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Abstrakt

V prvej casti priace sa zaoberdme problematikou [3+2] dipoldrnych cykloadicii
organickych alkinov a azidov (Click reactions) vyuzivanych v biologickych sustavach, pri
ktorych je neZiaduce pouZivanie toxickych, ¢i protein denaturujicich mednych katalyzétorov.
Pri tychto reakcidch je katalyzator nahradeny Specidlnymi napédtymi alkinmi, ktoré s azidmi
reaguji samovolne, rychlo a za miernych podmienok, ¢o im déava bioortogonalne
vlastnosti. V praktickej ¢asti sme uskuto¢nili pripravu jedného zo zéastupcov takychto alkinov
dibenzocyklooktinu (DIBO 6).

Druhd cast’ prace je venovand vyvoju predikovanych inhibitorov kindzovej Casti
VEGFR-2 receptoru. Navrh Struktdr aktivnych zlicenin sme robili in silico, fragmentovo
orientovanymi metédami. Ako vstupné fragmenty sme si vybrali komer¢ne dostupné alkiny
a azidy, ktoré pomocou medou katalyzovanej cykloadicie (Copper catalyzed Alkyne Azide
Cycloaddition, CaAAC) poskytuji substituované 1,2,3-triazolové zliceniny. Vytvorili sme
virtudlnu kombinatoridlnu  kniZnicu, ktord sme, po odfiltrovani farmakokineticky
nevyhodnych Struktdr, dokovali do modelu VEGFR-2 kindzy. Nasledne sme vyselektovali

niekol’ko zlic¢enin na syntézu a testovanie zamysl'anej biologickej aktivity.

Kracové slova: DIBO, bioortogondlne reakcie, in silico predikcie, inhibicia angiogenézy,

VEGFR-2, Click chémia, 1,2,3-triazol



Abstract

In the first part of this diploma thesis, we dealt with [3+2] dipolar cycloadditions of
organic alkynes and azides (Click reactions) used in biologic systems, where toxic or protein
denaturing copper catalysts cannot be used. In these reactions the catalyst is replaced by
special strained alkynes, which spontaneously react with organic azides under mild
conditions, what gives them bioorthogonal properties. In experimental part we performed
synthesis of such alkyne dibenzocyclooctine (DIBO 6).

The second part includes development of predicted VEGFR-2 receptor kinase domain
inhibitors. The inhibitors were designed by in silico fragment based methods. Commercially
available alkynes and azides were selected as input fragments. These compounds easily
provide 1,2,3-triazole derivatives by copper catalyzed alkyne azide cycloaddition (CuAAC).
We created a combinatorial library that was docked to VEGFR-2 kinase model after filtering
out structures with inconvenient pharmacokinetics properties. Several compounds were

selected for synthesis and bioactivity screening.

Key words: DIBO, bioorthogonal reactions, in silico predictions, inhibition of angiogenesis,

VEGFR-2, Click chemistry, 1,2,3-triazole



Pouzité skratky

Skratka Vysvetlenie

AN acetonitril

CuAAC Copper catalyzed Azide Alkyne Cycloaddition,

Cu(I) katalyzovana click reakcia

DIBAL diizobutylaluminiumhydrid

DMSO dimetylsulfoxid

FDA Food and Drug Administration Office

Hex zmes hexanov

LDA litiumdiizopropylamid
PDB Protein Data  Bank, databaza  Struktur
biomakromolekul

PSR Plasmon Surface Resonance

RT Room Temperature, laboratérna teplota

RVO rotacnd vakuova odparka

TBDMS tercbutyldimetylsilylova chraniaca skupina

THF tetrahydrofuran

T™S trimetylsilylova chraniaca skupina




VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

1. Ciele diplomovej prace

® Priprava dibenzocyklooktinu (DIBO) vhodného na bioortogonélne reakcie pomocou

SPAAC.

e PocitaCovy navrh Struktir inhibitorov tyrozin kindzovej domény VEGFR-2 receptoru

dokovanim virtudlnej kombinatoridlnej kniznice substituovanych 1,2,3-triazolov.

e Syntéza vybranych 1,2,3-triazolovych zlicenin s predpovedanou VEGFR2 inhibi¢nou

aktivitou.

2. Teoreticka ¢ast’

2.1. Bioortogonalne reakcie

3.1.1. Uvod

Polovica minulého storo¢ia bola éra fyzikdlnej organickej chémie. Cielom bolo
pochopit’ zdkladné vztahy medzi Struktdrou a reaktivitou a navrhndt postupy na syntézu
roznorodych latok, ktoré ale nemali vopred urené vyuzitie. Trend sa zmenil orientujic sa
viac na aplikaéné ciele a zistenia chemikov ako napr. Huisgen a Krebs', ktorych prace zaZili
renesanciu vo forme medou katalyzovanej cykloadicie alkinov a azidov (CuAAC) casto
oznacovanej aj ,,click* chémiou.’

Click reakcie su SirSie definované ako reakcie, ktoré su selektivne, rychle, tolerantné

.....

" Huisgen, R. Proc. Chem. Soc. 1961, 357-396.
2K01b, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 2004-2021.



chemickym skupindm prirodzene sa vyskytujicim v biologickych systémoch (aminy,
karboxylové kyseliny, tioly, alkoholy...) st oznacované ako bioortogonalne. V tejto praci sa
zaoberame cykloadiciami, ktoré nepotrebuju kovové katalyzétory, tzv. Cu-free click reakcie.
Exogénne i6ny kovov mdzu mat’ cytotoxické alebo denaturacné efekty, atym narusSat

Studované systémy.

3.1.2. VyuZitie bioortogonalnych reakcii v Zivych organizmoch

Vizualizacné techniky ako elektrénovd mikroskopia ndm umoZnuji pozriet sa do
vnidtra bunkovych organel, ale nepostauje na priame pozorovanie biomakromolekul.
Kovalentnym pripojenim stopovacich molekdl (ako st napr. florescencné sondy, rddioaktivne
znacky) sme schopni sledovat’ pohyb a vyskyt Studovanych objektov v rdmci bunky, a tym
objasnit’ mnohé biologické mechanizmy. Toto vyZaduje zavedenie externej zliceniny do
cielovej biomolekuly bez ovplyvnenia rovnovahy Studovaného systému.

Nielen zivé bunky, ale aj izolované proteiny alebo nukleové kyseliny vyzaduju opatrné
zaobchdadzanie, nakol’ko tieto mdézu byt ndchylné na poskodenie denaturdciu. Bioortogondlne
reakcie moéZu byt vyuZité aj na imobilizaciu biomakromolekil napr. na zlaty ¢ip, Co je
potrebné pri stanoveni vizbovej afinity malych molekil k proteinu metédou plasmon surface

resonance.

3.1.3. Preco je tazké uskutocnit’ selektivnu reakciu v Zivych organizmoch?

Priroda si po miliénoch rokoch optimalizacie vyvinula selektivne enzymy, ktoré su
schopné rozpoznat substrdt a ndsledne vykonat potrebni modifikdciu. Zatial ¢o takyto
pristup vynikajico funguje v prirode, pre vedcov je nepraktické vyvijat’ Specidlny enzym pre
kazdy novo Studovany biologicky ciel. Ak by sme chceli pouZit’ konvencné reakcie narazime
na mnoZzstvo obmedzeni. Prirodzenym prostredim pre biomolekuly je voda, na ktord je
mnozstvo organickych ¢inidiel citlivych, navySe vznikd problém s rozpustnost'ou. PouZité
zli¢eniny nemozu byt nichylné na nukleofilny atak aminov alebo tiolov a takmer vSetky
bezné Cinidla (alkylacné, redoxné, halogenacné...) su priliS reaktivne ateda aj toxické pre
biologické systémy. NavySe mnohé latky su v cytosole jednoducho strdvené enzymami ako

napr. esterdza, fosfatdza, sulfataza.
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3.1.4. Zname bioortogondlne reakcie

Jednou z najpopularnejSich bioortogondlnych funkénych skupin je azid, kvoli malej
velkosti, syntetickej dostupnosti inertnosti v biologickych systémoch a velkému obsahu
vnutornej energie, ktord sa reakciou moze uvolnit. Navyse azidy poskytuji unikdtnu chémiu
s ostatnymi bioortogondlnymi skupinami, najmid fosfinmi a alkinmi. Reakcia azidov
s triarylfosfinmi publikovand Bertozzim® bola prvou skutone bioortogondlnou ligdciou
(kovalentnym spojenim vel'kej amalej molekuly). Reakcia je zaloZend na zndmej
Staudingerovej reakcii (redukcia azidu fosfinom), (Schéma 1 A), pricom sa reaktivny aza-ylid
zachyti v rdmci intramolekulovej reakcie na susednom karboxyle (Schéma 1 B). Jednym
z nedostatkov metddy je senzitivita fosfinov na kyslik, navySe je uvedena reakcia dost
pomald, ¢o sa nepodarilo vyrazne zlepSit' ani zavddzanim elektron-donornych skupin na
fenyly viazané na fosfor.* Nilsson a kolektiv’ vyvinuli modifikaciu, po ktorej sa vo vysledne;j

Strukture nachadza len amidova funkcia (Schéma 1-c¢).

A
~PPhy  PhgPE O\ N7PPhs| N, *PPhs 1o HN-R
NEN"N —— N3N-N. —— |N"N_ | —— N +
R R R R OPPh,
aza-ylid

B O )
N3
2 . N
R4 PPh; 1 R, 2 “POPh,

N3
O__Ry R/ OH o)
COY O Ayn
0 R "N
PPh, POPh,

Schéma 1. A) Mechanizmus Staudingerovej reakcie. Po nukleofilnom ataku trifenylfosfinu na
krajny atom dusika dochadza k preorganizovaniu molekuly a k odstipeniu dusika za vzniku

aza-ylidu, ktory sa hydrolyzuje na prisluSny amin a trifenylfosfinoxid. B) Bentoziho metdda

3 Saxon, E.; Bertozzi, C.E. Science 2000, 287, 2007-2010.
4Lin, F. L.; Hoyt, H. M.; Halbeek, H.; Bergman, R. G.; Bertozzi, C. R. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 2686-2695.
5 Nilsson, B. L.; Kiessling, L. L.; Raines, R. T. Org. Lett. 2000, 2, 1939-1941.
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na tvorbu amidov. Po vzniku reaktivheho aza-ylidu podobne ako v Standardnej
Staudingerovej reakcii dochadza k intramolekulovej nukleofilnej substiticii za vzniku
cyklickej amidofosfoniovej soli, ktorej hydrolyzou dostaneme vysledny amid 2. ¢) Nilssonova

modifikacia za vzniku konjungatu obsahujiceho len amidového produktu.

Staudingerova reakcia poukdzala na vyhodné vlastnosti azidov, pre ktoré je zndma aj
cykloadicia s alkinmi. Oba komponenty maju vysoku vnutorni energiu. Hoci tvorba
aromatického triazolu je silne exotermickd reakcia, tito vyZaduje zvySenu teplotu na
prekonanie vysokej aktivacnej bariéry, ktord sdvisi s nutnostou deformdcie povodne
linedrnych alkinov a azidov. Sharpless s kol.® aMedal s kol.” vyvinuli pri termindlnych
alkinoch Cu(I) katalyzovani modifikdciu reakcie. Toxicita kovového katalyzatoru vSak
znemoziuje pouZitie tejto reakcie v zivych systémoch. ZvySenie rychlosti cykloadicie bez
potreby katalyzdtora pomocou napitia v kruhu je uZ dlho zname.® Cyklooktin s fenylazidom
reaguji explozivne, ¢o sa dd ztermodynamického hladiska vysvetlit' uvolnenim napitia
v osemé&lennom kruhu po zmene sp hybridizdcie zigastnenych uhlikovych atémov na spZ,
suCasne sa zniZuje aj energetickd bariéra, lebo na prechod do tranzitného stavu uz nie je
potrebnd takd deformécia viazbovych uhlov ako je tomu pri linedrnych alkinoch. Tento typ
click reakcii sa oznacuje v anglickej literatire terminom Strain Promoted Azide Alkyne
Cycloaddition (SPAAC).

Struktiry najzndmejich vndtorne napitych derivatizovanych cyklooktinovych
derivatov si v Schéma 2. Najjednoduchsi z nich OCT 1 vykazuje znac¢né zrychlenie
cykloadicie s benzylazidom porovnanim s linedrnymi alkinmi. Reak¢nd rychlost’ je stdle
porovnatel'nd so Staudingerovou 1iga’1ci0u9. Zvysenie reaktivity je moZné aj zavedenim
elektrén akceptornej skupiny, ktora znizi energiu LUMO orbitdlu alkinu, a tym aj aktivacnd
energiu. S ohl'adom na tito skuto¢nost’ boli navrhnuté fluérované derivaty cyklooktinu 1.

Pri derivite MOFO 3 doslo k dvojndsobnému urychleniu reakcie. Pridanim d’alSieho
fléru (DIFO 4) bol pozorovany az 32 nédsobny ndrast reakcnej rychlosti. Aj ked rychlost
reakcie s DIFO bola vynikajica rozpustnost’ vo vode nebola idedlna. Problém s rozpustnost'ou
bol rieSeny inkorporaciou heteroatomov do kruhu a pridanim polarnych funkénych skupin za

vzniku DIMAC 5.1°

6 Rostovtsev, V.V.; Green, L.G.; Fokin, V.V.; Sharpless, K. B. Angew Chem, Int Ed. 2002, 41, 2596-2599.
"Tornoe, C. W.; Christensen, C.; Meldal, M. J. Org Chem. 2002, 67, 3057-3064.

8 Wittig, G.; Krebs, A. Chem. Ber. 1961, 94, 3260-3275.

o Agard, N. J.; Prescher, J. A.; Bertozzi, C. R. J. Am. Chem Soc. 2004, 126, 15046-15047.

19 Sletten, E. M.; Bertozzi, C. R. Org Lett 2008, 10, 3097-3099.
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Boons so skupinou vyvinuli Struktirne viac odliSny cyklooktin s dvoma symetricky
prikondenzovanymi benzénovymi jadrami DIBO 6."" Aromatické jadra rigidizuji Struktiru,
¢im zvySuju kruhové pnutie, ale zdrovenn ju konjungiciou s trojnou vizbou stabilizuja.
Vyvazeny pomer medzi stabilitou a reaktivitou v spojeni so syntetickou dostupnostou robi
DIBO jeden z najpouzivanejsich reaktantov pri bioortogondlnych reakcidch. Problémom stéle
zostava vysokd hydrofobicita, co bolo Ciasto¢ne vyrieSené pridanim Styroch metoxy skupin na
benzénové jadra v TMDIBO 9.2 Oxidicia hydroxylu v DIBO na karbonyl 7, cez ktory sa
viaZe biomolekula, zavddza do kruhu dalii sp® hybridizovany atém, ¢o md za nésledok
zvySenie napitia v kruhu, ¢im sa 3 krat zvySuje rychlost cykloadicie. Fizia oxidovaného
DIBO 7 a biomolekuly bola potom cez iminové derivaty. Zaujimavé je Ze iminové derivéty
alkinu 7 pred ,,skliknutim* vykazuji florescencné vlastnosti, zatial’ o ich triazolové produkty
uz nefloreskuju, ¢o sa da vyuzit’ na sledovanie priebehu cykloadi¢nej reakcie. Fotochemické
spustenie SPAAC vyvinul Popik s kolektivom'® pomocou maskovania trojitej viizby
prostrednictvom cyklopropenénovej funkcnej skupiny (cyklooktin 11). Cyklopropendny su
termicky stabilné, ale fotochemicky sa s vysokym vytazkom rychlo rozpadaji na prislusné
acetylény. Prinosom metddy je nielen lepSia moZnost’ kontroly biokonjugécie, ale aj novy
sposob syntézy DIBO derivatov.

Pridanim d’alSej dvojitej vdzby do osemclenného cyklu na DIBO skelet je moZné eSte
viac zvySsit’ vnitorné napitie, ale takéto zliceniny sa uz samovolne rozpadajui aj za nizkych
teplot,'* napriek tomu sa do cyklu podarilo zaviest’ amidovi vizbu, ktord moZno povaZovat
svojou podstatou za Ciasto¢ne nenasytend. Vyslednd zlicenina BARAC 8 je dostatocne
stabilnd napr. na chomatografickd separdciu a zdrovent dava 400 ndsobne rychlejSiu reakciu
v porovnani so zdkladnym cyklooktinom OCT 1. Verzia zlucCeniny 8 s exocyklickym
amidom predstavuje latku DIBAC 9, ktord bola nezdvisle publikovand skupinami van

Delfta'® a Popika.'’

i Ning. X.; Guo. J.; Wolfert, M.; Boons, G. J. Angew Chem, Int Ed. 2008, 47, 2253-2255.

12 Stockmann, H.; Neves, A. A.; Stairs, S.; Brindle, K. M.; Leeper, F. J. Chem. Sci. 2011, 2, 932-936.

3 Poloukhtine, A.; Mbua, N. E.; Boons, G.-J.; Popik, V. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 15769-15776.

' Wong, H. N. C.; Garratt, P. I.; Sondheimer, F. J. Am. Chem. Soc. 1974, 96, 5604-5605. Gugel, H.; Meier, H.
Chem. Ber. 1980, 113, 1431-1443.

'3 Jewett, J. C.; Sletten, E. M.; Bertozzi, C. R. J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 3688-3690.

16 Debets, M. F.; van Berkel, S. S.; Schoffelen, S.; Rutjes, F. P. J. T.; van Hest, J. C. M.; van Delft, F. L. Chem.
Commun. 2010, 46, 97-99.

17 Kuzmin, A.; Poloukhtine, A.; Wolfert, M. A.; Popik, V. V. Bioconjugate Chem. 2010, 21, 2076-2085.
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Schéma 2. Prehl'ad Struktir obsahujicich cyklooktinovy fragment vyuZivanych v SPAAC
reakcidch spolu s ich zauzivanymi skratkami a relativnymi rychlostnymi konstantami. OCT —
cyclooctine, MONO - monoflorinated cyclooctine, DIFO — diflorinated cyclooctine, DIMAC
— dimethoxyaza cyclooctine, DIBO — dibenzocyclooctine BARAC — biarylazacyclooctine,
DIBAC - dibenzoazacyclooctine, TMDIBO - tetramethoxydibenzocyclooctine

Na tvorbe stabilnych triazolovych kruhov su zaloZené aj reakcie organickych azidov
s oxanorbornadiénmi (Schéma 3). Prvym krokom je [3+2] cykloadicia, ktorej produkt sa cez
retro-Dielsovu-Alderovu reakciu rozpadd na furdn a pozadovany triazol. Rychlost’ reakcii
tohto typu je porovnatelnd so Staudingerovou ligdciou a SPAAC za pouzitia OCT. Vo
vychodiskovych oxanorbornandiénoch su pritomné dve napité dvojité vizby, pricom reakcia
s nesubstituovanou ma za ndsledok tvorbu neZiadiceho nesubstituovaného triazolu.

Selektivita reakcie mdze byt ovplyvnend aj aktivaciou ndsobnej vidzby norbonandiénu CF;
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skupinou.'® Funkénost’ tejto metédy bola overend naviazanim oxanorbornandiénu na lyzozym
z vajecného bielku cez polyetylénglykolové ramienko. Modifikovany protein potom reagoval

s azido-kumarinom, ¢im ziskal Studovany polypeptid florescenént znacku.

reakcia s touto R1
vézbou je ne2iadt]ca IN
O R .N
cycload|0|a AIA l\\l retro-Diels-Alder R,
\
-N +
CF3 N//" F3C [\l 0]
II R
N 2 2 \\ //
R

Schéma 3. Mechanizmus dvojstupiiovej reakcie oxanorbornandiénmi s azidmi za vzniku

triazolov.

[4+2] Cykloadi¢né reakcie 1,2,4,5-tetrazinov s napidtymi alkénmi zaviedli do

biologickej chémie Fox s kol."

(Schéma 4) Po inverzne elektronovej Diels-Alderovej reakcii
(inverse-electron demand Diels-Alder) vznika bicyklicky intermediét, ktory sa rychlo rozpada
za uvolnenia N,. Fox pouzival diarylsubstituované tetraziny, ktoré su dostatoc¢ne stabilné vo
vodnom prostredi a trans-cyklooktén A ako reaktivny dienofil. trans-Cyklooktén je mozné
fotoizomeraciou pripravit’ z cis-izoméru, ¢im sa o7 radov zv3’/§i jeho reaktivita v D-A
najrychlejsich SPAAC, ¢o umoziiuje robit’ reakcie pri nizSich koncentrdcidch. Obmedzenim
metddy je spitnd fotoizomerizdcia trans-cyklookténu na jeho cis izomér.

Krétko po Foxovi prezentovali Hilderbrand so skupinou podobni pracu s tetrazinmi.”
Namiesto trans-cyklookténu A pouZzili stabilnej$i norbornén B, Co samozrejme viedlo aj
k zniZeniu reaktivity (Schéma 4). Bioortogonalitu reakcie testovali pripojenim norbornénu na
protildtku trastuzumab, ktora sa selektivne viaZze na Her2/neu rastovy faktor premnoZeny pri
niektorych typoch tumoroch prsnika. DLudské rakovinové bunky inkubovali s

modifikovanou protildtkou a potom pridali tetrazinovy derivat s pripojenou florescencnou

sondou. Tymto spdsobom sa im podarilo zobrazit’ rakovinové bunky.

18 yan Berkel S. S.; Dirks A. J.; Debets M. F.; van Delft F. L.; Cornelissen J. J. L. M.; Nolte R. J. M.; Rutjes F. P.
J. T. ChemBioChem 2007, 8, 1504-1508.

' Blackman, M.L.; Royzen, M.; Fox, J. M. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 13518-13519.

* Devaraj, N. K.; Weissleder, R; Hilderbrand, S. A. Bioconjugate Chem. 2008, 19, 2297-2299.
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Dalsiu modifikdciu dienofilu spravil Pipkorn,”' pricom vyuZil vysoko reaktivny
cyklobuténovy kruh nachddzajici sa v molekule C (Schéma 4), ktory sa d4 pripravit
z cyklooktatetraénu a maleinimidu.”® Autori pouZili tito biokonjungdciu na pripojenie
temozolomidu (alkyla¢né lieCivo pouzivané pri agresivnej rakovine mozgu glioblastomua

rakovine koZe - melanému) k bielkovinovému prendsacu, ktory ul'ahlil prechod lieCiva do

jadra bunky.
Ar /N Ar
\&j' N 7 h‘ ﬁs :(l;N tautomerizacia \f = NH
sl Kl NN
Ar Ar

PouZivané napaté alkény'

ﬂb

trans -cyklooktén norbornén

Schéma 4. Bioortogondlne reakcie s vyuzitim Diels-Alderovej reakcie napdtych alkinov A —
C s tetrazinmi.

3.1.5. Priklady vyuzitia DIBO v bioortogonalnych reakciach

Je vyhodné ur¢it Kp hodnoty pre vyvinuté VEGFR-2 inhibitory pomocou Surface
Plasmon Resonance (SPR). SPR metdda je zaloZend na zmene indexu lomu na pevnom
povrchu (zvycajne zlaty €ip), na ktory je imobilizovany skimany protein. Zmena indexu lomu
priamo suvisi s mnozstvom naviazaného ligandu, preto SPR poskytuje excelentni metédu na
priame stanovenie vidzbovej energie. Hlavnym problémom je ukotvenie samotného proteinu
bez jeho poskodenia, na ¢o je idedlne pouzit’ jednu z bioortogonélnych reakcii.

DIBO bolo pouzité pri mnoZstve biokonjungécii napr.:

e Pri znageni nestandardnych nukleotidov biotinovou znackou cez azidocukry,” &o bolo
vyuzité na rozliSenie cytozinu od jeho hydroxymetyl derivatu.
e Pri Activity-Based Protein Profiling Stadie, kde bola click reakcia vyuZitd na spojenie

Specifickej sondy, ktorej viazanie je zavislé na aktivite sledovanych proteinov

A Pipkorn, R.; Waldeck, W.; Didinger, B.; Mueller, G.; Wiessler, M.; Braun, K. J. Pept. Sci. 2009, 15, 235-241.
2 Reppe, W.; Schlichting, O.; Klager, K.; Toepel, T. Justus Liebigs Ann. Chem. 1948, 560, 1-92.
¥ Song, C. X.; Yu, M.; Dai, Q.; He, C. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011, 21, 5075-5077.
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(Activity-Based Probe) a biotinu.** Cldnok porovnéval dspe$nost’ ligicie medzi tromi
cykooktinmi a Staudingerovou reakciou, pricom DIBO dévalo najlepSie vysledky.

e Pri vizualizicii Specidlneho druhu baktérii pomocou biokonjungicie azidom
modifikovaného proteinu lyzostafinu viazuceho sa na bunkovu stenu baktérii s DIBO-
Alexa sondou.”

e Na oznacenie proteinu nitroxidom, ktory bolo nisledne mozné urcit' EPR anal)’/zou.26

e Na prepojenie proteinu s oligonukleotidom.*’

3.1.6. Syntéza DIBO

DIBO je mozné pripravit viacerymi spdsobmi (Schéma 5). Prvy krat ho pripravil
Boons s kolektivom,'' pri¢om vychddzal zo zniameho dibenzocyklookténu 22, dostupného
z fenylacetaldehydu 23 v dvoch syntetikych stupiioch.”® Medziprodukt 22 potom reagoval
s Brp za vzniku derivatu 21, ktory po dvojndsobnej elimindcii HBr pomocou LDA poskytol
cielovi molekulu 6. Intermedidt 22 mdze byt pripraveny slepSim vytazkom aj
z dibenzosuberenénu 19 po rozsireni kruhu za vzniku intermedidtu 20 a jeho ndslednou
redukciou NaBH,. » Alternativnu syntézu DIBO 6 vypracoval Kornmayer s kolektivom.”
Tato metodika vychdzala z komer¢ne dostupného dibenzosuberenénu 19, ktory po adicii Br,
poskytol zliceninu 16 (pripravite'nd aj bromdciou latky 15), z ktorého sa nésledne eliminoval
HBr s NaOH za refluxu v MeOH za vzniku monobrém derivatu 17. Tento po rozsireni kruhu
trimetylsilyldiazometdinom za katalyzy BF;OEt, poskytol medziprodukt 14, ktory bol
zredukovany s DIBAL-om na alkohol 13 a jeho hydroxylova skupina bola chranena cez terc-
butyldimetylsilylovou skupinou. Toto umoZnilo pouZit’ ferc-BuOK na vytvorenie trojitej
vizby v produkte 18. Chraniaca skupina bola nakoniec odstranend pomocou TBAF za vzniku

cielovej molekulu DIBO 6.

Zvan der Linden, W. A.; Li N.; Hoogendoorn , S.; Ruben, M.; Verdoes, M.; Guo, J.; Boons, G.J.; van der Marel,
G. A,; Florea, B. I.; Overkleeft, H. S. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2012, 15, 662-666.

% Potapova, 1.; Eglin, D.; Laschke, M. W.; Bischoff, M.; Richards, R. G.; Moriarty, T. F. J. Microbiol. Methods
2013, 92, 90-98.

26 Kalai, T.; Fleissner, M. R.; Jek, I.; Hubbell, W. L.; Hideg, K. Tetrahedron Lett. 2011, 52, 2747-2749.

2 Khatwani, S. L.; Kang, J. S.; Mullen, D. G.; Hast, M. A.; Beese, L. S.; Distefano, M. D; Taton, T. A. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 2012, 20, 4532-4539.

* Jung, M. E.; Miller, S. J. J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 1984 - 1992.

* Mbua, N. E.; Guo, J.; Wolfert, M. A.; Steet, R.; Boons, G. J. ChemBioChem 2011, 12, 1912 - 1921.

% Kornmayer, S. C.; Rominger, F.; Gleiter, R. Synthesis 2009, 15, 2547-2552.
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Schéma 5. R6zne sposoby pripravy DIBO (6) opisané v literature.

2.2. Angiogenéza a jej inhibicia

3.2.1. Uvod

Angiogenéza je proces novotvorby ciev z povodného cievneho systému. Endotelidlne
bunky, ktoré pokryvaji vnuitornd stranu ciev, sa aktivujui, odputavaju od povrchu, migruji
a proliferuji, pricom tvoria nové cievne vyrastky.”' Prirodzend angiogenéza nastiva poas
ovuldcie, reprodukcie a hojenia rdn. Za tychto fyziologickych podmienok je angiogenéza

stimulovand mnoZstvom endogénnych molekul, ako napr. rastové faktory (VEFG A), adhézne

3! Risau, W. Nature 1997, 386, 671-674.

18



faktory (integriny, cadheriny), proteindzy (MMPs), mimobunkové proteiny matrixu
(fibronectiny, kolagény), transkripéné faktory a signdlne molekuly (PKA, mTOR, COX-2).
Fyziologickd angiogenéza je vysoko kontrolovand rovnovdhou medzi proangiogenickych
a antiangiogenickych faktormi.”> Chybnd reguldcia angiogenézy je pric¢inou mnohych
ochoreni ako napr. zdpal sietnice, artritida, endometri6za, arteroskleréza a rakovina.> Bolo
dokdzané, Ze rast primdrnych tumorov a ndslednych metastiz je zdvisly na alngiogenf’:ze.34 Na
to aby mohol tumor narast’ na velkost' vacSiu ako 1-2 mm, potrebuje nové krvné kapilary
zabezpecujice prisun Zzivin aodvod metabolitov. Hypoxické podmienky wvnitri tumoru
stimuluji uvolfovanie proangiogénnych faktorov z buniek tumoru, ktoré su v blizkosti
existujiceho cievneho systému, atym spustaji angiogenézu, ¢o vedie k tvorbe novych
kapilar smerujicich k tumoru.”> V takejto situdcii dochddza k vaskulogenéze, t.j. procesu,
kedy sa pritahuji do okolia tumoru aj endotelidlne progenitorové bunky z kostnej drene,
diferencuji sa na endotelidlne bunky a zicCastiiuji sa neovaskularizdcie ischemického

rakovinového tkaniva.>®

3.2.2. VEGF receptory

Vroku 1989 Ferara s kolektivom publikoval primarnu sekvenciu peptidu VEGF
(neskdr nazyvanym aj VEGF-A), ktory vyrazne stimuluje endotelidlne bunky.’’ Nasledné
Stidie ukazali, Ze tento rastovy faktor je u¢inny angiogenicky stimuldtor patriaci do rodiny
piatich homodimérnych glykoproteinov VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, arastovy
faktor placenty (PIGF).

Clenovia rodiny VEGF si viazané troma rdznymi ale Struktirne podobnymi
receptormi (VEGFR), ktoré maji tyrozin kindzovu aktivitu. VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2
(Tudsky KDR alebo Flk-1) dolezity pri aktivacii endotelidlnych buniek a angiogenézy a
VEGFR-3, ktory sa uplatiiuje vaskulonegenéze. Bolo dokazané, Ze proteosyntéza VEGFR-3

stvisi s roz§irovanim rakovinovych buniek do lymfatickych uzlin.*®

32 Ferrara, N. Oncologist 2004, 9, 2—10.

3 Potente, M.; Gerhardt, H.; Carmeliet, P. Cell 2011, 146, 873-887.
3 Folkman, J. N. Engl. J. Med. 1971, 285, 1182-1186.

» Kerbel, R. S. Carcinogenesis 2000, 21, 501-515.

36 Sharpe, E. E.; Maupin, A. B.; Teleron, A. A.; Pyle, A. L.;Carmeliet, P.; Young, P. P. FASEB J. 2006, 20,
1495-1497.

37 Leung, D. W.; Cachianes, G.; Kuang, W. J.; Goeddel, D. V.; Ferrara, N. Science 1989, 246, 1306-13009.
3 Stuttfeld, E.; Ballmer-Hofer, K. IUBMB Life 2009, 61, 915-922.
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Expresia VEGFR-1 je sustredend do vaskularnych endotelidlnych buniek, ale receptor
je tiez pritomny v neendotelidlnych bunkich ako napr. monocytoch, makrofdgoch a vo
vaskularnych bunkach hladkého svalstva. Bolo dokdzané, Ze VEGFR-1 sprostredkiva
migraciu monocytov, prezitie krvotvornych kmenovych buniek auvolfiovanie rastovych
faktorov z pecefiovych endotelidlnych buniek.”” Presnd funkcia VEGFR-1 je stile predmetom
vyskumu a v stcasnosti sa veri, Ze primdrne sliZi ako pasca na VEGF-A, ¢im moduluje jeho
dostupnost’ pre iné receptory, hlavne pre VEGFR-2.% Napriek tomu bolo ukdzané, Ze
VEGFR-1 zohrdva ddleziti tdlohu v angiogenéze niektorych tumorov ako aj pri rozvoji
artritidy a arteroskler6zy.*!

VEGFR-2 viaze VEGF-A s 10 krdt menSou afinitou ako VEGFR-1, napriek tomu
predstavuje hlavny reguldtor angiogenézy, kvoli jeho intenzivnej tyrozin kindzovej aktivite.*
VEGFR-2 sa nachddza na povrchu vaskuldrnych endotelidlnych bunniek atiez v
krvotvornych kmeniovych bunkdch. VEGFR-2 je produkovany v nadbytku pri viacerych
zhubnych ochoreniach ako napr. rakovina vajenikov a §titnej zl'azy.*

VEGFR-3 je aktivovany prostrednictvom VEGF-C a VEGF-D* a stvisi s budovanim
a udrziavanim lymfatického systému. Jeho nadexpresia koreluje so zvySenou tvorbou

metastdz a krat$im prezivanim pacientov.®

3.2.3. Struktdra VEGFR

VEGF receptory pozostdvaju z extraceluldrnej cCasti tvorenej siedmimi doménami
viazucimi VEGF. Cez jeden transmembrdnovy segment je napojend vnutrobunkova cast
receptoru, ktord je rozdelend na juxtamembrianovy segment (JM), tyrozin kindzovi doménu
a chvost obsahujici C-koniec. Naviazanie VEGF spdsobuje dimerizaciu receptorov, ktora
vyusti k autofosforyldcii a aktivacii samotnej kindzy. Aktivna forma kindzy fosforyluje
Specifické tyrozinové zvySky na proteinoch niZSieho stupiia signdlnej kaskdady. Tento

mechanizmus vedie k spusteniu enzymatickych procesov asigndlnych drdh ako napr.

3 Mabharaj, A. S.; Saint-Geniez, M.; Maldonado, A. E.; D’ Amore, P. A. Am. J. Pathol. 2006, 168, 639-648.

*Rahimi, N. Front. Biosci. 2006, 818-829.

4 Carmeliet, P.; Moons, L.; Foidart, J. M.; Schaper, W.; Jones, D. S.; Hicklin, D. J.; Herbert, J. M.; Collen, D.;
Persico, M. G. Nat.Med. 2001, 7, 575-583.

42 Waltenberger, J.; Claesson-Welsh, L.; Siegbahn, A.; Heldin, C.H. J. Biol. Chem. 1994, 269, 26988-26995.

43 Rodriguez-Antona, C.; Pallares, J.; Montero-Conde, C.; Inglada—Pe/rez, L.; Casco n, A.; Lerma, E.; Martin,
M. C.; Carralero, M. C.; Mauricio, D.; Cigudosa, J. C.; Matias-Guiu, X.;Robledo, M. Cancer 2010, 17, 7-16.

*Koch, S.; Tugues, S.; Li, X.; Gualandi, L.; Claesson-Welsh, L. Biochem. J. 2011, 437, 169-183.

* Achen, M. G.; Mann, G. B.; Stacker, S. A. Br. J. Cancer 2006, 94 1355-1360.
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p38/MAPK, Raf/MEK/ERK a PI3K/PKB.*® Aktivita VEGF receptorov je prisne regulovand
rovnovihou medzi fosforyldciou a defosforyldciou cez r6zne protein tyrozin fosfalta’lzy.47

VEGFR-2 je jedinym z receptorov VEGF, pre ktory bola kryStalograficky rozlistena
jeho priestorova Struktira. Tyrozin kindzovd doména VEGFR-2 ma Struktiru dvoch lalokov
typicku pre vSetky protein kindzy. Aktivne miesto sa nachddza medzi dvoma lalokmi. Ako
viacSina protein kindz aj VEGFR-2 podlieha dvom charakteristickym konformac¢nym
zmenam.*® Prvy predstavuje prechod medzi aktivnymi a neaktivnymi stavmi kindzy a zahfna
zmeny v pozicii aC helixu v N-laloku a v konformdcii aktivacného segmentu v C-laloku.
(Obrazok 1) Druhy typ konforma¢nych zmien nastava pri samotnej fosforylacii proteinového
substratu, ked sa laloky vzhl'adom na seba hybu, ¢im sa otvara a zatvara Strbina. Tymto
pohybom prechddza enzym cez svoj katalyticky cyklus.

Mensi lalok s N-koncom obsahuje prevazne Struktiru antiparalelne skladaného listu.

koncom, ktory je tvoreny najmé a-helixami, obsahuje katalyticku slucku a aktivacny segment.
V aktivovanej forme Lys868 tvori i6onovy par s a- a - fosfatmi ATP a s Glu885 z aC helixu.
V neaktivnom enzyme bez ATP sa Lys868 viaze na aktivacny segment aje d’aleko od
Glu885. Najvicsie zmeny v C-laloku st v aktivacnej slucke, ktord zacina medzi kindzami
konzervovanou DFG (AspPheGly) sekvenciou.” V aktivnej, nazyvanej aj DFG-in, forme
viaze aspartit kationy horcéika, ktoré potom koordinuji B ay fosfity ATP, sicasne je
fenylalanin z DFG slucky umiestneny (in) v hydrofébnom vrecku pod aC helixom. Neaktivna
konformécia (DFG-out) je dosiahnuta rotdciou spominaného fenylalaninu do ATP-vidzobného
miesta, ¢im znemoZznuje naviazaniu sa ATP. Kvodli existencii aktivnej a neaktivnej formy
enzymu je mozné vyvijat' viacero typov inhibitorov. Niektoré sitazia s ATP o vidzbové

miesto a iné stabilizujd neaktivnu konformaciu.™

46 Morabito, A.; De Maio, E.; Di Maio, M.; Normanno, N.; Perrone, F. Oncologist 2006, 11, 753—-764.

4 Kappert, K.; Peters, K. G.; Bohmer, F. D.; Ostman, A. Cardiovasc. Res. 2005, 65, 587—-598.

* Kornev, A. P.; Haste, N. M.; Taylor, S. S; Eyck, L.F. Proc.Natl. Acad. Sci. USA 2006, 103, 17783-17788.
* Regan, J. J. Med. Chem. 2003, 46, 4676.

% Dietrich J. Bioorg. Med. Chem. 2010, 18, 5738-5748.
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aC helix

} C-lalok

Aktivacny segment

Obrazok 1. Struktira protein kinizy VEGFR-2 pripravena na zdklade 20H4 pdb stiboru.

3.2.4. Inhibicia VEGFRs

Inhibicia VEGF alebo jeho receptorov je atraktivny pristup lie€enia réznych ochorent,
primdrne tumorov. Bolo dokdzané, Ze inhibitory tyrozin kindzovych casti VEGFRI1-3,
spomal’ujice angiogenézu alebo lymfangiogenézu, vykazuji protirakovinovd aktivitu.
ZvycCajne ide o malé syntetické molekuly viaZice sa do ATP vidzbového miesta protein
kinazovej domény.5 ! Podobnost medzi VEGF receptormi spdsobuje, 7e inhibitory Gasto krét
ucinne ovplyviuju viac ako jeden receptor. Nedostatok selektivity je v tomto viac vyhoda ako
nevyhoda, pretoZze sa ukdzalo, Ze na prevenciu proti metastizam je potrebnd inhibicia
vsetkych ¢lenov rodiny VEGF receptorov. NavysSe niekol’ko klinicky zavedenych lie€iv nie sd
selektivne inhibitory VEGFRs a ukazuji zna¢nu afinitu aj k inym tyrozin kindzam podobnym

VEGEFR, ¢o ich robi multikindzovymi inhibitormi. Tymto sp6sobom su narusené hned’ viacere

I Boyer, S. Curr. Top. Med.Chem. 2002, 2, 973-1000.
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biologické dréhy dolezité pre rast tumoru a metastdz.”> NavySe hypoxické prostredie vyvolané
inhibiciou VEGFRs moZe spustit’ iné proangiogenické mechanizmi, ktoré mozu byt takymto
spdsobom potlacené.

Terapie zaloZzené na antiangiogénnych liekoch by mali byt menej toxické ako
konven¢nd chemoterapia, pretoze angiogenéza je proces zvyCajne obmedzeny na rastice
tumory. Vyhodou je aj vacSia geneticka stabilita cielovych endotelidlnych buniek v porovnani
s labilnymi bunkami tumoru.”® Tento typ lie¢iv by mal byt potom menej citlivy na muticie
spdsobujtice rezistenciu.

Inhibicia angiogenézy so sebou prindSa niekol’ko problémov. Zakrpateny cievny
systém sice inhibuje rast tumoru, ale na druhej strane spdsobuje aj zniZeny pristup
konvenénych lietiv k tkanivu tumoru.”* Niekolko §tdii upozornilo na moznost, ¢ VEGFR
inhibitory mdzu spudstat’ tvorbu metastdz ,,vyhdianim* rakovinovych buniek z hypoxického
tumoru, preto niektoré typy rakoviny sa po vyvinuti rezistencie stdvaju viac invazivne

a spOsobuji rozvoj metastického ochorenie.™

3.2.5. Schvalené antiangiogénne lieciva

Sorafenib 24 (Nexavar, Schéma 6) je bisarylmocovinovy multikinazovy inhibitor.
Inhibuje VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR(, c-Kit a Raf.’® Je jedinym schvalenym lie¢ivom
schopnym zniZzovat aktivitu Raf, dolezitého reguldtora pri deleni buniek, kvoli ¢omu sa
okrem karcinému Fadvin (Renal Cell Carcinoma, RCC) pouZiva aj pri rakovine pecene.”’

Pazopanib 25 (Votrient, Schéma 6) je ucinny inhibitor vSetkych VEGFRs. Jeho
chemickd Struktira obsahuje pyrimidin-2,4-diaminovy skelet substituovany indazolom a 2-
metylbenzénsulfénamidovou skupinou. V roku 2009 bol schvdleny FDA na liecbu RCC

a vr. 2012 na liecbu sarkému jemnych tkaniv.

52 vy, S. P.; Wick, J. Y.; Kaufman, B. M. Nat. Rev. Clin. Oncol. 2009, 6, 569-579.

53 Kerbel, R. S. Science 2006, 312, 1171-1175.

3% Carmeliet, P.; Jain, R. K. Nat. Rev. Drug Discovery 2011, 10, 417-427.

>3 Rapisarda, A.; Melillo, G. Nat. Rev. Clin. Oncol. 2012, 9, 378-390.

36 Wilhelm, S.; Carter, C.; Lynch, M.; Lowinger, T.; Dumas, J.; Smith, R. A.; Schwartz, B.; Simantov, R.;
Kelley, S. Nat. Rev. Drug Discovery 2006, 5, 835-844.

3T Woo, H. Y.; Heo, J. Exp. Opin. Pharmacother. 2012, 13, 1059-1067.
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Vandetanib 26 (Caprelsa, Schéma 6) inhibuje VEGFR-2, VEGFR-3, EGFR a RET.”
Je to derivat anilinochinazolinu s bazickym postrannym ret'azcom zvySujicim rozpustnost’ vo
vode. Pouziva sa na lie¢bu rakoviny $titnej zZl'azy, pri ktorej dochddza k nadexpresii RET-u.

Sunitinib 27 (Sutent, Schéma 6) je multikindzovy inhibitor sindol-26novym a
pyrolovym heterocyklom a rozpustnost’ modulujicim tercidlnym aminom. Inhibuje VEGFR-
1, VEGFR-2, PDGFRp ainé kindzy ako napr. FLT3. V roku 2006 bol schvdleny FDA na
lie€bu RCC a gastrointestindlneho stromélneho tumoru (GIST).

Axitinib 28 (Inlyta, Schéma 6) je indazolovy multikindzovy inhibitor vyvinuty vo

firme Pfizer. Je aktivny na VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR a c-Kit.>> V roku 2012

bol schvédleny FDA na pouZitie pri RCC po netspesnej lieCbe inymi liecivami.

/Cﬁ

et
O T O

Me NH2
sorefenib 24 pazopanib 25
F Br o N\/
Me N/\/
HN H
MeO Sy /\ y
N e

| F /N s

(@] N 0
Me” N Me

vandetanib 26 sunitinib 27 axitinib 28

Schéma 6. Struktiry antiangiogénnych lie¢iv inhibujiicich VEGFRs schvélenych v FDA.

58 Morabito, A.; Piccirillo, M. C.; Costanzo, R.; Sandomenico, C.; Carillio, G.; Daniele, G.; Giordano, P.; Bryce,
J.; Carotenuto, P.; La Rocca, A.; Di Maio, M.; Normanno, N.; Rocco, G.; Perrone, F. Drugs Today 2010, 46,
683-698.

* Ho, T. H.; Jonasch, E. Future Oncol. 2011, 7, 1247-1253.
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3.3. Vyutzitie derivatov 1,2,3-triazolu v medicinskej chémii

3.3.1. Uvod

1,2,3-Triazol sa od objavenia med’ou katalyzovanej cykloadicie organickych alkinov
a azidov (CuAAC)® stile viac objavuje v Struktirach novych biologicky aktivnych zli&enin.
CuAAC umoziiuje rychly pristup krdéznorodym Struktiram, vzhladom na dostupnost’
skupin. Triazolovy kruh moZe v idedlnom pripade mat okrem funkcie premostenia aj
farmakoférické vlastnosti. Dusiky na triazole mdzu slizit’ ako akceptory vodikovych vizieb
a aromatické vlastnosti kruhu poskytuju rozne typy m-interakcii (n-katién, m-m, m-G), navysSe

triazolova skupina moZe byt bioizostérom peptidove;j v'aizby.60

3.3.2. Syntéza

V sicasnosti existujui tri sposoby pripravy 1,2,3-triazolového kruhu, pricom vSetky st
zalozené na [3+42] cykloadicii derivatov organickych alkinov a azidov. (Schéma 7) Prvy
predstavuje termickud cykloadiciu a bol objaveny Huisgenom este v 60-tych rokoch minulého
storodia.'

Problém vysokej teploty a vzniku zmesi regioizomérov bol prekonany spominanou
CuAAC. Pri Cu(l) katalyze vznikaju za labolatoérnej teploty z termindlnych alkinov vylucne
anti-1,4 regioizoméry. Ako zdroje katalytickej medi mdézu byt pouzivané med’né halogenidy
(CuCl, CuBr, Cul), soli organickych kyselin (CuAc, CuOOCPh), alebo med moZe byt
generovand in situ z CuSO;, a askorbdtu sodného. Vyhodou generovania Cu(l) in situ je Ze sa
modze pouzit nadbytok redukéného Ccinidla, ¢o zabranuje oxidaénému znehodnocovaniu
katalyzatora. Reak¢éné prostredie zvycCajne tvori zmes organickych rozpustadiel (MeOH,
EtOH, i-PrOH, terc-BuOH, DMSO, DMF, AN) s vodou. V niektorych pripadoch je na
zvySenie vytazku potrebné pridat’ bazicky ligand ako napr. DIPEA alebo TEA.*!

Na selektivnu pripravu syn-1,5 disubstituovanych 1,2,3-triazolov bola vypracovana
metdda zaloZend na ruténiovych katalyzatoroch. Mechanizmus RuAAC je odliSny vzhl'adom

na to, Ze je takto katalyzovand aj reakcia s disubstituovanymi acetylénmi. V koordinac¢ne;j

60 Bock, V. D.; Speijer, D.; Hiemstra, H.; Van Maarseveen, J.H. Org. Biomol. Chem. 2007, 5, 971-975.
o1 Meldal, M.; Tornge, Ch. W. Chemical Reviews 2008, 108, 2952-3015.
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sfére ruténia sa zvyCajne nachddza rdzne substituovany cyklopentadiénovy kruh spolu

s ligandmi ako su napr. PPhs a Cr.%

R R
A N-N -N
Il / + / R1
Ry
. R,
R1—_ /N
+ Cu(l N
W
Ry—N=N*:N- 1,4 régioizomér
R1
Rz
Ru N-N

Il R
Nf oo
1,5 régioizomeér

Schéma 7. Zname spOsoby pripravy substituovanych 1,2,3-triazolov z derivatov organickych

azidov a acetylénov.

3.3.3. Priklady vyuZitia derivatov triazolu pri vyvoji bioaktivnych molekul

Vyhodné vlastnosti triazolu boli vyuZité napr. pri vyvoji arylsulfénamidovych
inhibitorov karbonicke;j alnhydra’lzy,63 analogov zenavimiru,** B-D glukopyranozylovych
inhibitorov glukozidazy ® a inhibitorov histén deacetylazy.®

KniZnica zlicenin obsahujicich triazolovy kruh bola pouzitd aj na inhibiciu VEGF
receptorov.’” Autori pripravili 25 derivitov (Schéma 8), ktorych zikladny skelet bol
navrhnuty ako anal6g znamych inhibitorov. Aromaticky kruh Ar' bol rozne substituovany
(napr.: -Cl, -CF;, -COCF;, -Me, -iPr, -tBu) a v pripade Ar? pouzivali heteroaromatické kruhy
(pyridyl, piperidyl, chinolinyl, imidazoyl). Ako najlepSia kombindcia sa ukdzal byt derivat
kombinujici Ar': 3-CF3-(C6H4), Ar’: pyrid-4-yl, ktory mal aktivitu v enzymatickych testoch

62 Xinguo, L. Z.; Xue, C. P.; Sun, H. H. Y.; Williams, I. D.; Sharpless, K. B.; Fokin, V. V; Jia, G. J. Am. Chem.
Soc. 2005, 127, 15998-15999.

63 Wilkinson, B. L.; Bornaghi, L. F.; Houston, T. A.; Innocente, A.; Supuran, C. T.; Poulsen, S. A. J. Med.
Chem. 2006, 6539-6548.

4 Li, J.; Zheng, M.; Tang, W.; He, P. L.; Zhu, W.; Li, T.; Zuo, J. P.; Liu, H.; Jiang, H. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2006, 49, 5009-5013.

% Dedola, S.; Hughes, D. L.; Nepogodiev, S. A.; Rejzek, M.; Field, R. A. Carbohydr. Res. 2010, 345, 1123-
1134.

% Chen, P. C.: Patil, V.; Guerrant, W.; Green, P.; Oyelere, A. K. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 4839-4858.

67 Kiselyova, A. S.; Semenovab, M.; Semenov, V. V. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2009, 17, 1344-1348.
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51 nM pre VEGFR-2 a 66 nM pre VEGFR-1 a pri testoch na bunkovych liniach 96 nM pre
VEGFR-2.

R\@\/ Me,NCH(OMe), R N NMez 51y
DMF, reflux, 40 h AN, reflux, 48 h
NO,

090, NO, 56-84%
R-H, CI, CF, 79-92%
N=N
N=N 1. Fe, ACOH, reflux, 6 h R s N=Af1
R s N=Ar" 2. ArPCHO, reflux, iPrOH, 5 min,
3. NaBH4, iPrOH NH
NO
‘ 51-72% (a2

Schéma 8. Sposob pripravy jednotlivych triazolovych ¢lenov kniznice inhibitorov VEGFR.

NajzaujimavejSou aplikdciou vo vyuZivani triazolového kruhu tvori Sharplessova in
situ click chémia, ktord vyuZiva samotni cielovi biomakromolekulu pri riadeni procesu
vyberu asyntézy aktivnych molekdl. In situ click chémia prindSa dplne novy pristup
k hl'adaniu vhodnej kombinécie vstupnych fragmentov, bez nutnosti pripravy a testovania
vel'’kého mnoZstva zlicenin.

Sharpless ukdzal Gc¢innost’ metédy spdjanim fragmentov, o ktorych bolo zndme, Ze sa
viaZu na r6zne miesta acetyl-cholin esterdzy (AChE) cez r6zne dlhé alifatické ramienka.
Vytvoril kniZnicu pozostdvajicu z takrinovych a fenantridiniovych derivatov. (Schéma 9)
KniZnica fragmentov bola inkubovand s AChE a vyslednd zmes bola analyzovand pomocou
HPLC-MS porovndvanim so Standardmi ziskanymi termickou cykloadiciou. Touto metédou
dokézal vyselektovat dosial’ najpotentnejsi inhibitor (TZ2 + PA6) AChE s femtomolarnou
aktivitou.”® Predpokladand tloha AChE ako templdtu bola potvrdend kovalentnym aj
nekovalentnym blokovanim aktivneho miesta enzymu, pri ktorom sa vznik triazolového
produktu nepozoroval. NavySe cykloadicny produkt vznikal priblizne v ekvimoldrnom

mnozstve s AChE enzymom, ¢o naznacuje, Ze vzniknuty produkt je G¢inny inhibitor.

o8 Manetsch, R.; Krasinski, A.; Radi¢, Z.; Raushel, J.; Taylor, P.; Sharpless, K. B.; Kolb, H. C. J. Am. Chem.
Soc. 2004, 126, 12809-12818.
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HN HN .

(CH2)n —N3 (CHp)n ——
TZn (n=2-6) TAn (n=1-3)

PZn (n=6-8) PAn (n=2-6)

Schéma 9. In situ click kniznica takrinovych (T) a fenantridiniovych (P) derivitov s rdzne

dlhymi (n) alifatickymi ramienkami s azidovym (Z) alebo alkinovym (A) zakon¢enim.

3. Experimentalna ¢ast’

3.1. Syntéza a testovanie reaktivity dibenzocyklooktinolu - DIBO 6

Pripraval0,11-dibrom-10,11-dihydrodibenzo[a,d]cykloheptén-5-6nu (16)

O O
4 mol ekv Br,
VGV as
15 74% 16
Br Br

Experimentalny postup: Do mieSaného roztoku 3.20 g (15.40 mmol, 1.00 mol ekv)
dibenzosuberénu 15 v 40 ml CCly sme prikvapkali 3.2 ml (9.90 g, 62.00 mmol, 4.00 mol ekv)
Br,. Reakénd zmes sme mieSali pri RT, pricom pocas reakcie z nej vypadéval krystalicky
produkt 16. Po 36 h sme kryStaly produktu odfiltrovali a premyli ¢istym CCly Produkt sme
susili pomocou RVO a HV. Ziskali sme 4.12 g (11.6 mmol) produktu 16, ¢o predstavuje 74.0

% vytazok. Experimentalny postup sme prebrali z 1it®™.

% van Der Stelt, C.; Harms, A. F.; Nauta, W. Th. J. Med. Chem., 1961, 4, 335-349.
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0]

74%
19

O
2 mol ekv Br,
OQO CHCI3, RT, 18 h 0.0
Br Br 16

Experimentalny postup: Do miesaného roztoku 2.00 g (9.70 mmol, 1.00 mol ekv)

dibenzosuberenénu 19 v 30 ml CHCI; sme prikvapkali 1 ml (3.10 g, 18.40 mmol, 2.00 mol

ekv) Br,. Reakénd zmes sme miesali pri RT, priCom pocas reakcie z nej vypadaval krystalicky

produkt 16. Po 18 h sme krysStaly produktu odfiltrovali a premyli ¢istym CHCls Produkt sme

susili pomocou RVO a HV. Ziskali sme 2.65 g (7.24 mmol) produktu 16, Co predstavuje 74.4

% vytazok. Experimentilny postup sme prebrali z lit.*

M.p.: 193.0-195.0 °C [CCl4], zltohneda krystalick4 latka

T T
7.5 7.4 PPM

'H-NMR (300 MHz, CDCls, JD 05-11.fid): §8.09 (dd,
2H, J(3,4) = 7.7 Hz, J(2,4) = 1.7 Hz, H-C(4)), 7.57 (ddd,
2H, J(1,2) = J(2.,3) = 7.4 Hz, J(2.4) = 1.7 Hz, H-C(2)),
7.50 (ddd, 2H, J(3,4) = 7.7 Hz, J(2,3) = 7.4 Hz, J(1,3) =
1.6 Hz, H-C(3)), 7.40 (dd, 2H, J(1,2) = 7.4 Hz, J(1,3) =
1.6 Hz, H-C(1)) 5.80 (s, 2H, H-C(11)).

Spektrd zhodné s literatiirou.>

T T T T T T T
1 0PPM

Br

0

8.09 (7.7, 1.7)

L

7.40 (7.4, 1.6)

Br 16

cDCl,
300 MHz

7.50 (7.7, 7.4, 1.6)
7.57 (7.4,7.4,1.7)

JD05-11
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Priprava 10-brém-5H-dibenzo[a,d]cvkloheptén-5-6nu (17)

O 0
O O 5 mol ekv NaOH O O
. MeOH, reflux, 18 h Q
99%
Br Br16 ° Br 17

Experimentalny postup: Do roztoku 2.00g (5.50 mmol, 1.00 mol ekv) dibrémovanej
zluceniny 16 v 65 ml MeOH sme pridali 1.10 g NaOH (27.5 mmol, 5.00 mol ekv). Reak¢nu
zmes refluxovali pocas 18 h. Po ochladeni z roztoku vypadla biela zrazenina. MeOH sme
odparili za zniZeného tlaku a pevny zvySok sme rozpustili v 50 ml zmesi DCM / H,O (1/ 1).
Organicki fazu sme oddelili a vodnu fazu extrahovali 3 x 15 ml DCM. Spojené organické
fazy sme susSili nad Na,SO,. Po odpareni rozpustadla sme dostali 1.55 g (5.43 mmol, 98.7 %)
surového produktu 17, ktory sme bez dalSieho Cistenia pouzili do nasledujicej reakcie.

Experimentalny postup sme prebrali z lit.*

M.p.: 105.3 - 107.5 °C [DCM] bledozlta krystalickd latka.

T T —7rT— T 7T T T 7T T T T T
8 7 6 5 4 PM

T T T d
T 76 75 PRI
T T T T T T T T T
1 P

”MJLJ 1 l J i L

"H-NMR (300 MHz, CDCl;, JD14-11.fid): §8.15 (dd, CDCl,
o 300 MHz
1H, J=8.0 Hz, /= 1.2 Hz, H-Ar), 7.93 (m, 2H, H-Ar), 8.15 (8.0, 1.2)
7.93
7.79 (s, 1H, H-C(11)), 7.50-7.68 (m, 4H, H-Ar), 7.43 (m, CQO o 88 (m)
7.43 (m)
1H, H-Ar). Br 779 49
JD14-11
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Spektra zhodné z literatdrou.™

Priprava bromdibenzol[a, e]cyclooktén-5(6H)-6nu (14)

o o)
O O 1.50 mol ekv TMSCHN, O O
1.50 mol ekv BF3 . Et,0 I
17 DCM, 0 °C, 12 h ‘ 14
Br 34 % Br

Experimentalny postup: 2.63 ml (5.26 mmol, 1.50 mol ekv) TMSCHN, (2M roztok
v hexdnoch) sme priddvali v priebehu 3 h kroztoku 1.00 g (3.51 mmol, 1.00 mol ekv)
zliceniny 17 a 670 ul (750 mg, 5.26 mmol, 1.50 mol ekv) BF; . Et;0 v 50 ml DCM abs pod
Ar atmosférou vychladenému na 0 °C. Po 18 h sme reakéntd zmes premyli vodou a vodnud
fazu extrahovali 3 x 10 ml DCM. Spojené organické vrstvy sme suSili nad Na,SO4 a DCM
sme nésledne odparili. Surovy produkt sme Cistili FLC chromatografiou v zmesi EA / Hex (1 /
20). Vysledny produkt sme krysStalizovali z EA a ziskali 357 mg (1.19 mmol, 34.1 %)

produktu 14. Experimentalny postup sme prebrali z 1it.*

M.p.: 151.5 - 153.6 °C [EA], bezfarebna krystalicka latka.

T T T T T T T T T
8.1 5.0 79 7.8 77 78 7.5 74 73 FPM

T
] PRI

4‘4 4'3 4'2 4" 4‘
J{ J JL_J " A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 1 PPM
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"H-NMR (300 MHz, CDCl;, JD23-11.fid): §8.07 (dd,
IH, J = 8.0, 1.5 Hz, H-Ar), 7.58 (s, 1H, H-C(11

alebol2)), 7.42 - 7.54 (m, 2H, H-Ar), 7.21 - 7.34 (m,
5H, H-Ar), 4.38 (d, 1H, Jeem = 13.3 Hz, H-C(6)), 3.91 (d, -|- s

: 14
1H, Jeem = 13.3 Hz, H-C(6)). Br

cDCl,
300 MHz

4.38(13.3), 3.91 (13.9)

8.07 (8.0, 1.5)
7.42 -7.54 (m)
7.21 -7.34 (m)

JD23-11

Spektra zhodné s literattrou.™

Priprava brom-5,6-dihydrodibenzola,e]cyclooktén-5-olu (13)

) HO

O O 1.20 mol ekv DIBAL O O
_’_ DCM, -78 °C az RT _|_
18 h, 92 %
14 ; 1
Br Br 3

Experimentalny postup: Do miesaného roztoku 150 mg (0.50 mmol, 1.00 mol ekv) 14 v 10
ml DCM abs sme za chladenia (N; (1) / iPrOH) naraz pridali 0.6 ml (0.6 mmol, 1.20 mol ekv)

1.0 M roztoku DIBAL-u v DCM. Reak¢nu zmes sme potom nechali ohriat’ na RT a pri tejto

teplote ju miesali 18 h. (V pripade Ze podl'a TLC analyzy tam ketén 14 este bol, pridali sme

d’alsi ekvivalent DIBAL-u) Ak sme na TLC uZz nepozorovali pritomnost’ vychodiskového

keténu 14, reakciu sme ukoncili pridanim nasyteného roztoku NH4Cl a 1.0 M HCI. Organickud

fazu sme oddelili a vodnu extrahovali 3 x 5 ml DCM. Spojené organické fazy sme vysuSili

staitim nad Na,SO4. Po odfiltrovani suSidla sme prchavé podiely odparili pomocou RVO.

Surovy produkt sme precistili FLC s elu¢nou zmesou EA / Hex (1 / 4). Ziskali sme 138.5 mg

(0.46 mmol, 92 %) produktu 13. Experimentalny postup sme prebrali z lit.*
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T T T T T T
5.28 5.26 5.24 5 5.20 518 5.16 PP
7.45 7.40 7.35 7.30 7.5 7.20 715 710 7.05 T.00FFM ‘I/\LLL_L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7 6 5 4 3 2 1 0 PPM

'H-NMR (300 MHz, CDCls, JD57-12.fid): §7.39 (s, oW
HO 343 (13.7,7.7) 300 MHz
IH, H-C(11 alebo 12)), 7.27 - 7.35 (m, 2H, H-Ar), (5200370} 327(137,03
7.27-7.35(m)
7.06 - 7.16 (m, 5H, H-Ar), 7.03 - 6.97 (m, 1H, H-Ar), rao-7i0m
5.20 (dd, 1H, J(5,6) = 9.3 Hz, J(5.6) = 7.7 Hz, H- R
C(5)), 3.43 (dd, 1H, Jyun = 13.7 Hz, J(5,6) = 7.7 Hz, H- e

C(6)), 3.27 (dd, 1H, J,.n = 13.7 Hz, J(5,6) = 9.3 Hz, H-C(0)).

Spektrd zhodné s literatiirou.*

Priprava dibenzocvyklooktinolu (DIBO, 6)

HO HO
O O 4.0 mol ekv LDA 0.0
_’_ THF, RT 05h _

B 13 9% DIBO 6

Experimentalny postup: Do miesaného roztoku 100.0 mg (0.33 mmol, 1.00 mol ekv)
vychodiskového alkoholu 13 v 5 ml THF abs sme po¢as 5 min pri RT prikvapkali 1.66 ml
(1.33 mmol, 4.00 mol ekv) Cerstvo pripraveného 0.8 M roztoku LDA v THF. Po 30 min sme
reakciu ukoncili pridanim vody. Vzniknutd zmes sme extrahovali 3 x 5 ml DCM a spojené

organické fazy sme suSili pomocou Na,SOs. Nasledne sme odfiltrovali suSidlo, odparili

33



rozpustadld a surovy produkt sme precistili pomocou FLC v zmesi EA / Hex (1 / 3). Ziskali

sme 57.7 mg (0.26 mmol, 79 %) produktu. Experimentalny postup sme prebrali z 1it.30

3.15 310 3.05 3.00 2985 PPM
77 76 75 T4 73 PPM
e " A M M«AA__J JL
3 2

T T T T T T
1 PPM

'H-NMR (300 MHz, CDCl3, JD0805-13.fid): 57.75 . cocr,
(m, 1H, H-Ar), 7.27 - 7.47 (m, 7H, H-Ar), 4.64 (m, HO 3.1 (147,2.3), 300 MHz
IH, H-C(5)). 3.11 (dd, 1H, Jy, = 14.7 Hz, J(5.6) = 294 (147,38)

2.3 Hz, H-C(6)), 2.94 (dd, 1H, J,0, = 14.7, J(5.6) = o
3.8 Hz, H-C(6)), 2.14 (d, 1H, J(-CH-OH, OH) = 4.6 —

Hz, OH). DIBO6 ;nogos-13

Spektra zhodné s literatirou.”
Priprava DIBO cykloaduktov s benzylazidom 30 a 31
HO HO
5 O Q1 < o
29
9% S R ¢
— MeOH, RT,0.5h N N
6
30 31

Experimentalny postup: Do roztoku 4.0 mg (0.018 mmol, 1.00 mol ekv) DIBO v 0.5 ml
MeOH sme prikvapkali 0.5 ml (0.018 mmol, 1.00 mol ekv) 0.036 M roztoku benzylazidu 29

v MeOH. Reak¢nd zmes sme nechali miesat’ 30 mintt pri RT, po ktorych sme na zdklade
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TLC zistili, Ze sa spotrebovali vsSetky vychodiskové latky a vzniklo niekol’ko poldrnejsSich

zlic¢enin. Za zniZzeného tlaku sme odparili MeOH a ziskali sme 6.4 mg (100 %) produktov 30

a 31. Kvoli nedostatku casu a vychodiskového alkinu 6 sme vzniknutd zmes necistili

a uvddzame len jej zmesné 'H-NMR spektrum, v ktorom sme na zéklade hodndt integrlov

a interak¢nych konstant identifikovali oba regioizoméry, ktoré vznikli v pomere 43 : 57.

Experimentalny postup sme prebrali z 1it.30

T
FPM

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, JD3901-13.fid):

Regioizomér s 57 % zastipenim: ¢ 5.51 (d,
1H, Jeem = 14.9 Hz,-CH,Ph), 5.65 (d, 1H,
Jeem = 14.9 Hz,-CH,Ph), 4.70 (ddd, 1H, J(-
CHOH,-CH(H)Arg) = 10.5 Hz, J(-CHOH,
OH) = 6.6 Hz, J(-CHOH,-CH(H)Arp) = 5.4
Hz, -CHOH), 3.56 (dd, 1H, Jeem = 15.9 Hz,
J(-CHOH,-CH(H)Ar3g) 54 Hz,
CH(H)Arg), 3.06 (dd, 1H, Jeem = 15.9 Hz,

3.56 (15.9, 5.4

8)
4.70 (10.5, 6.6, 5.4) HO 3881588 4;

4.86 (11.5,7.4,6.6)~_"

.51
.88

o~~~

30, 31

cDcl,
300 MHz

,3.06 (15.9, 10.5)
,2.54 (13.4,11.5)

14.9), 5.65 (14.9)
14.9) 5.58 (14.9)

JD3901-13

J(-CHOH,-CH(H)Arg) = 10.5 Hz, -CH(H)Arg), 1.78 (d, 1H, J(-CHOH, OH) = 6.6 Hz, OH).

Regioizomér so 43 % zastipenim: ¢ 5.88 (d, 1H, Jeem = 14.9 Hz,-CH,Ph), 5.58 (d, 1H, Jeem
14.9 Hz,-CH,Ph), 4.86 (ddd, 1H, J(-CHOH,-CH(H)Arg) = 11.5 Hz, J(-CHOH,-CH(H)Ar)

7.4 Hz, J(-CHOH, -OH) = 6.6 Hz, -CHOH), 3.09 (dd, 1H, Jeem = 13.4 Hz, J(-CHOH,-
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CH(H)Arg) = 7.4 Hz, -CH(H)Arp), 2.54 (dd, 1H, Jeem = 13.4 Hz, J(-CHOH,-CH(H)Arg) =
11.5 Hz, -CH(H)Arg), 1.95 (d, 1H, J(-CHOH, -OH) = 6.6 Hz, -OH).

Spektrd zhodné s literatiirou.”

3.2. Navrh potencialnych VEGFR-2 inhibitorov

3.2.1. Tvorba kombinatoridlnej kniZnice

Nasim cielom bolo navrhnit také Struktdry potencidlnych inhibitorovn VEGFR-2,
ktoré je mozné rychlo a efektivne pripravit. Preto sme sa rozhodli pre vyuZzitie click reakcie
alkinov a organickych azidov. Ako vychodiskové fragmenty sme pouZzili termindlne alkiny
a azidy dostupné prostrednictvom Sigma-Aldrich.

Tymto spdsobom sme ziskali 100 azidov a 392 alkinov, ktorych kombindciou sme
vytvorili vSetky mozné 1,4 a 1,5 substituované triazolické zli¢eniny. KniZznicu sme vytvorili
pomocou protokolu Enumerate Library by Reaction, priCom sme pouZili reakcie
s nasledujucimi SMIRKS definiciami:
[C:2]#[C:1].[N:6]=[N+:5]=[N-:4]>>[C:2]1=[C:1][N:6][N:5]=[N:4]1 CLICK1,4
[C:2]#[C:1].[N:6]=[N+:5]=[N-:4]>>[C:1]1=[C:2][N:6][N:5]=[N:4]1 CLICK1,5

Zakladnd kombinatoridlna kniZnica obsahovala 100 x 392 x 2 = 78 400 Struktur.
Struktiry ligandov sme si pripravili protokolom Prepare Ligands, ktory upravil protonizané
stavy, tak aby odzrkadl'ovali pH v rozmedzi 6 — 8. Protokol zaroven pridal vodikové atémy
a nahrubo optimalizoval geometriu molekul. Z kniZnice boli odstranené duplicity a Struktdry

porusujuce drug-like pravidla. Vysledna kniZnica potom obsahovala 60 707 Struktur.

3.2.2. Dokovanie kniZnice

Predpoved’ aktivity sme urobili pomocou dokovania jednotlivych Struktdr kniznice do
modelu proteinu. Ako model sme pouzili komplex kindzovej Casti VEGFR-2 receptoru
s ligandom, ktory je volne pristupny v PDB databaze pod oznacenim 3CP9. (Obrazok 3,
Obrazok 3) Vizbové miesto sme definovali pomocou néstrojov v zdlozke Define and Edit
Binding Site. Z modelu sme vymazali molekuly vody apo6vodného ligandu a dopocitali
polohy polarnych vodikov. Do takto pripraveného modelu proteinu sme dokovali

vygenerovanu kniznicu pomocou programu CDOCKER.
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Obrazok 2. PDB komplex kindzovej ¢asti VEGFR-2 s inhibitorom 3CP9.

CDOCKER je zalozeny na CHARMM forcefield. Najskor sa vygeneruje urcity pocet
ndhodnych konformdcii (Random Conformations) molekulovou dynamikou pri vysokej
teplote. Vytvorené konformécie si potom ndhodne vkladané do definovaného vizbového
miesta, pri¢om su skérované mriezkovou (Grid-based) energiou s jemnym potencidlom. Tieto
polohy st pre kazdd konformdaciu generované do vtedy, kym sa nendjde definovany pocet
zlych (Maximum Bad Orientations), alebo dobrych (Orientations to Refine) (maju lepSie
skore ako je definovand hranica — Orientation VAW Energy Treshold) poldh. Takto ziskané
pozy sui potom optimalizované metédou nazyvanou Simulated Annealing, ktora simuluje
zahrievanie na vysoku teplotu a ndsledné postupné ochladzovanie systému. Je mozné nastavit’
pocet zohrievacich krokov (Heating Steps), cielovi teplotu ohrievania (Heating Target
Temperature), pocet krokov chladenia (Cooling Steps) a cielovu teplotu chladenia (Cooling
Target Temperature). Polohy ligandov si nakoniec minimalizované gradientovou metédou
s normdlnym tvrdym potencidlom. Vystupom protokolu si zadokované pézy ligandov

s vypocitanymi energiami:
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e -CDOCKER_INTERACTION_ENERGY vyjadruje interak¢énu energiu - rozdiel medzi
energiou samotného proteinu spolu s ligandom a komplexu ligand-protein

e -CDOCKER_ENERGY je interakcnd energia a pnutie v molekule ligandu

CDOCKER sme testovali na prednastavenych hodnotich, pricom vypocet jednej
molekuly trval v priemere 5 miniit. Pévodny ligand sa zadokoval s RMSD 1.35 A vzhladom
na pdovodnu krystdlovd polohu, pricom hlavnym rozdielom bol indolylovy kruh ktory je
v zadokovanej p6ze otoceny o priblizne 180 °. (Obrazok 3) Tato cast' ligandu prispieva
hlavne & interakciou, ktord zostala zachovand aj pri zadokovanej péze. Indolyl vytf¢a smerom
k okraju proteinu o sposobuje jeho pohyblivost, apreto je tazké predpovedat’ jeho
konforméciu. Skére zadokovaného pdvodného ligandu bolo -CDOCKER_ENERGY = 16.7,
-CDOCKER_INTERACTION_ENERGY = 62.5.

Obrazok 3. Komplex PDB: 3CP9: interakcie povodného ligandu s kindzou (vl'avo), Cast

povodného ligandu smerovaného von z proteinu k cytosolu (vpravo hore) aredlna pozicia
povodného ligandu z komplexu 3CP9 (zeleny) a poloha ziskand jeho dokovanim (Cerveny)

(vpravo dole).

Dokovanie ligandu do modelu proteinu pochddzajiceho z komplexu s dokovanym
ligandom je ovela jednoduchSie v porovnani scudzimi ligandmi, pretoZe konformécia

proteinu silne zdvisi od Struktdry ligandu (induced fit). Z tohto doévodu sme sa rozhodli

.....

.....

to Refine = 20 vs. prednastavené=10). Dokovanie kniznice trvalo priblizne 50 dni na pocitaci
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s 8 2.6 GHz jadrami. Pre zadokované ligandy sme vypocitali efektivne hodnoty vézobnej
energie (ligand efficiency, LE) podla vzorca: -CDOCKER_INTERACTION_ENERGY/pocet

tazkych atomov.

3.2.3. Vyhodnotenie dokovania

Zadokované ligandy sme filtrovali multiparametrovou Paretovou metédou, pri¢om
sme hladali ligandy s maximdlnymi efektivitami a minimdlnymi energiami. Do d’alSej fazy
sme si ponechali 3 Paretove fronty, ¢o predstavovalo 371 zlic¢enin.

Vzhl'adom na to, Ze skérovanie je vSeobecne pri dokovacich experimentoch zvycajne
pozreli v komplexe s proteinom, kde sme okrem numerickych skére hodnotili aj:

¢ mnoZstvo akvalitu zobrazenych interakcii (vodikové vizby, m-interakcie, solné
mostiky)

¢ hydrofébne interakcie

e polohu ligandu (napriklad ¢i nie je len na povrchu vidzbového miesta)

e Specidlne polohu a interakcie samotného triazolového kruhu vo vizobnom mieste

* neuvazovali sme dobre skdrujice triazoly pochddzajice z acylazidov (problematicka
syntéza a nestabilita)

e snazili sme sa odhadnit’ desolvataéni pokutu (je nevhodné napr. ak sa nachadza
nabitéd skupina vo vnutri hydrofébneho vizbového miesta)

e finan¢nd dostupnost’ vstupnych fragmentov

3.2.4. Vybrané Struktury s pocitacom predpovedanymi interakciami

Po niekol’kych kol4ch selekcie sme na pripravu vybrali 4 Struktiry. (

Obrazok 4) Tri z nich sd vytvorené click reakciou s 3-benzyloxy-4-
metoxybenzylazidom a alkinmi, ktoré obsahuji volnd amino skupinu. Posledny triazolovy
derivét je Strukturne odliSny a obsahuje piperazinovy kruh viazany cez amidovu védzbu na
benzénové jadro.

Spolo¢nym znakom vSetkych ligandov Struktir je pritomnost’ bazickej amino skupiny,
ktord vytvara sol'ny mostik s Asp1046 a niekedy m — katién interakciu s His1026 VEGFR-2

kinazy.
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solny mostik " TI-+, H-bond

H-Bond )§\

o Tl
Lys

% 868

Ebind = -68.8, LE = 2.64

ep
1046/ )
“Tk+, H-bond

solny mostlk
ond Ha

Asp
1046/ )

Hal solny mostik H i 1+, 2 x H-bond g
; H-Bond 3
J N

N

O

Ebind =-65.1, LE=2.71

Asp
1046,

solny mostik'

Fasay

N
& n +
N T+ Lys
N 868
------- 868
\O TI-+

F._ H-bond

Ebind =-64.6, LE = 2.08

Ebind =-66.0, LE = 2.64

Obrazok 4. Interakéné mapy 4 vybranych ligandov v komplexe s 3CP9 modelom VEGFR-2.

3.3. Syntézy navrhnutych VEGFR-2 inhibitorov

3.3.1. Syntéza prekurzorov click reakcii

Priprava 3-benzyloxy-4-metoxybenzyl alkoholu (33)

O OH
H 1.2 mol ekv NaBH,
MeO EtOH, RT, 0.5h  pMeo

99 %
OBn 32 OBn 33
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Experimentalny postup: Do miesaného roztoku 1.00 g (4.13 mmol, 1.00 mol ekv) aldehydu
32 v 20 ml EtOH sme prisypali 187.4 mg (4.96 mmol, 1.20 mol ekv) NaBH4 a reakénu zmes
sme mieSali 30 min pri RT. Ak sme na zdklade TLC analyzy zistili nepritomnost
vychodiskovej latky 32, tak sme reakciu ukoncili opatrnym prikvapkdavanim nasytené¢ho
vodného roztoku NH4Cl dovtedy, kym prestal inik vodika z r. zmesi. Reakéni zmes sme
zahustili odparenim EtOH a zvySok sme rozpustili v zmesi EA / H,O. Oddelili sme organicku
fazu a vodnu fazu sme extrahovali 2 x 20 ml EA. Spojené organické fazy sme premyli
nasytenym vodnym roztokom NaCl a vysusSili nad Na,SO4. Po odpareni sme dostali 0.99 g

(4.09 mmol, 99 %) alkoholu 33. Experimentalny postup sme prebrali s literatiiry. "

T T T T T T
T4 T3 T2 T 7o a9 FFM

LL Ll L I W Y S
: . ] ; ] T T T e
'H-NMR (300 MHz, CDCls;, JD1104-12.fid): & on cocl,
7.45 (m, 2H, H-Cy(2)), 7.37 (m, 2H, H-Cs(3)), sl IR Jas  300MHz
731 (m, 1H, H-Cs4)), 6.96 (d, 1H, J(2,6) = 1.8 Moo 6909 st m)
Hz, H-CA(2)), 6.92 (dd, 1H, J(5,6) = 8.2 Hz, J(2,6) 389 o 7.37 (m)
— 1.8 Hz, HCA(6)), 6.87 (d, 1H, J(5.6) = 8.2 Hz, H- 1 T

JD1104-12

Ca(5)), 5.16 (s, 2H, -OCH,Arg), 4.57 (s, 2H, -
CH,OH), 3.89 (s, 3H, CH30-).

Spektra sii zhodné s literatirou.’!

70 Bhandari, P.; Leslie Crombie, L.; Daniels, P.; Holden, I.; N.; Whiting, D. A. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1
1992, 839-849.

" Taylor, L. L.; Hii, K. K. M.; Goldberg, F. W. Org. Biomol. Chem. 2012,10, 4424 — 4432.
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Priprava 3-benzyloxy-4-metoxybenzyl chloridu (34)

OH Cl
1 mol ekv SOCI,
MeO DCM,gIg‘I;,/OO.25 h MeO
OBn 33 OBn 34

Experimentalny postup: Do suchej banky sme navazili 1.00 g (4.10 mmol, 1.00 mol ekv)

alkoholu 33 a pridali 20 ml DCM abs. Do roztoku sme za intenzivneho mieSania pod Ar

atmosférou v priebehu 5 min pridali 297 pl (487.7 mg, 3.82 mmol, 1.00 mol ekv) SOClL.

Reakciu sme nechali beZat' nasledujicich 10 min, po ktorych sme ju ukoncili pridavkom

vody. Oddelili sme organicku fazu a vodnu fazu sme extrahovali 2 x 20 ml DCM. Spojené

organické fazy sme premyli nasytenym roztokom NaCl a susili nad Na,SO4. Po odfiltrovani

susSidla sme za zniZeného tlaku odparili rozpustadla a iné prchavé podiely. Tymto spdsobom

sme ziskali 1.05 g (4.02 mmol, 98 %) chlérderivatu 34. Experimentalny postup sme prebrali

S literaltl’lry.72

T T T T T T T T
7.5 74 73 72 71 70 63 FPM

T T
0PPM

2 Lisowski, V.; Enguehard, C.; Lancelot, J.-C.; Caignard, D.-H.; Lambel, S.; Leonce, S.; Sylvain Rault, S;

Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001, 11, 2205-2208.
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'"H-NMR (300 MHz, CDCl;, JD1306-13a.fid): &
745 (m, 2H, H-Cg(2)), 7.38 (m, 2H, H-Cg(3)),
7.32 (m, 1H, H-Cg(4)), 6.951 (d, 1H, J(3,5) = 2.1
Hz, H-CA(3)), 6.949 (dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz,
J(3,5) = 2.1 Hz, HCA(5)), 6.85 (d, 1H, J(5,6) = 8.7
Hz, H-C4(6)), 5.16 (s, 2H, -OCH,Arg), 4.52 (s, 2H,

-CH,(Cl), 3.89 (s, 3H, CH30-).

Spektrd si zhodné s literatiirou.”

6.949 (8.7, 2.1) 452 300 MHz
6.85 (8.7)
6.951 (2.1)

MeO 7.32 (m)
3.89
0] 7.38 (m)

516 7.45(m)
34

JD1306-13a

Priprava 4-(azidometyl)-2-(benzyloxy)-1-metoxybenzénu (35)

MeO

OBn 34

1.5 mol ekv NaNj
AN, 45°C, 3d

MeO

OBn 35

Experimentalny postup: Rozpustili sme 1.00 g (3.82 mmol, 1.00 mol ekv) chlérderivatu 34
v 25 ml AN. Do roztoku sme pridali 370.0 mg (5.73 mmol, 1.50 mol ekv) NaNj a nechali 3

dni miesat’ pri teplote 45 °C. Po TLC analyze sme AN odparili a k zvySku sme pridali zmes

H,O a EA. Po extrakcii sme oddelili organickd fizu a vodnu fazu sme extrahovali 2 x 20 ml

EA. Spojené organické fazy sme premyli nasytenym roztokom NaCl a nechali suSit’ nad

Na,SOq4. Po odfiltrovani Na,SO4 a odpareni EA sme ziskali 1.01 g (3.78 mmol, 99 %)

produktu 35 v podobe hustého oleja. Experimentalny postup sme prebrali s literatdry.”*

73 Barton, D.H.R. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1975, 579 - 586.

™ Battersby, A. R.; Staunton, J.; Wiltshire, H. R.; Bircher, B. J.; Fuganti, C. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1

1975, 1162-1171.
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]

T T T
73 72 71

. L oL u . |

T
74

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

7 6 5 4 3 2 1 PPM

"H-NMR (300 MHz, CDCls, JD1506-13.fid): 57.45 N CDCl;
(m, 2H, H-Cg(2)), 7.37 (m, 2H, H-C;(3)), 7.31 (m, 1H, 685-689(m) ;. 300 MHz
H-Cp(4)). 6.85 — 6.89 (m, 3H, H-Cp). 5.16 (s, 2H, - @
OCH,Ar13), 4.21 (s, 2H, -CH,N3), 3.88 (s, 3H, -OCHj3). 3I}3A8e0 7.31 (m)
) (0] 7.37 (m)

Spektrd sa zhodné s literatdrou.” 516 7.45(m)

35

JD1506-13

Priprava 1-(azidometyl)-4-fluérbenzénu (37)

Cl N3
1.1 mol ekv NaN,
H,O / aceton (1/1), RT
F 36 18,77 % F 37

Experimentalny postup: Do zmesi 20 ml aceténu, 20 ml HO a 1.00 g (6.92 mmol, 1.00 mol
ekv) chlérderivatu 36 sme prisypali 0.50 g (7.61 mmol, 1.10 mol ekv) NaNs3;. Po 18 h
mieSania pri RT sme do reak¢nej zmesi pridali 50 ml H,O a extrahovali ju 3 x 20 ml DCM.
Spojené organické fazy sme suSili pomocou Na,SO, a po odfiltrovani suSidla sme
rozpustadlo odparili. Olejovity zvySok sme precistili s FLC pomocou EA / Hex (1 / 5).
Ziskali sme 810.0 mg (5.33 mmol, 77 %) azidu 37. Experimentdlny postup sme prebrali

s literatiry.”

75 Campbell-Verduyn, L.; Elsinga, P. H.; Mirfeizi,L.; Dierckx, R. A.; Feringa, B. L. Org. Biomol. Chem. 2008,
3461-3463.
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LJL 1 | i
'"H-NMR (300 MHz, CDCl;, JD1001.fid): §7.30 (dd, 2H, S coo,
432 3

J2,3) = 8.7 Hz, J(F,H-C(2)) = 5.3 Hz, H-C(2)), 7.07 (dd, 300 MHz

_ ) _ ) 7.30 (8.7, 5.3,2.1)
2H, J(2,3) = 8.7 Hz, J(F,H-C(3)) = 8.7 Hz, H-C(3)), 4.32 (s, @ 0678721
2H, CH,).

5 F 37 JD1001-12

Spektra sii zhodné s literatirou.’

Priprava N-propargylftalimidu (40)

DMF, 80 °C, 18 h
38 95 %

1.00 mol ekv ©:§\IK P ///
e oo
O 40
Experimentalny postup: Do roztoku 2.00 g (10.81 mmol, 1.00 mol ekv) ftalimidu
draselného 39 v 30 ml DMF abs sme prikvapkali 820 ul (1.29 g, 10.81 mmol, 1.00 mol ekv)
propargylbromidu 38. Reakénu zmes sme za mieSania zahrievali na 80 °C po dobu 18 h.
Potom sme ju nechali vychladnit’ a ndsledne sme do zmesi pridali H>O, pricom vypadla biela

zrazenina. Zrazeninu sme odfiltrovali na Blichnerovom lieviku, premyli ju studenou vodou
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anechali vysuSit. Ziskali sme 1.90 g (10.27 mmol, 95 %) propargylfltalimidu 40.

Experimentdny postup sme prebrali s patentu.’®

4
_
=l
i L P
'"H-NMR (300 MHz, CDCl;, JD1701.fid): & 7.86 - cDCl,
300 MHz
7.93 (ddm, J(4,5) = 5.5 Hz, J(4,6) = 3.3 Hz, 2H, H- 2.23 (2.6)
7.71-7.79 (5.5, 3.3) 0o //
Ar), 7.71 - 7.79 (ddm, J(4,5) = 5.5 Hz, J(4,6) = 3.3 Hz, |7-86-7.93(5.5,3.3) /
N
2H, H-Ar), 4.46 (d, 2H, J(CH,, H-C=C) = 2.6 Hz, 4.46 (2.6)
CH,), 2.23 (t, 1H, J(CH,,H-C=C) = 2.6 Hz, H-C=C). 0 40
JD1701-12
Spektrd si zhodné s literatiirou.”®
Priprava N-(1,1-dimetylproin-1-yD)ftalimidu (44)
0
1,00 mol ekv @::MOB o y
' o)
)( 0 42 NJ\O/Et ‘4/
NH °
Z 2 THF, RT, 18h H Z 1s0°c,1h
100 % 46 %
41 O 43

Experimentalny postup: Do roztoku 2.00 g (9.13 mmol, 1.00 mol ekv) ftalimidu 42 v 15 ml
THF sme prikvapkali 960 pl (760.0 mg, 9.13 mmol 1.00 mol ekv) aminu 41. Po 18 h mieSania

pri RT sme r. zmes odparili a ziskali sme 2.76 g medziproduktu 43 v podobe bieleho prasku.

" DR. REDDY'S LABORATORIES LTD. W02005/82892 A2 2005, 58-59.
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Medziprodukt 43 sme zahrievali na 150 °C v Buechi KGR za HV pocas 1 h a vzniknutd zmes
sme precistili FLC s EA/H (1 / 3). Ziskali sme 890.0 mg (4.20 mmol, 46 %) produktu 44.

; . . . ; . . ; . . . ; . . . ; . . . ;
10 8 6 4 2 PPM

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6, JD2901-13.fid): & 10.84 (s, DMSO-d;

147 (7.1) 300 MHz
IH, -NHCOO-), 8.32 (s, 1H, -CONHC(Me),-), 7.36 - 7.60 (m, |, ol (308
4H, H-Ar), 4.06 (q, 2H, J(CH,,CH3) = 7.1 Hz, -COOCH,CH3), o\\

o) 1.55
3.08 (s, 1H, H-C=C), 1.55 (s, 6H, -C(Me),-), 1.17 (t, 3H, 10_SZ<N NH 8.32
J(CH,,CH3) = 7.1 Hz, -COOCH,CHj). 0 0
7.36 - 7.60 (m)
43 yp2901-13
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T T T T
785 7.50 775 770 FFM L

— T
1 PPM

"H-NMR (300 MHz, CDCl;, JD2904-13c.fid): 57.78 ror 778 0m
. -/ m

~7.85 (m, 2H, H-Ar), 7.67 - 7.74 (m, 2H, H-Ar), 2.51 |7.78-7.85(m)

(s, 1H, H-C=C), 1.99 (s, 6H, -C(Me),).

Spektrd sii v zhode s literatdrou. '

300 MHz
1.99
o) 44\\ 2.51
JD2904-13c

Priprava N-(but-3-in-1-yDftalimidu (46)

(0]

1.50 mol ekv ©::NK O
39 —

Br o] /S T
/\/ N
DMF, Nal, 80 °C, 48 h

45 45 % o 46

Experimentalny postup: Do roztoku 1.00 g (5.41 mmol, 1.50 mol ekv) ftalimidu draselného
39 v 20 ml DMF abs sme prikvapkali 338 ul (0.48 g, 3.60 mmol, 1.00 mol ekv) brémbutinu

45 a k zmesi sme pridali 54.0 mg (0.36 mmol, 0.10 mol ekv) Nal. Reakéntd zmes sme nechali

48 h reagovat pri 80 °C. Potom sme k nej pridali nasyteny roztok NaHCO;. Zmes sme

extrahovali 3 x 20 ml EA a spojené EA fazy sme premyli nasytenym roztokom NaCl. Po

" Tiecco, M.; Testaferri, L.; Temperini, A.; Bagnoli, L.; Marini, F.; Santi, C.; Terlizzi, R.
2004, 3447-3458.

Eur. J. Org. Chem.
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odpareni rozpustadla sme tuhy zvysok precistili pomocou FLC s EA / H (1 / 3). Dostali sme
320.0 mg (1.62 mmol, 45 %) produktu 46.

T T T T T
24 22 2z 21 20 PPM

T T T T T
7.50 7.85 7.80 775 PPM

A | N 1
"H-NMR (300 MHz, CDCl;, JD3301-13b.fid): 57.83 — cDCl,
300 MHz
7.90 (m, 2H, H-Ar), 7.70 — 7.77 (m, 2H, H-Ar), 3.89 (t, 7.83-7.90 (m) 0O 2,62 (7.1,2.7)
7.70-7.77 (m) — 1.97 2.7)

2H, J(NCH,,NCH,CH,) = 7.1 Hz, -NCH,), 2.62 (dt, 2H, N— g0 r s
J(NCH,,NCH,CH,) = 7.1 Hz, J(C=CH,CH,C=C) = 2.7 o

O 46 p3301-13b

Hz, -CH,C=C), 1.97 (t, 1H, J(C=CH,CH,C=C) = 2.7 Hz,
C=CH).

Spektrd sa v zhode s literatirou. 8

3.3.2. Cykloadicie organickych azidov a alkinov (click reakcie)

Priprava N-( (1-(3-(benzyloxy)-4-metoxybenzyl)-1,2.3-triazol-4-yl)metyDftalimidu (47)
(0]

1.00 mol ekv N:]ij o
2
Ns O 40 N oMo
MeO CuSO0y. 5 Hy,0, NaAsc ‘5-:\
DMSO / H,0 (9/ 1), RT, 3 h O N. N OBn

OBn o N’
35 90 % 47

8 Hess, W.; Burton, J. W. Chem. Eur. J. 2010, 16, 12303-12306.
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Experimentalny postup: Do roztoku 250.0 mg (1.35 mmol, 1.00 mol ekv) alkinu 40 v 10 ml
zmesi DMSO / H>O (9 / 1) sme prikvapkali 363.5 mg (1.35 mmol, 1.00 mol ekv) azidu 35.
Nésledne sme pridali 67.6 mg (0.27 mmol, 0.20 mol ekv) CuSOy4 . 5 H,0, 107.0 mg (0.54
mmol, 0.40 mol ekv) askorbatu sodného (NaAsc) a nechali reagovat’ 3 h pri RT. Po TLC
analyze, ktord uZ neukdzala pritomnost’ vychodiskovych ldtok sme do reakénej zmesi pridali
H,0 a extrahovali ju 3 x 15 ml EA. Spojené organické fazy sme premyli nasytenym vodnym
roztokom NaCl a EA sme odparili. Surovy produkt sme precistili pomocou FLC s EA / Hex
(1/1). Ziskali sme 552.8 mg (1.22 mmol, 90 %) produktu 47.

T T T T T
TE 78 T4 72 7o FPM

U P

—T 7T 7 T 7T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 1 0

PPM

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6, . DMSO-d,
JD2302-13b.fid): & 8.08 (s, 1H, H- |780-792(m) 6.88 (8.2, 1.6) 300 MHz
4.82
Cp(5)), 7.80 — 7.92 (m, 4H, H-Ary), | AN \6-95 82 OMe 3.74
— 8.08 5.01

7.28 — 7.46 (m, 5H, H-Arp), 7.07 (d, O NB o @
IH, J(2,6) = 1.6 Hz, H-Cc(2)), 6.95 N 543 707(16)

— 47 7.28-7.46 (m)
(d, 1H, J(5,6) = 8.2 Hz, H-Cc(5)), 1D2302-13b

6.88 (dd, 1H, J(5,6) = 8.2 Hz, J(2,6)

AraCHrArR), 3.74 (s, 3H, OCH3).

1.6 Hz, H-Cc(6)), 543 (s, 2H, ArgCHyArc), 5.01 (s, 2H, -OCH,Arp), 4.82 (s, 2H,
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. o DMSO-dj
C-NMR (75 MHz, DMSO-d6, # 75 MHz
136.8 2 1674 55.6
JD2302-13c.fid): § 167.4 (s, Ca(1)=0), @ ZN‘i’i\ , A~ OMe
131.6)— 147.7 *
149.0 (s, Cc(3)), 147.7 (s, Cc(4)), 142.5 % N\‘B/NOJSO .
(s, Cp(1)) 136.8 (d, Ca(5)) 134.6 (s, | (1371120 N gy 71346 J40.071429 -
’ ’ ’ *(128.4, 128.0, 128.0, 127.9) 47
Cc(1)), 131.6 (s, Cp(4)), 128.4, 128.0, | #(123.2, 123.0,121.1) JD2302-13¢

128.0 a 127.9 (4 x d, Cp(3), (Cp(2), Cp4) a Cg(5)), 123.2, 123.0 a 121.1 (d, Ca(4); s, Ca(4a)
ad, Cc(6)) 113.7a112.1 (2 x d, Cc(2) a Cc(5)), 70.0 (t, -OCH,Arp), 55.6 (q, -OCH3), 52.7 (t,
ArgCHArc), 33.0 (t, AraACH2Arg).

M.p.: 141.3-143.5 °C [EA] biela krystalicka latka.

Priprava N-(_ (1-(3-(benzyloxy)-4-metoxybenzyl)-1,2.3-triazol-4-yl)dimetylmetyl)ftalimidu

48)
0
1.00 mol ekv//?LN;IQ 0
/@/\Ns O 44 CE?N Ai\ oM
MeO CuSO,.5H,0, NaAsc — ﬂ
DMSO / H,0 (9/ 1), RT, 2 h O N, oBn

OBn
35 95 % N 48

Experimentalny postup: Do roztoku 250.0 mg (1.17 mmol, 1.00 mol ekv) alkinu 44 v 10 ml
zmesi DMSO / H,O (9 / 1) sme prikvapkali 315.7 mg (1.17 mmol, 1.00 mol ekv) azidu 35.
Nésledne sme prisypali 58.6 mg (0.23 mmol, 0.20 mol ekv) CuSO, . 5 H,0, 92.7 mg (0.47
mmol, 0.40 mol ekv) askorbdtu sodného a nechali reagovat’ 2 h pri RT. Ak TLC analyza
potvrdila nepritomnost’” vychodiskovych l4tok, pridali sme H,O do reakcnej zmesi
aextrahovali 3 x 15 ml EA. Spojené organické fiazy sme premyli nasytenym vodnym
roztokom NaCl a odparili sme EA. Surovy produkt sme precistili FLC sEA / H (1 / 1).
Ziskali sme 538.0 mg (1.12 mmol, 95 %) produktu 48.
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T T T T T T
T8 76

L L

F'F'I' 1

“ha

'H.NMR (300 MHz, DMSO-d6,
JD3102-13.fid): §8.12 (s, 1H, H-Cx(5)),
7.72 — 7.83 (m, 4H, H-Ary), 7.30 — 7.47
(m, 5H, H-Arp), 7.01 (d, 1H, J(2,6) = 1.8
Hz, H-Cc(2)), 6.98 (d, 1H, J(5,6) = 8.2
Hz, H-Cc(5)), 6.88 (dd, 1H, J(5,6) = 8.2

3 2 1

L,IJL_.JL.JJL .

T
0 PPM

7.72-783(mO | o5

N 6.88 (8.2, 1.8

\812

5.46

DMSO-dg
300 MHz

6.98 (8.2)
OMe3.75

@ 5.03
7.01 (1 8

48  730-7.47(m)

JD3102-13

Hz, J(2,6) = 1.8 Hz, H-C(6)), 5.46 (s, 2H, ArgCH»Arc), 5.03 (s, 2H, -OCH»Arp), 3.75 (s, 3H,

-OCHz), 1.95 (s, 3H, C(Me),).

BC.NMR (75 MHz, DMSO-d6,
JD3102-13b.fid): J 168.3 (s, C=0),
152.3 (s, Cc(3)), 148.8 (s, Cc(4)), 147.7
(s, Cp(1)) 136.7 (d, Ca(5)) 134.3 (s,
Cc(1)), 131.2 (s, Cp(4)), 128.3, 128.2,
127.9 a 127.8 (Cg(5), Cp(2), Cp(3) a

1367 83 28.0
59
1312 =

$(113.0, 112. 0)
#(122.5,120.9, 120.5)
*(128.3,128.2, 127.9, 127.8)

N 524

DMSO-dg
75 MHz

55.5
OMe
48 8

69.8
134.3 152 30

JD3102-13b

Cp(4)), 122.5, 120.9 a 120.5 (Ca(4), Ca(4a) a Cc(6)) 113.0 a 112.0 (Cc(2) a Cc(5)), 69.8 (t,
OCH,Arp), 55.9 (s, NC(CHj3),Arg), 55.5 (q, -OCH3), 52.4 (t, ArgCH,Arc), 28.0 (q, C(CH3),).

M.p.:

139.5 - 141.2 °C [EA] biela kryStalick4 latka.

FT IR (solid, cm™): 3113 (m), 2933 (m), 2833 (w), 1718 (s), 1708 (s), 1511 (m), 1365 (m),

1139 (s), 1006 (m), 845 (w).
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Elem. Anal. vypoc¢.: CosHysN4O4 (482.53): C, 69.70; H, 5.43; N, 11.61 ziskané: C, 69.68; H,
5.74; N, 11.41.
MS (ESI+): 483.3 (IM+H]").

Priprava N-( 2-(1-(3-(benzyloxy)-4-metoxybenzyl)-1,2,3-triazol-4-yl)et-1-yD)ftalimidu (49)

CuSOy4. 5 Hy0, NaAsc
DMSO/H,O (9/1),RT,2h o

OBn 46 % 49

1.00 mol ekv—\_ N?;@ o OBn
Ng O 48 J_f/ h'l/\©i
/©/\ ©i\<I<N N=N OMe

MeO

35
Experimentalny postup: Do roztoku 250.0 mg (1.26 mmol, 1.00 mol ekv) alkinu 46 v
zmesi 10 ml DMSO / H,O (9 / 1) sme prikvapkali 337.9 mg (1.26 mmol, 1.00 mol ekv) azidu
35. Nésledne sme prisypali 62.8 mg (0.25 mmol, 0.20 mol ekv) CuSOy. 5 H,0, 99.5 mg (0.50
mmol, 0.40 mol ekv) askorbatu sodného a zmes nechali reagovat’ 2 h pri RT. Po TLC analyze,
ktord uz neukdzala pritomnost’ vychodiskovych latok, sme do reakénej zmesi sme pridali H,O
aextrahovali 3 x 15 ml EA. Spojené organické fiazy sme premyli nasytenym vodnym
roztokom NaCl a EA sme odparili. Surovy produkt sme precistili FLC sEA / H (1 / 1).
Ziskali sme 281.1 mg (0.58 mmol, 46 %) produktu 49.

S B I e e L s e e B s S e e e LN L B L s S e e o LA s ey sy e S
8 7 6 5 4 3 2 1 0 PPM
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'H.NMR (300 MHz, DMSO-d6, DMSO-d
. 7.80 - 7.84 (m) 287 540 67083,20) 300 MHz
JD3601-13f1d) 5787 (S, 1H, H—CB(S)), OWN 6.92 (8.3)
B
_ _ _ 4 =N
7.80 — 7.84 (m, 4H, H-Arp), 7.29 — 7.47 a NTZr 0N S0s 20) { OMe_
(m, 5H, H-Arp), 7.03 (d, 1H, J(2,6) = 2.0 5.05
o 7.29-7.47 (m)
Hz, H-Cc(2)), 6.92 (d, 1H, J(5,6) = 8.3 @
49
Hz, H-Cc(5)), 6.70 (dd, 1H, J(5,6) = 8.3 JD3601-13

Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(6)), 5.40 (s, 2H, ArgCHAr¢), 5.05 (s, 2H, -OCH,Arp), 3.81 (t, 2H,
J(NCH,,NCH,CH,) = 7.1, -NCH>-), 3.75 (s, 3H, -OCH3), 2.96 (t, 2H, J(NCH,,NCH,CH,) =
7.1, -NCH,CHy-).

FT IR (solid, ecm™): 3460 (w), 3113 (m), 3062 (m), 3033 (w), 2921 (m), 1705 (s), 1516 (m),
1429 (m), 1258 (m), 1136 (m), 1025 (m), 867 (w).

Elem. Anal. vypoc.: Co7H24N4O4 (468.18): C, 69.22; H, 5.16; N, 11.96 ziskané: C, 69.09; H,
5.37; N, 11.56.

Priprava (5-chlor-2-((1-(4-flérbenzyl)-1,2.3-triazol-4-yl)metoxy)fenvyl)(4-metylpiperazin-1-

yDmetaninu (51)

/ \ O
/\ 0] /©/\N3 —N N 0]
—NH* N 0 1.00 mol ekv 37 N N

\ F 7 \l\\j

N\ CuS0,4.5H,0, NaAsc N
DMSO/H,O (9/1),RT, 36 h Cl
Cl 68 %

50 F 51

Experimentalny postup: Do roztoku 15.0 mg (0.05 mmol, 1.00 mol ekv) alkinu 50 v 1 ml
zmesi DMSO / H,O (9/ 1) sme pridali 7.7 mg (0.05 mmol, 1.00 mol ekv) azidu 37. Nasledne
sme prisypali 2.6 mg (0.01 mmol, 0.20 mol ekv) CuSOs . 5 H,0, 4.1 mg (0.02 mmol, 0.40
mol ekv) askorbatu sodného a nechali zmes reagovat’ 36 h pri RT. Do reak¢nej zmesi sme
pridali HO azmes sme extrahovali 3 x 5 ml EA. Spojené organické fazy sme premyli
nasytenym vodnym roztokom NaCl apo vysuSeni nad Na,SO, sme EA odparili. Surovy
produkt sme precistili pomocou FLC s MeOH / EA / EtsN (25 /74 / 1). Ziskali sme 15.4 mg
(0.03 mmol, 68 %) produktu 51.
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—T T
T4

L e e e e LI e m e s e e e
7.3 T2 71 7.0 PFM

Y ! A
; 7 6 5 A 3 R ="
'"H-NMR (300 MHz, CDCl;, JD4102- CDCl;
300 MHz
13c.fid): 67.55 (s, 1H, H-C(5)), 7.28 (dd, 5.52 (14.8), 5.45 (14.8)

1H, J(3,4) = 8.9 Hz, J(4,6) = 2.6 Hz, H-
Cg(4)), 7.27 (dd, 2H, J(2,3) = 8.6 Hz,
J(F,2) = 5.9 Hz, H-Cp(2)), 7.20 (d, 1H,
J(2,6) = 2.6 Hz, H-Cg(6)), 7.06 (dd, 2H,
J(2,3) = 8.6 Hz, J(F,3) = 8.6 Hz, H-C(3)),

2.23-253 372

224—N A N

3 24
7.20 (2.6)

Cl

27 (8.6, 5.9)

7.
706(86 8.6)
ﬁss

5.24 (12.4),5.17 (12. 4)

@ 6.99 (8.9)

7.28 (8.9, 2.6) 51

JD4102-13c

6.99 (d, 1H, J(3.,4) = 8.9 Hz, H-Cg(3)), 5.52 (d, 1H, Jeem = 14.8 Hz, ArcCH(H)Arp), 5.45 (d,
1H, Joem = 14.8 Hz, ArcCH(H)Arp), 5.24 (d, 1H, Jeem = 12.4 Hz, -OCH(H)Arc), 5.17 (d, 1H,
Jeem = 12.4 Hz, -OCH(H)Arc), 3.72 (m, 2H, -CH,NC(=0)-), 3.24 (m, 2H, -CH,NC(=0)-),
2.23-2.53 (br m, 4H, MeN(CH;)»-), 2.24 (br s, 3H, MeN-).
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'"H.-NMR (300 MHz, DMSO-d6,
JD4102-13b.fid): J 8.23 (s, 1H, H-
Cc(5)), 7.45 (dd, 1H, J(3,4) = 8.9 Hz,
J(4,6) = 2.6 Hz, H-Cg(4)), 7.39 (dd,
2H, J(2,3) = 8.6 Hz, J(F,2) = 5.9 Hz,
H-Cp(2)), 7.31 (d, 1H, J(3,4) = 8.9 Hz,
H-Cg(3)), 7.24 (d, 1H, J(4,6) = 2.6 Hz,
H-Cg(6)), 7.21 (dd, 2H, J(2,3) =

2.98 - 3.15 (br m)
1.99 - 2.25 (br m)

SBLN AN
/
7.24 (2.6) @ 7.31(8.9)
7.45(8.9,2.6
Cl ( )

DMSO - dg
300 MHz
62 7.39 (8.6, 5.5)

/\‘\721 (8.6, 8.6)

51 JD4102-13b

J(F,3) = 8.6 Hz, H-Cp(3)), 5.62 (s, 2H, ArcCH,Arp), 5.19 (s,

2H, -OCH,Ar(), 3.31 (s, 3H, CH3), 2.98 — 3.15 (br m, 2H), 1.99 — 2.25 (br m, 6H).

BC.NMR (75 MHz, DMSO-d6,
JD4102-13d.fid): & 172.1 (s, C=0),
152.4 (s, CF), 142.5 (s, Cg(2)), 132.3,
130.4, 130.3, 129.8 a 127.4 (Cg(6),
Cg(4), Cc(4), Cp(1) a Cp(2)), 124.8 (d,
Cc(5)), 124.6 (s, Cx(5)), 115.8, 1155 a
114.5 (Cg(1), Cs(3)a Cp(3)), 61.8 (t,

$ = (54.4, 53.8)
*=(132.3, 130.4, 130.3, 129.8, 127.4)
#=(115.8, 115.5, 114.5)

DMSO - dg
75 MHz

51 JD4102-13d

OCH)Arc), 54.4 a 53.8 (PIP,A), 52.1 (t, ArcCH,Arp), 21.1 (q, CH3).

MS (ESI+): 444.3 ((M+H]").
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3.3.3. Odchranenia amino skupin

Priprava (1-(3-(benzyloxy)-4-metoxybenzyl)-1,2.3-triazol-4-yl)metanaminu (52)

HoN
©E‘<I<N—>\\ OMe 2.0 mol ekv NH,NH, H,0 % \/@EOMe
— N.
\/@ EtOH, 70°C, 2 h N’N OBn

OBn 87 %
47

52

Experimentalny postup: Do roztoku 100.0 mg (0.22 mmol, 1.00 mol ekv) triazolu 47 v 5 ml
EtOH sme prikvapkali 22.0 mg (0.44 mmol 2.00 mol ekv) NH,NH, . H,O. Reak¢nti zmes sme

zahriali na teplotu 70 °C a nechali reagovat’ 2 h. EtOH sme odparili a pevny zvySok sme

precistili pomocou FLC s elu¢nou zmesou MeOH / EA / Et3N (30 / 69 / 1). Dostali sme 62.0

mg (0.19 mmol, 87 %) aminu 52.

M

T T T T T T
3760 3750 3740 37 2T FPM

| TR L

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6, JD2503-13.fid): &7.84
(s, 1H, H-Cg(5)), 7.29 — 7.47 (m, 5H, H-Cp), 7.12 (d, 1H,
J(2,6) = 1.9 Hz, H-Cc(2)), 6.97 (d, 1H, J(5,6) = 8.3 Hz, H-
Cc(5)), 6.89 (dd, 1H, J(5,6) = 8.3 Hz, J(2,6) = 1.9 Hz, -
Cc(6)), 5.43 (s, 2H, ArgCHyArc), 5.04 (s, 2H, -OCH,Arp),
3.75 (s, 3H, -OCH3), 3.72 (br s, 2H, NH,CH,Arg).

— T — T T
2 1 O0PPM

DMSO-d
300 MHz

H,N 7.84 5.43 6.89 (8.3, 1.9)

\_

3.72

N5 6.97 (8.3)

\ —

7.12 (1.9) OMe3 75
5 .

5.04

52 @ 7.29 -7.47 (m)

JD2503-13
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-d6, JD2503-13b.fid): &
149.1 (s, Cc(3)), 147.7 (s, Cc(4)), 136.9 (s, Cp(1)), 128.4,
128.3, 128.0, 128.0 a 127.9 (Cg(4), Cc(1), Cp(2), Cp(3) a
Cp(4)), 121.6 (d, Cg(5)), 121.1 (d, Cc(6)), 113.9 a 112.1
(Cc(2) a Ce(5)), 70.0 (t, OCH>Arp), 55.6 (t, ArgCH>Arc),

52.5 (q, -OCH3), 37.2 (t, NHy,CH,Arp). (1284, 126.3, 1280, .
128.0, 127.9) 136.9

M.p.: 124.3 - 127.0 °C [EA] biela krystalickd litka. $ (113.9, 1121 @

FT IR (solid, em™): 3365 (m), 3293 (m), 3117 (m), 2921 s o

(m), 2849 (m), 1731 (w), 1590 (m), 1512 (s), 1388 (m), JD2503-13b

1234 (s), 1353 (s), 1009 (s), 850 (m).

MS (ESI+): 325.2 ((M+H]).

Elem. Anal. vypoc.: C;gH,0N4O, (324.38): C, 66.65; H, 6.21; N, 17.27 ziskané: C, 66.34; H,
6.60; N, 16.85.

Priprava (1-(3-(benzyloxy)-4-metoxybenzyl)-1,2.3-triazol-4-yl)dimetylmetanaminu (53)

0
HoN
| N OMe 2 0 mol ekv NHoNH, HoO _ ﬁom
f— N .
O N, /N\/@OBn EtOH, 70 °C, 2 h NN OBn
N 90 %
48 53

Experimentalny postup: Do roztoku 100.0 mg (0.21 mmol, 1.00 mol ekv) triazolu 48 v 5 ml
EtOH sme prikvapkali 20.7 mg (0.42 mmol, 2.00 mol ekv) NH,NH, . H,O. Reaként zmes
sme zahriali na teplotu 70 °C a nechali reagovat’ 2 h. Odparili sme EtOH a pevny zvySok sme
precistili pomocou FLC s MeOH / EA / EtsN (24 / 75 / 1). Dostali sme 65.0 mg (0.19 mmol,
90 %) aminu 53.
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L AT

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6, JD3202-13.fid): &
7.83 (s, 1H, H-Cg(5)), 7.29 — 7.47 (m, SH, H-Arp),
7.13 (d, 1H, J(2,6) = 1.9 Hz, H-Cc(2)), 6.97 (d, 1H,
J(5,6) = 8.3 Hz, H-C(5)), 6.91 (dd, 1H, J(5,6) = 8.3
Hz, J(2,6) = 19 Hz, H-Cc(6)), 5.41 (s, 2H,
ArgCHyArc), 5.05 (s, 2H, -OCH,Arp), 3.75 (s, 3H, -
OCH3), 1.35 (s, 6H, -C(Me),).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d6, JD3202-13b.fid): &
149.1 (s, Cc(3)), 147.7 (s, Cc(4)), 136.9 (s, Cp(1)),
128.4, 128.2, 128.0, 128.0 a 128.0 (Cg(4), Cc(1),
Cpb(2), Cp(3) a Cp(4)), 121.2 (Cx(5)), 119.8 (d, C(6)),
113.9 a 112.1 (Cc(2) aCc(5)), 70.0 (t, -OCH,Arp),
55.6 (t, ArgCHbArc), 52.5 (g, -OCHs), 48.5 (s,
NH>C(Me),Ars), 31.2 (q, -C(CH3)»).

M.p.: 124.8 - 127.2 °C [EA] biela krystalicka latka.

@

7.29 - 7.47 (m)
53
JD3202-13
DMSO-d
300 MHz
HoN 1212 556, 119$8
48.5 53T
A\ N\NE @ 147.7
31.2 149'1OMe52.5
O
* (128.4, 128.2, 128.0, 70.
128.0, 128.0) 1369
$(113.9, 112.1) @
JD3202-13b

FT IR (solid, cm™): 3511 (m), 3338 (m), 3109 (s), 2958 (m), 1605 (m), 1515 (s), 1257 (s),

1237 (s), 1141 (s), 1011 (s), 850 (m).
MS (ESI+): 353.2 ((M+H]").
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Elem. Anal. vypoc¢.: C;0H24N4O, (352.43): C, 68.16; H, 6.86; N, 15.90 ziskané: C, 67.56; H,
7.04; N, 15.43.

Priprava 2-(1-(3-(benzyloxy)-4-metoxybenzyl)-1,2.3-triazol-4-yl)etdn-1-aminu (54)

o OBN 5 0 mol ekv NH,NH, H,0 OBn
&= EtOH, 70°C, 2 &
| N N;N OMe t vegq%) ’ h H2N N$N OMe
o 49 54

Experimentalny postup: Do roztoku 100.0 mg (0.21 mmol, 1.00 mol ekv) triazolu 49 v 5 ml
EtOH sme prikvapkali 21.3 mg (0.42 mmol, 2.00 mol ekv) NH,NH, . H,O. Reaként zmes
sme zahriali na teplotu 70 °C a nechali reagovat’ 2 h. Odparili sme EtOH a pevny zvySok sme
precistili pomocou FLC s MeOH / EA / EtzN (29 / 70 / 1). Dostali sme 49.8 mg (0.15 mmol,
69 %) aminu 54.
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"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6, JD3702-13b.fid):
0 7.83 (s, 1H, H-Arg(5)), 7.29 — 7.47 (m, 5H, H-
Arp), 7.09 (d, 1H, J(2,6) = 1.8 Hz, H-C(2)), 6.96 (d,
1H, J(5,6) = 8.3 Hz, H-C(5)), 6.87 (dd, 1H, J(5,6) =
8.3 Hz, J(2,6) = 1.8 Hz, H-Cc(6)), 5.41 (s, 2H
ArgCHArc), 5.05 (s, 2H, -OCH,Arp), 3.75 (s, 3H, -
OCH3). Nestihli sme zatial’ dostato¢ne vycistit’.

4. Vysledky a diskusia

4.1. Syntéza dibenzocyklooktinu (DIBO, 6)

DMSO - dg
300 MHz

783 541 6.87 (8.3, 1.8)

/B \ 6.96 (8.3)

HoN =N
N~ 7.09 (1.8) Ol\geﬁ
O 505
7.29 - 7.47
54

JD3702-13b

DIBO 6 ma vo svojej Struktire trojnu vizbu, ktord je stcastou 8-¢lenného kruhu, ¢o

spOsobuje deformdciu vizbovych uhlov na sp hybridizovanych uhlikoch a vniSa do molekuly

napitie. DIBO 6 ochotne reaguje v takych reakcidch, pri ktorych dochiddza k uvolneniu

vnudtorného pnutia v molekule zmenou hybridizécie na uhlikoch trojne;j V'azby.

19 74%

HO
0.0 THF, RT, 0.5 h
- 79 %
DIBO 6
Schéma syntézy DIBO 6.

OOO CHCI3, RT, 18 h . MeOH, reflux, 18 h

NaOH
99 % Br 17
DCM, BF5. Et,O
TMSCHNQ °C 18 h
34 %

18 h, 99 %

DIBAL O O
DCM, -78°C az RT _l_
’ 14
Br

Syntézu DIBO 6 sme robili, okrem poslednej reakcie, podla price Kornmayera.™

Prvym krokom bola adicia brému na komer¢ne dostupny dibenzosuberenénu (19) za vzniku

zluCeniny 16. Zliceninu 16 sme pripravili aj radikalovou substitticiou z dibenzosuberénu (15).

V tomto pripade sme pri substitu¢nej reakcii pozorovali aj vznik monobrémovaného

medziproduktu, ktory Spinil produkt 16 a znizoval jeho vytazok. Pri substiticii sa pouziva
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nadbytok Br,, ktory je nutné po reakcii odstranovat’. Navyse pri tejto reakcii vznika HBr a ako
rozpustadlo sa pouZiva toxickejsi CCly v porovnani s CHCls, ktory bol pouzity pri adicnej
reakcii Br, na 19. Z tychto dovodov sme uprednostnili adi¢nd reakciu Br, na komercny
dibenzosuberenon (19) pred substitu¢nou reakciou Br, s komer¢nym 15. V oboch pripadoch
vypaddva produkt zreak¢nej zmesi aje dostatoCne CcCisty na pouZzitie v nasledujicom
syntetickom stupni.

Druhym stupfiom bola elimindcia molekuly HBr z intermediatu 16 v bazickych
podmienkach za refluxu v MeOH. Reakcia prebiehala selektivne s kvantitativnym vytazkom.
DalSou reakciou bolo roziirenie kruhu zliéeniny 17 pomocou TMSCHN, za katalyzy s BF; .
Et,0. TMSCHN; je potrebné priddvat’ postupne, pretoZe sa za podmienok reakcie rychlo
znehodnocuje. Problémom reakcie je, Ze sme nenasli eluény systém, ktory by
chromatograficky rozdelil vychodiskovi latku 17 od jej homolégu 14. Toto komplikovalo
sledovanie priebehu reakcie pomocou TLC analyzy a staZilo tiezZ chromatografické Cistenie
produktu 14.

Okrem produktu 14 sme v "H-NMR spektre urobenom zo surovej zmesi pozorovali aj
pritomnost’ vedl'ajSieho produktu 56 obsahujiceho oxirdnovy kruh. Zliceniny 14 a 56 boli
v spektre v zastipeni 75 % / 25 %. Oxirdn 56 &asto vznikd pri reakcidch takéhoto typu.”’
Mechanizmus vzniku produktu 14 a vedlajSiecho produktu 56 ukazujeme v Chyba!
Nenalezen zdroj odkazii.. MnoZstvo vedl'ajSieho produktu 56 sme sa snaZili zniZit' zmenou
teploty (-20 °C az reflux DCM), pricom sme zistili, Ze teplota nemd vyrazny vplyv na

vzniknuty pomer produktov 14 a 56.

0 /\
a)
OQO =
17

Br

7 Liu, H.; Sun, C.; Lee, N.-K.; Henry, R. F.; Lee, D., Chem. Eur. J. 2012, 18, 11889 - 11893.
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Schéma 10. Mechanizmus homologizacie 17 s TMSCHN, za vzniku produktu 14
a vedlajSieho produktu 56 obsahujiceho oxirdnovy kruh.
Surovi zmes sme najskor precistili pomocou FLC, po ktorej sme dostdvali zmes zlicenin 17

a 14. Z tejto zmesi sme ziskali po kryStalizacii Cisty produkt 14 v 34 % vytazku.

V pripade produktu 14 je moZny vznik dvoch regioizomérov, ktoré sa liSia polohou
brému. Napriek tomu sme po reakcii pozorovali vznik len jedného izoméru 14 s presne
neurcenou Struktirou. Informdcia o presnej polohe bromu v 14 je tazko ziskatel'na a pre nés
menej dolezitd, ked’Zze v d’alSich stupnioch aj tak dojde k jeho eliminécii.

Zaujimavou vlastnostou zli&eniny 14 si signaly jej metylénovej skupiny v 'H-NMR
spektre. Pre vodiky metylénu v 14 sme namiesto singletu pozorovali dva signdly a kazdy
znich Stiepeny na doublet s interakénou konStantou 13.3 Hz. Toto dokazuje, Ze vodiky
metylénu zo 14 si v NMR spektre neekvivalentné. V Struktire molekuly 14 sa nenachddza
Ziadny stereogénny uhlik, preto si tento jav vysvetl'ujeme existenciou enantiomérov zlic¢eniny
14, ktoré sui vysledkom jej zabrzdeného konformac¢ného prekldpania. PocitaCovym
modelovanim v Hypercheme pomocou AMI1 semiempirickej metédy sme zistili, Ze
k preklopeniu metylénu je nutnd zmena konformécie celej molekuly, pricom dve krajné
konformécie su navzdjom zrkadlové obrazy. Porovnanim energie jednotlivych konformécii
(krajné Struktury) so Struktirou prechodového tranzitného stavu (stredova Struktira) sme

odhadli energeticki bariéru preklopenia enantiomérov na 77 kimol'. (Obrézok 5)

Obrazok 5. Enantiomérne konformdacie ketéonu 14 (krajné Struktiry) v porovnani s
prechodovou tranzitnou Struktirou (v strede). Pre zjednoduSenie, uvaZovana bola len jedna

z moznych poloh Br v molekule 14.
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Po zvicseni kruhu nasleduje redukcia karbonylu keténu 14 DIBAL-om. Reakciu sme
pocas priddvania reduk¢ného €inidla chladili zmesou iPrOH / N, (1), kde sme si mohli dovolit
pridat’ vSetok DIBAL naraz. Po pridani sme nechali reakcnu teplotu vol'ne vystipit' na RT
a priebeh reakcie sme kontrolovali TLC analyzou, na zdklade ktorej sme sa rozhodovali, ¢i
pridime d’alsi ekvivalent DIBAL-u. Tymto sposobom sme dosiahli kvantitativny vytazZok
alkoholu 13.

Nakoniec sme chceli eliminovat’ HBr z molekuly 13 pomocou terc-BuOK. PouZitie
tejto bazy sa ale neosvedcilo a neboli sme uspesni ani v pripade vol'ného, ako aj chraneného
hydroxylu (cez TMS alebo TBDMS skupinu, ako to robil Kornmayer). Vo vSetkych
pripadoch sa alkohol 13, alebo jeho silylovany derivat menil na zli¢eniny nezndmej Struktury.

Neskor sme zistili, 76 Mbua a kol.”” eliminovali naraz dva brémy zo zli¢eniny 21
pomocou LDA. Tento postup sme uspeSne aplikovali na ndS substrdit 13. Po FLC
chromatografii sme ziskali DIBO 6 s vytazkom 79 %.

Celkovy vytazok pripravy DIBO 6 vzhl'adom na dibenzosuberenén 19 bol 33 % pri
Kornmayerovi, 23 % pri Mbuovi a naS bol 20 % (5 syntetickych stupniov). NajvicSim
problémom bolo rozsirenie kruhu keténu 17, pri ktorom sme ziskali iba 34 % v porovnani s
Kornmayerom, ktory dosiahol 67 % 14.

Reaktivitu DIBO 6 sme testovali s benzylazidom a na zdklade TLC a 'H-NMR
analyzy mozZzeme tvrdit, Ze DIBO 6 reaguje s benzylazidom samovolne za vzniku 2
regioizomérov pri RT. Po 30 min sme v r. zmesi uZ nepozorovali Ziadne z vychodiskovych
latok.

Syntézu DIBO 6 sme uskutocnili s cielom pripravit' tito latku ako imobilizacné
¢inidlo pre VEGFR2 protein kvoli jeho kovalentnému ukotveniu na Au-Cip pre povrchovu
plazmoénova rezonanciu SPR. Této metéda umozni Studovat’ interakcie VEGFR2 proteinu

s malymi molekulami — inhibitormi tejto kindzy.

4.2. Pocitac¢om uskutocneny navrh Struktdr inhibitorov VEGFR-2 receptoru

Pomocou pocitacovych metdd sme navrhli 4 zliceniny, ktorych syntéza mala povodne
pozostavat’ iba z jedného kroku — click reakcie. Ako stavebné bloky sme pouzili komer¢ne
dostupné termindlne alkiny aorganické azidy, zktorych sme vytvorili virtudlnu
kombinatoridlnu kniznicu 78 400 1,2,3-trizolovych produktov.

Virtudlne kombinatoridlne kniZznice umoziujui pristup k velkému mnoZstvu Struktir

(limitované vstupnymi fragmentmi), ale aj napriek tomu pokryvaji len mald cast’ teoretického
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chemického priestoru vsetkych moznych Struktir. Navyse s po¢tom vstupnych fragmentov
prudko stipa mnoZstvo kombinécii, preto je ich vyber, eSte na pociatku, vel'mi ddlezity. Ako
vstupné fragmenty sme zvolili komer¢ne dostupné termindlne alkiny a organické azidy.
Takyto pristup umoziuje efektivnu syntézu novych zlicenin.

Vytvorend kniznica (78 400 triazolov) po filtracii na drug-like vlastnosti a Uprave
protonizaénych foriem obsahovala viac ako 60 000 zlucenin. Ako dokovaci program sme
vybrali CDOCKER, ktory je stcastou Discovery Studia. CDOCKER vyuZiva molekulovi
mechaniku (CHARMm forcefield) a patri medzi stredne ndro¢né na vypoctovy vykon. Podl'a
manuélu k DS a porovnani v literatdre®® je najspolahlivej$i spomedzi protokolov dostupnych
v DS. Dokovali sme do PDB: 3CP9 VEGFR-2 variantu, ktory sa ukdzal byt pre predikéné
experimenty vyhodny vzhl'adom na dosahované skoére v kriZovych docking experimentoch
mensieho suboru 1,2,3-triazolovych derivatov do 24 VEGFR-2 proteinovych variantoch.
(v tom case dostupnych v PDB databaze)

Najprv sme skusali zadokovat’ s prednastavenymi parametrami povodny ligand C19
pochéddzajuci z komplexu PDB: 3CP9. Uvedeny ligand sa zadokoval sprdvne na védzobné
miesto tohto ligandu zndme z roentgeno-Struktirnej analyzy. Rozdiel medzi polohami Struktudr
oboch ligandov bol RMSD = 1.35 A. (Obrazok 3) Vzhl'adom na to, Ze pdvodny ligand m4
len 2 rotovatel'né vizby, ¢o zjednodusuje tvorbu konformécii, rozhodli sme sa zvysit’ pocet
generovanych konformérov Struktir kombinatoridlnej kniZnice aich orientdcii na
dvojndsobok oproti prednastavenym parametrom. S mierne upravenymi nastaveniami sme
boli schopny kniZnicu zadokovat do VEGFR?2 receptoru v priebehu 50 dni (8 x 2.5 GHz, 16
GB RAM).

Uvedeny virtudlny skrining mé svoje obmedzenia, ktoré by sme tu chceli spomenut’.
Dokovacie protokoly su parametrizované tak, aby dokdzali reprodukovat poziciu ligandu
zndmu z Rontgenovej Struktiry napr. z PDB databazy. Toto vSak nie celkom odzrkadl'uje
redlne experimenty, pri ktorych presnd konformdcia proteinu v komplexe s dokovanym
novym ligandom nie je zndma anovy ligand sa dockuje do receptoru s rigidnym
konforma¢nym usporiadanim ktoré bolo vynitené urCitym typom naviazaného ligandu. Tento
problém je vyrazny najmé v pripade proteinov s flexibilnymi vdzobnym miestom, do ktorych
sa daji zahrndt aj kindzy.*' Kindzy maji niekolko hrani¢nych konformdcii - aktivnu,
neaktivnu formu, rdézne stavy katalytického cyklu a vel'ké mnozstvo réznych prechodovych

stavov, vzniknutych najmid pohyblivostou aktivacnej slucky, ktord navySe casto nie je

% Bohari, M. H.; Sastry, G. N. J Mol Model 2012, 4263-4274.
81 Goldsmith, E. J.; Cobb, M. H. Curr. Opin. Struct.Biol.1994,4, 833-840.
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obsiahnutd v dostupnej krystdlovej Struktire. Predpovedanie konformécie proteinu
v komplexe s ligandom predstavuje prakticky rovnaky problém ako homologické
modelovanie proteinov, ¢o sic¢asné metddy dokdzu len s obmedzenou presnost’ou.82

Dal§im ¢astym problémom dokovacich metéd vo vieobecnosti je uréenie spravnej
polohy s pomedzi vygenerovanych orientécii - skérovanie rdznych pdz tej istej Struktiry. ESte
vicSie nepresnosti st pri porovnavani energii roznych Struktur, aj napriek ndjdeniu spravnych
viazobnych médov. Z tohto ddvodu je dolezité pouzivat’” kombindcie réznych typov skoére,
v idedlnom pripade vyuZitie Statistického modelu trénovaného na Studovany biologicky ciel
(VEGFR-2) atyp ligandov (triazoly). Okrem ciselnych skére je nutné pozriet zadokované
ligandy v komplexe scielovym proteinom a vizudlne zhodnotit redlnost polohy
umiestneného ligandu.

Napriek obmedzeniam virtudlneho skriningu maji takto vybrané Struktiry vysSiu
pravdepodobnost’ byt’ hitom, ako ked’ sa testuju latky len ndhodne. Nasim ciel'om bolo okrem
vyvoja aktivnych fragmentov, alebo inhibitora pre VEGFR2 aj overenie pouZitej vypoctovej
metodiky konfrontdciou predikovanych energii s vysledkami biologickych testov, s ktorymi

zatial’ z Casovych dovodov nedisponujeme (testovanie v zahranici).

82 Seddon, G.; Lounnas, V.; McGuire, R.; van den Bergh, T.; Bywater, R. P.; Oliveira, L.; Vriend, G. J. Comput.
Aided. Mol. Des. 2012, 26, 137-150.

66



4.3. Syntéza pocitacom navrhnutych VEGFR-2 inhibitorov

/\ (0] OMe
—NH* N O BnO
\_/ N
A W
N
Cl
F NN NH,
51 52
OMe OMe
BnO BnO

53 54
Schéma 11. Struktiiry poéitaéom navrhnutych inhibitorov VEGFR-2 kinazy.

4.3.1. Optimalizacia click reakcie uskuto¢nenej s alkinom 57 obsahujicom

primarnu amino skupinu

NH,

/57 _N
Noo = o . =
©; cu() QVN\/)_\NH

58
NH,NH, H,O | EtOH, 2 h, 70 °C
0 oNH,.H; o2 %,
N |
/// f;@ N=N
(@] 40 o O
©\/N\)_\N
CuS04, NaAsc O\~
DMSO /H,O (9/1), 2h, RT
96 %
59

Vzhl'adom na charakter navrhnutych zlic¢enin (52 - 54) ktoré obsahuji skupinu
primarneho aminu a poldrneho triazolu sme sa rozhodli uskuto¢nit’ vzorovu click cykloadiciu

najprv na modelovej reakcii benzylazidu 29 s propargyl aminom 57, za vzniku triazolu 58.
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Standard produktu 58 a jeho regioizoméru sme ziskali po termickej reakcii azidu 29 s alkinom
57 uskutoCnenej v toluéne pri teplote 100 °C pocas 18 h. VyskuSali sme r6zne postupy
z litf:raltl’lry,83’84’85
sme skusali rozne zmesi rozpustadiel (MeOH / H,O, terc-BuOH / H,O, DMSO / H,O, DMF /
H,0), r6zny pocet mol ekv Cu(I) (0.20, 1.00, 2.00), rézne zdroje Cu (CuSO, . 5SH,O + NaAsc,

Cul, Cu,0, praskova Cu(0)) a rézne pridavné €inidld (Na,COs TEA, NH,CH,CH,NH,, L-

ale nepodarilo sa ndm zliceninu 58 pomocou CuAAC pripravit. Pricom

prolin, PhCOOH). Predpokladali sme, Ze problém mozZe spocivat v koordindcii amino
skupiny s med’ou, preto sme sa rozhodli problematickii amino skupinu pred reakciou chranit’.
Ako chraniacu skupinu sme pouzili ftalimid, ¢o ndm umoZnilo vychddzat’ aj z komercne
dostupnych halogén obasahujucich alkinov 35 a38. Aminy sme po click reakcii
z ftalimidovych derivdtov triazolovych produktov uvolniovali hydrazinolyzou. Tymto

spdsobom sme dokdzali pripravit’ triazol 58 bez pouzitia termickej reakcie.

4.3.2. Priprava azidov 35 a 37 - prekurzorov click cykloadicif

0 OH Cl N
H NaBH, SOCl, NaN;
MeO EtOH, RT, 0.5 h MeO DCM, RT, 0.25 h MeO AN, 45 °C, 3 dMeO
OBn 3, 99 % OBn 33 98 % OBn 34 99 % OBn 35
cl N3

/@) NaN3 /@/
E 36 voda / aceton (1/1) E 37

RT, 18 h, 90 %

Azidovy derivat 35 je komercne dostupny (Sigma-Aldrich: 5 mg / 67.7 Euro). Azid 35
sme potrebovali vo vid¢Som mnoZstve (optimalizicia 3 reakcii, po ktorych nasleduje
odchranenie). Syntézu 35 sme uskutocnili v troch krokoch. Zacali sme redukciou komeréného
aldehydu 32 s NaBH4 premenou alkoholu 33 na chlér derivit 34 pomocou SOCI,

a substiticiou halogénu z 34 s NaN3 na pozadovany azid 3S.

83 Aufort, M.; Herscovici, J.; Bouhours, P.; Moreau, N.; Girard, C. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 1195 -
1198.

% Shao, C.; Zhu, R.; Luo, S.; Zhang, Q.; Wang, X.; Hu, Y. Tetrahedron Lett. 2011, 52, 3782 - 3785.

85 Campbell-Verduyn, L. S.; Mirfeizi, L.; Dierckx, R. A.; Elsinga, P. H.; Feringa, B. L. Chem. Commun. 2009,
2139 -2141.
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Redukcia s NaBH4 prebiehla v EtOH pri rt rychlo ado 30 min sme na TLC uz
nepozorovali vychodiskovy aldehyd 35. Skusali sme rdzne protické rozpustadld, pricom sme
si v§imli, Ze NaBH4 sa pribliZzne po 1 h degraduje v MeOH a EtOH, zatial’ ¢o v iPrOH zostdva
aktivny dlhsie ako 3 dni. Aldehyd 32 je dostato¢ne reaktivny a zreaguje skor ako sa stihne
NaBH, v MeOH alebo EtOH znehodnotit’.

S chlorédciou alkoholu 33 sme mali zo zaliatku problémy, kvoli relativne vysokej
reaktivite samotného produktu 34, ktory sa rozkladal samodeStrukciou. Jedna molekula 34
alkylovala aromatické jadro druhej molekuly 34 nakol’ko donorné skupiny na benzénovom
jadre stabilizuji karbokation, ktory mdze vznikat' odstipenim chloridového i6nu a zéroven
aktivuji benzénové jadro voéi elektrofilnej substitiicii. Struktira produktu rozkladu 34 bola
dokdzand pomocou 'H-NMR spektra. Vzhladom na uvedené komplikicie, bolo nutné reakciu
uskutocnit’ rychlo, produkt 34 spracovat’ a neskladovat’ ho v roztoku. Vysoku reaktivitu 34
dokazuje aj jeho rychla solvolyza v MeOH za vzniku éterického metoxy derivatu.

Substiticiu s NaN3 sme museli robit’ v bezvodom AN, kedZe sa derivat 34
v pritomnosti H,O pomerne rychlo hydrolyzoval. Obmedzend rozpustnost NaN; v AN

sposobila, Ze reakcia prebiehala 3 dni pri teplote 45 °C.

Dalsf potrebny azid 37 sme pripravili z komeréne dostupného chlér derivétu 36, ktory
vSak bol menej nachylny na hydrolyzu v porovnani s citlivym chlor derivatom 34. Preto sme
substiticiu s NaN3 mohli uskuto¢nit’ v zmesi acetén / voda (1 / 1). Na "H-NMR sme neskor
pozorovali vedl'ajsi produkt (10 %), ktory sme vzhl'adom na vysledok TLC analyzy (vyrazne
polarnejSia zlicenina) odhadli na produkt hydrolyzy. Preto by sme pri opakovani reakcie
namiesto pdvodného rozpustadla (zmes acetéon / voda), skor odporucili pouzit' AN, alebo

DMSO.
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4.3.3. Syntéza chranenych alkinov 40, 44, 46

0O
e ¢y
39
Br o
z DMF, 80°C, 18 h @E@\'
38 )
95 %
o) 40

41 99 % 40 %

0 o o
OE O
o, X 4
)( %42 N~ “OEt
=z N2 e RT 18h H% 150°C, 1 h
o) 44

Br /
_
//V:,,s DMF, 80°C, 48 h @qé

45 %

Reakcia ftalimidu draselného 39 s propargylbromidom 38, spojend s elegantnou
izolaciou produktu vyzrazanim s vodou, poskytla takmer kvantitativne produkt 40.

Alkin 44 sme pripravili z aminu 41, priCom ako zdroj ftalimidovej skupiny sme pouZili
N-karbetoxyftalimid 42. Reakcia sa pri RT zastavila na medziprodukte 43, ktory sa uzatvéral
na produkt 44 a7z pri vysSej teplote, ¢o zniZilo vytazok vznikom rozkladnych produktov.
Uzatvéranie sme robili bez rozpustadla pri HV.

Reakcia brombutinu 35 a ftalimidom draselnym 39 prebiehala s pomerne nizkym
vytazkom aj napriek tomu, Ze sme pouzili 2.00 mol ekv 39 a brém derivat 35 sme in situ
aktivovali pridavkom KI. Vys§i vytazok pri reakcii s propargylbromidom 38 sa d4 vysvetlit
stabilizdciou kladného ndboja prostrednictvom vedlajSej trojnej vidzby ,,mezomérna

stabilizacia“.
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4.3.4. Click reakcie - syntéza intermediatov 47 - 49 a kone¢ného produktu 51

| N OMe
MeO CuSO, . 5 H,0, NaAsc 95 % _
OBn DMSO / H,0 (9/ 1), RT

35 0)

f[h"
N=N
46 %
/N P N3 _NH+
—NH* N 0]
_/ \ \\
CuSO,. 5 H,0, NaAsc

DMSO / H,0 (9/ 1), RT

Cl
50 36 h, 68 % F 51

Pri CuAAC reakciach sme si ako zdroj Cu(l) zvolili redoxny systém CuSOy . SH,0,
NaAsc (0.20 mol ekv / 0.40 mol ekv). Pri tomto systéme si moZeme byt isty, Ze v reakénej
zmesi je pritomnd med v oxida¢nom stupni 1. Cu(I) je navySe nadbytkom NaAsc chrianend
pred oxidéaciou vzdusnym kyslikom, ¢o zjednodusuje uskuto¢nenie reakcie. Ako rozpustadlo
sme pouzili zmes DMSO / H,O (9 / 1) kvoli zlej rozpustnosti vychodiskovych alkinov
v alkoholoch a aceténe.

Reakcie s azidom 35 prebiehali 2 az 3 h, priCom bolo potrebné sledovat’ priebeh na
TLC, pretoze pokial' sa reakcia v€as nespracovala dochddzalo k znehodnocovaniu produktu
a k zniZovaniu vytazku. Alkin 46 ma ind povahu trojnej vizby ako 44 a 40, ked’Ze je o uhlik
d’alej od N a poskytoval priblizne polovicné vytazky.

Cykloadiciu s alkinom 50 bolo t'azké sledovat’ na TLC, kvoéli podobnej R hodnote VL.

a produktu. Vznik produktu 51 je mozné pomocou TLC urcit’ z rozdielneho spravania sa
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v pardch I, (50 sa nefarbi, 51 sa farbi). Prekvapivo, posuny a tiepenie '"H-NMR spektra 51
vyrazne zdvisi od pouzitého rozpustala. Ak sme pouZili DMSO-ds, pozorovali sme
Standardné singletové signaly oboch pritomnych metylénov OCH,Arc a ArcCH,Arp, zatial’ ¢o
pri pouziti CDCIl; metylénové vodiky v oboch metylénovych skupindch uZ neboli

ekvivalentné a Stiepili sa gemindlnou interakciou. (

CDCls
300 MHz
552 (14.8),5.45 (14.8)

N ‘N 7.27 (86, 5.9)
223-253 372 N'c .oe (86,8.6)
SN L o 7.55 E

224 —N A N

\  / 5.24 (12.4),5.17 (12.4)
3.24
7.20 (2.6) @ 6.99 (8.9)
7.28 (8.9, 2.6) JD4102-13¢
DMSO - d,
300 MHz

2.98 - 3.15 (br m)
N 58 7.39(8655)

1.99 - 2.25 (br m) N“e N .21 (8.6, 8.6)
3.31 / P Oﬁzs F

—N A N

5.19
7.24 (2.6) @ 7.31 (8.9
7.45(8.9,2.6
Cl ( ) 51 JD4102-13b
5!6 I ‘ ‘ ‘ 5!5 I I I ‘ 5.‘4 I I ‘ ‘ 5.‘3 I I I I 5.‘2

Schéma 12)
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Schéma 12. 'H-NMR mapy triazolu 51 a vyseky spektra pre metylény v CDCl; a DMSO-d;
dokazujice odlisné spravanie sa zlic¢eniny 51 v dvoch odliSnych rozpustadlach. V hornom

spektre singlet pri 5.3 § je to zvySkovy DCM, ktory sa v dolnom spektre nenachédza.

Takéto sprdvanie si vysvetlujeme tvorbou ,.charge-transfer” dimérov 51 v prostredi
CDCl; rozpustadla, v ktorych si aromatické kruhy a tym aj metylény zafixované a ich vodiky
chemicky neekvivalentné. (Schéma 13) Hypotézu sme testovali pridavkom Et;N, ktory by

mohol komplex rozrusit’ nahradenim tercidlneho aminu z piperazinu. A vSak ani po pridani 15
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mol ekv EtzN sme nepozorovali zmenu v chemickych posunoch alebo interakénych
konStantach skimanych metylénovych vodikov, ¢o naznacuje, Ze 51 tvori pevny dimér, alebo
metylény fixuje iny mechanizmus. V budtcnosti by sme cheeli spravit 'H-NMR experimenty

s postupnym zvySovanim teploty, aby sme odhadli interak¢nu energiu mozného diméru.

N’N /\;l\

2

o) N

—d K(

F
) NI:',{‘ F

Schéma 13. Navrhnuté Struktiry dimérnych agregatov triazolu 51 v CDCl;.

Cl

4.3.5. Priprava predpovedanych triazolovych produktov 52 - 54

Konverzia ftalimidu na amin hydrazinolyzou je sticastou Gabrielovej syntézy aminov.
Ako rozpustadlo sa Standardne pouziva EtOH kvdli nizkej rozpustnosti vedl'ajSieho produktu
ftalhydrazidu. Ftalhydrazid sme z reak¢nej zmesi odstranovali filtraciou z roztokov EtOH
az DCM. Tymto spdsobom sme dostali zmes, ktord eSte stale bolo nutné precistit pomocou
FLC, preto sme neskor ftalhydrazid nefiltrovali a po reakcii sme hned’ pouzili FLC. Priprava
zlicenin 52 a 53 davala po cisteni FLC uspokojivé vytazky. Triazolovy amin 54 poskytoval

v porovnani s produktmi 52 a 53 o nieco niZSie vytazky.
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Schéma 14. Syntéza triazolovych zlicenin 52 - 54 s predpovedanou afinitou k VEGFR2

receptoru.

Zaver

V 5 syntetickych stuptioch sme pripravili poZadovany cyklooktin DIBO 6, pricom sme
opisali aj oxirdnovy vedl'ajsi produkt ziskany pri rozSirovani kruhu sedemclenného keténu s
TMSCHN,. Navrhli sme mechanizmus jeho vzniku. Vysvetlili sme v 'H-NMR spektre
pozorovanu diastereotopicitu metylénovych vodikov jedného z intermedidtov pri priprave
DIBO. Vypocitali sme energiu preklopenia jeho enantiomérov. OdskuiSali sme reaktivitu
pripraveného oktinu DIBO 6 na modelovej nekatalyzovanej click reakcii s benzylazidom.

Pomocou pocitacovych metéd sme navrhli Struktiry potencidlnych inhibitorov
angiogenézy zameranych na blokovanie TK aktivity VEGFR-2 receptoru. Ndvrh inhibitorov
spoc¢ival vo vytvoreni virtudlnej kombinatoridlnej kniznice 70 400 substituovanych 1,2,3-
triazolov dostupnych cykloadiciou termindlnych alkinov a organickych azidov. KniZnicu sme
filtrovali a nésledne 60 707 Struktir dokovali do modelu VEGFR-2 proteinu na zdklade ¢oho
sme sa rozhodli pripravit’ 4 nové zliceniny.

Podarilo sa ndm pripravit vSetky navrhnuté a vybrané triazolové zluceniny. V 3
pripadoch alkin obsahoval aminovi skupinu, ktord bolo nutné pri click reakcii chrénit’,

pricom ako chrdniacu skupinu sme si vybrali ftalimid. Syntézu vybranych zlicenin sme
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uskutocnili 14 reakciami, pricom sme pripravili a charakterizovali 7 zlicenin, ktoré neboli v
literatdre opisané. Opisali sme odli§né vlastnosti demonstrované vyrazne inymi 'H-NMR
spektrami jedného z navrhnutych triazolovych produktov v dvoch r6znych deuterovanych
rozpustadlach. Navrhli sme vysvetlenie tohto javu dimerizdciou molekdl v jednom
z rozpustadiel.

Pocitacom navrhnuté zluceniny su pripravené na biologické testovanie na enzymaticku

inhibi¢nu aktivitu VEGFR2 recetoru.

Summary

We prepared desired cyclooctine DIBO 6 in 5 synthetic steps. We described oxirane
side product from a ring enlargement reaction performed with TMSCHN,. We proposed
reaction mechanism of its formation. We explained diastereotopicity of methylene hydrogens
observed in 'H-NMR spectra in case of one from DIBO synthetic intermediates. We
calculated energy barrier of conversion between enantiomers. We tested reactivity of prepared
DIBO 6 on a model click reaction performed with benzylazide without catalyst.

By computer-aided methods we designed structures of potential angiogenic inhibitors,
which act as VEGFR-2 receptor TK blockers. The design of inhibitors was based on
enumeration of virtual combinatorial library consisted of 70 400 substituted 1,2,3-triazoles
accessible by cycloaddition of terminal alkynes and organic azides. We decided to prepare 4
new compounds selected from docking and drug like filtering experiments.

We succeeded in preparation of all selected designed triazolic compounds. In 3 cases
of alkynes that contain a primary amino group, the amine was necessary to protect before a
click reaction. Phthalimide was chosen as a protecting group. We performed the synthesis in
14 reactions, prepared and characterized 7 compounds not yet described in the literature. In
one of the developed triazolic compound we observed remarkably different "H-NMR spectra
measured in two distinct solvents. We proposed an explanation of this feature by dimerization
of the compound in one of these solvents.

Computer designed compounds are prepared for biological assay on enzymatic

VEGFR-2 inhibition activity.
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