 25 - '"H NMR spektrum latky 8, rozpoustédlo MeOD.
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Obrazek 26 - 3C NMR spektrum latky 8, rozpoustédlo MeOD.
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Obrazek 27 - COSY NMR spektrum latky 8, rozpoustédlo MeOD
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Obrazek 28 - HSQC NMR spektrum latky 8, rozpoustédlo MeOD.
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Obrazek 29 - HMBC NMR spektrum latky 8, rozpoustédlo MeOD.
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Priloha 4 — NMR spektra latky 9

12,9; 2,62

52,5; 4,64

34,5; 3,00
174,7

O OH

Obrazek 30 - Struktura latky 9 s 'H (kurzivou) a 1*C posuny v jednotkach ppm.
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Obrazek 31 - '"H NMR spektrum latky 9, rozpoustédlo D;O.
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Obrazek 32 - BC NMR spektrum latky 9, rozpoustédlo D,O.
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Obrazek 33 - COSY NMR spektrum latky 9, rozpoustédlo D,O.
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Obrazek 35 - HMBC NMR spektrum latky 9, rozpoustédlo D,O.
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Priloha 5 — NMR spektra latky 10
O
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22,5; 3,56-3,45
+ 130,8

P 118,0
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Obrazek 36 - Struktura latky 10 s 'H (kurzivou) a '*C posuny v jednotkach ppm.
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Obrazek 37 - '"H NMR spektrum latky 10, rozpoustédlo D,O.
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Obrazek 38 - 3C NMR spektrum latky 10, rozpoustédlo D;O.
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Obrazek 39 - COSY NMR spektrum latky 10, rozpoustédlo D,O.
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Obrazek 41 - HMBC NMR spektrum latky 10, rozpoustédlo D,O.
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Priloha 6 — NMR spektra latky 12

128,4
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O 137,3
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N 12,6; 2,10
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34,2; 2,33

OH 11,7

Obrazek 42 - Struktura latky 12 s 'H (kurzivou) a '3C posuny v jednotkach ppm.
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Obrazek 43 - 'TH NMR spektrum latky 12, rozpoustédlo CDCls.
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Obréazek 44 - 3C NMR spektrum latky 12, rozpoustédlo CDCls.
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Obrazek 45 - COSY NMR spektrum latky 12, rozpoustédlo CDCls.
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Obrazek 46 - HSQC NMR spektrum latky 12, rozpoustédlo CDCls.
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Obrazek 47 - HMBC NMR spektrum latky 12, rozpoustédlo CDCls.
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Priloha 7 — NMR spektra latky 13
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Obrazek 48 - Struktura latky 13 s 'H (kurzivou) a 3C posuny v jednotkach ppm.
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Obrazek 49 - 'H NMR spektrum latky 13, rozpoustédlo MeOD.
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Obrazek 50 - BC NMR spektrum latky 13, rozpoustédlo MeOD.
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Obrazek 51 - COSY NMR spektrum latky 13, rozpoustédlo MeOD.
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Obrazek 52 - HSQC NMR spektrum latky 13, rozpoustédlo MeOD.
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Obrazek 53 - HMBC NMR spektrum latky 13, rozpoustédlo MaOD.
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Priloha 8 — NMR spektra latky 14
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Obréazek 54 - Struktura latky 14 s 'H (kurzivou) a 3C posuny v jednotkach ppm.
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Obrazek 55 - "H NMR spektrum latky 14, rozpoustédlo D,O (pro referenci pfidan methanol).
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Obréazek 56 - 3C NMR spektrum latky 14, rozpoustédlo D,O (pro referenci pfidan methanol).
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Obrazek 57 — COSY NMR spektrum latky 14, rozpoustédlo DO (pro referenci piidan methanol).
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Obrazek 58 — HSQC NMR spektrum latky 14, rozpoustédlo D,O (pro referenci pfidan methanol).
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Obrazek 59 — HMBC NMR spektrum latky 14, rozpoustédlo D,O (pro referenci pfidan methanol).
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