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SANTRAUKA

Tomo Venslausko magistro baigiamasis darbas ,,4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloalkil-
ar aril)benzen-1,3-dioly sintezé Saperono Hsp90 slopikliy paieskai*“. Mokslinis vadovas doc. dr.
Algirdas Brukstus. Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Biomedicinos moksly instituto
Farmacijos centras. Vilnius 2022.

Darbo tikslas — 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloalkil- ar aril)benzen-1,3-dioly sintezé
Saperono Hsp90 slopikliy paieskai.

Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti mokslinés literatiiros Saltiniy apzvalgg apie jau susintetintus Hsp90 slopinancius

junginius.

2. Susintetinti naujus 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-cikloalkilbenzen-1,3-diolus ir 4-(1-
aril-1H-imidazol-5-il)-6-arilbenzen-1,3-diolus.

3. Nusiysti susintetintus 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-cikloalkilbenzen-1,3-diolus ir 4-
(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-arilbenzen-1,3-diolus  tyrimams su Hsp90, gautus
rezultatus palyginti tarpusavyje ir su literatiroje prieinamais duomenimis.

Tyrimo objektas ir metodai. Magistro darbo objektas — naujy 4-(1-aril-1H-imidazol-5-
il)-6—(cikloalkil)benzen-1,3-dioly ir 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-arilbenzen-1,3-dioly,
pasizyminciy Hsp90 Saperong slopinanéiu aktyvumu sintez¢. Cheminiy reakcijy pazangos
vertinimas buvo atliekamas plonasluoksnés chromatografijos metodu (TLC). Junginiy strukttiros
buvo jrodytos branduoliy magnetinio rezonanso (BMR), didelés skyros masiy spektrometrijos
(HRMS) ir infraraudonyjy spinduliy spektrometrijos metodais, buvo nustatomos junginiy
lydymosi temperatiiros.

Rezultatai ir iSvados. Magistrinio darbo metu buvo atlikta prieinamy literatiiros Saltiniy
analizé apie anksciau sintetintus Hsp90 aperono slopiklius. Sie junginiai skirstomi pagal ju
veikimo vieta — N-galo, vidurio ir C-galo domenus. Susintetinti $e$i nauji junginiai pasiZymintys
Hsp90 Saperong slopinanciu aktyvumu — keturi 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-arilbenzen-1,3-
diolai ir du 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloalkil)benzen-1,3-diolai. Sie junginiai priskiriami
N-galo domeno aktyviojo centro slopikliams dél esancio jy struktiirose rezorcinolio fragmento. Du
junginiai — 4-(cikloheksilmetil)-6-(1-(4-metoksifenil)-1H-imidazol-5-il)benzen-1,3-diolis (8a) ir
4-(1-(4-chlorfenil)-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloheksilmetil)benzen-1,3-diolis (8b) turintys savo
strukttiroje cikloheksano fragmentg tyrimuose su Trichinella spiralis (sutrumpintai Ts) Hsp90 N-
galo domenu pasizyméjo Zzemomis disociacijos konstantos (Kq) vertémis bei selektyvumu Sio
organizmo Saperonui, dél to buvo nuspresta papildomai susintetinti analoginius junginius

(junginiai 13a ir 13b) su tiadiazolo Ziedu imidazolo Ziedo vietoje. Zemiausiomis disociacijos
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konstantos vertémis (Kg) i§ imidazolo fragmenta turin¢iy junginiy pasizyméjo VTO016 ir VT023
(TsHsp90N). Tiadiazolo fragmentg turinéiy junginiy Kq vertés buvo ~300-40000 karty zemesnés
palyginus su imidazolo Ziedo fragmentg turiniy junginiy Kq vertémis (Hsp90aN). Imidazolo
ziedas pablogina rezorcinolio pagrindu sukurty slopikliy Kq vertes palyginus su junginiais, kurie

analogingje padétyje turi tiadiazolo zieds.



SUMMARY

The topic of Master thesis by Tomas Venslauskas is "Synthesis of new 4-(1-aryl-1H-
imidazol-5-yl)-6-(cycloalkyl- or aryl)benzene-1,3-dioles as potential inhibitors of Hsp90
chaperone”. The supervisor of MSc thesis is Doc. Dr. Algirdas Brukstus. Vilnius University,
Faculty of Medicine, Institute of Biomedical Sciences, Pharmacy Center. Vilnius, 2022.

Aim of the research. Synthesis of new 4-(1-aryl-1H-imidazol-5-yl)-6-cycloalkylbenzene-
1,3-dioles and 4-(1-aryl-1H-imidazol-5-yl)-6-arylbenzene-1,3-dioles as potential inhibitors of
Hsp90 chaperone.

Objectives of the research:

1. To conduct a literature review on existing Hsp90 inhibitors.

2. To synthesise new 4-(1-aryl-1H-imidazol-5-yl)-6-cycloalkylbenzene-1,3-dioles and

4-(1-aryl-1H-imidazol-5-yl)-6-arylbenzene-1,3-dioles.

3. To submit new 4-(1-aryl-1H-imidazol-5-yl)-6-cycloalkylbenzene-1,3-dioles and 4-(1-
aryl-1H-imidazol-5-yl)-6-arylbenzene-1,3-dioles for experiments with Hsp90, and
compare the results among themselves and with available data on existing
compounds.

Objects and methodology of the research. The object of this master's thesis — synthesis
of the new 4-(1-aryl-1H-imidazol-5-yl)-6-cycloalkylbenzene-1,3-dioles and 4-(1-aryl-1H-
imidazol-5-yl)-6-arylbenzene-1,3-dioles. Thin layer chromatography (TLC) was used to monitor
the progress of reactions, nuclear magnetic resonance (NMR) and high resolution mass
spectrometry (HRMS) were performed to evaluate and prove new compound structures, melting
point apparatus was used to determine melting points.

Results and conclusions. The literature review on existing Hsp90 chaperone inhibitors
was conducted. Hsp90 inhibitors were analysed and classified based on their binding sites — N-
terminal, middle and C-terminal domain. Two new 4-(l-aryl-1H-imidazol-5-yl)-6-
cycloalkylbenzene-1,3-dioles and four new 4-(1-aryl-1H-imidazol-5-yl)-6-arylbenzene-1,3-dioles
were synthesised. These new compounds were categorized as N-terminal domain inhibitors due to
resorcinol fragment in their structure. Two synthesised compounds containing cyclohexane
fragments — 4-(cycloklohexylmethyl)-6-(1-(4-metoxyphenyl)-1H-imidazol-5-yl)benzene-1,3-
diole (8a) and 4-(cycloklohexylmethyl)-6-(1-(4-chlorphenyl)-1H-imidazol-5-yl)benzene-1,3-
diole (8b) shown low Ky values when tested with Trichinella spiralis (Ts) Hsp90 N-terminal
domain, therefore two analog compounds containing thiadiazole ring instead of imidazole ring
were synthesised (compounds 13a and 13b). VT016 and VT023 shown the best Kq values when

compared with other imidazole ring containing compounds (TsHsp9ON). Thiadiazole ring



containing compounds shown ~300-40000 times lower Kq values than imidazole ring containing

compounds (Hsp90aN). Imidazole ring worsens Kq values when compared with thiadiazole ring.



PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo darbo vadovui doc. dr. Algirdui Brukstui uz suteikta galimybe
dirbti jo vadovaujamoje laboratorijoje, visokeriopg pagalbg atlickant eksperimentus bei rasant
baigiamajj magistro darbg. Taip pat dékoju doktorantéms — Paulinai Kaziukonytei bei Indrei
Misitinaitei uz kasdienius patarimus, skirtg laikg ir perduotas zinias, kurios padéjo mano
laboratoriniy jgudziy formavimui. Dékoju ir visam 113 laboratorijos kolektyvui uz

bendradarbiavimg ir jaukios aplinkos suktirimg.



SANTRUMPQOS

17-AAG — 17-alilamno-17-demetoksi geldanamicinas

17-DMAG — 17-dimetilaminoetilamino-17-demetoksigeldanamicinas

AHA1 — Hsp90 ATPazés aktyviklis

ATP, ADP — adenozino difosfatas, adenozino trifosfatas

BFsOEt, — boro trifluorido eteratas

BMR, NMR - branduoliy magnetinis rezonansas (ang. Nuclear magnetic resonance)
CHCls, CDCls — chloroformas, deuteruotas chloroformas

DMF — dimetilforamidas

DMSO, DMSO-d6 — deuteruotas dimetilsulfoksidas

EA — etilacetatas

EtOH — etanolis

GA — geldanamicinas

HEK?293 — Zmogaus embriono inksty lasteliy linija

HOP — Hsp70/Hsp90 sujungiantis baltymas

HRMS — didelés nasos masiy spektrometrija (angl. High resolution mass spectrometry)
Hsp90 — Siluminio Soko baltymy Seima

HT-29 — storosios zarnos adenokarcinomos lasteliy linija

HTS — auksto nasumo atranka (angl. High-throughput screening)

HUGO — Zmogaus genomo organizacija (angl. Human Genome Organization)
ICso — slopiklio koncentracija, prie kurios 50% taikinio aktyvumo yra uZslopinama
Kq — disocijacijos konstanta

MeOH — metanolis

NCI H23 — nesmulkiy Igsteliy plaucio vézio lasteliy linija

POCIs — fosforo oksichloridas

RD — radisikolis

SOCI; — tionilchloridas

TLC — plonasluoksné chromatogrfija (angl. Thin layer chromatography)

Tol — toluenas

TosMIC — toluensulfonilmetilo izocianidas

TsHsp90N — Trichinella spiralis Hsp90 N galo domena

LdHsp90N — Leishmania donovani Hsp90 N galo domenas

PfHsp90N — Plasmodium falciparum Hsp90 N galo domenas



IVADAS

Hsp90 (angl. Heat shock protein 90) tai 90 kDa molekulinés masés $iluminio Soko baltymy
Seimai priklausantis molekulinis Saperonas, kurio pagrindinis vaidmuo tai baltymy klienty
homeostazés uztikrinimas ne tik streso, bet ir fiziologinémis salygomis. Klaidinantis pavadinimas
susij¢s su jy atradimu. 1960 metais italy mokslininkas Ferrucio Ritossa pastebéjo, jog Karstoje
aplinkoje palikti musiy chromosomai ,,istinsta®. Sis reiskinys buvo susietas su geny aktyvinimu,
kurio pasekméje skatinama baltymy sintezé, apsauganti DNR nuo pazeidimo [1]. Siluminis $okas
skatina blogai susiklos¢iusiy baltymy ,,taisyma* ar skaidymg j amino ragstis. Nors §is procesas
néra gerai iStirtas, dalis mokslininky bando juo pagrjsti pir¢iy sveikatg gerinantj efektg [2].

Saperonai sutinkami pas visus eukariotus, dalyvauja ne tik normaliuose lastelés
procesuose, bet ir patologiniuose — virusinése infekcijose, neurodegeneraciniy bei véziniy ligy
atsiradime. Hsp90 tapo taikiniu naujy vaisty kiirime, kai kurie i$ jy — nuo jvairiy véziniy susirgimy
ar psoriazés pateko i klinikinius tyrimus.

Hsp90 Saperono struktiirg galima suskirstyti j tris dalis — N-galo, vidurio ir C-galo
domenus. Per ilgg laika vieninteliu galimu inhibitoriy taikiniu buvo laikomas N-galo domenas,
kuriame yra kritinis Saperono veiklai regionas — ATP jungimosi kisené, kurioje vyksta ATP
hidrolizé. Jos uzblokavimas trikdo baltymy brandinima. Saperono inhibavimas ypatingai stipriai
paveikia greitai besidalijanCias vézines lgsteles. Nattralaus antibiotiko novobiocino tyrimai leido
atrasti antrg Hsp90 veiklai jtakojantj regiong C-galo domene, kuris alosteriskai reguliuoja baltymo
veiklg. Nors vidurio domene néra aiSkiai apibrézto inhibitoriy taikinio, galima surasti pavienius
junginius kurie prisijungdami prie Sios baltymo dalies slopina jo veiklg. Naujy inhibitoriy bei
taikiniy atradimg pagreitina informaciniy technologijy pazanga, kurios déka galima simuliuoti
molekulés — baltymo rysio susidaryma.

Rezorcinolio analogai (1 pav.) tai viena i§ N-galo inhibitoriy grupiy. Siy junginiy struktiiros
pagrindu yra rezorcinolio fragmentas ir kitas aromatinis Ziedas, kuris turi biiti atitinkamai nuo jo
nutoles. Sj atstuma bei erdvine konformacija uztikrina penkianaris heterociklinis Ziedas —

tiadiazolas, izoksazolas, pirazolas, imidazolas ar Kiti.
a O b
L
HO OH

ABIT-07 Luminespibas CCTO018159

1 pav. Rezorcinolio analogai. Raudona spalva pazymétas rezorcinolio fragmentas, mélyna spalva

pazymétas: tiadiazolas (a), izoksazolas (b), pirazolas (c).
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Vilniaus universiteto Chemijos fakulteto Organinés chemijos katedros 113 laboratorijos
darbuotojai bei alumnai yra susinteting eil¢ rezorcinolio pagrindo junginiy su tiadiazolo ir
imidazolo Ziedais, kurie tyrimuose su baltymais parodé Hsp90 slopinantj aktyvuma. Geriausiu
Saperong slopinan¢iu aktyvumu pasizyméjo junginiai turintys 6 padétyje izopropilo ar
ciklopentano grupes (2 pav.) [3].

s
OH N=sy OH N=\

HPIT-07 ABIT-07
2 pav. 4-izopropill-6-(5-(4-(trifluorometil)fenil)-1,2,3-tiadiazol-4-il)benzen-1,3-diolis (HPIT-07)
ir 4-(ciklopentilmetil)-6-(5-fenil-1,2,3-tiadiazol-4-il)benzen-1,3-diolis (ABIT-07).

Nors literatiiroje yra apraSyti analogiski junginiai su tiadiazolo ir imidazolo ziedais, jy jtaka
Hsp90 slopikliy aktyvumui néra istirta. Magistrinio darbo metu buvo nusprgsta susintetinti naujus
4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloalkil- ar aril)benzen-1,3-diolus (3 pav.). Tyrimy su baltymais
eigoje paaiskéjus, jog cikloheksilmetil grupé didina inhibitoriaus selektyvuma Trichinella spiralis
kirmelés Hsp90 N-galo domenui, dél to buvo nuspresta papildomai susintetinti analogiskus

junginius su tiadiazolo ziedu tam, kad iSsiaiskinti Ziedo jtaka junginiy aktyvumui.

Ry
R4
HO
N
on | N/> OH N=\
R, = -CgH,; -CeHs; -CH,CH R, = -OCHj; -Cl
R2 = 'OCH3, -Cl

3 pav. Bendra 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloalkil- ar aril)benzen-1,3-dioly struktiira (a),
bendra 4-(5-aril-1,2,3-tiadiazol-4-il)-6-(cikloheksilmetil)benzen-1,3-dioly struktira (b).
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI
Darbo tikslas — 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloalkil- ar aril)benzen-1,3-dioly sintezé
Saperono Hsp90 slopikliy paieskai.

Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti mokslinés literatiiros Saltiniy apzvalgg apie jau susintetintus Hsp90 slopinancius
junginius.

2. Susintetinti naujus 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-cikloalkilbenzen-1,3-diolus ir 4-(1-
aril-1H-imidazol-5-il)-6-arilbenzen-1,3-diolus.

3. Nusiysti susintetintus 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-cikloalkilbenzen-1,3-diolus ir 4-
(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-arilbenzen-1,3-diolus  tyrimams su Hsp90, gautus

rezultatus palyginti tarpusavyje ir su literatiiroje prieinamais duomenimis.
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1 LITERATUROS APZVALGA

Siame skyriuje bus apzvelgiama informacija pateikta aktualiuose moksliniuose $altiniuose
ir duomeny bazése apie Siluminio Soko baltymy Seima ir jy vaidmenj. Ypatingg démesj skiriama
Hsp90 $aperono reik§mei zmogaus organizmui. Saperono slopikliai skirstomi ir aptariami pagal
tai, su kuriuo baltymo segmentu saveikauja — N-galo, vidurio ar C-galo domenais.

Mokslinés literatros paieskai naudotasi PubMed, Google Scholar ir ResearchGate paieSky
sistemomis, bei Hsp90Int.db, UniProt ir Reaxys duomeny bazémis. Informacija apie aktualiai
vykdomus klinikinius tyrimus kuriuose dalyvauja Saperono slopikliai gauta i§ ClinicalTrials.gov

internetinés svetainés.

1.1 Siluminio $oko baltymai ir jy funkcija Zmogaus organizme

Siluminio $oko baltymai (ang. Heat shock protein) tai molekuliniams S$aperonams
priskiriama konservatyvi baltymy klasé, sutinkama eukariotinése ir prokariotinése, normaliose ir
vézinése lastelése, fiziologingje ir streso bukléje. Jie uztikrina taisyklingg baltymy susisukima,
apsaugo nuo agregacijos, dalyvauja lastelés metabolizme, ,,taiso* klaidingai iSlankstytus baltymus,
dalyvauja jy transporte, kompleksy susidaryme ir skaidyme (4 pav.). Terminio ar dél kity
priezaséiy sukelto streso atveju apsaugo juos nuo pazaidos, kuri galéty pakeisti lastelés baltymy
struktiirg (denatiiracija) ar atlickamg funkcijg (taisyklingas baltymo iSsivyniojimas). Terminio
Soko baltymy geny transkripcijg gali sukelti pH ar deguonies kiekio aplinkoje poky¢iai, jvairiy
cheminiy medZiagy ar sunkiyjy metaly patekimas j lastele. Saperony aktyvuma moduliuoja

pagalbiniai baltymai — koSaperonai [4—6].

Naujai susintetinti, & 9
neaktyviis ientas
(% baltymai klientai

R
\
Antiagregacija .
Ta 1rpm embraninis
transportas
Ubikv: mlmmn
~\kr\x1 biisena

( ; [Dinaminis Saperono - saperono - 1—1 ando
OOOOO kosaperony - kliento prijungimas,
* kompleksas fosforilinimas,

Baltymy skaidymas dimerizavimas

4 pav. Schematiskai atvaizduotos Saperony funkcijos. Kliento prijungimas prie Saperono
apsaugo ji nuo agregacijos (a), padeda patekti j kitas lastelés dalis (b), palaiko jj meta-stabilioje
busenoje kuri gali bti aktyvinama (C). Funkcijos neatliekantys baltymai skaidomi proteosomy

pagalba (d) [7].
13



Pagal aktualias HUGO (angl. Human Genome Organisatios — Zmogaus genomo
organizacijos) gaires, $ie baltymai skirstomi pagal juos koduojancius Siluminio Soko genus.
Isskiriamos S$eSios Seimos: HSPB (mazieji HSP), DNAJ (HSP40), HSPA (HSP70), HSPC
(HSP90), HSPH (HSP 110) ir zmogaus Saperoninai (HSP60 ir CCT) [8].

Onkogenézes metu, vézinés lastelés naudojasi Saperony apsauginiais mechanizmais, tokiu
biidu skatinama proliferacija, migracija ir invazija. KiauSidziy vézio lgstelése Saperoninai
stabilizuoja mitochondrijy homeostaze, taip skatinama progresija, kriity bei plauciy vézio Iastelése
Hsp70 slopina p53 baltyma, kuris atsako uz apoptozés aktyvinimg. HSp90 Saperonai sugeba
stabilizuoti mutuotg p53 baltyma, kuris nestabdo 1gstelés augimo. Tam tikrais atvejais Saperonai
pasizymi prieSvézinémis savybémis. HSP70 patekes | plazming membrang skating prieSveézinj
atsakg, o HSP60 sugrazing taisyklingag mitochondrijy funkcijg ir mazina reaktyvaus deguonies

formy kiekj, mazindamas metastazés rizikg (5 pav.) [6,9].

Hsp27 Hsp40 Hsp60

+ Atsakas i terminj Soka, pazeisty

baltymu taisymas, citoskeleto
reguliavimas

+ Tumoro moduliavimas: inicijavimas,
progresija, véziniy kamieniniy lasteliy
.programavimas®, metastazés skatinimas
+ Vézio vystymosi raidos moduliavimas,
lasteliy proliferacija, migracija

+ Vézio biomarkeris

Hsp70

+ Seima sudaro penki nariai (Hsp72,
Hsp70B., HSC70, Mortalinas ir Grp78)
+ Atlieka svarby vaidmeni baltymy
susisukime, homeostazéje ir lastelés
1dgyvenime

* Suristas su vézio vystymusi, progresija,

piktybiskumu, véZio remisija ir prasta
prognoze

* Proliferacijos, migracijos,
invazitkumo, apoptozés reguliavimas

+ Seima sudaro 3 nariai (DnaJA, DnalB
ir DnaJC)

» Reguliuoja baltymy susisukima,
transliacija, tranlokacijq ir degradacija

+ Siejamas su vézio progresija, augimu,
invaziskumu ir metastaze

Hsp90|

» Suriitas su baltymy susisukimu,
stabilizacija, aktyvinimu ir proteolitine
degradacija

» Moduliuoja tumoro augima, adhezija,
mvaziskuma, metastaze, angiogeneze ir
apoptoze

» Numato bloga ligos prognoze

» Atsako uz mitochondrijy poreostaze bei
mitochondrijy baltymu susisukimg ir
transporta

+ Gali funkeionuoti kaip vézio promotorius
arba supresorius

» Reguliuoja lasteliy augima,
diferencijavimag, invazitkuma, metastaze

Hsfl

» Pagrindinis terminio 3oko atsako
reguliatorius

* Moduliuoja invazigkuma ir migracija

» Reguliuoja tumoro augima, apoptoze ir
véziniy lasteliy metabolizma

* Numato bloga ligos prognoze

5 pav. Terminio Soko baltymy Seimy svarba vézio vystymuisi [6].

Veézinés Igstelés pastoviai keicia metabolinius ir 1gstelés signalo perdavimo kelius, todél
yra priklausomos nuo $oko indukuojamy Hsp. Zenkliai padidéjusi koncentracija ar aktyvumas
HSP90, HSP70 ir HSP27 daznai sutinkami vézinése lgstelése ir yra siejami su rezistentiSkumu
gydymui ir prasta ligos prognoze. Hipertermija, oksidacinis stresas, tirozino kinazés inhibitoriai,

radiacija ar citotoksiniai vaistai dar paskatina $iy baltymy sintez¢ [10].
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ClinicalTrials.gov svetainéje pateikta informacija, jog Siuo metu klinikiniuose tyrimuose
dalyvauja junginiai kurie aktyvina, slopina ar moduliuoja Siluminiy baltymy veikla. Kuriant siuos
junginius nebuvo atkreipto démesio j skirtumus tarp skirtingy baltymo izoformy — didzioji
dauguma j klinikinius tyrimus pateke junginiai neselektyviai slopina Hsp90. D¢l Sio reiskinio
pacientams pasireikSdavo nepageidaujami reisSkiniai, tokie kaip kardiotoksiSkumas, kepeny ar akiy
pazeidimas [11,12]. Siuo metu néra uZregistruoto jokio vaisto, kurio taikiniu bty Hsp90.
Selektyviy junginiy atradimas gali paspartinti §j procesg. Klinikiniuose tyrimuose taip pat
dalyvauja ir skiepai nuo vézio, kuriy veiklioji medziaga yra i§ véZiu sergancio paciento véziniy
lasteliy iSgrynintas terminio Soko baltymo gp96 peptidy kompleksas. Dél skirtumy, kuriais
pasizymi skirtingy organizmy Hsp90, Sio baltymo slopikliai tiriami parazitiniy ligy —

trichineliozés, leiSmaniozés ar maliarijos gydymui.

1.2 Hsp90 ir jo funkcija Iasteléje

Hsp90 tai placiausiai paplitusi terminio Soko baltymy Seima, sutinkama pas prokariotus ir
visus eukariotus, pasizyminti aukstu struktiriniu konservatyvumu. Escherichia coli ir zmogaus
Hsp90 sekos pasizymi 50% panasumu, nors dauguma bakterijy turi tik vieng baltyma koduojancio
geno kopija. Geno duplikavimas ir tolimesnés mutacijos evoliucijos raidoje 1émé Saperono
izoformy atsiradima [13]. Siuo metu i§skiriamos penkios baltymo izoformos, seniau buvo
i§skiriama ir Sesta izoforma, kuri buvo dviejy geny himera. Trys i8 jy ekspresuojamos nuolatos —
citoplazmoje sutinkamas Hsp90p, endoplazminiame tinkle Grp94 ir mitochondrijose Trap-1.
Hsp90al ir Hsp90a2 tai Soko indukuojamos izoformos sutinkamos citoplazmoje (1 lentelé) [14].

Bendra Sios Saperony Seimos funkcija tai baltymy homeostazés palaikymas baltymy-
klienty teisingos erdvinés struktiiros jgavimo uztikrinimas, nesusiklos¢iusiy baltymy agregacijos
slopinimas, Soko sukelty pasekmiy maZzinimas. Hsp90 "klientams" priskiriamos baltymy kinazés,
transkripcijos faktoriai ir E3 ligazé, bendrai, vir§ 300 baltymy yra priklausomy nuo $ios Saperony
Seimos. Taisyklingam Saperony funkcionavimui yra biitini kosaperonai. Tai pagalbiniai baltymai,
kurie dalyvauja baltymy brandinime $aperono cikle [13,15,16].

Pagrindinés baltymo izoformos tai Hsp90a (didelé dalis apzvalgininky neisskiria Hsp90a.l
ir Hsp90a2) ir Hsp90p. Sios izoformos atsirado dél geno duplikacijos, jy amino rig¢iy sekos 86%
identiSkos viso baltymo mastu, 89% identiskos N-galo domene. ATP jungimosi kiSenéje Sis
panasumas dar didesnis, siekia 95% ir skiria jas tik 2 aminortigstys. Struktiirinis giminingumas
lemia atlickamy funkcijy panasuma, tac¢iau dél skirtingy ekspresijos pobiidziy jos néra vienodos
[17,18].
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1 lentelé. Zmogaus Hsp90 $eimos baltymai ir jy funkcija

Baltymo
pavadinimas

Ekspresijos
pobiudis

Vieta lasteléje

Funkcija

Hsp90al

Indukuojamas

Citoplazma

Baltymy brandinimas, struktiiros
palaikymas, apsauga nuo terminés
pazaidos

Hsp9002

Indukuojamas

Citoplazma

Baltymy brandinimas, struktiiros
palaikymas, apsauga nuo terminés
pazaidos (specifinés funkcijos dar

neatrastos)

Hsp90p

Pastovus

Citoplazma

Baltymy-klienty transportas, baltymy
brandinimas, citoskeleto
stabilizavimas, signalo perdavimas

Grp94

Pastovus

Endoplazminis
tinklas

Membraniniy baltymy brandinimas,
kalcio koncentraijos reguliavimas,
dalyvauja Igstely diferencijacijos,
imunoglobuliny ir limfocity baltymy
brandinimo procesuose

Trap-1

Pastovus

Mitochondrijos

Lastelés apsauga nuo oksidacinio
streso ir mitochondrijy pazeidimo

1 lentelé. Klasifikacija paremta UniProt [14] duomenimis, lentelés duomenys paremti $altiniais

[19-21].

Hsp90 Seimos baltymai sudaryti i trijy pagrindiniy daliy: N-galo domeno, vidurio domeno

ir C-galo domeno (6 pav.). N-galo ir vidurio domenus jungia kriivj turintis jungtukas (Trap-1 turi

papildomg jungtuka tarp vidurio domeno ir C-galo domeno). N-galo domene yra ATP jungimosi

kisené, kuri svarbi ATPaziniam aktyvumui. Pirmy atrasty bei naujai kuriamy $aperono slopikliy

taikiu buvo biitent §i baltymo vieta. Kriivj turintis jungtukas suteikia baltymui lankstuma, kuris

reikalingas tankiai uzpildytoje citoplazmoje. Siame domene sutinkama ir branduolio lokalizacijos

seka (Hsp90a ir Hsp90P) ir kalcio suris§imo vieta (Grp94). Vidurio domenas atlieka dvi pagrindines

funkcijas: baltymy-klienty prijungimas ir ATPazinio aktyvumo moduliavimas ATP molekulés y-

fosfato prijungimo pagalba. C-galo domene yra kalmodulino jungimosi vieta ir dimerizacijos

vieta. Taip pat sutinkama antra nukleotidy prijungimo vieta, kuri atsiveria patekus ATP j N-galo

domeno kisen¢. Prijungus nukleotida alosteriskai reguliuojama Saperono veikla [17,22].
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Funkeija:

- Konformaciniy pokyéiy Branduolio Klienty brandinimo vieta Dimerizacijos
reguliavimas atpazinimo seka centras
AA seka 1-210 210-272 272-629 628-732
Hsp90a/p 4 N-galo domenas Kriv] turintis Vidurio domenas C-galo domenas
o . jungtukas o
Tungimosi ATP/ADP Baltymai klientai Nuo TRP priklausomi
_ vietos: Kogaperonai Kosaperonai koSaperonai
Funkeija:
Konformaciniy pokyéiy Kalcio surisimo  Klienty brandinimo vieta Dimerizacijos
reguliavimas vieta centras
Grp94 AA seka 1-265 265-321 321-581 581-769
N-galo domenas Kriivi turintis Vidurie domenas C-galo domenas
. ; jungtukas i T
Tungimosi ATP/ADP = Baltymai klientai Endoplazminis tinklas
L vietos: Kosaperonai Kogaperonai
_ Funkeija:
Mitochondrijy atpazinimo Klienty brandinimo Dimerizacijos
seka vieta centras
Trapl { AAscka [ 1308 308-311 311-571 571-587 587-719
N-galo domenas NV Vidurio domenas MC C-galo domenas
. . ) jungtukas L . jungtukas L.
Jungimosi ATP/ADP Baltymai klientai Endoplazminis tinklas
L vietos: Kosaperonai Ko#aperonai

6 pav. Hsp90 Saperony Seimos atstovy struktiiry, domeny funkcijy ir jungimosi viety

palyginimas [22].

Saperono ATPazinis aktyvumas cikliskai kartojasi (7 pav.). Funkcijos atlikimui yra biitina
C-domeno dimerizacija — Hsp90a. lengvai jungiasi, HSp90p jungiasi su mazesniu veiksmingumu.
Citoplazmoje sutinkami taip pat monomerai (o ir B) ir heterodimerai (af) [23]. Ciklas skirstomas
1 keturis etapus. Pirmajame etape Hsp70 atpazjsta ir prijungia dalinai susiklosCiusius baltymus,
kurie per Hsp70/Hsp90 sujungiantj baltymag (Hsp70/Hsp90 organising protein — sutrumpintai
HOP) prijungiami prie Hsp90. Taip stabilizuojama Hsp90 atviroji konformacija, slopinamas
ATPazinis aktyvumas. Sekanc¢iame etape Hsp90 ATPazés aktyviklis (Ahal) prijungimas kartu su
HOP ir Hsp70 atsijungimu skatina baltymo peréjimga j uzdarg aktyvig biiseng, kurios metu vyksta
baltymo-kliento modifikacija. Sis procesas stabilizuojamas prijungus P23 baltymga prie N-galo
domeno. Paskutiniojo etapo metu vyksta ATP hidrolizé, nuo Hsp90 atsijungia P23 ir modifikuotas

baltymas, Saperono ciklas kartojasi [21,22].
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7 pav. Supaprastintas Hsp90 Saperono ciklo atvaizdavimas.

1.3 Hsp90 reikSmé onkologiniy ligy vystymuisi

Véziniy Igsteliy Hsp90 skiriasi nuo sveiky Igsteliy trimis mechanizmais — Hsp90 mRNR ir
baltymy sintezés indukcija, baltymy aktyvinimu susijusiu su baltymy-klienty suriSimu ar
potransliaciniu modifikavimu ir ektopine Hsp90 padétimi lasteléje [12].

Hsp90 koncentracija vézinése lastelése yra 2-3 kartus aukStesne palyginus su sveikomis
lastelémis, kuriose $is baltymas sudaro 1-3% visy baltymy. Stresinés salygos, tokios kaip
temperattry poky¢iai, maistiniy medziagy ar deguonies kiekio triikumas, skatina siluminio Soko
faktoriaus (angl. Heat shock factor 1, sutrumpintai HSF1) suaktyvinima, kuris patekgs j branduolj
skatina Hsp90 ekspresija. Nors aukSta §io baltymo koncentracija siejama su onkogeniniy signalo
perdavimo mechanizmy suaktyvéjimu, neskatina tumorogenezés sveikose lastelése. Tam tikruose
organuose — Slapimo pusléje, bluznyje, ar smegenyse nattiraliai sutinkamas padidéjgs Saperono
kiekis. Tai aiskinama tuo, kad Hsp90 savo struktiiroje turi vir§ 30 regiony, kurie gali dalyvauti
potransliacinés modifikacijos procese — vézinése lgstelése esantis Hsp90 neturi biiti indentiskas
sveikose lastelése sutinkamai atmainai [1,12].

Potransliacinis Hsp90 modifikavimas, toks kaip acetilinimas ar fosforilinimas turi jtaka
baltymo sekrecijai ir lokalizacijai lastel¢je. Galima §; baltyma sutikti ne tik anks¢iau minétose

lastelés dalyse, bet taip pat ir tarplastelingje erdvéje ar jvairiy véziniy lagsteliy pavirSiuje. Nors
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tarplastelinéje erdvéje ATP koncentracija labai maza, Saperonas sugeba atlikti dalj savo funkcijy
ir be jo. Sims ir kity atliktame tyrime paaiskéjo, kad kriities véziu sergancios pacientés
ekstralgsteliniame matrikse sutinkamas Hsp90a aktyvina metaloproteinazg 2 be ATP pagalbos,
kuris tik pagreitina § procesa [24]. Sis proteolitinis fermentas skaido kolagena, laminina,
fibronekting ir proteoglikanus, tokiu badu didinamas invaziS§kumas ir skatinama metastazé [1,25].

Hsp90 jungiasi su ATP esant mazam afiniSkumui, apie 40 karty mazesniam palyginus su
ADP [13], tai reiskia, kad Saperonas suaktyvéja tiktai esant palankiam ATP:ADP koncentracijy
santykiui lgsteléje. Pastebéta taip pat, kad véziniy lgsteliy ATPazinis aktyvumas ir ATP
afiniSkumas yra didesnis, dél to net ir mazos N-galo domeno inhibitoriaus dozés veikia pakitusj

baltyma zymiai stipriau palyginus su normaliu Hsp90 [1].

1.4 Hsp90 slopikliai

D¢l atlickamy funkcijy svarbos, Saperonas Hsp90 yra potencialiu prieSvéziniy vaisty
taikiniu, jo slopinimas galéty uzkirsti kelig auglio vystymuisi, progresijai ar metastazei. Naujai
kuriami junginiai turi keletg privalumy, palyginus su placiai klinikinéje praktikoje naudojamais
prieSveziniais vaistais. Hsp90 inhibitoriai sutrikdo baltymy-klienty modifikavima, kurio
pasekméje Sie néra aktyvinami, sutrikdoma signalo perdavimo sistema. Saperono ir proteasomy
inhibitoriy kombinacija skatina kauptis lastel¢je neaktyvintus baltymus, kurie turi citotoksinj
poveikj navikams. Bendra prie§véZiniy vaisty savybe yra jy toksiSkumas sveikiesiems audiniams.
Aukstas véziniy lasteliy Hsp90 jautrumas inhibitoriams leisty sumazinti nepageidaujamy reiskiniy
daznj [26].

Hsp90 slopikliai skirstomi pagal jy veikimo vietg j N-galo domeno, vidurio domeno ar C-
galo domeno. N-galo domeno slopikliai seniausiai atrasti ir dél to placiausiai iStirti, vidurio
domene néra ATP jungimosi vietos kuri galéty buti vaisty taikiniu, dél to zinomi tiktai pavieniai
Sio domeno slopikliy pavyzdziai. C-galo domene esanti kiSené atsiveria prie N-galo domeno
prisijungus ATP ir su jos pagalba alosteriskai kontroliuojama baltymo veikla. Pirmos kartos
Saperono slopikliai tai gamtinés kilmés junginiai, antros kartos tai sintezés keliu gautos molekulés.

Siuo metu $aperony slopikliai néra naudojami klinikiniame gydyme. Viena i§ priezaséiy
yra ziniy apie Hsp90 trilkumas. Zmogaus organizme yra Zzinomi penki baltymai priklausantys $iai
Seimai, jy visy struktiira bei atlickamos funkcijos yra panasios, taciau kiekviena izoforma atlieka
specifines funkcijas. Pirmieji atrasti ir kuriami inhibitoriai nebuvo analizuojami selektyvumo
skirtingoms izoformoms atzvelgiu [27], dél to jy poveikis siejosi su daugeliu nepageidaujamy
reakcijy. Sios problemos sprendimu pasirodé rentgeno kristalografija, kurios déka galima nustatyti
baltymo ir su juo suristo inhibitoriaus strukttirg, atrasti skirtumus tarp kiekvienos izoformos ATP

jungimosi kiSeniy. DidZiausiu skirtumu Siame regione pasizymi Grp94 dél jsiterpusiy penkiy
19



aminortig8ciy, kurios nesutinkamos kitose formose. Citozolinés Hsp90 atmainos pasizymi 95%
identiSkumu ATP jungimosi kiSenéje, skiria jas 2 amino riigstys — Ser52 ir 11e91 Hsp90a. ir Alad7
ir Leu86 Hsp90pB (analoginéje padétyje esancios amino riigstys). Huck ir kity atliktame tyrime
paaiskéjo, kad abiejy citozoliniy izoformy ATP jungimosi kiSen¢je yra mazesné kiSené, kurioje
yra keturios vandens molekulés. Viena i$ jy sugeba sudaryti vandenilinius rySius su poline
inhibitoriaus grupe ir su Hsp90a serinu, kuris taip pat sudaro vandenilinj rysj su slopikliu. Si
stabilizacija nevyksta Hsp90p, nes alaninas néra polinis, susidaro tik vienas vandenilinis rySys
vietoje trijy rySiy Hsp90a izoformoje [18]. Pras¢iausiai iStirti junginiai, kurie selektyviai inhibuoja
Trap-1. D¢l struktiirinio panasumo su Grp94, kuriami junginiai néra selektyvis mitochondrijose
sutinkamai izoformai. Galimu S$ios problemos sprendimo btudu yra padidinimas patekimo |

organele prijungus prie inhibitoriaus trifenilfosfonio darinj [28].

1.4.1 N-galo domeno slopikliai

Siy junginiy veikimo principas pagrijstas konkurenciniu slopinimu. ADP prisijungimas prie
Saperono vyksta su didesniu afiniSkumu negu ATP prisijungimas (ADP Kp ~10 uM, ATP Kp
~400uM), dél to Hsp90 veiklai bitinas atitinkamas jy santykis lasteléje [13]. Inhibitoriy kiirimo
metu ieSkoma junginiy, kurie pasizymés auksStesniu uz ATP ir ADP afiniSkumu, bei bus specifiniai

tam tikrai baltymo izoformai.

1.4.1.1 Geldanamicinas ir jo analogai

Pirmas atrastas Hsp90 slopiklis buvo geldanamicinas (GA) — ansamicinams priklausantis
benzochinono darinys, gaminamas Streptomyces hygroscopicus bakterijy (8 pav.). Dél didelio
toksiSkumo Sis junginys nebuvo tiriamas klinikiniuose tyrimuose, tac¢iau jo déka paaiSkintas vienas
i§ mechanizmy, kurie lemia $iy junginiy priesvézinj poveikj. Inhibuotas Saperonas nesugeba
stabilizuoti mutuoto termolabilaus p53 baltymo, kuris suskyla, Igstelés ciklas stabdomas ir gali
bati aktyvinta pazeistos lgstelés apoptozé [16]. GA veikimo mechanizmui ir toksiSkumui buvo
esminé C-17 pozicija, kurig modifikavus buvo gauti saugesni bei stabilesni analogai [29].

Pirmu klinikinius tyrimus pasiekusiu Hsp90 slopikliu buvo geldanamicino analogas
tanespamicinas, kitaip vadinamas 17-AAG (17-alilamno-17-demetoksi geldanamicinas). Sis
junginys pasizyméjo mazesniu toksiskumu ir didesniu stabilumu palyginus su GA. 17-AAG buvo
tirlamas monoterapijoje ar kombinuotame gydyme pries krities vézj, jvairiy rasiy leukemijas,
limfomas, neoplazmas, melanomas. III klinikiniy tyrimy etapg pasieké kombinuotame gydyme su

bortezomibu pries daugybing mielomg [30-32].
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Geldanamicinas, R = -OCHj;
17-AAG, R =-NHCH,CHCH, IPI-504, R = -CH,CHCH,
17-DMAG, R = NHCH,CH,N(CH,),

8 pav. Geldanamicinas ir jo analogai [16].

AnkscCiau aptarti junginiai pasizymeéjo prastu tirpumu vandenyje, dél to buvo sukurtas
antros kartos geldanamicino analogas, kuris gerai tirpo vandenyje — alvespimicinas (17-
dimetilaminoetilamino-17-demetoksigeldanamicinas, sutrumpintai 17-DMAG). Sis junginys
buvo pranaSesnis uz 17-AAG didesniu bioprieinamumu ir maZesniu hepatotoksiskumu. Buvo
tiriamas I ir II klinikiniy tyrimy fazéje, tac¢iau Siuo metu dél Salutiniy poveikiy, tyrimai nevykdomi
[30,32].

Geldanamicino analoguose esanti benzochinono struktiira yra dalinai atsakinga uz Siy
junginiy hepatotoksiskumg. Metabolizavimo metu susidaro superoksido anijonas, kuris pazeidzia
kepenis, didina oksidacinin] stresg [33]. IPI-504 tai 17-AAG metabolizuota, aktyvi forma, jo
strukttroje yra hidroksichinono fragmentas, kuris dél sumazéjusio elektrony tankio ziede
nesioksiduoja | benzochinong. D¢l gero tirpumo vandenyje Sis junginys galéjo buti skiriamas
peroraliai ar svirks¢iamas j veng [34].

Nors 17-AAG (kombinuotame gydyme su bortezomibu) ir IPI1-504 s¢kmingai uzbaigé 111
klinikiniy tyrimy, tolimesnis jy likimas néra zZinomas. Internetingje straipsniy paieskos sistemoje
pubmed stebimas sumazéjes naujai raSomy straipsniy kiekis susij¢s su geldanamicino analogais,

galimai dél jy toksinio poveikio. Siuo metu $ie junginiai néra tiriami klinikiniuose tyrimuose.

1.4.1.2 Radisikolis ir jo analogai
Radisikolis (sutrumpintai RD), panasiai kaip ir geldamicinas, tai natiiralios kilmés
antibiotikas (9 pav.), kurj gamina Monosporium bonorden grybas. Sis junginys pasizyméjo aukstu
afiniSkumu Hsp90 (Kq= 19 nM), geru in vitro aktyvumu bei mazu toksiskumu in vivo, taciau dél
dvigubyjy rysiy bei epoksido fragmento struktiiroje yra greitai metabolizuojamas kepenyse. Si
problema buvo iSspresta kuriant analogus, kurie savo struktiroje turéjo ciklopropilo ir oksimo
fragmentus [35].
KF55823 ir KF58333 ir pasizymi geromis antiproliferacinémis savybémis in vitro, geru
priesvéziniu poveikiu in vivo prie§ kriities ir storosios zarnos vézio lasteles, bei mazu
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hepatotoksiSkumu, taciau Sie junginiai nebuvo tiriami klinikiniuose tyrimuose, galimai dél

ototoksinio poveikio [35].

OH O
(@)
R
HO
Cl
g \_J o

Radisikolis R = -O- Radesteris KF58333,n=1
Cikloproparadisikolis R = -C- KF55823,n=2

9 pav. Radisikolis ir jo analogai.

Sujungus GA benzochinono ir RD rezorcinolio ziedo darinius buvo gautas radesteris, kuris
pasizymeéjo geru aktyvumu prie§ MCF7 linjjos kriities vézio lasteles, bei sukélé Hsp90 klienty
ERBB2 receptoriaus ir c-Raf fermento degradacijg [35].

RD strukttiros supaprastinimas atvéré kelig naujy, sintetiniy Hsp90 inhibitoriy paieskai,

kuriy farmakoforu yra rezorcinolio fragmentas.

1.4.1.3 Rezorcinolis ir jo analogai

Radisikolio-Hsp90 komplekso tyrimas rentgeno kristalografijos metodu padéjo aptikti
vandenilinius rySius, kurie atsako uz aukstg junginio afiniskumg $aperonui. Jungtis susidaro tarp
rezorcinolio molekulés hidroksi grupiy ir ATP jungimosi kiSen¢je esanciy aminortgsciy (Asp93
ir Thr184). Pirmtako modifikavimo ir auksto nasumo atrankos metody (angl. High-throughput
screening, sutrumpintai HTS) pagalba buvo sukurti inhibitoriai, kurie yra pastoviai vystomi (10
pav.).

PenkiasdeSimt SeSiy tikstanciy junginiy analizé HTS pagalba padéjo identifikuoti
CCT018159 (10 pav.), kurio ATPazinio aktyvumo ICso = 280 nM, taciau dél mazo
antiproliferacinio aktyvumo HCT116 Igsteliy linijoje, buvo modifikuojamas. Poky¢iai buvo
vykdomi rezorcinolio C6 padétyje ir penkianaryje ziede, jungianCiame rezorcinolj su Kitu
aromatiniu Ziedu. Siuo biidu buvo gautas VER-49009, pasizymintis aukstesniu antiproliferaciniu
aktyvumu ir NVP-AUY922 (kitaip vadinamas luminespibu). Luminsepibas buvo tiriamas | ir 11
klinikiniy tyrimy stadijoje, taciau dél mazo junginio veiksmingumo Vartojant maksimaliai

toleruojama doze, junginys nebuvo tiriamas III klinikiniy tyrimy stadijoje [15].
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CCTO018159 VER-49009 Luminespibas

10 pav. Luminespibo atradimo schema.

AT-13387, kitaip vadinamas onalespibu yra tiriamas | bei Il klinikiniy tyrimy fazéje
kombinuotame gydyme prie$ nesmulkiy Igsteliy plauciy karcinoma, kriities karcinoma, burnos
ertmés karcinoma bei jvairias neoplazmy rasis [32].

Ganetespibas (STA-9090) dalyvavo virs keturiasdeSimtyje I-11I klinikiniy tyrimy stadijose
kombinuotame bei monoterapiniame gydyme pries jvairias vézio rasis, dalyvavo dviejuose III
stadijos tyrimuose su docetakseliu pries nesmulkiy Igsteliy plau¢iy karcinomg. PavieSinti vieno
tyrimo rezultatai parode, kad kombinuotoji terapija yra maziau veiksminga uz pacio docetakselio
naudojima [32].

Rezorcinolio pagrindu kuriamy junginiy vystymas atvéré duris selektyviy, skirtingoms
Hsp90 baltymo izoformoms, inhibitoriy atradimui. Khandelwal ir Kiti istyré kristalines Hsp90a. ir
Hsp90p struktiiras sujungtas su radisikoliu, gauty informacijy déka pavyko jiems susintetinti
junginj KUNB31 (11 pav.). Sio inhibitoriaus selektyvumas Hsp90B yra 50 karty didesnis uz
Hsp90a. Tyréjai atliko tyrimus su jvairiomis véziniy lasteliy linijomis, tokiomis kaip NCI H23
(nesmulkiy lagsteliy plauciy veézio), UC3 (Slapimo puslés vézio), HT-29 (storosios Zarnos
adenokarcinomos), gautas 1Cso vertes palygino su nevézinés lasteliy linijos HEK 293 (zmogaus
embriono inksty Igstelés) ICso, kurios buvo 14-30 karty aukstesnés. Aktyvumas pries Hsp90p buvo
patvirtintas tiriant Hsp90 klienty koncentracijas HT-29 linijos lgstelése prieS ir 24 valandas po
inkubacijos su KUNB31. Prie KUNB31 koncentracijos atitinkanc¢ios ICsg, nuo Hsp90p
priklausanciy klienty (CDK4, CDK6, CXCR4, Akt-1) koncentracijos buvo sumazéje, nuo Hsp90a.
ir GRrp94 priklausomy klienty (Raf-1, ERK-5, survivino, integrino o) koncentracijos liko
nepakitg. Pastebéta taip pat, kad Hsp90P slopinimas nesukelia Hsp90 sintezés skatinimo, kas
daznai sutinkama pas neselektyvius slopiklius, tokius kaip geldanamicinas. Prie didesniy
inhibitoriaus koncentracijy, Hsp27 ir Hsp70 koncentracijos padidédavo [36]. KUNB31 struktira
buvo pavieSinta 2018 metais, clinicaltrials.gov svetainéje nenurodoma numatomy tyrimy su $iuo

junginiu, jo likimas yra neZinomas.
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11 pav. Rezorcinolio analogai.

1.4.1.4 Benzamido grupe turintys junginiai

Benzamidai tai kita sintetiniy Hsp90 slopikliy klasé. Junginiai su benzamidine grupe savo
struktiira mégdzioja ATP molekuléje esantj adening, sudarydami vandenilinius rySius su Hsp90
aktyviuoju centru. Sios klasés atstovais yra SNX-5422, jo aktyvi forma SNX-2112 ir TAS-116 (12
pav.). SNX-2112 dél polimorfiniy kristaly formavimo, nebuvo tinkamas tolimesniam vystymui.
Si problema buvo i$spresta prijungus prie molekulés glicing, kuris organizme lengvai atskyla,
susidaro aktyvi junginio forma. Provaistas SNX-5422 buvo tiriamas pirmoje ir antroje klinikiniy
tyrimy stadijose, taCiau néra informacijos apie tolimesnj jo likimg [32]. TAS-116 pasizymi
selektyvumu citoplazmoje sutinkamoms izoformoms, nesukeldamas poveikio Grp94 ir Trap-1. Sis
junginys nesukelia ototoksinio poveikio, su kuriuo siejami kiti neselektyviis inhibitoriai [37].
TAS-116 tai pirmas Hsp90 slopiklis tirtas klinikiniuose tyrimuose, kuris neslopina visy baltymo

izoformy [15].

SNX-2112,R=H
SNX-5422, R = -COCH,NH,

TAS-116

12 pav. Benzamido grupg turintys Hsp90 inhibitoriai.

1.4.1.5 Purinai ir jy analogai
Hsp90 N-galo slopikliy kairimo principu yra jy panasumas j ATP (jo struktiiroje esantis
adeninas priklauso purinams). Purino pagrindu kuriami junginiai mégdzioja C formos struktiira,

kurig jgauna GA ir RD prisijungimo prie Saperono metu. Jy struktiira susideda i§ purino molekulés,
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prie jos C8 anglies per anglies ar sieros prijungto aromatinio fragmento ir alkilo grupés prijungtos
prie N3 ar N8 azoto (13 pav.). Pirmu purino fragmentg turinéiu inhibitoriumi buvo PU3. Sio
junginio aktyvumas pries tirta onkogeniniy lasteliy linija buvo mazesnis nei geldanamicino, dél to
buvo ieskoma aktyvesniy junginiy. Vienu i§ jy buvo PU-H71. Jo N9 padétyje esanti alkilo grupé
betarpiskai nedalyvauja ry$iy susidaryme, yra nukreipta j ATP jungimosi kidenés i§¢jima. Sis
junginys buvo tiriamas Klinikiniuose tyrimuose kombinuotoje terapijoje su nab-paklitakséliu ir
ruksolitinibu prie§ metastazinj krtties vézj ir limfomas, taip pat vyksta atranka bei tyrimai

monoterapijoje prie§ limfoma, mielofibroze ir mieloproliferacing neoplazmg [32].

NH
NH, Cl \2 N !
NN N Nl)\iR\> le _ N\>—84©\0
— — N
kN N>—Qc§ HZN)\N No N o)
; -

BIIB021,R =N

PU-3 BIIB028, R = CCCCH,CH,0POH,

MPC-3100 Debio0932

13 pav. Purino fragmenta turintys Hsp90 inhibitoriai.

HTS analizés pagalba buvo aptikti junginiai, kurie pasizymi selektyvumu Hsp90a/Hsp90f3
ir Grp94. Citozoliniy izoformy inhibitoriai su trimetoksifenilo grupe prijungta prie C8 anglies
pasizymejo 3-5 karty didesniu selektyvumu Hsp90a izoformai. PU-11 ir Hsp90a bei Hsp90B
jungciy kristalinés struktiiros analizé parodé esminj skirtuma deél kurio §is junginys pasiZymi
aukstesniu selektyvumu vienai baltymo izoformai. Hsp90a ATP jungimosi vietoje turi mazesng
kisene su keturiomis vandens molekulémis, 1§ kuriy viena sugeba sudaryti vandenilinius rySius su
poliniu serinu (Ser52). Hsp90p taip pat turi mazesne kiSeng¢ su keturiomis vandens molekulémis,
taciau del alanino (Ala47), esancio analogiskoje padétyje kaip serinas, nesusidaro vandenilinis

rySys. | Hsp90a ATP jungimosi kiSene patekes PU-11 per NH2 grupe sudaro vandenilinius rySius

25



su serinu ir vandens molekule, jvyksta papildomas inhibitoriaus stabilizavimas, kuris nevyksta
kitoje citozolyje sutinkamoje baltymo izmoformoje. Serino vaidmuo $io proceso metu buvo
patvirtintas atlikus Hsp90a mutacijg, kurios metu Ser52 buvo pakeistas j Ala52. PU-11
afiniSkumas mutuotai baltymo izoformai nesiskyré nuo Hsp90p afiniSkumo (Hsp90a Ala52 Kq =
4,2 uM, Hsp90B Kq= 4,2 uM) [18].

Penki purino dariniai dalyvavo klinikiniuose tyrimuose — BI1B021, BI11B028, MPC-3100,
PU-H71 ir Debio0932. BIIB021 pateko j II klinikiniy tyrimy stadija, taciau dél silpno
veiksmingumo, toksiSky reagenty panaudojimo gamybos metu ir sunkiai pricinamos intraveninés
formos, §io vaisto vystymas nebuvo tesiamas. Tos pacios mokslininky grupés sukurtas antros
kartos purino analogas BIIB028 2008 pateko i klinikinius tyrimus. Debio0932 ir MPC-3100 taip

pat buvo Kklinikiniuose tyrimuose, taciau dél mazo veiksmingumo tyrimai nebuvo tesiami [29].

1.4.2 Vidurio domeno slopikliai

Vidurio domeno slopikliai tai maziausiai iStirta Hsp90 slopikliy grupé, kuri gali bati
perspektyvi naujy, tam tikrai izoformai specifiniy junginiy kiirimui (14 pav.). Vidurio domene yra
baltymy klienty prisijungimo vieta, bei manoma, kad Siame domene esantis regionas gali
prisijungti prie N-galo domeno prisijungusios ATP molekulés gama fosfata, tokiu budu
kontroliuodamas $aperono aktyvuma [17].

Gamboginé riigstis tai junginys gaunamas i§ Garcinia hanburyi augalo. Sis junginys buvo
tiriamas antroje klinikiniy tyrimy stadijoje Kinijos Liaudies Respublikoje prie§ nesmulkiy lasteliy
plaudiy vézj, tiesiosios Zarnos ir plauéiy vézj. Sis poveikis buvo siejamas su Hsp90 slopinimu,
taciau tik 2016 metais Yin ir bendradarbiams pavyko tai jrodyti. Jy atliktame tyrime paaiSk¢jo,
kad gamboginé rugstis deSimt karty lengviau risasi su Hsp90B palyginus su Hsp90a, visiskai
neinhibuoja mitochondrinés Trap-1 izoformos. Tyrimai su skirtingo ilgio Hsp90p fragmentais
leido identifikuoti junginio jungimosi vieta vidurio domene, kuri anks¢iau nebuvo Zinoma ir yra
specifiné paralogui. Sio inhibitoriaus veikimo mechanizmas dar néra istirtas [38].

Kitu vidurio domenu slopikliu yra triptolidas. Jo veikimas pasizymi trimis mechanizmais
— slopina ATP jungimasi N-galo domene, sutrikdo Hsp90p ir nuo cikliny priklausomos ketvirtos

kinazés komplekso susidaryma, stabdo Igstelés ciklg ir skatina programuotg mirt;.

26



Triptolidas Gamboginé ragstis

14 pav. Vidurio domeno slopikliai.

Vidurio domene néra vieno, tiksliai apibrézto taikinio, j kurj galéty buti nukreipti
inhibitoriai, ta¢iau manoma, kad tokiu regionu yra 350-436 aminortigstys. In silico tyrimai padéjo
Mak ir kitiems identifikuoti naujus junginius. Nors jy afiniSkumas buvo mazas (Kq nuo 33 iki 500
uM), o selektyvumas palyginus su Hsp90a tik 5-7 kartus didesnis, jy atradimas atveria duris j
geresnj Hsp90 baltymy Seimos veiklos reguliavimo supratima [39]. Siuo metu vidurio domeno

slopikliai nedalyvauja klinikiniuose tyrimuose.

1.4.3 C-galo slopikliai

C-galo domene iSskiriami trys centrai: kalmodulino prijungimo centras, dimerizacijos
centras ir nukleotidy jungimosi kisené. Nukleotidy jungimosi kisenés atradimas yra susijes su N-
galo ir DNR girazés ATP jungimosi kiSeniy panasumu. Naujy N-galo slopikliy paieSkoje dalyvavo
novobiocinas, aminokumariny klasés antibiotikas, kuris buvo gerai zinomu DNR girazés
inhibitoriumi. Tyrimuose su GA ir RD paaiskéjo, kad novobiocinas konkuruoja su $iais junginiais
dél jungimosi su Hsp90, taciau nei vienas i$ jy negaléjo iSstumti prisijungusio novobiocino.
Vélesni tyrimai jrodé, kad C-galo domene yra kita nukleotidy jungimosi kisené, esanti arti Hsp90
dimerizacijo centro, kuri alosteriskai kontroliuoja N-galo domeno aktyvyjj centra [16].

1.4.3.1 Novobiocinas ir jo analogai

Novobiocinas buvo pirmu atrastu junginiu, kuris alosteriskai kontroliuota Hsp90 veikla
(15a pav.). Jo veiksmingumas in vitro buvo mazas (ICsg SkBr3 kriities vézio lastelése apie 700
M), ta¢iau sugebéjo skatinti Hsp90 klienty degradavima. Sio junginio bei jo analogy privalumu
yratai, jog, skirtinai nei N-galo domeno slopikliai, nesukelia terminio Soko atsako [40].

Struktiiros-aktyvumo tyrimai leido atpazinti kritines grupes, kurios atsako uz novobiocino
aktyvuma (15b pav.). Pasalinus i§ novobiocino 4-hidroksigrupe buvo gautas junginys DHN1 (ICso
~7.5 uM), o pasalinus papildomai noviozés karbamoilo grupg buvo gautas DHN2 (ICsp ~0.5 uM).

Tokiu budu pavyko nustatyti biitinas C-galo domeno inhibitoriaus grupes: benzamido darinys
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Soninéje grandinéje, kumarino centriné¢ dalis be 4-hidroksigrupés ir cukrus L-noviozés be
karbamoilo struktiiros [40].

Nors novobicinas ir dauguma jo analogy pasizymi Hsp90 slopinan¢iomis savybémis, tam
tikri junginiai skatina baltymo aktyvuma. KU-32 jungiasi prie aktyvaus centro C-galo domene,
sukelia globalius $aperono struktiros pokycius, kurie ne tik pagreitina ATP jungimasi N-galo
domene, bet ir skatina ATPazinj baltymo aktyvumg. PanaSiomis savybémis pasizyméjo ir A4,
kuris indukavo Hsp90 1000-10000 karty mazesnése koncentracijose, palyginus su ta, prie kurios
vyko baltymy klienty degradacija. Sie junginiai ir jy analogai dél neuroprotekciniy savybiy tiriami

Alzheimerio ir Parkinsono ligy gydymui [29,40].
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karbamoilo grupé mazina slopinancias savybes
aktyvuma

15 pav. Novobiocino analogai (a), novobiocino ir Hsp90 strukttros aktyvumo rySys (b) [40].

1.4.3.2 Kiti C-galo slopikliai

Cisplatina tai chemoterapinis vaistas turintis savo struktiiroje plating. Ji naudojama
séklidziy, kiausidziy, Slapimo ptslés ir plauciy vézio gydymui (16 pav.). Nors cisplatinos veikimas
pagrinde siejamas su DNR replikacijos sutrikdymu, pastebéta, kad $is junginys jungiasi Hsp90 C-
galo domeno nukleotido jungimosi kisenéje ir nesukelia terminio $oko atsako, kuris yra biidingas

28



N-galo domeno slopikliams. Cisplatinos analogas, LA-12, pasizymi didesniu afiniskumu Hsp90,
geresniu farmakokinetiniu profiliu bei veiksmingumu pries platesnj véziniy lasteliy linijy spektra
[41].

L80 tai gamtoje sutinkamo flavonoido degelino analogas, kuris sukelia apoptoze¢ ir
pasizymi antiproliferacinémis savybémis in vivo ir in vitro, be sisteminio toksiSkumo. Tikslus jo

veikimo mechanizmas néra aisSkus [41].
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16 pav. C-galo domeno slopikliai.

Epigalaktokatechin-3-galatas (sutrumpintai EGCG) tai polifenolinis junginys sutinkamas
zalioje arbatoje, kuris pasiZymi antioksidacinémis, antimikrobinémis ir prieSvézinémis savybémis,
slopina Hsp90 klienty aktyvuma. Jis panasiai jungiasi su $aperonu kaip ir novobiocinas. Siuo metu
vyksta tyrimai kuriy tikslas nustatyti ar EGCG konkuruoja su novobiocinu ir cisplatina dél

jungimosi su Hsp90 [16].

1.4.4 Kiti junginiai slopinantys Hsp90 veikla

Hsp90 ir jo koSaperonai yra bitini taisyklingam baltymy substraty brandinimui. Kai kurie
gamtoje sutinkami junginiai sugeba sutrikdyti Saperono veiklg kitais mechanizmais, nei N-galo,
vidurio ar C-galo domeny inhibitoriai. Celastrolis tai junginys i$skiriamas i$ augalo Tripterygium
wilfordii Saknies. Jis trikdo Hsp90 ir Cdc37 sgveika, kuri yra biatina kinaziy brandinimui,
nedarydamas jtakos kity, nuo Saperono priklausomy, baltymy funkcionavimui (17 pav.). Jo
veikimo mechanizmas néra visiSkai aiSkus, manoma kad gali jungtis prie Cdc37 cisteino liekany,
pastebéta taip pat, kad celastrolis jungiasi prie C-galo domeno ir indukuoja baltymo
oligomerizavimg [41]. Geduninas panasiu principu slopina sgveikg su p23 koSaperonu, kuris
stabilizuoja uzdarg baltymo izoformg, be kurios didelé dalis klienty nepasiekia galutinés
konformacijos. Kurkuminas, indisko kari prieskonio komponentas taip pat neigiamai jtakoja p23

kosaperono ir Hsp90 saveika [16].
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17 pav. Kiti Hsp90 inhibitoriai.

Nepriklausomai nuo veikimo mechanizmo, Hsp90 inhibitoriai tai junginiy grupé turinti
platy potencialg véziniy ir kity susirgimy gydymui. Optimalaus poveikio pasiekimui yra btinas
junginiy selektyvumo kriterijy nustatymas, kuris leis geriau suvokti skirtingy baltymo izoformy

reik§me¢ Zmogaus organizmui.
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2 EKSPERIMENTINE DALIS

2.1 Tyrimo objektas

Sio magistrinio darbo metu buvo nutarta sintetinti junginius, su skirtingais pakaitais
rezorcinolio fragmento 6 padétyje ir prie imidazolo Ziedo 1 padéties prijungtos fenilo grupés 4
padetyje. Tai padaryta siekiant iSaiSkinti pakaity jtaka farmakoforo iSsidéstymui aktyviajame

Hsp90 N-galo domeno centre (18 pav.).

Ry
Ry
HO
N
on U ,\f>
Ry =-C¢H,;, -CeHs -CH,C¢Hs
R2 = 'OCH3’ ‘Cl

18 pav. Bendra 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloalkil- ar aril)benzen-1,3-dioly struktira.

Dél selektyvumo, kuriuo pasizyméjo junginiai su Ry = -CsH11 tyrimuose su TsHsp90N,

buvo nuspresta susintetinti papildomai du junginius su tiadiazolo ziedu (19 pav.).

R =-OCHj;_ -Cl

19 pav. Bendra susintetinty junginiy su tiadiazolo fragmentu struktiira.

2.2 Junginiy sinteziy metu naudoti reagentai ir tirpikliai

Reagentai buvo jsigyti i§ Fluorochem (DiZdioji Britanija), Honeywell Fluka™ (Vokietija)
ir Sigma-Aldrich (Vokietija) jmoniy.

Reakcijose naudoti tirpikliai: metanolis (toliau — MeOH), etanolis (toiau — EtOH),
dimetilforamidas (toliau — DMF), boro trifluorido eteratas (toliau — BF3OEt>), chloroformas (toliau
CHCIy), etilacetatas (toliau — EA) buvo jsigyti i§ Eurochemicals (Lictuva) ir Honeywell Riedel-
de-Haen™ (Vokietija).
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2.4 5-(cikloalkil ar aril)-2,4-dihidroksibenzaldehidy sintezé
Tiksliniy  junginiy sintezei  pradiniai  junginiai —  5-(cikloheksilmetil)-2,4-
dihidroksibenzaldehido, 5-benzil-2,4-dihidroksibenzaldehido ir 2,4-dihidroksi-5-

fenetilbenzaldehido sintezé buvo atlikta, remiantis literattiroje nurodytomis metodikomis (20 pav.)

[42-45].
R4 O R4 R4
HO a HO b HO c HO
\© — — — _0
OH OH OH OH

1 3a-c 4a-c 5a-b
20 pav. Bendra 5-(cikloalkil ar aril)-2,4-dihidroksibenzaldehidy sintezés schema. Reagentai ir
salygos: (a) karboksirtigstis (2a-c, 2 lentel¢), BFsOEt, 80 °C, 4-5 val.; (b) NaBH3CN, HCI,
kamb. t., 24 val.; (c) POClz, DMF, kamb. t., 24 val; 50 °C, 4 val.; NaOH, 70 °C, 20 min.

Pirmoje sintezés stadijoje (1 schema, a) komerciskai prieinamas rezorcinolis (benzen-1,3-
diolis) buvo veikiamas viena i§ trijy karboksi riigséiy — cikloheksankarboksi ragstimi (2a),
benzenkarboksi riigstimi (2b) ar fenilacto rtigstimi (2¢). Reakcijos tirpikliu ir kartu katalizatoriumi
buvo BF3OEty, reakcijos misinys buvo kaitinamas 80 °C temperatiiroje smélio voneléje 4-5
valandas. Po to BFsOEt, perteklius buvo neutralizuotas natrio acetato vandeniniu tirpalu.
Reakcijos misinys buvo ekstrahuojamas etilacetatu, véliau sukoncentruotas rotaciniu garintuvu,
iSskirtas kolonélinés chromatografijos metodu, mobiligja faze buvo Tol ir EA 30:1 ir 10:1
santykiu. Siy reakcijy metu susidaré cikloheksil(2,4-dihidroksifenil)metanonas (3a), 2,4-
dihidroksibenzofenonas (3b) ir 1-(2,4-dihidroksifenil)-2-feniletan-1-onas (3c).

Antroje sintezés stadijoje (1 schema, b) buvo atliekama gauty ketony (3a-c) redukcija.
Reakcijy metu, junginiy struktirose esantis karbonilo grupés deguonis buvo pakeistas dviem
vandenilio atomais. Junginiai 2a-c buvo veikiami natrio cianoborohidridu j reakcijos misinj
lasinant 1 M HCI vandeninio tirpalo tokiu grei¢iu, kad pastoviai buty riig§tiné terpé (raudona
reakcijos mi$inio spalva nuo j reakcijos misinj pridéto 10 mg indikatoriaus metiloranzo). Reakcijai
naudotas tirpiklis — metanolis, reakcija buvo vykdyta 24 valandas, kambario temperatiiroje. Po to
reakcijos misinys buvo sukoncentruotas rotaciniu garintuvu, ekstrahuojamas EA, susidare
junginiai isgryninti kolonélinés chromatografijos metodu, eliuentu naudojant Tol ir EA 10:1
santykiu.

Trecios pradinio junginio sintezés stadijos metu (1 schema, c) su junginiais 4a-c buvo
vykdytos Vilsmejerio-Hako formilinimo reakcijos. Junginiai 4a-c buvo veikiami POCls ir DMF.

Dimetilforamidas atliko du vaidmenis — tirpiklio ir reagento. Reakcija buvo vykdoma argono
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atmosferoje tam, kad apsaugoti reakcijos miSinj nuo galimo ore esancio deguonies poveikio. Po
20 valandy mai§ymo kambario temperatiiroje, reakcijos misinys dar buvo kaitinamas 50 °C 4
valandas, po to jpilus vandeninj NaOH tirpala miSiniys buvo kaitinami 70 °C temperatiiroje 20
min. Reakcijos miSinys buvo ekstrahuojamas EA ir H,O misSiniu, sukoncentruotas rotaciniu
garintuvu ir iSskirtas kolonélinés chromatografijos metodu, eliuentu naudojant Tol ir EA 10:1

santykiu.

2 lentelé. Reakcijy metu naudotos karboksiriigStys bei gauty junginiy 3a-c, 4a-c, 5a-C iseigos.

Reakcijoms
naudotos
karbol;suﬁgétys 3a-c Aa-c 5a-c
a-C . .. . .. . ..
jungiiy | junginy | junginiy
0 iSeigos | iSeigos | iSeigos
R1)kOH
a R1 =-CgHyy 46% 86% 64%
b R1 =-CgHs 40% 47% 49%
c R1=-CH,C¢Hs | 49% 55% 45%

2.5 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloalkil- ar aril)benzen-1,3-dioly sintezé

Tiksliniy junginiy sintezé buvo vykdoma dvejomis stadijomis. Pirmoje stadijoje i§ pradiniy
junginiy 5a-c reakcijose su komerciskai prieinamais anilinais — 4-metoksianilinu (6a) ir 4-
chloranilinu (6b) buvo gauti iminai 7a-f (21 pav.). Antroje stadijoje i§ susidariusiy iminy buvo

susintetinti junginiai su imidazolo ziedu, jungian¢iu rezorcinolio fragmenta su aromatiniu ziedu.

Ry
R4 R4
HO d HO e HO
— —

_0 _N N>
()
R, N

f

R4
OH
5a-c Ta-f 8a-
21 pav. 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloalkil- ar aril)benzen-1,3-dioly sintezé. Reagentai ir
salygos: (d) anilinai (6a arba 6b), EtOH, kamb. t., 24 - 48 val.; () TosMIC, K.CO3s, MeOH,

kamb. temp., 2 - 6 dienos.
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Pirmoje (d) reakcijos stadijoje tirpikliu buvo etanolis, reakcija buvo vykdomos 24 — 48
valandas kambario temperattroje. Po to TLC metodas parodé visiska pradinio junginio konversija.
Susidare 7a, 7c, 7e, junginiy kristalai, buvo filtruojami ir dZziovinami kambario temperattiroje (3
lentele). 7b ir 7f junginiai iSskirti rotaciniu garintuvu sukoncentravus reakcijos misinj ir
perkristalinus juos i$ izopropanolio ir vandenis miSinio. Gauti kristalai buvo filtruojami ir
dziovinami kambario temperattiroje.

Susintetinty iminy iSeigos sieké 67-92 % (3 lentelé). Geriausia iSeiga pasizyméjo 7b

junginys, ji sieké 92%.

3 lentelé. Reakcijoms panaudoti anilinai (6a-b), bei gauty junginiy 7a-f ir 8a-f iseigos.

Reakcijoms naudoti
aminai 6a-b
Rz\© 7a-b junginiy iSeiga | 8a-b junginiy iSeiga
NH,

a R, =-OMe 72% 56%

b R, =-Cl 92% 33%
7c¢-d junginiy iSeiga | 8c-d junginiy iSeiga

c R, =-OMe 89% 21%

R, =-Cl 86% 39%
7e-f junginiy iSeiga | 8e-f junginiy iSeiga

e R, =-OMe 67% 36%

f R,=-CI 90% 48%

Antroje galutiniy junginiy sintezés stadijoje (21 pav.), su gautais iminais (7a-f) buvo
vykdyta Van Leuseno reakcija. Imidazolas buvo gautas sumaisius 7a-f junginj su tozilizocianidu
(sutrumpintai — TosMIC) ir K2CO3z metanolyje kambario temperatiiroje [46]. Tam kad pasiekti
galimai auksciausia iSeiga, junginiai 7c-d buvo maiSomi Sesias paras. 8d junginys issiskyré kristaly
pavidalu, kurie buvo filtruojami ir dziovinami kambario temperatiiroje. Kiti reakcijy misiniai buvo
sukoncentruoti rotaciniu garintuvu ir ekstrahuojami vandens ir EA miSiniu, ir galutinai atskirti
kolon¢linés chromatografijos biidu, mobiligja faze naudojant CHCI3 ir MeOH santykiu 30:1. Sios
reakcijos metu susidaré ir pasaliniai junginiai 9a-f (22 pav.). Jy bendras pavadinimas 1-(4-chloro)-
7-(cikloalkil ar aril)-1H-benzofuro[2,3-d]imidazol-6-oliai (9b, 9d, 9f) ir 1-(4-metoksi)-7-
(cikloalkil ar aril)-1H-benzofuro[2,3-d]imidazol-6-oliai (9a, 9c, e).

Susintetinty galutiniy junginiy iSeigos sieké 14-58%. Auksciausia iSeiga — 58% buvo
susintetintas 4-(cikloheksilmetil)-6-(1-(4-metoksifenil)-1H-imidazol-5-il)benzen-1,3-diolis (8a).
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9d junginio iseiga sieké 11%, 0 9a-c ir 9e-f junginiy nepavyko atskirti nuo papildomy priemaisy,

Ju i8eigos nevirsijo 5%.

Ry
R4
HO
N
R4 |
OH N
HO TosMIC, K,CO;3 8a-f
_N > N
MeOH, kamb. t., 2-7 dienos R
OH ! R
Ro HO ’
Ta-b Q
N
(6]
2
9a-f

22 pav. Salutinio produkto susidarymas (9a-f).

8a ir 8b tyrimuose su TsHsp90N ir Hsp90aN (Hsp90a baltymo N galo domeno fragmentas)
parodé gera selektyvuma, buvo nuspresta papildomai susintetinti du junginius su cikloheksano

fragmentu, kurie vietoje imidazolo ziedo turéty 1,2,3,tiadiazolo zieda.

2.6 4-(5-(4-aril)-1,2,3-tiadiazol-4-il)-6-(cikloheksilmetil)benzen-1,3-dioliy sintezé

Tiksliniy junginiy sintezé buvo vykdoma keturiais etapais, pagal literatiiroje prieinamas
metodikas (23 pav.) [3,47,48]. Pirmoje reakcijoje pradinis junginys 4-(cikloheksilmetil)benzen-
1,3-diolis (4a) buvo veikiamas viena i§ dviejy karboksirtigséiy — 2-metoksiacto rugstimi (10a) ar
2-chlorfenilacto rugstimi (10b). Reakcijos salygos atitiko 4 schemoje aprasytos reakcijos a
salygas. 1-(5-(cikloheksilmetil)-2,4-dihidroksifenil)-2-(4-metoksifenil)etan-1-onas (11a)
i8siskyré kristaly pavidalu, kurie buvo filtruojami ir plaunami petrolio eteriu, dziovinami kambario
temperatiiroje.  2-(4-chlorfenil)-1-(5-(cikloheksilmetil)-2,4-dihydroksifenil)etan-1-onas  (11b)
buvo sukoncentruotas rotaciniu garintuvu, ekstrahuotas EA:H>0O miSiniu, galutinai atskirtas nuo
priemaisy kolonélinés chromatografijos metodu, eliuentu naudojant Tol:EA 30:1 miSinj.

Antrasis sintezés etapas vykdytas veikiant gautg atitinkamg ketong (10a-b) etilkarbazatu
verdanCiame etanolyje 25 valandas (23 pav., g), reakcijg katalizavo penki ledinés acto rugsties
lasai. Reakcijos eiga buvo stebima su TLC metodo pagalba. Susidare kristalai buvo filtruojami ir
plaunami $altu izopropanoliu, dziovinami kambario temperatiiroje. Filtratas buvo sukondensuotas
rotacinio garintuvo pagalba, susidare papildomi produkto kristalai buvo perkristalinti i$

izopropanolio.
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TreCiame etape su gautais junginiais (12a-b) buvo vykdoma Hurd-Mori ciklizacijos
reakcija. I ledo vonioje atsaldyta hidrazong (12a-b) buvo lasinamas atSaldytas tionilo chloridas
(sutrumpintai SOCI>), po valandos maiSymo ledo vonelé buvo pakeista alyvos vonele ir kaitinama
65 °C 2 valandas. Pasibaigus reakcijai, SOCl; buvo paSalintas distiliuojant traukos spintoje
sumazintame slégyje, liekana ekstrahuojama EA ir H2O misiniu, po to tikslinis reakcijos produktas
buvo atskirtas kolonélnés chromatografijos metodu, eliuentu naudojant Tol ir EA 10:1 santykiu.
Gauti du galutiniai junginiai — 4-(cikloheksilmetil)-6-(5-(4-metoksifenil)-1,2,3-tiadiazol-4-
il)benzen-1,3-diolis (13a) ir 4-(5-(4-chlorfenil)-1,2,3-tiadiazol-4-il)-6-(cikloheksilmetil)benzen-
1,3-diolis (13b).

HO f HO HO h HO
S S
® O
N =\
OH OH O Rs OH “NH Rs OH N=p\
4a O%\O/\

11a-b

12a-b
23 pav. Bendra 4-(5-(4-aril)-1,2,3-tiadiazol-4-il)-6-(cikloheksilmetil)benzen-1,3-dioliy sintezés
schema: (f) karboksi riigstis (10a-b), BF3OEt, 90 °C, 2 val.; (g) NH2NHCOzEt, CH3COOH,
EtOH, 78 °C, 48 val.; (h) SOClI, ledo vonia, 1 val., 65 °C, 2 val.

Galutiniy junginiy iSeigos sieké 46 % (13a, 23 pav.) ir 72% (13b, 23 pav.).

4 lentelé. Reakcijoms panaudotos karboksirtig§tys bei gauty junginiy 11a-b, 12a-b, 13a-b

1Seigos.
Reakcijoms naudotos
karboksi riigstys
10a-b
Rsm 11a-b junginiy iSeiga | 12a-b junginiy iSeiga | 13a-b junginiy iSeiga

OH
R; =-OMe 2% 58% 46%
b R;=-Cl 29% 46% 72%

2.7 Susintetinty galutiniy junginiy tyrimai su baltymais

Apytiksliai 10 mg kiekvieno i§ astuoniy tiksliniy junginiy (8a-f ir 13a-b) ir junginio 9c
buvo nusiysta | Daumanto Matulio vadovaujamg Vilniaus Universiteto Biotechnologijos instituto
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriy, kuriame buvo atliekamas fluorescentinio poslinkio
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tyrimas su skirtingy Zzmogaus Hsp90 baltymo izoformomy bei kity organizmy Hsp90 N-galo
domenais.
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3 REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Reakcijy eiga buvo stebima plonasluoksnés chromatografijos (angl. Thin layer
chromatography, sutrumpintai TLC) metodu, naudojant TLC Silica gel 60 F254 ploksteles, stebint
ultravioletinéje Sviesoje (A = 254 ir 365 nm) ar ryskinant vanilino, ar kalio permanganato tirpalais.

Gauty reakcijy miSiniy atskyrimui naudotas kolonélinés chromatografijos metodas.
Kolonélés buvo uzpildytos Silica gel 60 A (0,035 - 0,070). Eliuentai buvo parenkami atsizvelgiant
1 reakcijy produkty savybes ir naudojami jvairiy santykiy Tol:EA ir CHCIz:MeOH tirpalai.

Junginiy struktiiros ir savybiy nustatymui buvo uzraSyti BMR spektrai, nustatyta junginiy
lydymosi temperatiira. Naudotas BRUKER ASCEND spektrometras, 'H spektrai uzrasyti 400
MHz daznyije, 3C spektrai uzradyti 100 MHz daZnyje, vidiniu standartu naudojant deuteruoty
tirpikliy (CDCls ir DMSO-d6) likutines vertes. Masiy spektrai uzraSyti Agilent LC/MSD TOF
skrydzio laiko spektrometru. IR spektrai uzrasyti naudojant PERKIN-ELMER 1000 spektrometra
su UATR priedu. Junginiy lydymosi temperatiiros buvo nustatytos atviruose kapiliaruose prietaisu
Stuart SMP10.

Literatiiroje apra$yty junginiy identifikavimui uzteko *H BMR ir *C BMR spektry
uzraSymo, kity junginiy identifikavimui ir apraSymui buvo papildomai uzrasyti IR spektrai bei
nustatytos lydymosi temperatiiros.

BMR spektry aprasymuose poslinkiy reik§més pateiktos & skal¢je milijoninémis dalimis,
naudoti zyméjimai: s — singletas, pl. s — platus singletas, d — dubletas, dd — dublety dubletas, t —

tripletas, k — kvadrupletas, m — multipletas.

3.1 (2,4-dihidroksifenil)(fenil ar aril)ketonu sintezé

(Bendra metodika) ] 15 ml boro trifluorido eterato suberiamas rezorcinolis (1 ekv., 1, 46
mmol) ir atitinkama karboksirtigstis (1 ekv., 2a-c, 46 mmol). Reakcijos miSinys maiSomas 5
valandas 80 °C temperatiiroje. Po to, j atSaldyta iki kambario temperatiros misinj supilamas 60 ml
10% vandeninis NaOAc tirpalas ir dar maiSoma 5 val. MiSinys ekstrahuojamas EA, surinkta
organiné fazé nugarinama rotacinio garintuvo pagalba. Gauta alyva gryninama kolonélinés

chromatografijos metodu, eliuuojama Tol:EA 30:1 (3a ir 3c) arba 10:1 misiniu (3b).

cikloheksil(2,4-dihidroksifenil)metanonas (3a)

HO

OH

38



Literatiiroje nurodoma 70% iSeiga [49].

ISeiga: 4,61 g (46%) gelsvy kristaly, lyd. t. 65-96 °C.

IR: vmax = 3300 (pl., OH); 1625 (C=0) cm™.

IH BMR (CDCI3) &: 13,11 (s, 1H, OH); 7,69 (d, J = 9,6 Hz, 1H, ArH); 6,42 - 6,37 (m, 2H,
ArH); 6,06 (pl. s., 1H, OH); 3,19 (tt, J = 11,7; 3,0 Hz, 1H, CH c-Hex); 1,90 — 1,81 (m, 4H, CH2
c-Hex); 1,78 — 1,71 (m, 1H, CH2 c-Hex); 1,61 — 1,48 (m, 2H,CH2 c-Hex), 1,41 — 1,24 (m, 3H,
CH2 c-Hex).

13C NMR (101 MHz, CDCI3) &: 208,70; 165,91; 162,59; 132,31; 112,87; 107,79; 103,93;
45,20; 29,77; 25,96; 25,95.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 221,1170; C13H1603 apskaiciuota 221,1172.

2,4-dihidroksibenzofenonas (3b)

99
HO

OH

Literattiroje nurodoma 32% iseiga [49].

ISeiga: 3,96 g (40%) rudy kristaly, lyd. t.107-109 °C.

IR: vmax = 3194 (pl., OH); 1625 (C=0) cm™.

IH BMR (CDCls) 5: 12,64 (s, 1H, OH); 7,67 — 7,44 (m, 6H, ArH); 7,18 (pl.s, 1H, OH); 6,4
(d, J=2,4Hz, 1H, ArH); 6,37 (dd, J =8,9; 2,4 Hz, 1H, ArH).

13C NMR (101 MHz, CDCI3) §: 200,41; 166,25; 163,57; 138,30; 136,24; 131,66; 128,96;
128,46; 113,40; 107,96; 103,77; 31,14.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 215,0703; C13H1003 apskai¢iuota 215,0703.

1-(2,4-dihidroksifenil)-2-feniletan-1-onas (3c)

HO

OH
Literatiiroje nurodoma 89% iseiga [49].

ISeiga: 5,14 g (49%) roziniy kristaly, lyd. t. 106-107 °C.
IR: vmax = 3160 (pl., OH); 1620 (C=0) cm™.
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'H BMR (CDCls) &: 12,70 (s, 1H, OH); 7,73 (d, J = 8,6 Hz, 1H, ArH), 7,35 -7,22 (m, 5H,
ArH); 6,43 (pl. s., 1H, OH); 6,40 — 6,32 (m, 2H, ArH); 4,20 (s, 2H, CH>).

13C NMR (101 MHz, CDCI3) &: 202,44; 165,67; 163,15; 134,38; 133,02; 129,46; 128,93;
127,28; 113,59; 108,25; 103,79; 44,96.

HRMS (ESI): [M+H]*; rasta 229,0852; C14H1203 apskai¢iuota 229,0859.

3.2 (2,4-dihidroksifenil)(fenil ar aril)ketony redukavimas

(Bendra metodika) ] maisoma ketono (1 ekv., 2a 17,3 mmol, 2b 17,1 mmol, 2c¢ 14,1 mmol)
tirpala 40 ml metanolio suberiamas natrio cianborhidridas (3 ekv.), 10 mg metiloranzo ir
sulasinama 70 ml 1M HCI vandeninio tirpalo tokiu grei¢iu, kad pastoviai buty rugstiné terpé
(raudona reakcijos misinio spalva). Po 24 val. reakcijos miSinys praskiedziamas 40 ml H2O ir
ekstrahuojamas EA. Surinkta organiné fazé sukoncentruojama rotacinio garintuvo pagalba. Gauta

alyva atskiriama kolonélinés chromatografijos metodu, eliuuojant Tol:EA 10:1 miSiniu.

4-(cikloheksilmetil)benzen-1,3-diolis (4a)

HO

OH

Literattiroje nurodoma 51% iseiga [49].

ISeiga: 3,06 g (86%) gelsvy kristaly, lyd. t. 113-114 °C.

IR: vmax = 3287 (pl., OH) cm™.

'H BMR (CDCls) &: 6,90 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 6,38 — 6,31 (m, 2H, ArH); 4,83 — 4,72 (m,
2H, OH): 2,4 (d, J = 7,1 Hz, 2H, CH2); 1,73 — 1,59 (m, 5H, c-Hex); 1,56 — 1,43 (m, 1H, CH c-
Hex); 1,26 — 1,09 (m, 3H, CH: c-Hex); 1,01 — 0,88 (m, 2H, CH> c-Hex).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 154,75; 154,58; 132,00; 119,40; 107,62; 102,96; 38,71;
37,38; 33,41; 26,68; 26,43.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 207,1377; C13H1802 apskai¢iuota 207,1380.

4-benzilbenzen-1,3-diolis (4b)

HO

OH
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Literataroje nurodoma 60% iseiga [49].

ISeiga: 1,62 g (47%) rudy kristaly, lyd. t. 74-75 °C.

IR: vmax = 3409, 3328 (OH) cm™.

'H BMR (CDCl3) &8: 7,33 — 7,27 (m, 2H, ArH); 7,24 — 7,19 (m, 3H, ArH); 6,96 (s, J = 8,1
Hz, 1H, ArH); 6,37 (dd, J = 8,2; 2,4 Hz, 1H, ArH); 6,32 (d, J = 2,4 Hz, 1H, ArH); 4,79 (s, 2H,
OH); 3,92 (s, 2H, CHy).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 155,40; 154,78; 140,20; 131,77; 128,81; 128,69; 126,52;
119,50; 107,96; 103,48; 35,85.

HRMS (ESI): [M+H]*; rasta 201,0905; C13H120> apskai¢iuota 201,0910.

4-fenetilbenzen-1,3-diolis (4c)

HO

OH

Literattiroje nurodoma 78% iseiga [49].

[Seiga: 1,61 g (55%) rusvy kristaly, lyd. t. 125-126 °C.

IR: vmax = 3408, 3374 (pl., OH) cm™,

'H BMR (CDCls) &: 7,22 — 7,18 (m, 2H, ArH); 7,16 — 7,08 (m, 3H, ArH); 6,4 (d, J = 8,1
Hz, 1H, ArH); 6,26 (dd, J = 8,2; 2,5 Hz, 1H, ArH); 6,22 (d, J = 2,4 Hz, 1H, ArH); 4,63 — 4,45 (m,
2H, OH); 2,84 — 2,67 (m, 4H, CH>).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 154,96; 154,53; 142,05; 131,09; 128,64; 128,59; 126,17,
120,29; 107,88; 103,16; 36,63; 31,80.

HRMS (ESI): [M+H]*; rasta 215,1063; C14H140> apskai¢iuota 215,1067.

3.3 Vilsmejerio-Hako formilinimo reakcijos

(Bendra metodika) Argono atmosferoje j kolbute jpilama 5 ml dimetilforamido, kuris ledo
vonioje Saldomas 20 min. Tada létai sulasinamas POCI3 (3 ekv.) ir maiSoma 20 min. Ankstesnéje
reakcijoje gautas atitinkamas junginys (1 ekv., 4a 12 mmol, 4b 5 mmol, 4c 7 mmol) istirpinamas
5 ml DMF ir supilamas j reakcijos mi$inj, kuris maiSomas 1 val. Po to miSinio temperatira
pakeliama iki 50 °C ir maiSoma 4 valandas. Po to ] atvésintg reakcijos misinj jpilama 50 ml
vandeninio 10% NaOH tirpalo ir kaitinama 70 °C 20 min. Po to atvésintas misinys rigstinamas

10% HCI iki pH 2 ir palickamas stovéti kambario temperatiiroje 24 val., ekstrahuojamas EA,
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organiné fazé sukoncentruojama rotaciniu garintuvu. Gauta alyva gryninama kolonélinés

chromatografijos metodu, eliuuojant Tol:EA 20:1 miSiniu.

5-(cikloheksilmetil)-2,4-dihidroksibenzaldehidas (5a)

HO
_0
OH

ISeiga: 1,78 g (64%) rusvy kristaly, lyd. t. 152-153 °C.

IR: vmax = 3388 (OH); 1623 (C=0) cm™.

'H BMR (DMSO0-d6) &: 10,68 (s, 1H, OH); 10,51 (s, 1H, OH); 9,85 (s, 1H, CHO); 7,26 (s,
1H, ArH); 6,33 (s, 1H, ArH); 2,28 (d, J = 7,0 Hz, 2H, CH>); 1,55 (m, 5H, CH2 c-Hex); 1,47 — 1,35
(m, 1H, CH c-Hex); 1,14 — 1,02 (m, 3H, CH2 c-Hex); 0,90 — 0,78 (m, 2H, CH2 c-Hex).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 191,04; 163,35; 161,39; 132,77; 120,04; 114,67,
101,88; 37,44; 36,47; 32,68; 26,15; 25,77.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 235,1313; C14H1803 apskai¢iuota 235,1329.

5-benzil-2,4-dihidroksibenzaldehidas (5b)

HO
(o

OH

ISeiga: 0,56 g (49%) gelsvos spalvos kristaly, lyd. t. 85-86 °C.

IR: vmax = 3337 (OH); 1700 (C=0) cm™.

'H BMR (CDCls) &: 11,31 (s, 1H, OH); 9,63 (s,1H, CHO); 7,35 — 7,20 (m, 6H, ArH); 6,35
(s, 1H, ArH), 6,22 (pl.s, 1H, OH); 3,95 (s, 2H, CHy>).

13C NMR (101 MHz, CDCls3) &: 194,74; 163,14; 161,98; 139,38; 136,24; 128,90; 128,83;
126,75; 120,74; 115,44; 103,43; 35,33.

HRMS (ESI): [M+H]*; rasta 229,0860; C14H1203 apskai&iuota 229,0859.
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2,4-dihidroksi-5-fenetilbenzaldehidas (5c)

HO
o

OH

ISeiga: 0,76 g (45%) balty kristaly, lyd. t. 149-150 °C.

IR: vmax = 3203 (OH); 1601 (C=0) cm™.

IH BMR (DMSO-d6) &: 10,74 (pl. s, 2H, OH); 9,89 (s, 1H, CHO), 7,37 (s, 1 H, ArH); 7,23
(m, 5H, ArH); 6,41 (s, 1H, ArH); 2,76 (m, 4H, CHy>).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 190,70; 163,28; 161,58; 141,84; 131,71; 128,31;
128,24; 125,77; 120,84; 114,79; 101,94; 35,25; 30,96.

HRMS (ESI): [M+H]*; rasta 243,1029; C15H1403 apskai¢iuota 243,1016.

3.4 Iminy sintezé

(Bendra metodika) I 5 ml etanolio suberiamas atitinkamas ketonas (1 ekv.) ir atitinkamas
anilinas (1 ekv., 5a ir 6a po 1 mmol, 5a ir 6b po 1 mmol , 5b ir 6a po 0,9 mmol , 5b ir 6b po 0,9
mmol, 5¢ ir 6a po 1 mm , 5¢ ir 6b po 1 mmol). Reakcijos miSinys maiSomas 24 val. jeigu susidaro
kristalai, kitu atveju miSinys maiSomas papildomas 24 val. ISsiskyre kristalai filtruojami ir
plaunami $altu etanoliu, dZiovinami kambario temperattiroje. Nesusidarius kristalams (7b ir 7f),
reakcijos miSinys nurotuojamas, ir kristalinamas i§ izopropanolio ir vandens misinio. I$siskyre
kristalai filtruojami, plaunami izopropanolio ir vandens mi$iniu, dZiovinami kambario

temperatliroje.

(E)-4-(cikloheksilmetil)-6-(((4-metoksifenil)imino)metil)benzen-1,3-diolis (7a)

HO

/N
oL
O/

ISeiga: 242 mg (72%) zaliai-geltony kristaly, lyd. t. 189-190 °C.

IR: vmax = 3274 (OH) cm™.

IH BMR (CDCls) §: 8,42 (s, 1H, CH=N); 7,26 (d, J = 8,5 Hz, 2H, ArH); 7,00 (s, 1H, ArH);
6,93 (d, J =8,5 Hz, 2H, ArH), 6,5 (s, 1H, ArH), 3,83 (s, 3H, OCHs); 2,42 (d, J = 7,1 Hz, 2H, CH2);
1,79 — 160 (m, 5H, CH2 c-Hex); 1,59 — 1,47 (m, 1H, CH c-Hex); 1,23 — 1,12 (m, 3H, c-Hex); 1,02

—0,87 (m, 2H, c-Hex).
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13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 159,33; 158,55; 140,44; 134,83; 121,93; 119,44; 114,80;
112,77; 103,61; 55,70; 38,39; 37,30; 33,40; 26,72; 26,45; 17,25.
HRMS (ESI): [M+H]; rasta 340,1907; C21H25sNO3 apskaiciuota 340,1907.

(E)-4-(((4-chlorfenil)imino)metil)-6-(cikloheksilmetil)benzen-1,3-diolis (7b)

HO

/N
L L
Cl

ISeiga: 316 mg (92%) geltony kristaly, lyd. t. 138-140 °C.

IR: vmax = 3134 (pl., OH) cm™,

IH BMR (DMSO-d6) 5: 13,01 (s, 1H, OH); 10,19 (s, 1H, OH); 8,76 (s, 1H, CH=N); 7,46
(d, J=8,1Hz, 2H, ArH); 7,36 (d, J = 8,4 Hz, 2H, ArH); 7,23 (s, 1H, ArH); 6,35 (s, 1H, ArH); 2,41
—2,30 (m, 2H, ArH); 1,76 — 1,41 (m, 6H, c-Hex); 1,22 — 0,97 (m, 5H, c-Hex).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 163,16; 160,84; 160,71; 147,42; 134,69; 130,13;
129,25; 122,82; 119,29; 111,51; 102,03; 37,57; 36,50; 32,70; 26,14; 25,76.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 344,1411; C2oH22CINO> apskai¢iuota 344,1412.

(E)-4-benzil-6-(((4-metoksifenil)imino)metil)benzen-1,3-diolis (7¢)

HO
L

oo

ISeiga: 266 mg (89%) rudy kristaly, lyd. t. 157-158 °C.

IR: vmax = 3203 (OH) cm™,

IH BMR (DMSO-d6) &: 13,53 (s, 1H, OH); 10,28 (s, 1H, OH); 8,70 (s, 1H, CH=N); 7,37
— 7,18 (m, 8H, ArH); 6,96 (d, J = 8,3 Hz, 2H, ArH); 6,37 (s, 1H, ArH); 3,82 (s, 2H, CH>); 3,76 (s,
3H, OCHy).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 161,13; 160,53; 159,67; 157,84; 141,25; 141,08;
134,05; 128,48; 128,17; 125,65; 122,10; 119,52; 114,56; 111,93; 102,22; 55,31, 34,42.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 334,1438; C21H19NOs3 apskaiciuota 334,1438.
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(E)-4-benzill-6-(((4-chlorfenil)imino)metil)benzen-1,3-diolis (7d)

ISeiga: 262 mg (86%) plyty spalvos kristaly, lyd. t. 153-154 °C.

IR: vmax = 3230 (pl., OH); 1292 (NH) cm.

IH BMR (DMSO-d6) 8: 13,09 (s,1H, OH), 10,42 (pl.s., IH,0H); 8,73 (s, |H, CH=N); 7,45
(d, J =8,3 Hz, 2H, ArH); 7,35 (d, J = 8,3 Hz, 2H, ArH); 7,31 — 7,13 (m, 6H, ArH); 6,39 (s, 1H,
ArH); 3,82 (s, 2H, CH>).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 163,00; 161,27; 160,40; 147,31; 141,14; 134,38;
130,21; 129,25; 128,51; 128,20; 125,70; 122,86; 119,92; 111,81; 102,21; 40,15; 39,94; 39,73;
39,52; 39,31; 39,10; 38,89; 34,41.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 338,0942; C20H16CINO> apskai¢iuota 338,0942.

(E)-4-(((4-metoskifenil)imino)metil)-6-fenetilbenzen-1,3-diolis (7€)

HO
Ol
L L
O/

ISeiga: 232 mg (67%) Zaliai-geltony kristaly, lyd. t. 149-150 °C.

IR: vmax = 3306 (OH) cm™,

'H BMR (CDCls) &: 8,37 (s, 1H, CH=N); 7,37 — 7,30 (m, 3H, ArH); 7,27 (d, J = 8,8 Hz,
2H, ArH); 7,24 (d, J = 7,7 Hz, 3H, ArH); 7,00 (s, 1H, ArH); 6,98 (d, J = 8,7 Hz, 2H, ArH); 6,57
(s, 1H, ArH); 3,88 (s, 3H, OCHz3); 2,99 — 2,84 (m, 4H, CH>).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 158,80; 158,57; 142,12; 133,94; 128,69; 128,50; 126,05;
121,81; 120,34; 114,84; 112,64; 103,84, 55,69; 36,31; 31,75.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 348,1593; C22H21NO3z apskaiciuota 348,1594.
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(E)-4-(((4-chlorfenil)imino)metil)-6-fenetilbenzen-1,3-diol (7f)

HO
Ul
Lo L
Cl

ISeiga: 316 mg (90%) oranziniy kristaly, lyd. t. 132-134 °C.

IR: vmax = 3186 (pl., OH) cm™.

'H BMR (DMSO0-d6) &: 13,05 (s, 1H, OH); 10,39 (s, 1H, OH); 8,73 (s, 1H, CH=N); 7,46
(d, J = 8,3 Hz, 2H, ArH); 7,35 (d, J = 8,3 Hz, 2H, ArH); 7,32 — 7,14 (m, 6H, ArH): 6,39 (s, 1H,
ArH); 2,87 — 2,71 (m, 4H, CH>).

13C NMR (101 MHz, DMS0-d6) &: 163,00; 161,10; 160,62; 147,36; 141,91; 133,76;
130,20; 129,28; 128,28; 128,23; 128,21; 125,74; 122,81; 120,12; 111,64; 102,14; 35,42; 31,05.

HRMS (ESI): [M+H]*; rasta 352,1099; C21H1sCINO; apskai¢iuota 352,1099.

3.5 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloalkil)benzen-1,3-dioly ir 4-(1-aril-1H-imidazol-5-il)-6-
(aril)benzen-1,3-dioly sintezé

(Bendra metodika) Atitinkamas iminas (1 ekv., 7a 0,44 mmol, 7b 0,40 mmol, 7c 0,65
mmol, 7d 0,65 mmol, 7e 0,44 mmol, 7f 0,40 mmol) uzpilamas 5 ml metanolio, suberiamas
toluensulfonilmetilizocianidas (TosMIC, 1,5 ekv.) ir kalio karbonatas (K2COg, 2 ekv.), reakcijos
misSinys maiSomas kambario temperatiiroje (24 val. 7a-b ir 7e-f, 6 paras 7c-d). Susidare kristalai
(8d) filtruojami ir plaunami vandens ir izopropanolio miSiniu, dZiovinami kambario
temperatiiroje. Reakcijos miSinys nesusidarius kristalams (8a-c ir 8e-f) ekstrahuojamas EA.
Organiné fazé sukoncentruojama rotaciniu garintuvu. Gauta alyva gryninama kolonélinés

chromatografijos metodu, eliuuojama CHCIl3:MeOH 30:1 misiniu.

4-(cikloheksilmetil)-6-(1-(4-metoksifenil)-1H-imidazol-5-il)benzen-1,3-diolis — VT016 (8a)

| 2

OH N
ISeiga: 94 mg (56%) rudai gelsvy kristaly, lyd. t. 103-104 °C.
IR: vmax = 3283 (pl., OH) cm™.
'H BMR (DMSO0-d6) &: 9,13 (s, 1H, OH); 9,03 (s, 1H, OH); 7,72 (s, 1H, ArH); 7,06 (d, J
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= 8,4 Hz, 2H, ArH); 6,90 (s, 1H, ArH); 6,87 (d, J = 8,7 Hz, 2H, ArH); 6,40 (s, 1H, ArH); 6,28 (s,
1H, ArH); 3,69 (s, 3H, OCHs3); 2,10 (d, J = 6,9 Hz, 2H, CH2); 1,59 — 1,47 (m, 3H, c-Hex); 1,41 —
1,31 (m, 2H, c-Hex); 1,29 — 1,17 (m, 1H, c-Hex); 1,05 - 0,94 (m, 3H, c-Hex) 0,73 — 0,58 (m, 2H,
c-Hex).
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 158,75; 156,33; 154,55; 137,72; 133,60; 130,60;
130,11; 128,63; 126,55; 117,88; 114,61; 107,17; 103,02; 55,70; 37,90; 37,14; 33,07; 26,68; 26,24.
HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 379,2016; C23H26N203 apskai¢iuota 379,2016.

4-(1-(4-chlorfenil)-1H-imidazol-5-il)-6-(cikloheksilmetil)benzen-1,3-diolis — VT020 (8b)

OH

ISeiga: 63 mg (48%) rudy kristaly, lyd. t. 240-241 °C.

IR: vmax = 3283 (pl., OH) cm™.

'H BMR (DMSO0-d6) &: 9,25 (s,1H, OH); 9,13 (s, 1H, OH); 7,90 (s, 1H, ArH); 7,45 (d, J
= 8,7 Hz, 2H, ArH); 7,20 (d, J = 8,7 Hz, 2H, ArH); 6,98 (s, 1H, ArH), 6,47 (s, 1H, ArH), 6,33 (s,
1H, ArH); 2,16 (d, J = 7,0 Hz, 2H, CH2); 1,66 — 1,51 (m, 3H, c-Hex); 1,46 — 1,36 (m, 2H, c-Hex);
1,30 -1,22 (m, 1H, CH c-Hex); 1,11 — 1,02 (m, 3H, c-Hex); 0,78 — 0,65 (m, 2H, c-Hex).
13C NMR (101 MHz, DMSO0) &: 156,10; 153,90; 137,26; 136,08; 132,99; 131,70; 129,51; 129,07;
128,52; 126,20; 117,65; 106,26; 102,58; 37,41; 36,65; 32,59; 26,18; 25,77.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 383,1520; C22H23CIN20; apskaitiuota 383,1521.

4-benzil-6-(1-(4-metoksifenil)-1H-imidazol-5-il)benzen-1,3-diolis - VT023 (8c)

ISeiga: 50 mg (21%) rudai gelsvy kristaly, lyd. t. 117-118 °C.

IR: vmax = 3283 (OH) cm™.

IH BMR (DMSO-d6) 5: 9,40 (s, 1H, OH); 9,16 (s, 1H, OH); 7,75 (s, 1H, ArH); 7,24 — 7,15
(m, 2H, ArH); 7,14 - 7,04 (m, 3H, ArH); 6,99 (d, J = 7,4 Hz, 2H, ArH); 6,95 - 6,87 (m, 3H, ArH);
6,60 (s, 1H, ArH); 6,34 (s, 1H, ArH); 3,75 (s, 3H, OCHy); 3,62 (s, 2H, CH>).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 158,20; 155,72; 154,52; 141,38; 137,33; 132,82;

130,17; 129,57; 128,44, 128,29; 127,94, 125,86; 125,40; 117,93; 114,19; 107,21; 102,55; 55,32;
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34,57.
HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 373,1547; C23H20N203 apskai¢iuota 373,1547.

4-benzil-6-(1-(4-chlorfenil)-1H-imidazol-5-il)benzen-1,3-diolis — VT024.G (8d)

ISeiga: 63 mg (39%) rudai gelsvy kristaly, lyd. t. 133-134 °C.

IR: vmax = 3291 (pl., OH) cm™.

IH BMR (DMSO0-d6) 8: 9,45 (s, 1H, OH); 9,19 (s, 1H, OH); 7,87 (s, 1H, ArH); 7,44 (d, J
= 8,4 Hz, 2H, ArH); 7,24 — 7,09 (m, 5H, ArH); 7,03 (d, J = 7,4 Hz, 2H, ArH); 6,95 (s, 1H, ArH);
6,64 (s, 1H, ArH); 6,35 (s, 1H, ArH); 3,66 (s, 2H, CHy).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 156,49; 154,79; 141,83; 137,77; 136,66; 133,14;
132,07; 129,99; 129,56; 129,15; 128,92; 128,47; 126,38; 125,91; 118,73; 107,34; 103,10; 35,03.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 377,1051; C22H17CIN20; apskai¢ivota 377,1051.

4-(1-(4-metoksifenil)-1H-imidazol-5-il)-6-fenetilbenzen-1,3-diolis — VT017 (8e)

‘ AN

o

N
on | N/>

ISeiga: 60 mg (36%) gelsvy kristaly, lyd. t. 210-211 °C.

IR: vmax = 3259 (pl., OH) cm™™.

!H BMR (DMSO0-d6) &: 9,34 (s, 1H, OH); 9,03 (s, 1H, OH); 7,76 (s, 1H, ArH); 7,28 — 7,22
(m, 2H, ArH); 7,18 — 7,11 (m, 3H, ArH); 7,08 (d, J = 8,9 Hz, 2H, ArH); 6,92 (d, J = 8,8 Hz, 2H,
ArH); 6,86 (s, 1H ArH); 6,62 (s, 1H, ArH); 6,29 (s, 1H, ArH); 3,73 (s, 3H, OCH3); 2,69 — 2,58 (m,
4H CHy).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 158,14; 155,92; 154,09; 142,07; 137,25; 132,30;
130,45; 130,03; 128,31; 128,11; 125,60; 118,12; 114,11; 107,11; 102,44; 55,32; 40,15; 39,94;
39,73; 39,52; 39,31, 39,10; 38,89; 35,65; 30,90.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 387,1702; C24H22N203 apskai¢iuota 387,1703.
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4-(1-(4-chlorfenil)-1H-imidazol-5-il)-6-fenetilbenzen-1,3-diolis — VT021 (8f)

HO

OH

Cl

N

| N/>

ISeiga: 75 mg (48%) gelsvy kristaly, lyd. t. 207-208 °C.

IR: vmax = 3310 (pl., OH) cm™.

IH BMR (DMSO-d6) 5: 9,41 (s, 1H, OH); 9,04 (s, 1H, OH); 7,88 (s, 1H, ArH); 7,44 (d, J
=8,2 Hz, 2 H, ArH); 7,28 — 7,22 (m, 2H, ArH): 7,19 — 7,12 (m, 5 H, ArH); 6,87 (s, LH, ArH); 6,68
(s, 1H, ArH); 6,29 (s, 1H, ArH); 2,75 — 2,62 (m, 4H,CH>).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 156.28, 153.84, 142.04, 137.21, 136.47, 132.26,
131.43, 130.06, 128.99, 128.43, 128.38, 128.10, 125.61, 125.52, 118.38, 106.75, 102.46, 35.57,

30.97.
HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 391,1207; C2sH1sCIN,O; apskaiciuota 391,1208.

3.6 7-aril-1-(4-chlorofenil)-3a,8b-dihidro-1H-benzofuro[2,3-d]imidazol-6-olio i§skyrimas
Paskutinéje 8c junginio sintezés stadijoje susidaré Kkristalai, kurie buvo filtruojami,
plaunami etilacetatu ir dziovinami kambario temperatiiroje. D¢l santykinai nemazo jy kiekio buvo
manoma, kad tai 8c junginys. Junginys buvo paruostas tolimesniems tyrimams su baltymais. Po
BMR spektro analizés paaiskéjo, kad susidare kristalai tai 9¢ junginys. 8c buvo isskirtas i$ likusio

filtrato.

7-benzil-1-(4-chlorofenil)-3a,8b-dihidro-1H-benzofuro[2,3-d]imidazol-6-olis (9d) — VT024

Cl

o O
N
o) N/)

ISeiga: 40 mg (11%) balty kristaly, lyd. t. 177-178 °C.

IR: vmax = 3400 (OH) cm™,

'H BMR (DMSO0-d6) &: 8,02 (s, 1H, OH); 7,42 — 7,28 (m, 4H, ArH); 7,22 — 7,07 (m, 4H,
ArH); 7,02 (d, J=7,3Hz, 2 H, ArH); 6,87 (s, 1H, ArH); 6,57 (d, J =7,9 Hz, 1H, CH); 6,28 (s, 1H,
ArH); 5,77 (d, J = 8,0 Hz, 1H, CH); 3,64 (s, 2H, CH>).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 158,10; 152,50; 141,46; 136,83; 129,23; 128,45;
127,94; 126,64; 125,94; 125,39; 119,94; 118,33; 105,10; 96,93; 61,20; 34,95.
HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 377,1050; C22H17CIN2O; apskaiciuota 377,1051.

3.7 1-(5-(cikloheksilmetill)-2,4-dihydroksifenil)-2-feniletan-1-ony sintezeé.

(Bendra metodika) 4-(cikloheksilmetil)benzen-1,3-diolis (1 ekv., 4a) ir atitinkama
karboksirtigstis (1,1 ekv., 10a 5,5 mmol, 10b 5,5 mmol) suberiama j kolbutg, jpilami 3 ml
BF3sOEt;, misinys maiSomas ir kaitinamas alyvos voneléje 90 °C 2 valandas. Po j atSalusj iki
kambario temperatiiros misinj supilamas 60 ml 10% vandeninis NaOAc tirpalas, ir maiSomas
kambario temperatiiroje dar 5 valandas. Reakcijos miSinys ekstrahuojamas etilo acetato ir vandens
misiniu, organiné fazé sukoncentruojama rotacinio garintuvo pagalba. Gauta alyva gryninama

kolonélinés chromatografijos metodu, eliuuojant Tol:EA 30:1 (11b) arba 10:1 misiniu (11a).

1-(5-(cikloheksilmetil)-2,4-dihidroksifenil)-2-(4-metoksifenil)etan-1-onas (11a)

HO
J
OH O O o

ISeiga: 1,23 g (63 %) gelsvy kristaly, lyd. t. 134-136 °C.

IR: vmax = 3262 (OH); 1600 (C=0) cm™.

'H BMR (CDCls) &: 12,51 (s, 1H,0H); 7,51 (s, 1H, ArH); 7,18 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH);
6,87 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH); 6,31 (s, 1H, ArH); 5,77 (pl. s, 1H, OH); 4,15 (s, 2H, CH>); 3,78 (s,
3H, OCHs); 2,41 (d, J = 7,1 Hz, 2H, CHy); 1,74 — 1,59 (m, 5 H, CH2 c-Hex); 1,52 — 1,42 (m, 1H,
CH c-Hex); 1,22 — 1,12 (m, 3H, CH2 c-Hex); 0,97 — 0,86 (m, 2H, CH> c-Hex).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 202,61; 163,86; 161,14; 158,77; 133,54; 131,00; 130,50;
126,71; 119,35; 114,36; 113,25; 103,55; 55,41; 44,35; 38,30; 37,39; 33,31, 26,65; 26,40.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 355,1902; C22H2604 apskai¢iuota 355,1904.

2-(4-chlorfenil)-1-(5-(cikloheksilmetil)-2,4-dihidroksifenil)etan-1-onas (11b)
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ISeiga: 0,53 g (29 %) geltony kristaly, lyd. t. 178-180 °C.

IR: vmax = 3275 (OH); 1628 (C=0) cm™.

IH BMR (CDCls) 8: 12,37 (s, 1H, OH); 7,46 (s, 1H, ArH); 7,31 (d, J = 8,4 Hz, 2H, ArH):
7,20 (d, J = 8,5 Hz, 2H, ArH); 6,32 (s, 1H, ArH); 5,52 (s, 1H, OH); 4,18 (s, 2H, CH>); 2,41 (d, J
=7,1Hz, 2H, CH»); 1,75 -1,66 (m, 5H, CH2 c-Hex); 1,52 — 1,41 (m, 1H, CH c-Hex); 1,21 - 1,11
(m, 3H, CH2 c-Hex); 0,94 — 0,88 (m, 2H, CH: c-Hex).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 201,54; 163,94; 161,17; 133,34; 133,20; 133,15; 130,88;
129,02; 119,42; 113,23; 103,67; 44,48; 38,34; 37,41, 33,32; 26,63; 26,39.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 359,1392; C21H23ClO3 apskaiciuota 359,1408.

3.8 Etil-E-2-(1-(5-(cikloheksilmetil)-2,4-dihidroksifenil)-2-feniletiliden)hidrazin-1-
karboksilaty sintezé

(Bendra metodika) Atitinkamas ketonas (1 ekv., 11a 2,26 mmol, 11b 1,3 mmol) ir
etilkarbazatas (1,6 mmol) suberiamas j kolbute, jpilama 10 ml EtOH ir 5 lasai ledinés acto rtigsties.
Misinys virinamas 20 valandy. Susidar¢ kristalai filtruojami ir plaunami $altu izopropanoliu.
Rotaciniu garintuvu sukoncentruotas filtratas perkristalinamas i$ izopropanolio. Gauti kristalai

dziovinami kambario temperattiroje.

Etil-E-2-(1-(5-(cikloheksilmetil)-2,4-dihidroksifenil)-2-(4-metoksifenil)etildien)hidrazin-1-
karboksilatas (12a)

HO
J
OH Nl‘NH o~
o)\o/\

Iseiga: 0,58 g (58 %) balty kristaly, lyd. t. 175-176 °C.

IR: vmax = 3556 (HN); 3218 (OH); 1700 (C=0); 1248 (C=N) cm™.

'H BMR (DMSO-d6) &: 12,77 (s, 1H, OH); 10,88 (s, 1H, OH); 9,53 (s, 1H, NH); 7,04 —
7,00 (m, 3H, ArH); 6,79 (d, J = 8,5 Hz, 2H, ArH); 6,21 (s, 1H, ArH); 4,15 (k, J = 7,1 Hz, 2H,
OCHy); 4,10 (s, 2H, CHy); 3,63 (s, 3H, OCHa); 2,18 (d, J = 6,9 Hz, 2H, CH>); 1,54 — 1,47 (m, 3H,
c-Hex); 1,40 — 1,31 (m, 2H, c-Hex); 1,25 - 1,19 (m, 3H, CH3); 1,05 — 0,66 (m, 4H, c-Hex); 0,75
— 0,64 (m, 2H, c-Hex).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 158,34; 157,76; 157,39; 154,19; 135,36; 130,79;
129,19; 128,28; 117,53; 113,96; 109,99; 102,95; 62,06; 61,13; 54,98; 37,40; 36,71; 32,60; 26,20;

25,76; 14,50.
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HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 441,2384; C2sH3,N2Os apskaitiuota 441,2384.

Etil-E-2-(2-(4-chlorfenil)-1-(5-(cikloheksilmetil)-2,4-dihidroksifenil)etildien)hidrazin-1-
karboksilatas (12b)

o)\o/\

ISeiga: 0,26 g (46 %) balty kristaly, lyd. t. 119-200 °C.

IR: vmax = 3520 (HN); 3224 (OH); 1710 (C=0); 1291 (C=N) cm™.

!H NMR (DMSO0-d6) &: 12,70 (s, 1H, OH); 10,94 (s, 1H, OH); 9,56 (s, 1H, NH); 7,29 (d,
J=8,1Hz, 2H, ArH); 7,11 (d, J = 8,1 Hz, 2H; ArH); 6,94 (s, 1H, ArH); 6,22 (s, 1H, ArH); 4,20 —
4,10 (m, 2H, OCHy); 2,16 (d, J = 6,6 Hz, 2H, CH>); 1,58 — 1,42 (m, 4H, c-Hex); 1,32 — 1,27 (m,
2H, c-Hex); 1,22 (t, J= 7,0 Hz, 3H, CH3); 1,03 0,95 (m, 3H, c-Hex); 0,71 — 0,63 (m, 2H, c-Hex).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &: 158,29; 157,46; 154,17; 143,44; 135,66; 130,91;
130,75; 129,97; 128,48; 117,58; 109,75; 102,99; 61,15; 60,11; 37,34; 36,64; 32,54; 26,18; 25,72;
14,48.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 445,1888; C24H29CIN204 apskaitiuota 445,1889.

3.9 4-(cikloheksilmetil)-6-(5-fenil-1,2,3-tiadiazol-4-il)benzen-1,3-dioliy sitezé

(Bendra metodika) | kolbute su 5 ml ledo vonioje atSaldytu tionilo chloridu (SOCI.)
suberiamas atitinkamas karboksilatas (1 ekv., 12a 0,7 mmol, 12b 0,5 mmol) ir maiSoma 1 val. Po
to ledo vonia pakei¢iama alyvos vonia, miSinys kaitinamas 65 °C dvi valandas. Reakcijai
pasibaigus, SOCI> nugarinamas traukos spintoje sumazintame slégyje, gauta alyva iStirpinama 3
ml EtOH, jlasinami 3 laSai koncentruotos HCI riigsties ir reakcijos misinys virinamas dar 4
valandas. Tada reakcijos miSinys sukoncentruojamas rotacinio garintuvo pagalba, gauti 13a
kristalai filtruojami ir plaunami toluenu, filtratas nugarinamas ir perkristalinamas, 13b kristalai

atskiriami kolon¢linés chromatografijos metodo pagalba, eliuuojant Tol:EA 50:1 miSiniu.
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4-(cikloheksilmetil)-6-(5-(4-metoksifenil)-1,2,3-tiadiazol-4-il)benzen-1,3-diolis — VT029
(13a)

ISeiga: 119 mg (46%) gelsvy kristaly, lyd. t. 180-182 °C.

IR: vmax = 3292 (OH); cm™.

'H BMR (CDCls) &: 7,36 (d, J = 8,2 Hz, 2H, ArH); 6,98 (d, J = 8,3 Hz, 2H, ArH); 6,85 (s,
1H, ArH); 6,54 (s, 1H, ArH); 5,1 (s, 1H, OH); 3,87 (s, 3H, OCHzs); 2,16 (d, J = 7,1 Hz, 2H, CH>);
1,69 — 1,58 (m, 3H, c-Hex); 1,57 — 1,48 (m, 2H, c-Hex); 1,32 — 1,21 (m, 1H, c-Hex); 1,13 — 1,06
(m, 3H, c-Hex); 0,80 — 0,64 (m, 2 H, c-Hex).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 160,92; 155,83; 155,71; 155,54; 149,72; 130,73; 130,71;
119,58; 118,84; 114,90; 108,27; 104,29; 55,43; 38,04; 37,06; 33,23; 26,52; 26,23.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 397,1580; C22H24N203S apskai¢iuota 397,1580.

4-(5-(4-chlorfenil)-1,2,3-tiadiazol-4-il)-6-(cikloheksilmetil)benzen-1,3-diolis — VT030 (13b)

Iseiga: 146 mg (72 %) gelsvy kristaly, lyd. t. 203-204 °C.

IR: vmax = 3288 (OH) cm™.

'H BMR (CDCls) &: 9,66 (s, 1H, OH); 7,46 (d, J = 8,2 Hz, 2H, ArH); 7,37 (d, J = 8,2 Hz,
2H, ArH); 6,71 (s, 1H, ArH); 6,54 (s, 1H, ArH); 4,90 (s, 1H, OH); 2,16 (d, J = 7,0 Hz, 2H, CH>);
1,72 - 1,57 (m, 3H, c-Hex); 1,54 — 1,46 (m, 2H, c-Hex); 1,23 — 1,19 (m, 1H, c-Hex); 1,13 — 1,06
(m, 3H, c-Hex); 0,80 — 0,64 (m, 2H, c-Hex).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 156,24; 156,05; 155,79; 147,98; 136,24; 130,84; 130,72;
129,77; 126,42; 119,05; 107,84; 104,44; 38,08; 37,01; 33,21; 26,47; 26,20.

HRMS (ESI): [M+H]"; rasta 401,1085; C21H21CIN20.S apskai¢iuota 401,1085.

3.10 Fluorescentinio poslinkio tyrimy rezultatai

Pirmaisiais $iuo metodu istirtais junginiais buvo VT016 (8a), VT017 (8e), VT020 (8b) ir
VTO021 (8f). Jie buvo tiriami su Hsp90a N-galo domenu (Hsp90aN), Hsp90B N-galo domenu
(Hsp90BN), bei Trichinella spiralis Hsp90 N-galo domenu (TsHsp90N) (5 lentelé). VTO021
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junginio jungimosi konstantos Kp nevirsijo 5000 M (Zemiausia i¥matuojama verté). VT017
junginio gautos Ky vertés skirtingoms Zzmogaus baltymo izoformoms dvigubai skiriasi, TSHSp90N
Kb panasaus dydzio kaip Hsp90aN K. VT020 junginio Kp vertés Hsp90aN ir Hsp90BN nevirsijo
5000 M2, ta¢iau $is junginys pasizyméjo selektyvumu TsHsp90N baltymui (~12 karty aukstesné
Kp verté). VT016 junginio Hsp90aN Ky verte ~9 kartus aukstesné uz Hsp90BN verte. Sis junginys
taip pat pasizyméjo aukscéiausia Ky verté tyrimuose su TsHsp90N i§ keturiy aptarty junginiy. Dél
selektyvumo, kuriuo pasizyméjo cikloheksano fragmenta turintys junginiai (VT016 ir VT020),
buvo nuspresta susintetinti du analoginius junginius, kuriy imidazolo Ziedas pakeistas j tiadiazolo
zieda.

Antroje tyrimy dalyje dalyvavo anks¢iau netirti junginiai su imidazolo ziedu — VT023 (8c)
ir VT024.G (8d), galutinio junginio sintezés metu susidariusi priemaisa VT024 (9d) ir du junginiai
su tiadiazolo ziedu — VT029 (13a) ir VT030 (13b). Junginiai buvo tiriami su Hsp90aN, Hsp90pN,
ir Leishmania donovani Hsp90N, VT023 buvo papildomai tiriamas su Plasmodium falciparum
Hsp90ON (PfHsSp9ON) (5 lentel¢). VT023 junginio Hsp90aN Ky verté ~7,5 karty auksStesné uz
Hsp90BN verte, LdHsp9ON ir TsHsp9ON Kp vertés panasios, apie 300000 M2, PfHsp90ON Kp
artimos Hsp90PN vertéms. Visos VT024 junginio Ky vertés sieké 5000 M. VT024.G junginio
Hsp90aN Ky verté ~12 karty auks$tesné uz Hsp90BN, LdHsp90N K, verté panasi j Hsp90aN K
verte ~60000 M. Junginiai su tiadiazolo Ziedu pasizyméjo aukstesnémis Kp vertémis (iimtis
VTO030 LdHsp90N). VT029 junginio Hsp90aN Ky verté ~3,7 karty aukStesné palyginus su
Hsp90BN ir ~6 kartus aukStesné palyginus su LAHSp90ON. VT030 junginio Hsp90aN K} verte ~1,7
karto aukstesné uz Hsp90aN ir virs 900 karty aukstesné uz LdHsp90 (24 pav.).

5 lentelé. Susintetinty junginiy jungimosi su baltymai Kp vertés ir apskaiciuotos Kg vertés.

Hsp90aN Hsp90BN TsHsp9ON LdHsp90N PfHsp9ON
Kb (M~?-1) Kd (M) [Kb (M~-1) Kd (M) |Kb (M?-1) Kd (M) [Kb (MA-1)] Kd (M) [Kb (M~-1) Kd (M)
V1016 |4,53E+04| 2,21E-05 |5,00E+03)2,00E-04 | 6,50E+05 |1,54E-06 - - - -

VT017 |7,31E+04| 1,37E-05 |3,40E+04|2,94E-05|8,26E+04 |1,21E-05
VT020 |5,00E+03| 2,00E-04 |5,00E+03|2,00E-04|6,05E+04 |1,65E-05
\VT021 |5,00E+03| 2,00E-04 |5,00E+03|2,00E-04|5,00E+03|2,00E-04 - - - -
VT023 |1,10E+05| 9,09E-06 |1,46E+04|6,85E-05| 3,32E+05 |3,01E-06|2,93E+05|3,41E-06| 1,84E+04 | 5,43E-05
V1024 |5,00E+03| 2,00E-04 |5,00E+03|2,00E-04 - - 5,00E+03|2,00E-04 - -

VT024.G | 6,04E+04| 1,65E-05 |5,00E+03|2,00E-04 - - 5,70E+04|1,75E-05
V1029 |[2,08E+08| 4,80E-09 |5,55E+07|1,80E-08 - - 3,51E+07|2,85E-08
VT030 |[3,43E+07| 2,91E-08 |2,01E+07|4,98E-08 - - 3,74E+04|2,67E-05
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1,E+09

1,E+08

1E+O7 — —

K, M)

1,E+06 — —

1,E+05 - —

1,E+04

1LE+03
VT016 V1017 V1020 V1021 V1023 VT024 VT024.G V1029 VT030

Junginiy pavadinimai

= Hsp90oN Hsp90pN  mTsHspOON LdHsp90N = PfHspION

24 pav. Grafiskai atvaizduotos junginiy Ky vertés.

Dazniau naudojama uz jungimosi konstantg verté yra disociacijos konstanta Kq: Ky= 1/Kag.
Naujai kuriamy slopikliy Kq verté turi baiti Zymiai Zzemesné uz ADP Kq (~10 uM), tam kad esant
mazai junginio koncentracijai (palyginus su ATP ir ADP koncentracijomis) Iasteléje kaip
jmanoma didesné junginio dalis bty prisijungus prie baltymo. Devynios i§ dvideSimt devyniy Kqg
veréiy (5 lentel¢) tenkina §j reikalavima. Zemiausiomis Kq vertémis pasizymi VT029 (tyrimuose
su Hsp90aN, Hsp90BN ir LdHsp90) ir VT030 (tyrimuose su Hsp90aN, Hsp90BN ir LdHsp90).
Junginio HPIT-2, besiskirian¢io nuo VT029 izopropilo grupe cikloheksilmetil grupés vietoje Kq =
7,7-10%% M (Hsp90aN) ~6 kartus Zemesné uz naujai susintetinto junginio Kq. Junginio HPIT-4,
besiskirian¢io nuo VT030 izopropilo grupe cikloheksilmetil grupés vietoje Kg = 9,3-10° M
(Hsp90aN) ~31 kartg zemesné uz naujai susintetinto junginio Kg [3]. Junginio ICPD 26,
besiskirian¢io nuo VT029 chloro grupe cikloheksilmetil grupés vietoje Kq = 4,0 108 M ~1,2 karto

auks$tesné uz naujai susintetinto junginio (25 pav.) [50].

HPIT-2, R, = -CH(CH3),; R, = -OCH,
HPIT-4 R, = -CH(CH3),; R, = -CI
ICPD 26, Rl = 'Cl, R2 = 'OCH3

25 pav. Kity tyréjy susintetinti slopikliai.
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4 ISVADOS

1. Atlikta literatiiros Saltiniuose apraSsomy junginiy, pasizyminciy Hsp90 slopinanciu
aktyvumu analizé. Analizuojami junginiai buvo skirstomi pagal jy veikimo mechanizma i
N-galo, vidurio, C-galo domeno ar kitais bitais slopinanc¢ius Hsp90 aktyvuma. Atkreiptas
démesys ] junginiy struktirines savybes. Pagrindine priezastimi, dél kurios Hsp90
slopikliai néra vartojami klinikiniame gydyme Zziniy, apie Saperony funkcionavima
trikumas. Slopikliy selektyvumo kriterijy nustatymas skirtingoms Hsp90 izoformoms
leisty geriau suprasti §iy baltymy svarbg sveikose ir pakitusiose lastelése, bei galéty
sumazinti nepageidaujamy reiSkiniy daznj, dél kuriy Hsp90 inhibitoriai nenaudojami
klinikiniame gydyme.

2. Susintetinti dvidesimt aStuoni junginiai, dvideSimt vienas i jy — visiskai nauji junginiai,
iki $iol literattiroje neaprasyti. Du junginiai — 13air 13b nepriklauso 4-(1-aril-1H-imidazol-
5-il)-6-(cikloalkil)benzen-1,3-diolams.  Tiksliniy junginiy iSeigos buvo 21-72%.
Auksciausia i§ jy — 72% iSeiga susintetintas 4-(5-(4-chlorfenil)-1,2,3-tiadiazol-4-il)-6-
(cikloheksilmetil)benzen-1,3-diolis.

Vykdant Van Leuseno imidazoly sintez¢ susidaré dar ir literatiiroje neaprasytas Salutinis
produktas — 7-benzil-1-(4-chlorofenil)-H-benzofuro[2,3-d]imidazol-6-olis (9b, kurio iSeiga
11%.

3. Susintetinti junginiai buvo istirti su Hsp90 Seimos baltymy N-galo domenais. Visi
susintetinti junginiai pasiZyméjo aukStesnémis arba tokiomis paciomis Kg vertémis
Hsp90aN palyginus su Hsp90BN. Rezorcinolio pagrindu kuriami inhibitoriai pasizymi
aukStesniu selektyvumu Hsp90a izoformos N-galo domenui palyginus su Hsp90p
izoformos N-galo domenu. Junginiai su tiadiazolo Ziedu pasiZymi Zemesnémis disociacijos
konstantos vertémis palyginus su analogiSkais junginiais su imidazolo Ziedu. Junginiai su
metoksi grupe pasizymi Zemenémis disociacijos konstantos vertémis palyginus su
analogiskais junginiais su chloru. I§ imidazolo zieda turin¢iy junginiy Zemiausiomis Kg
vertémis pasizyméjo: Hsp90aN VTO017 ir VT016, Hsp90BN VTO017, i§ tiadiazolo Zieda
turin¢iy junginiy, Zemiausiomis Kq vertémis pasizyméjo VT029. Palyginus gautas VT029
Ky vertes su literatiiroje prieinamais Saltiniais galima daryti iSvada kad cikloheksilmetil
grupé pagerina junginio Kqg lyginant su chloru toje pacioje padétyje, taciau pabloging Sig
verte lyginant su izopropilo grupe. Naujai susintetinty junginiy su tiadiazolo ziedu Kg

vertés panaSaus dydzio kaip ir kity tyréjy sintetinty junginiy Kq vertés.

56



DARBO TEMA PASKELBTU PUBLIKACIJU SARASAS

1. Paulina Kaziukonyté¢, Kamilé¢ Venskunaité, Tomas Venslauskas, Algirdas Brukstus;
Synthesis of 1,5-dissubstituted imidazoles as potential Hsp90 inhibitors. Tarptautinés
studenty mokslinés konferencijos ,,Open Readings 2022 praneSimy medziaga, 2022, p.
404.

2. Tomas Venslauskas, Paulina Kaziukonyté, Algirdas Brukstus; Penkianario ziedo jtakos
tyrimas rezorcinolio pagrindu kuriamy Hsp90 inhibitoriy jungimosi savybéms. Studenty

moksliné¢ konferencija ,,Chemija ir cheminé technologija 2022 praneSimy medZiaga,

2022.

57



10.

11.

12.

LITERATUROS SARASAS

Birbo B, Madu EE, Madu CO, Jain A, Lu Y. Role of HSP90 in Cancer. Int J Mol Sci. 2021
m. spalio 1 d.;22(19):10317.

Zychowska M, Pétrola P, Chruécinski G, Zielinska J, Goral-Pétrola J. Effects of sauna
bathing on stress-related genes expression in athletes and non-athletes. Ann Agric Environ
Med. 2017 m.;24(1):104-7.

Kazlauskas E, Bruk A, Petrikas H, Petrikait \VV, Cikotiené I.. thiadiazole Scaffold : Synthesis
, Affinity and Effect on Cancer Cells. 2017 m.;1-11.

Zininga T, Ramatsui L, Shonhai A. Heat shock proteins as immunomodulants. T. 23,
Molecules. MDPI AG; 2018.

Lund PA, John ER. The chaperone function: Meanings and myths. Biol Extracell Mol
Chaperones. 2008 m.;291:23-44.

Yun CW, Kim HJ, Lim JH, Lee SH. Heat Shock Proteins: Agents of Cancer Development
and Therapeutic Targets in Anti-Cancer Therapy. T. 9, Cells. NLM (Medline); 2019. p. 60.

Whitesell L, Lindquist SL. HSP90 and the chaperoning of cancer. Nat Rev Cancer. 2005
m.;5(10):761-72.

Kampinga HH, Hageman J, Vos MJ, Kubota H, Tanguay RM, Bruford EA, et al. Guidelines
for the nomenclature of the human heat shock proteins. Cell Stress Chaperones. 2009
m.;14(1):105-11.

Tang H, Chen Y, Liu X, Wang S, Lv Y, Wu D, et al. Downregulation of HSP60 disrupts
mitochondrial proteostasis to promote tumorigenesis and progression in clear cell renal cell
carcinoma. Oncotarget. 2016 m.;7(25):38822-34.

Jego G, Hazoumé A, Seigneuric R, Garrido C. Targeting heat shock proteins in cancer.

Cancer Lett. 2013 m.;332(2):275-85.

Li L, Chen NN, You QD, Xu XL. An updated patent review of anticancer Hsp90 inhibitors
(2013-present). 2020 m.;31(1):67-80.

Barrott JJ, Haystead TAJ. Hsp90, an unlikely ally in the war on cancer. FEBS J. 2013

m.;280(6):1381-96.
58



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Biebl MM, Buchner J. Structure, function, and regulation of the hsp90 machinery. Cold
Spring Harb Perspect Biol. 2019 m.;11(9).

UniProt [Prieiga per internetg].

Zuehlke AD, Moses MA, Neckers L. Heat shock protein 90: Its inhibition and function T.
373, Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences. Royal Society
Publishing; 2018.

Koren J, Blagg BSJ. The Right Tool for the Job: An Overview of Hsp90 Inhibitors.
Advances in Experimental Medicine and Biology. Springer; 2020. p. 135-46.

Hoter A, EI-Sabban ME, Naim HY. The HSP90 family: Structure, regulation, function, and
implications in health and disease T. 19, International Journal of Molecular Sciences. MDPI
AG; 2018.

Huck JD, Que NLS, Sharma S, Taldone T, Chiosis G, Gewirth DT. Structures of Hsp90 a
and Hsp90 B bound to a purine-scaffold inhibitor reveal an exploitable residue for drug
selectivity. 2019 m.;1-9.

Marzec M, Eletto D, Argon Y. GRP94: An HSP90-like protein specialized for protein
folding and quality control in the endoplasmic reticulum. Biochim Biophys Acta - Mol Cell
Res. 2012 m.;1823(3):774-87.

Serapian SA, Sanchez-Martin C, Moroni E, Rasola A, Colombo G. Targeting the
mitochondrial chaperone TRAPL: strategies and therapeutic perspectives. Trends
Pharmacol Sci. 2021 m. liepos 1 d.;42(7):566-76.

Schopf FH, Biebl MM, Buchner J. The HSP90 chaperone machinery. Nat Rev Mol Cell
Biol. 2017 m. birzelio 1 d.;18(6):345-60.

Li L, Wang L, You QD, Xu XL. Heat Shock Protein 90 Inhibitors: An Update on
Achievements, Challenges, and Future Directions. J Med Chem. 2020 m. kovo 12
d.;63(5):1798-822.

Sreedhar AS, Kalmar E, Csermely P, Shen YF. Hsp90 isoforms: Functions, expression and
clinical importance. FEBS Lett. 2004 m.;562(1-3):11-5.

Sims JD, McCready J, Jay DG. Extracellular Heat Shock Protein (Hsp)70 and Hsp90a
Assist in Matrix Metalloproteinase-2 Activation and Breast Cancer Cell Migration and

59



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Invasion. PLoS One. 2011 m.;6(4):18848.

Wysocka A, Gizinski S, Lechowski R. Metaloproteinazy macierzy - ich struktura oraz
znaczenie. Zycie Weter. 2014 m.;89(03).

Wu J, Liu T, Rios Z, Mei Q, Lin X, Cao S. Heat Shock Proteins and Cancer. Trends
Pharmacol Sci. 2017 m.;38(3):226-56.

Mishra SJ, Liu W, Beebe K, Banerjee M, Kent CN, Munthali V, et al. The Development of
Hsp90p-Selective Inhibitors to Overcome Detriments Associated with pan-Hsp90
Inhibition. 2021 m.;

Lee C, Park HK, Jeong H, Lim J, Lee AJ, Cheon KY, et al. Development of a Mitochondria-
Targeted Hsp90 Inhibitor Based on the Crystal Structures of Human TRAP1. J Am Chem
Soc. 2015 m.;137(13):4358-67.

Sanchez J, Carter TR, Cohen MS, Blagg BS. Old and New Approaches to Target the Hsp90
Chaperone HHS Public Access. Curr Cancer Drug Targets. 2020 m.;20(4):253-70.

Gorska M, Popowska U, Sielicka-Dudzin A, Kuban-Jankowska A, Sawczuk W, Knap N, et
al. Geldanamycin and its derivatives as Hsp90 inhibitors. Front Biosci. 2012 m.;17:2269—
77.

Gorska M, Popowska U, Sielicka-Dudzin A, Kuban-Jankowska A, Sawczuk W, Knap N, et
al. Geldanamycin and its derivatives as Hsp90 inhibitors. Front Biosci (Landmark Ed. 2012
m.;17:2269-77.

Home - ClinicalTrials.gov [Prieiga per interneta].

Samuni Y, Ishii H, Hyodo F, Samuni U, Krishna MC, Goldstein S, et al. Reactive oxygen
species mediate hepatotoxicity induced by the Hsp90 inhibitor geldanamycin and its
analogs. Free Radic Biol Med. 2010 m..;48(11):1559-63.

Hanson BE, Vesole DH. Retaspimycin hydrochloride (IP1-504): A novel heat shock protein
inhibitor as an anticancer agent. Expert Opin Investig Drugs. 2009 m.;18(9):1375-83.

Sharp S, Workman P. Inhibitors of the HSP90 Molecular Chaperone: Current Status. Adv
Cancer Res. 2006 m.;95(06):323-48.

Khandelwal A, Kent CN, Balch M, Peng S, Mishra SJ, Deng J, et al. Structure-guided

design of an Hsp90B N-terminal isoform-selective inhibitor. Nat Commun. 2018 m.

60



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

gruodzio 1 d.;9(1).

Biamonte MA, Van De Water R, Arndt JW, Scannevin RH, Perret D, Lee WC. Heat Shock
Protein 90: Inhibitors in Clinical Trials. J Med Chem. 2009 m.;53(1):3-17.

Yim KH, Prince TL, Qu S, Bai F, Jennings PA, Onuchic JN, et al. Gambogic acid identifies
an isoform-specific druggable pocket in the middle domain of Hsp90p. Proc Natl Acad Sci
US A. 2016 m.;113(33):E4801-9.

Mak OW, Chand R, Reynisson J, Leung IKH. Identification of Isoform-Selective Ligands
for the Middle Domain of Heat Shock Protein 90 (Hsp90). Int J Mol Sci 2019, Vol 20, Page
5333. 2019 m.;20(21):5333.

Donnelly A, Blagg B. Novobiocin and Additional Inhibitors of the Hsp90 C-Terminal
Nucleotide- binding Pocket. Curr Med Chem. 2008 m.;15(26):2702-17.

Garg G, Khandelwal A, Blagg BSJ. Anticancer Inhibitors of Hsp90 Function: Beyond the
Usual Suspects. 1-asis leid. T. 129, Advances in Cancer Research. Elsevier Inc.; 2016. 51—
88 p.

Lu TM, Kuo DH, Ko HH, Ng LT. Synthesis and Structure-Activity Relationship Study of
Deoxybenzoins on Relaxing Effects of Porcine Coronary Artery. J Agric Food Chem. 2010
m.;58:10027-32.

Shimizu K, Kondo R, Sakai K. Inhibition of tyrosinase by flavonoids, stilbenes and related
4- substituted resorcinols: Structure-activity investigations. Planta Med. 2000 m. gruodZio
31d.;66(1):11-5.

Tang XY, Shi M. Vilsmeier-Haack reaction of 1-cyclopropyl-2-arylethanones. J Org Chem.
2008 m.;73(21):8317-20.

Chen D, Shen A, Li J, Shi F, Chen W, Ren J, et al. Discovery of potent N-(isoxazol-5-
ylamides as HSP90 inhibitors. Eur J Med Chem. 2014 m.;87:765-81.

Gracias V, Gasiecki AF, Djuric SW. Synthesis of Fused Bicyclic Imidazoles by Sequential
Van Leusen/Ring-Closing Metathesis Reactions. ChemInform. 2005 m. lapkri¢io 29
d.;36(48).

Cikotiene |, Kazlauskas E, Matuliene J, Michailoviene V, Torresan J, Jachno J, et al. 5-
Aryl-4-(5-substituted-2,4-dihydroxyphenyl)-1,2,3-thiadiazoles as inhibitors of Hsp90

61



48.

49.

50.

chaperone. Bioorganic Med Chem Lett. 2009 m.;19(4):1089-92.

Kazlauskas E. Aryl-dihydroxyphenyl-thiadiadiazole binding to recombinant human Hsp90
[daktaro disertacija]. Vilnius [LT]: Vilniaus Universitetas; 2016;

Reaxys [Prieiga per interneta].

Daunorait¢ D. Hsp90, kaip antiparazitiniy slopikliy taikinio, termodinaminiai ir
kristalografiniai tyrimai [magistro baigiamasis darbas]. Vilnius [LT]: Vilniaus Universitetas
2020;

62



