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1. Uvod

Chemie strukturné modifikovanych nukleosidi je
nedilnou soudasti védecké historie Ustavu organické che-
mie a biochemie v Praze. Jeji prvopocatky spadaji do kon-
ce 50. azacatku 60. let minulého stoleti, a to pfedevSim
diky iniciativé tehdejsiho feditele UOCHB Frantiska Sor-
ma a jeho intuici rozpoznat v nukleosidovych antimetabo-
litech jejich budouci terapeuticky potencial. Dalsim impul-
sem pak byl narist poptavky farmaceutického pramyslu po
novych biologicky aktivnich latkach, pfedevsim protinado-
rovych. K prvnim vysledkiim patii syntézy triazinovych
analogli pyrimidinovych nukleosidd, jako byl napft.
6-azauridin' (Riboazauracil, obr. 1), latka s cytostatickou
aktivitou, ktera byla v Ceskoslovensku kratce vyvijena
firmou Spofa jako mozny 1ék na leukémii (ale jejiz vyvoj
byl nakonec zastaven z divodu nedostate¢né ucCinnosti)
nebo 6-azauridin triacetat™, latka G¢inna k 16¢b& lupénky.
Tato latka se v USA prodéavala az do roku 1976 pod na-
zvem Azaribine, posléze vSak byl jeji prodej zastaven diky
vedlej$im ucinktim tromboembolického charakteru u velmi
malé skupiny pacientl. Piiprava pyrimidinovych nukleosi-
dd s 5-aza- a 6-azamodifikaci se stala tématem pro tehdej-
Siho aspiranta a pozd¢ji védeckého pracovnika Aloise Pis-
kalu. Jeho prilomovym objevem byly syntézy cytidino-
vych analogh 5-azacytidinu (AC)* a 2'-deoxy-5-aza-
cytidinu (decitabinu, DAC)’ (obr. 1). Nové vzorky byly
nejprve testovany na antibakterialni aktivitu; tu se skutec-
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vSak byl objev jeho cytostatickych G¢inkd, specialné anti-
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analogy pro biomedicinské aplikace. Jejim nejvétsim uspéchem byl vyvoj nové tridy
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Obr. 1. Struktury biologicky aktivnich 6-aza- a S-azapyrimidinovych nukleosidii

leukemickych. Tim zac¢alo obdobi nejen intenzivnich bio-
chemickych vyzkumt, ale také velmi naro¢nych optimali-
zaci syntetickych postupti z divodu nestability triazinové-
ho kruhu.

Na ob¢é molekuly byly ihned podany patentové pii-
hlasky a patenty dokonce licencovaly velké farmaceutické
firmy (Bayer a Upjohn, pozd¢ji Bristol-Myers). Komplika-
ce nastaly poté, co byl objeven 5-azacytidin jako pfirodni
antibiotikum produkované bakterii Streptovertcillium
ladacanus; jeho moznost patentové ochrany se tak zasadné
ztizila (patentovat nelze pfirodni latku, tam je mozné pa-
tentovat pouze zpasob syntézy).

Vzhledem ke komplikovanému zptisobu ptipravy byl
prakticky veskery material obou nukleosidl na preklinické
a klinické testy (mnohasetgramové az kilogramové Sarze)
po dlouha léta syntetizovan v UOCHB vlastnima rukama
Dr. Piskaly a jeho spolupracovnikl. Bohuzel jeho objevy
byly uéinény v nepfiili§ vhodné dobé¢, a piestoze ob¢ latky
po 40 letech vyzkumu nakonec dospély az ke klinickému
schvaleni, jejich autor ani ustav z nich nemé¢l nikdy Zadny
zisk. Na tom se podepsaly jak nevyhodné smlouvy
s firmami nebo jejich nedodrzeni, tak pfedevs§im neznalost
patentového prava a vSeobecné Spatna patentova politika
tehdejsi Ceskoslovenské akademie véd, ktera nijak nepfi-
spivala k praktickému vyuziti objevil uc¢inénych na tsta-
vech, a ustavy samotné do licen¢nich jednani nemohly
zasahovat. Pohnuta historie vyvoje obou 1éCiv
v podminkach socialistického Ceskoslovenska byla nedav-
no podrobng vyli¢ena v &asopise Vesmir®.

2. Princip funkce 5-azacytosinovych nukleosidi

5-Azacytidin a decitabin jsou v buiice fosforylovany
bunéénymi kinasami na pfislusné 5’-nukleosidtrifosfaty
a inkorporovany do nukleovych kyselin: 5-azacytidin do
riiznych typi RNA av mensi mife také do DNA (cit.”),
decitabin pouze do DNA (cit.®). Vysledkem je narugené
kopirovani nukleovych kyselin, nefunkéni ribozomy
a omezena tvorba proteind. V tomto smyslu se obé latky
chovaji jako klasicka cytostatika. V klinickych zkouskach
se vSak ukazala fada nezadoucich vedlejsich u€inki spoje-
nych s nutnosti podavat ob¢& 1é¢iva ve vysokych davkach.
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Kromé toho u azacytidinu (ale ne u decitabinu) se vyvoj
dale zkomplikoval objevenim karcinogenity u nékterych
druht hlodavci; ta se viak u lidi nikdy neprokazala™'”.
Prilom ve vyvoji nastal poté, co profesor Peter Jones se
svou doktorandkou Shirley Taylor z Univerzity Jizni Kali-
fornie (USC, Los Angeles) objevili zcela novy mechanis-
mus uc¢inku, ktery je pfi nizkych koncentracich odlisny od
béznych cytostatik. 5-Azacytidin a decitabin totiz fun-
guji na epigenetickém principu jako inhibitory DNA
methylaci''.

DNA je methylovana enzymem DNA methyltransfera-
sou v poloze 5 cytosinu; donorem methylu je S-adenosyl-
methionin. Inhibice téchto methylaci spociva v tom, ze
5-azacytidin nebo decitabin inkorporované v DNA maji
schopnost vytvofit kovalentni komplex protein-DNA diky
interakci SH skupiny cysteinu v aktivnim misté enzymu
s 5,6-dvojnou vazbou azacytosinového kruhu (obr. 2).
K DNA methylacim dochazi témét vyhradné v oblasti
zvySeného vyskytu CpG dinukleotidt, tzv. CpG ostrivkd,
které jsou pfitomny v promotorové oblasti pfiblizn€ 50 %
genl. Pravé abnormalni hypermethylace promotorovych
regionii v CpG ostritvcich byla u mnoha druht malignit
prokazana jako pfi¢ina utlumeni funkce tumorsupresoro-
vych gend a rozvoje rakovinného bujeni. Enzym DNA
methyltransferasa a jeji inhibice se tak staly dulezitym
targetem ve vyvoji novych antitumorovych 1é¢iv, ktera
necili na rakovinné bunky za G¢elem jejich zniceni, jako je
tomu u ostatnich chemoterapeutik, ale misto toho umoziu-
ji zpétnou pfeménu maligni bunéné populace do stavu
vice méné normalnich zdravych bungk'. Po &tyficeti le-
tech od publikace prvnich syntéz a mnoho let po expiraci
plvodnich patentd byly nakonec oba 5-azacytosinové nuk-
leosidy schvaleny FDA jako 1éCiva k terapii myelodysplas-
tickych syndromit pod nazvy Vidaza® (5-azacytidin,
schvalen 2004) a Dacogen® (5-aza-2'-deoxycitidin, schva-
len 2006). Dalsimi indikacemi pro jejich aplikaci jsou
akutni myeloidni leukémie (Vidaza®™, Dacogen®™) a chro-
nicka myelomonocytova leukémie (Vidaza®™).

Ob¢ 1éciva se aplikuji ve formé infizi, kdy infuzni
roztok musi byt pfipraven rozpuSténim pevné substance
vzdy bezprostiedné pied pouzitim. Diivodem je jejich che-
mickéd (hydrolytickd) nestabilita, zpisobena elektronovou
deficienci v poloze 6 triazinového kruhu, kdy snadno do-
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Obr. 2. Methylace cytosinu v CpG ostriiveich a jeji inhibice 5-azacytosinovymi nukleosidy

jde k nukleofilnimu ataku, napft.
hydroxylovym iontem za soucasného
otevieni kruhu — nejprve na nestabil-
ni formylkarbamoylguanidin, ktery
pak nasledné odstépi molekulu kyse-
liny mravenci za vzniku pfislusného
karbamoylguanidinu (obr. 3). U de-
citabinu navic kromé& samotného
Stépeni kruhu dochazi jesté k proce-
sim anomerizace a byly pozorovany
téZ rovnovahy mezi pyranosovou
a furanosovou formou cukerné ¢és-
ti'. Dalsim vyznamnym prvkem
nestability 5-azacytosinovych 1é¢iv
je také enzymaticka deaminace na
5-azauridin  a 2'-deoxy-5-azauridin
pusobenim enzymu cytidindeamina-
sy. Diky enzymatické nestabilité je
polocas rozpadu AC a DAC v lidské
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Obr. 3. Chemicka a enzymaticka degradace 5-azacytosinovych nukleosidi
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plasmé cca 20 min, zatimco v in vitro podminkach
v riiznych pufrech jsou to fadové hodiny**.

3. Soucasné trendy ve vyzkumu S-azacyto-
sinovych nukleosidii

Vzhledem k nestabilit€ obou 1é¢iv a s tim spojenymi
komplikacemi s aplikaci pacientim a veSkerou manipulaci
s nimi je hlavni snahou zvyseni jejich stability. Toho lze
doséhnout bud’ ptipravou vhodnych prolékovych forem,
které by uvoliovaly aktivni lé¢ivo postupné a pokud moz-
no az v misté piisobeni, nebo omezenim nezddouci deami-
nace kombinaci s inhibitory cytidindeaminasy. Vyvojem
stabilizovanych proléciv decitabinu se v soucasné dobé
intenzivné zabyvame i v nasem tymu; pfipravené struktury
a vysledky jsou v8ak zatim pfedmétem patentové ochrany.

Nadéjnym klinickym kandidatem se jevi guadecita-
bin, dinukleotid decitabinu s 2'-deoxyguanosinem
(obr. 4)®. Latka je rezistentni vigi cytidindeaminase
a diky postupnému enzymatickému §tépeni fosfodiesterové
vazby je umoznéno intracelularné i extracelularné postup-
né uvoliovani decitabinu; vysledkem je tedy jeho prodlou-
zené pusobeni v organismu. Guadecitabin je v soucasné
dobé¢ ve fazi 3 klinickych zkousek zaméfenych na myelo-
dysplasticky syndrom a akutni myeloidni leukémii. Kromé
toho probihaji i klinické zkousky jeho pouziti k 1écbé pev-
nych nadord, vétsinou v kombinaci s imunoterapii'’.

V oblasti syntézy inhibitori cytidindeaminasy, které
by mohly byt aplikovany spolecné v kombinaci s 5-aza-
cytidinem nebo decitabinem, je zatim nejuspésnéjsi latkou
cedazuridin, 2’,2'-difluor-3,4,5,6-tetrahydrouridin  (obr. 4)]7.
Jeho kombinace s decitabinem jiz prosla vSemi fazemi
klinickych zkousek a v ¢ervenci 2020 byla schvalena FDA
k 1é¢bé myelodysplastickych sydromi'®. Légivo se proda-
véa pod nazvem Inqovi® a jeho nejvétsim benefitem je tab-
letova 1ékova forma a tudiz oralni aplikace.

Poznani principt methylace a demethylace DNA
v procesech vypinani a zpétné reaktivace genti vedlo
k myslence, zda by takto mohly byt ovliviiovany i jiné nez
tumorsupresorové geny, coz by rozsifilo pouziti demethy-
lacnich 1é¢iv do dalsSich oblasti mediciny. Nedavné vy-
zkumy na Univerzité Johnse Hopkinse v Baltimoru proka-
zaly ulohu DNA methylaci v procesu utlumeni genii zapo-
jenych do fungovéani imunitniho systému, konkrétné do
funkce regulac¢nich T-bunék. To otevira cestu k terapii
nekterych obtizné 1éCitelnych nebo dosud nelécitelnych
akutnich zanétlivych procest, jako je napi. syndrom akutni
dechové tisné (ARDS, acute respiratory distress syndro-
me). V in vivo experimentech s decitabinem bylo prokaza-
no, ze tento inhibitor DNA methyltransferasy posiluje
funkci regulacnich T-bunék a zvySuje jejich pocet, coz
vede nasledné az k regeneraci zanétem poskozené plicni
tkang'’. Souvislost mezi DNA methylacemi a progresi
ARDS byla prokdzéana i studiemi na dal§ich pracovistich
a terapeuticky podobné jako decitabin zde fungoval
i 5-azacytidin®®?'. ARDS se nejéastéji vyskytuje bud’ jako
nasledek aspirace zalude¢niho obsahu ¢i tézkého traumatu,
nebo je vyvolan plicni infekei, napt. koronavirem SARS-
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Obr. 4. Struktury guadecitabinu a cedazuridinu

CoV-2. Progrese choroby covid-19 do stadia ARDS patii
gnoézou probihd v soucasné dobé klinicky vyzkum terapeu-
tického vyuziti demethyla¢nich 1é¢iv, konkrétné decita-
binu®.

4. 5-Azacytosinové acyklické nukleosidfosfonaty

Nezbytnou podminkou k tomu, aby se latka jako anti-
metabolit mohla castnit enzymovych reakci, je jeji fosfo-
rylace. Pfima aplikace fosfatli vSak neni mozna diky jejich
nestabilité. S feSenim tohoto problému ptisel v 80. letech
20. stoleti Antonin Holy, kdyz mezi molekulu nukleosido-
vého analogu a fosfatovou skupinu vlozil methylenovy
mistek. Tim byla zapocata etapa syntéz nové ttidy nukleo-
tidovych analogl, tzv. acyklickych nukleosidfosfonatl
(ANP), latek s mimotadnym spektrem biologickych aktivit
— pfevazné protivirovych, ale také cytostatickych, antipa-
razitalnich nebo imunomodulaénich. N¢které z nich se jiz
fadu let pouzivaji jako ucinna virostatika: cidofovir
(schvalen k 1é¢bé cytomegalovirové retinitidy u pacientil
s AIDS, ale off-label pouzivan k 1é¢bé mnoha dalSich t&éz-
kych DNA virovych infekci), adefovir (k 1écbe hepatitidy
B) a predevsim tenofovir, latka schvalena k 1écbe HIV
a hepatitidy B. Prave tenofovir a jeho kombinované prepa-
raty s dal§imi anti-HIV latkami maji nejvétsi podil na tom,
ze se pivodni smrtelnd hrozba nemoci AIDS postupem let
stala b&€zné fesitelnym chronickym problémem, s kterym
Ize pti dodrzeni 1écby vést vice méné normalni zivot.
Tématice ANP, jejich U€inkdm a budoucim perspektivam
se vénuje cela fada piehlednych ¢lankd, napt.>*2. Co se
tyCe struktury alifatického fetézce téchto antiviralnich
ANP, jedna se o tii zékladni typy: HPMP derivaty, tj. (S)-
-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]derivaty (napt.
HPMPC, cidofovir), PME derivaty, tj. 2-(fosfonomethoxy)
ethylderivaty (napt. PMEA, adefovir) a PMP derivaty, tj.
(R)-2-(fosfonomethoxy)propylderivaty (napf. PMPA, teno-
fovir) (obr. 5).

V prubéhu vice nez tii dekad byly syntetizovany stov-
ky nejriznéjsich struktur ANP s modifikacemi jak v alifa-
tické, tak v heterocyklické ¢asti. Jednou z takovych modi-
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Obr. 5. Struktury antivirotik cidofoviru a jeho 5-azacytosinového analogu (S)-HPMP-5-azaC a dalSich acyklickych nukleosidfosfo-

nati s 5-aza- a 6-azacytosinovou bazi

fikaci byly syntézy ANP s triazinovymi bazemi, tj. 5-aza-
a 6-azacytosinem. Zatimco u 6-azacytosinovych derivatd
biologicka aktivita nebyla nalezena, u 5-azacytosinovych
derivatl bylo mozZno ocekévat jak tc€inky demethylacni,
podobné jako u nukleosidii, tak protivirové, v analogii
s ANP s cytosinovou bazi. Demethylacni G¢inky se nako-
nec neprokazaly, ale u 5-azacytosinového analogu cidofo-
viru, (8)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-5-aza-
cytosinu (HPMP-5-azaC), byla pozorovana velmi vysoka
aktivita a selektivita va¢i Sirokému spektru DNA vird,
véetné¢ rdznych typt herpesvirt (HSV-1, HSV-2, VZV,
HCMV a HHV-6), adenoviru (Ad2) a poxvirl (virus vak-
cinie). V porovnani s cidofovirem byla protivirova aktivita
HPMP-5-azaC bud’ srovnatelna (HSV-1, HSV-2 a virus
vakcinie), nebo az n€kolikanasobné vyssi (VZV, HCMV,
HHV-6 a Ad2). Vedle toho vsak HPMP-5-azaC vykazoval
na bunéénych kulturach vyrazn€ nizsi cytotoxicitu, takze
jeho index selektivity (pomér CCsy k ECs0) byl vuci témto
virim ve vysledku 2—15krat vys$si nez klinicky pouzivany
cidofovir ((S)-HPMPC)***7.

Na rozdil od cidofoviru ma HPMP-5-azaC kompliko-
vanéjsi metabolicky profil a podobné jako ostatni N-1 sub-
stituované S-azacytosinové derivaty (ribosid, 2'-deoxy-
ribosid, arabinosid) podléha v alkalickém prostredi $tépeni
triazinového kruhu (obr. 6)*. Prvnim krokem je reverzibil-
ni otevieni kruhu na N-formylguanidinovy derivat, ktery je
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vSak jesté schopen zpétné cyklizace na pivodni formu.
Tato hydrolyticka reakce je pomala a dosahuje rovnovahy
v ramci nékolika dni. N-formylguanidinovy derivat vyka-
zoval aktivity proti DNA virim s hodnotami ECs, podob-
nymi jako u ptivodni slouc¢eniny, HPMP-5-azaC. Nicmén¢,
reverzibilni otevieni kruhu je doprovazeno naslednou ire-
verzibilni deformylaci intermediatniho formylderivatu za
vzniku  2-{[(2S5)-3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-
-karbamoylguanidinu, ktery je kone¢nym produktem tohoto
hydrolytického rozkladu a je protivirové neaktivni’® 2,

Co se tyce metabolického profilu, HPMP-5-azaC je
v bunce fosforylovan na monofosfat a difosfat, a to
s 60krat vyssi rychlosti ve srovnani s cidofovirem, zatimco
jeho senzitivita ke katabolické deaminaci je (oproti nukle-
osidim decitabinu a 5-azacytidinu) jen velmi nizka.
HPMP-5-azaC difosfat se u¢inné inkorporuje do bunétné
DNA, pii¢emz rychlost této inkorporace je 45krat vySsi
oproti cidofoviru. Celkové 1ze konstatovat, Ze i pfes nevy-
hodu chemické nestability triazinového kruhu ma HPMP-5
-azaC dostatecné pfijatelny metabolicky profil pro dalsi
preklinicky, piipadn& klinicky vyvoj*’. Vy&si protivirova
ucinnost spolu s rychlym rozkladem na netoxicky kar-
bamoylguanidinovy derivat mtize dokonce ptedstavovat
oproti cidofoviru i jistou vyhodu z hlediska nizsi nefroto-
xicity (nefrotoxicita cidofoviru stale ziistava u fady indika-
ci limitujicim faktorem).
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Obr. 6. Pribéh hydrolytického rozkladu HPMP-5-azaC v alkalickém prostiedi

HPMP-5-azaC, podobné jako ostatni acyklické nukle-
osidfosfonaty, je polarni sloucenina s omezenou prostup-
nosti do bunky a minimalni oralni biodostupnosti. To bylo
divodem k jeho transformaci na rizné typy méné polar-
nich proléciv, konkrétné cyklického 1-(S)-[3-hydroxy-2-
(fosfonomethoxy)propyl]-5-azacytosinu (cHPMP-5-azaC)
a jeho esterd: hexadecyloxyethyl- (HDE), erucyl- pivaloy-
loxymethyl- (POM) a oktadecylesteru®’. Cyklizace HPMP-
5-azaC reakci s dicyklohexylkarbodiimididem (DCC)
v pfitomnosti ~ N,N-dicyklohexyl-4-morfolinokarbox-
amidinu a nasledna esterifikace pfislusnymi alkylhalogeni-
dy je znazornéna na obr. 7.

Nejlepsi terapeuticky potencial vykazoval HDE ester
(S)-cHPMP-5-azaC se zcela mimofadnymi hodnotami

aktivit proti veSkerym DNA virlim, avSak s minimalni
toxicitou (terapeuticky index v hodnotach fadove od néko-
lika set az po nékolik desitek tisic). Aktivity hodné dal$iho
vyzkumu se tykaji predevSim lidského cytomegaloviru
(HCMYV), poxvirt, papilomavird (HPV), adenovirQ a poly-
omavird. U polyomavirovych infekci napt. dosud neexis-
tuje zadny FDA schvaleny 1écebny preparat. HPMP-5-
-azaC a jeho profarmaka jiz pro$ly rozsahlym vyzkumem
v in vivo podminkéch, a to s velmi pozitivnimi vysledky.
K dal§im fazim vyvoje, pfedevs§im klinickym zkouskam,
by bylo potieba najit vhodného partnera z farmaceutického
primyslu, coz se v§ak dosud nepodafilo.
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Obr. 7. Cyklizace HPMP-5-azaC a syntéza esterii cyklického HPMP-5-azaC jako proléciv



Chem. Listy 776, 152—-162 (2022)

5. Od 5-azacytosinu k thiadiazolim

Jak jiz bylo vysvétleno, princip funkce 5-aza-
cytosinovych nukleosidii spociva v interakci 5-aza-
cytosinové baze s SH skupinou cysteinu v aktivnim misté
enzymu, v tomto konkrétnim pfipadé DNA methyltransfe-
rasy. Cystein dependentnich enzymti obecné existuje cela
fada a hraji vyznamné role v fadé patogennich procesu.
Jako ptiklad 1ze uvést proteasy typu katepsintl nebo kinasu
glykogensynthasy 3B (GSK-3B), coz je klicovy enzym
metabolismu glykogenu®'*%. Cilena inhibice téchto enzy-
mi muze byt terapeutickym feSenim mnoha zdravotnich
problémi. Vyznamnymi inhibitory jsou thiadiazolové
slouceniny, predevS§im derivaty 1,2,4-thiadiazolidin-3,5-
dionu (TDZD), pti¢emz jako kandidat na lécivo byl identi-
fikovan 4-benzyl-2-(1-naftyl)-1,2,4-thiadiazolidin-3,5-dion
(tideglusib), ktery je inhibitorem enzymu GSK-3f (obr. 8).
Akumulace GSK-3p v rakovinnych bunkach aktivuje na-

Referat

vazani transkripcniho faktoru NF-kB na cilové genové
promotory a stimuluje jejich dalsi transkripéni aktivitu,
coz vede k progresi rakovinného bujeni a vytvareni rezis-
tence k chemoterapeutickym 1é¢iviim®'*%. Vzhledem ke
schopnosti regulovat genovou expresi je pravdépodobné,
ze tideglusib miize fungovat epigeneticky. Enzym GSK-3f3
hraje také klicovou roli v procesech spojenych s Alzhei-
merovou chorobou a dal$imi neurodegenerativnimi pro-
blémy. V soucasnosti probihaji klinické studie tideglusibu
ve fazi II pro 1é¢bu Alzheimerovy choroby®® a myotonické

o

Obr. 8. Tideglusib — inhibitor kinasy glykogensynthasy 3
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Obr. 10. Rovnovaha mezi linearni a cyklickou formou volnych ANP s 1,2,4-thiadiazol-3(2 H)-onovou bazi

muskularni dystrofie**.

U cysteinovych katepsinit a moznosti jejich inhibice
thiadiazolovymi derivaty jsme se v naSem tymu zaméfili
na katepsin K. Ten je exprimovan prevazné
v osteoklastech a pisobi degradaci proteinovych slozek
kostni hmoty vcetné kolagenu, coz hraje kritickou roli
v procesu kostni resorpce a vzniku osteoporozy®’. N&které
z inhibitord CatK jsou jiz studovany v klinickych zkous-
kach®*’. Jejich interakce s cysteinovou SH skupinou
v aktivnim centru je zprostfedkovana pfitomnou keto sku-
pinou nebo nitrilem; inhibitory CatK na bazi 1,2,4-thia-
diazolt byly poprvé popsany aZ v nasi skuping®.

Je evidentni, ze 1,2,4-thiadiazolovy skelet nese znac-
ny terapeuticky potencial a syntéza a screening novych
struktur je nanejvys zaddouci. V naSem tymu nukleosidové
chemie jsme se zaméfili na derivaty 5-amino-1,2,4-thia-
diazol-3-(2H)-onu, coz je struktura, na kterou lze pohlizet
dle nekterych studii také jako na sirnou imitaci cytosinu,
v niZ je -CH=CH- skupina mezi pozicemi 5 a 6 pyrimidi-
nového kruhu nahrazena bivalentni sirou®**’. 5-Amino-
-1,2,4-thiadiazol-3(2H)-on je povazovan za bioisosterni
s cytosinem vzhledem k podobnym elektronickym a pro-
storovym vlastnostem —CH=CH- skupiny cytosinu a bi-
valentni siry*®*. MoZnost této bioisosterie nas inspirovala
k syntézam nukleotidovych analogi, v nichz by byla cy-
tosinova slozka nahrazena 5-amino-1,2,4-thiadiazol-3(2H)-
-onem. Jedna se o slouceniny, v nichz by tato baze byla
pfipojena napf. k 2-(fosfonomethoxy)ethylovému (PME)
nebo 3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propylovému (HPMP)
fetézci, analogicky jako je tomu u acyklickych nukleosid-
fosfonatd (ANP). Piipravy takovychto latek byly pomérné
komplikované (nékteré ,,papirove” naplanované derivaty
se nepodafilo vibec pfipravit); na druhou stranu pfinesly
do thiadiazolové chemie mnozstvi novych poznatka.
Ukazku takovychto syntéz predstavuje obr. 9. V obou pii-
padech, jak u PME, tak u HPMP fady byl nejprve synteti-
zovan acyklicky synthon s fosfonatovou ¢asti a koncovou
aminoskupinou, na niz byl poté vystavén thiadiazolovy
cyklus®®,

Piekvapivé se ukazalo, Ze pouze N°-substituované
1,2,4-thiadiazol-3(2H)-onové analogy ANP jsou dostatec-
n¢ stabilni a schopné izolace ve formé volnych fosfono-
vych kyselin; derivaty s volnou thiadiazolovou bazi mohly
byt izolovany pouze ve formé fosfonatovych esterti. Poku-
sy o deprotekci baze u volnych fosfonatli skoncily vzdy
otevienim thiadiazolového kruhu, pfiCemz zpétna oxida-
tivni cyklizace na thiadiazolovy derivat uz nebyla mozna.

159

Redox charakter S-N vazby jsme studovali pomoci *'P
NMR spektroskopie, kdy se ukazalo, ze mezi linearni
a cyklickou formou se vzdy vytvoii rovnovaha, kterou uz
nelze dale ovlivnit mnozstvim oxida¢niho Ccinidla
(obr. 10). Pokud je aminoskupina v poloze 5 1,2,4-thia-
diazol-3(2H)-onového kruhu chranénd, neni ziejmé mozna
tautomerie S-N vazby a stabilita thiadiazolového kruhu je
proto mnohem vy3§i*®.

V pfipravené sérii 5-amino-1,2,4-thiadiazol-3(2H)-
-onovych derivati se podafilo identifikovat nékolik struk-
tur s inhibicni aktivitou vici lidskému CatK s hodnotami
ICso v nizkomikromolarnim rozsahu®®, Mezi tyto aktivni
latky patii: volna baze 5-amino-1,2,4-thiadiazol-3(2H)-on,
acyklické derivaty chranéné v poloze N° a nesouci
2-hydroxy-3-trityloxypropylové uskupeni a derivaty s
HPMP a PME uspofadanim substituované v poloze N’
(obr. 11). Ze strukturné aktivitnich studii je ziejmé, ze ke
zvySeni inhibicni aktivity pfispiva esterifikace fosfonatové
funkce (na rozdil od volnych fosfonovych kyselin), absen-
ce polarni OH skupiny v fetézci (PME derivaty jsou G¢in-
n&j$i inhibitory nez HPMP) a substituce N° polohy, nejlépe
objemnou Fmoc skupinou.

Nekteré noveé piipravené thiadiazolové derivaty vyka-
zovaly téz inhibi¢ni aktivitu vici GSK-3B s hodnotami
ICs, fadoveé podobnymi tideglusibu, avsak s niz§i cytotoxi-
citou vcetné¢ cytotoxicity vaci zdravym bunkam
(studovano na lidskych koznich fibroblastech). Ve vétsing
ptipadii se jedna o stejnou skupinu latek, kterd vykazovala
i inhibi¢ni aktivitu viéi CatK (obr. 12).

Z4dny z ptipravenych derivati nevykazoval protiviro-
vou aktivitu v analogii s acyklickymi nukleosidfosfonaty
ani inhibi¢ni aktivitu vic¢i DNA methyltransferase
v analogii s 5-azacytosinovymi nukleosidy.

6. Zavér

Cilem této prace bylo vyzdvihnout vyznam 5-aza-
cytosinovych sloucenin v medicinalni chemii i klinické
praxi a ukazat nové trendy v této oblasti, zejména co se
tyCe stabilizovanych analogl 5-azacytidinu a decitabinu
a vyvoje 5-azacytosinovych virostatik typu acyklickych
nukleosidfosfonati. Pochopeni mechanismu uG¢inku latek
na strukturni Urovni, v naSem piipadé princip interakce
cysteinové SH skupiny s nukleofilni slozkou molekuly
nukleosidového analogu (5-azacytosinu nebo thiadiazolo-
vé baze) je cestou k raciondlnimu designu a cilené syntéze
novych biologicky aktivnich latek. Nové pfipravené thi-
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Obr. 12. Struktury s inhibi¢ni aktivitou vii¢i obéma enzymiim, katepsinu K a GSK-3p, sefazené podle hodnot inhibi¢ni aktivity

vidi katepsinu K

adiazolové acyklické analogy nukleosidli vykazuji vy-
znamné hodnoty inhibi¢nich aktivit vii¢i dvéma studova-
nym cystein-dependentnim enzymm katepsinu K a kinase
glykogen synthasy 3.

Vypracovdano s finanéni podporou Ministerstva Skol-
stvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky v ramci pro-
jektu Cesky ndrodni uzel Evropské infrastruktury pro
translacni medicinu EATRIS-CZ, grant ¢. LM2018133.

Seznam zkratek

AC S-azacytidin (5-azacytidine)

ANP acyklické nukleosidfosfonaty (acyclic
nukleoside phosphonates)

ARDS syndrom akutni dechové tisné (acute
respiratory distress syndrom)

CatK katepsin K (Cathepsin K)

DAC decitabin (decitabine)

DMT DNA methyltransferasa (DNA methyl
transferase)

DNA deoxyribonukleova kyselina

(deoxyribonucleic acid)
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GSK-3B kinasa glykogensynthasy 3 (glycogen
synthase kinase 3p),

HCMV lidsky cytomegalovirus (human
cytomegalovirus)

HHV-6 lidsky herpesvirus typu 6 (human herpes
virus type 6)

HDE 2-(hexadecyloxy)ethyl

HPMP (8)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)
propyl]

HPMP-5-azaC (S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)
propyl]-5-azacytosin
((S)-[3-hydroxy-2-phosphonomethoxy)
propyl]-5-azacytosine)

HPMPC (8)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)
propyl]cytosin
((S)-[3-hydroxy-2-(phosphonomethoxy)
propyl]cytosine)

HSV-1 herpes simplex virus typu 1 (herpes
simplex virus type 1)

HSV-2 herpes simplex virus typu 2 (herpes
simplex virus type 2)

PME (fosfonomethoxy)ethyl
((phosphonomethoxy)ethyl)

PMP (fosfonomethoxy)propyl
((phosphonomethoxy)propyl)

TDZD 1,2,4-thiadiazolidin-3,5-dion (1,2,4-thia-
diazolidin-3,5-dione)

\A% Varicella zoster virus
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M. Kreémerova (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, Czech Academy of Sciences, Prague): From
5-Azapyrimidine Chemistry to Thiadiazoles

The review is devoted to 5-aza- and 6-azapyrimidine
nucleosides with emphasis on antileukemic agents
S-azacytidine and 2'-deoxy-5-azacytidine (decitabine),
mechanism of their action as inhibitors of DNA methyla-
tions in tumour suppressor genes and current trends in the
search for their stabilized analogues. A significant contri-
bution to 5-azacytosine chemistry is synthesis of 5-aza-
cytosine acyclic nucleosides phosphonates and their pro-
drugs, identified as potent and selective anti-DNA viral
agents. Application of S5-amino-1,2,4-thiadiazol-3-(2H)-one
moiety to acyclic nucleoside analogues was inspired by
hypothesis that this heterocyclic base could work as
a cytosine mimic and, moreover, the reactive N-S bond
could be able to attack strong nucleophiles such as the
cysteine thiol group of enzymes (similarly as
S-azacytosine). A series of prepared 1,2,4-thiadiazole de-
rivatives provided several inhibitors of Cathepsin K and
glycogen synthase kinase 3 effective in the low micromo-
lar range.
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