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1. Abstrakt

Matas Hlava¢: Syntéza prekurzorov N,4-diaryloxazol-2-aminovych inhibitorov
VEGFR2

Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra organickej
chémie

Bakalarska diplomova praca, 59 stran, 2014

Receptorové  tyrozin kindzy st transmembranové receptory, ktoré
sprostredkiivaji rézne biologické procesy nevyhnutné pre zivot. Reguluju zakladné
bunkové pochody ako su: bunkovy rast, cyklus a diferenciacia. Zvysena aktivita tychto
receptorov ma vsak za nasledok aj vznik r6znych chorob, hlavne rakoviny. Na zakladne
tychto faktov sa tyrozin kindzové receptory stali zaujimavym terapeutickym cielom pri
liecbe rakovinovych ochoreni, priCom inhibicia ich aktivity vedie k eliminacii rastu
rakovinovych buniek. V poslednom obdobi bolo objavenych niekol’ko typov
nizkomolekulovych zlucenin, ktoré preukazali inhibi¢nti aktivitu voéi tyrozin
kinazovym receptorom atym otvorili moznost efektivnejSej lieCby nadorovych

ochoreni.

KPucové slova: receptorové tyrozin kindzy, inhibicia, rakovinové bunky,

nizkomolekulové zluceniny



Abstract

Matas Hlavaé: Synthesis of Precursors of N,4-diaryloxazole-2-amine Based
VEGFR2 Inhibitors

Comenius University in Bratislava, Faculty of Natural Sciences, Department of Organic
Chemistry

Bachelor diploma work, 59 pages, 2014

Receptor tyrosine kinases are transmembrane receptors, which mediate various
biological processes necessary for life. They regulate basic cellular processes,
expecially cell proliferation, cycle and differentiation. Increased activity of these
receptors cause emergence of various diseases, mainly cancer. Based of this facts,
tyrosin Kinases receptors have become interesting therapeutic target in treatment of
cancer diseases and inhibition of their activity leads to growth elimination of cancer
cells. Recently, several types of small-molecule compounds, which exhibited inhibitory
activity against receptor tyrosine Kkinases, were invented and thus they gave

opportunities of more effective treatment of cancer diseases.

Key WOrds: receptor tyrosin kinases, inhibition, cancer cells, small-molecule

compounds



. Graficky abstrakt

2.1. Synteticky postup pripravy prekurzoru N,4-diaryloxazol-2-
aminovych VEGFR?2 inhibitorov 8
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Schéma 1. Navrh a realizacia syntézy navrhnutého prekurzoru 8 VEGFR2 TK inhibitora.



3. Abstrakt 'H-NMR spektier
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4. Pouzité skratky

abs absolttny, suchy

AN acetonitril

CSCs rakovinové kmeniové bunky(Cancer Stem
Cells)

DMSO dimetylsulfoxid

EA etyl acetat

F (%) vylucovanie (clearance) -
farmakokineticky parameter, ktory opisuje
schopnost’ obliciek filtrovat’ urcita latku v
organizme

Hex zmes hexanov

HML ty, (min)

Polcas existencie latok v pritomnosti
I'udskych pecenovych mikrozémov

(Human Liver Microsomes)

HV vakuum olejovej vyvevy (High Vacuum)
koncentracia inhibitora, pri ktorej klesne
ICs0 aktivita enzymu na polovicu (Inhibition

Concentration)
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mCPBA kyselina 3-chlérperoxobenzoova

NBS N-brémsukcinimid

NSCLC typ rakoviny pl'ac (Non-small-cell lung
carcinoma)

NMR nuklearna magneticka rezonancia (Nuclear
Magnetic Resonance)

RT laboratorna teplota (Room Temperature)

RVO rota¢na vakuova odparka

RZ reak¢énd zmes

SAR vzt'ah medzi Struktirou inhibitora a jeho
biologickou aktivitou

SCs kmenové bunky (Stem Cells)

t12 () farmakokineticky parameter, ktory udava
Cas, za ktory klesne koncentracia lieku po
jeho in vivo podani na polovi¢ni hodnotu
(biological half-life)

TLC tenkovrstvova chromatografia (Thin Layer
Chromatography)

TK tyrozin kinaza

UV/ VIS Ultrafialové / vidite'né svetlo (Ultraviolet /
Visible Light)

VL vychodiskova latka

Vss (L/kg) distribucia (Distribution) -

farmakokineticky parameter, ktory opisuje
krvny trasport latky medzi r6znymi

tkanivami

11




5. Uvod

Receptorové tyrozin kinazy (RTK) st receptory nachadzajice sa v cytoplazmatickej
membrane bunky. Tieto receptory su pre bunku esencialne, zohravaju dolezita tlohu pri
jej diferenciacii a proliferacii. Reguluju vyvoj a rast vSetkych tkaniv v organizme, takze
poruchy ich aktivity spdsobuju zavazne problémy, predovsetkym nekontrolovatelné
bunkové bujnenie a tym padom aj vznik a rozvoj rakovinovych ochoreni. Existuje az
20 rodin tyrozin kinaz (TK), ktoré sa od seba odliSuju $truktirou a typom prislusného
ligandu, zabezpecujiiceho prenos bunkového signalu. Inhibiciou zvySenej aktivity
tychto receptorov je mozné zastavit bunkové bujnenie atym potladit’ rast
a rozmnozovanie rakovinovych buniek.

Na zaciatku mojej prace opisujem funkciu rakovinovych kmenovych buniek (CSCs)
a objavené aktivne latky na potladenie ich diferenciacie a proliferacie. V dal$ich
podkapitolach sa venujem struktire a aktivite nedavno vyvinutych nizkomolekulovych
inhibitorov Mer a Tyro3 tyrozin kinaz, ktoré st schopné inhibovat’ priebeh rdéznych
ochoreni napr. trombdzy, srdcovych ochoreni a Vv neposlednom rade réznych typov
rakoviny.

V praktickej Casti opisujem vyvinutd pripravu N,4-diaryloxazol-2-aminove;j
zliCeniny 8, ktora je prekurzorom predpovedanych inhibitorov aktivity tyrozin

kindzového receptora VEGFR2.

! Kramoli§, M. Bakaldrska praca 2012, Prirodovedecka fakulta Masarikovej Univerzity, Brno.
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5.1.Ciele bakalarskej prace

Ciele mojej bakalarskej prace su:

1. Spracovanie najnovsej prehl'adnej literatary tykajicej sa doteraz opisanych
inhibitorov CSCs.

2. Spracovanie vybranej literatury tykajlcej sa vyvoja novych inhibitorov tyrozin
kinaz: Tyro3 a Mer.

3. Navrh metodiky na syntézu TFA-chraneného a-brém-1-(4-amino-3-
bromfenyl)etanonu 5, ako aj jeho dibromovaného analogu 6.

4. Priprava latok 2, 3,5, 6 a 8.

13



6. Teoreticka ¢ast’

6.1. Inhibitory rakovinovych kmenovych buniek (CSCs)

6.1.1. Nedavno opisané inhibitory CSCs

Nasledujuce informécie o rakovinovych kmenovych bunkach a ich inhibitorov
som Cerpal z literatl'n'y.2 Rakovinové kmenové bunky (CSCs) predstavuji subpopulaciu
nadorovych buniek, ktoré maju Specifické vlastnosti. CSCs, nachddzajice sa v réznych
malignych nadoroch ako st napr. rakovina krvi, prsnika, koze, plic alebo prostaty,
maji  schopnost sebaobnovovania (self-renewal), ktora je pri¢inou ,navratu“
rakovinového ochorenia po aplikacii chemoterapeutickej lie€by. Na zaklade doterajSich
Stadii sa zistilo, Ze CSCs disponuju niekol’kymi typmi vnatornych mechanizmov
rezistencie na Vv sucasnosti pouzivani chemoterapiu a radioterapiu. Rezistencia
umoznuje CSCs prezit’ a zabezpecit’ tvorbu metastaz.

Vicsina doteraz vyvinutych lieciv urenych na cielent liecbu rakoviny, ma
vplyv iba na proliferaéne aktivne (deliace sa) rakovinové bunky, teda nie na kl'udové
CSCs. Napriklad imatinib eliminuje proliferujice bunky chronickej myeloidnej
leukémie (CML), ale kmenové bunky tohto typu rakoviny nepreukazali citlivost’ na
uvedené liecivo. Trastuzumab je monoklonalna protilatka posobiaca proti nadmerne;
expresii epidermaného rastového faktora (HER2). Tento rastovy faktor podporuje rast a
vyvoj nadorov a znizuje intenzitu apoptézy rakovinovych buniek. Sorafenib
predstavuje nizkomolekulovy inhibitor niekol’kych tyrozin kindzovych receptorov, ktoré
umoznuju angiogenézu a proliferaciu buniek akttnej myeloidnej leukémie (AML).
Podobne ako predchadzajuce dva inhibitory, sorafenib neredukuje pocet a aktivitu
rakovinovych kmenovych buniek AML.

Na zaklade predchadzajucich vysledkov sa zistilo, ze CSCs predstavuja
perspektivny ciel’ na cielenu liecbu roéznych typov rakoviny. Vplyvom takejto cielenej
liecby spojenej s chemoterapiou by mohlo dojst’ k eliminacii vSetkych rakovinovych
kmenovych buniek. Niekolko druhov prirodnych lie€iv (mikrobidlneho alebo

rastlinného pévodu) bolo tiez objavenych. (Tabula 1) Aktivne latky sGi zamerané na

% Naujokat, C.; Laufer S. J. Cancer. Res. Updates, 2013, 2, 36-67.
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inhibiciu dodlezitych signalnych drah CSCs a Specifickych molekul na ich povrchu.
Podobnu inhibi¢nu aktivitu preukdzali aj niektoré¢ klasické lieky ako napr. metformin,

vo vS§eobecnosti pouzivany na liecbu metabolickych chorob.

Trieda Zlicenina Aktivita
CSCs prsnika
Mikrobialne ionoforne AML SCs
o Salinomycin
antibiotikum CSCs pl'tc aprostaty
pankreaticke CSCs
Mikrobidlne 3-O-metylfunikon
o CSCs prsnika
antibiotikum (OMF)
Seskviterpénny lakton Partenolid a AML SCs
rastlinného povodu dimetylpartenolid LC-1 CSCs prsnika a prostaty
Glioblastomové CSCs
Steroidny alkaloid Cyklopamin CML SCs
rastlinného povodu Saridegib CSCs prsnika a
prostaty
Antidiabeticky liek Metformin CSCs prsnika a prostaty

Tabulka 1. Objavené zluceniny s aktivitou na rézne typy rakovinych kmefiovych buniek.

Salinomycin je antibiotikum izolované z kultar actinobacterium Streptomyces albus,
pre ktorého chemicku Struktiru je charakteristickd pritomnost’ polyéterovych retazcov

a karboxylovej skupiny. (Obrazok 1)

Obrazok 1. Struktira salinomycinu.

15




V cytoplazmatickej a mitochondridlnej membrane plni salinomycin ulohu
ionoforu (t.). zliceniny umoznujicej prenos idnov cez membranu bunky) s vysokou
selektivitou pre alkalické kovy.® Taktie? preukazuje antimikrobidlnu aktivitu vo&i
Gram-pozitivnym baktériam (Bacillussubtillis, Staphylococcus aureus, Micrococcus
flavus atd.) a proti niektorym hubam (Plasmodium falciparum a Eimeria spp.).
Salinomycin je vSak pre l'udi toxicky a doteraz sa pouzival iba na liecbu kokcididzy
(choroba traviaceho traktu hospodarskych zvierat). Jeho toxicita sa prejavuje akutnou
nevolnost'ou, tachykardiou a zvySenim krvného tlaku.

V roku 2009 nemecki vedci zistili, Ze salinomycin selektivne eliminuje 'udské
CSCs prsnika. Pri stanoveni CSC-inhibi¢nej aktivity salinomycinu pouzili rakovinové
epitelidlne kmenové bunky (HMLER-shEcad), pricom zaznamenali znizenu
Zivotaschopnost’ a zvySent intenzitu apoptdzy tychto buniek. Podobné vysledky boli
zistené aj v pripade kmenovych buniek akutnej myeloidnej leukémie (AML SCs), ktoré
neboli rezistentné na liecbu salinomycinom. Mechanizmus G¢inku salinomycinu na
CSCs nie je zatial jasny, ale ukazalo sa, Ze inhibuje rézne biologické procesy, ktoré st

esencialne pre zivot buniek a zvysuje intenzitu apoptozy CSCs.

3-O-Metylfunikon (OMF) predstavuje sekundarny metabolit produkovany hubou
Penicillium pinophilum a australskymi morskymi hubami. Ide o toxicka pyranovu
zlt€eninu, ktord je schopnd inhibovat’ rast rdéznych fytopatogénnych hub a aktivitu
cicavéich DNA polymeraz. (Obrazok 2) OMF spdsobuje zastavenie bunkového cyklu a
apoptozu v bunkach l'udského melanému a krcka maternice. Neddvno bolo preukazané,
ze OMF dokéze selektivne redukovat’ bunkové linie MCF-7 rakoviny prsnika, ¢o vedie

k eliminécii CSCs prsnika.

3 Steinrauf, L. K.; Hamilton, J. A.; Sabesan, M. N. J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 4085-4091.
16



Obrazok 2. 3-O-Metylfunikon.

Partenolid je nukleofilny seskviterpénny lakton (Obrazok 3) izolovany z kvetov a
listov rastliny Tanacetum parthenium, ktory inhibuje aktivitu transkripéného faktora
NF-kB. Ked'ze NK-«B je dolezity transkripény faktor pre expresiu génov umoznujucich
tvorbu zapalov a v zna¢nej miere ovplyviiuje aj progresiu rakoviny, partenolid zohrédva
dolezitu ulohu pri protizapalovych a protirakovinovych procesoch.

Partenolid bola prva zlicenina objavena na cielenu liecbu rakoviny inhibiciou
CSCs. Guzman, Jordan a spolupracovnici vo svojej Studii poukazali na to, ze partenolid
indukuje apoptézu v Tudskych AML SCs bez vplyvu na zdravé kmenové bunky.
Podobné vysledky boli zistené aj pri rakovinovych kmenovych bunkdch prostaty,

myelému a prsnika.

@

Obrazok 3. Partenolid.

Cyklopamin je steroidny alkaloid (Obrazok 4) izolovany z kalifornskej rastliny
Veratrum californicum. Ma teratogénne a protinadorové Uc¢inky vyplyvajuce z jeho
schopnosti inhibovat’ bunkova odpoved’ na ,Hedgehog“ signalnu drahu stavovcov.

Hedgehog draha je hlavnym regulatorom mnohych zakladnych procesov pocas

17



embryonalneho vyvoja stavovcov, napr. podpory tvorby kmenovych buniek, bunkove;j
diferenciécie a proliferacie.

Nedavne zistenia naznacuju, ze Hedgehog draha reguluje aj proliferaciu CSCs a tvorbu
nadorov. Na zaklade in vitro testov a testov na mySiach vedci zistili, Ze inhibicia
Hedgehog drahy cyklopaminom vedie k elimindcii glioblastomovych CSCs, kmenovych
buniek mnohonasobného myelému (MM) a CML SCs. NeskorSie Stadie potvrdili aj
eliminaciu zaltdoénych, pecenovych a prostatickych CSCs. Kvoli nizkej oralnej
biodostupnosti a metabolickej stabilite cyklopaminu bol navrhnuty jeho analog, ktory
ma oznacenie IPI-926 a nazyva sa saridegib. Ma podobné biologické vlastnosti ako
cyklopamin, no vyznacuje sa vyrazne vysSou ordlnou biodostupnost’ou a v sucasnosti je

v prvej faze klinickych testov.

HO

cyklopamin saridegib

Obrazok 4. Struktara cyklopaminu a saridegibu.

Metformin patri medzi biguadinidy izolované z rastliny Galega officinalis a pouziva sa
uz niekol’ko rokov na liecbu diabetes mellitus typu 2. Potlaca glukoneogenézu v peceni,
¢im znizuje hladinu glukoézy v krvi, reguluje cirkuldciu inzulinu, potla¢a nadmernt
expresiu epidermalneho rastového faktora (HER2) a inhibuje niekolko typov tyrozin
kin4dzovych receptorov.

Na zéklade najnovsich $tadii bolo preukdzané, ze metformin selektivne inhibuje
CSCs roznych typov rakoviny napr. rakoviny prsnika, pankreasu, ¢i Stitnej zlazy.

V stcasnosti je metformin v roznej faze klinickych testov na pacientoch.

18
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Obrazok 5. Struktara metforminu.

Najnovsie vyskumy naznacuju aj perspektivnu moznost’ cielenej lieCby CSCs,
ktoré st povodcami vzniku rakoviny a budi predmetom skumania najblizSie roky.
Zatial sa najviac osvedcilo ionofoérne antibiotikum salinomycin, ktoré efektivne

zredukovalo pocet CSCs v réznych typoch rakoviny in vitro a v testoch na mysiach.

6.2. Nové inhibitory Mer a Tyro3 tyrozin kinazy

6.2.1. UNC1062 — pyridazolpyrimidinovy Mer TK inhibitor

Mer kindza je tyrozin kindzovy receptor nachddzajici sa na povrchu
cytoplazmatickej membrany a spolu s receptormi Tyro3 a Axl patri do rodiny tyrozin
kinaz s oznadenim TAM. Ulohou Mer kindzy v organizme je podpora proliferacie
a prezitia bunky, aktivita krvnych dosti¢iek a vplyv na produkciu cytokinov (malé
molekuly sliiziace na prenos informacii medzi bunkami). Abnormalna aktivita Mer TK
receptora Casto vyust'uje k onkologickym ochoreniam. Nadmerna expresia Mer kinazy
bola zaznamenand v B- a T-bunkéch akutnej lymfoblastickej leukémie (ALL), pricom
v zdravych B- a T-lymfocytoch sa tento jav nepotvrdil. Zvysena intenzita Mer expresie
bola zaznamenana aj v bunkach akttnej myeloidnej leukémie (AML), v $pecifickych
bunkach rakoviny pl'aic (NSCLC), v glioblastome (GBM) a v metastatickom melanome.
Na zaklade tychto faktov sa zistilo, ze Mer receptor predstavuje zaujimavy terapeuticky
ciel' z hl'adiska liecby ALL, AML, NSCLC a inych chorob suvisiacich s nadmernou
aktivitou Mer TK. U¢inny Mer inhibitor by mal spdsobovat’ apoptozu tumorovych
buniek a zvysovat’ ich citlivost’ na chemoterapiu.

Niekol’ko typov nizkomolekulovych Mer inhibitorov bolo nedavno objavenych.
Zlugenina s oznaéenim UNC569 preukézala dobra inhibi¢nu aktivitu. (Obrazok 6) Zial
inhibitor UNC569 sa vyznacoval aj inhibi¢nou aktivitou voc¢i génu kodujucemu

draslikové kandly (hERG), priCom inhibicia tohto génu moze spdsobit’ QT syndrom
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(porucha srdcovej ¢innosti) a nahlu smrt’ pacienta. Preto je inhibicia hERG povazovana

za neprijatelnt ,,antitarget. Aby sa znizila intenzita hERG inhibicie, vedci navrhli

latku T2 s podobnou aktivitou vo¢i Mer TK s potlacenou aktivitou na hERG. Téato

zlucenina sa stala najvhodnejSou vychodiskovou zluceninou pre vyvoj potencialneho

Mer TK inhibitora.
F 0-§-NHMe
NI
A
N )l\ “ NN ’\f \N
N" N NN
H \ i N N
"“NH, .,
T1 (UNC569) T2 NH,
ICs0 Mer: 2.9 nM IC59 Mer: 3.5 nM
Axl: 37 nM Axl: 59 nM
Tyro3: 48 nM Tyro3: 27 nM

Obrizok 6. Struktura a enzymaticka aktivita zla¢enin T1 a T2. Hodnoty ICs; si uvedené pre Mer TK,
ako aj pre zvysné tyrozin kinazy rodiny TAM (Tyro3 a Axl).

Najucinnejsi inhibitor bol vyvinuty na zékladne SAR testov, vramci ktorych sa

testovali rozne analogy nosného skeletu T2 s rozdielnymi R a R? substituentami,

pri¢om sa kladol doraz na minimalnu afinitu kK hERG a tiez na vhodné farmakokinetické

vlastnosti zabezpecujice dobru biodostupnost’ novych derivatov.

R1

N™ >

a LN
/\/\N N N
H R?

T6

Obrazok 7. Nosny skelet T6.

20



Syntéza nosného skeletu T6 (Obrazok 7) vychadza z molekuly T3. V prvom kroku
dochadza k nukleofilnej substiticii metyltiolovej skupiny (po jej oxidacii s mCPBA) za
butylaminova skupinu. Takto pripraveny intermediat T4 sa potom alkyluje na dusiku v
pozicii 1 pyrazolového kruhu, pricom vznikaja latky so Struktirou T5. Poslednym
krokom je zavedenie alkylu na skelet T5 v polohe 3 pyrazolového kruhu s vyuzitim
Suzukiho ,,couplingovej* reakcie. Takto sa daju pripravit latky s finalnym skeletom T6.
(Schéma 2)

T 1.mCPBA_ /T R?Br, KpCO; T
~g " 2. BuNH2 /\/\NJ\ /\/\N)\

T3
1 R1
R'B(OH),, Pd(PPh3),
> NI A N
K,CO A
2 3 /\/\N/I\N N
H R2

Schéma 2. Syntéza zlucenin obsahujucich nosny skelet T6.

Prva séria SAR testov sa tykala substituenta R?, pri¢om v pozicii R* bola konstantne
naviazana N-metylbenzénsulfonamidova skupina (-PhSO,NHMe). Vzhl'adom na to, ze
vi&sina aktivnych hERG inhibitorov obsahuje aminoskupinu v pozicii R?, vysledna
zlti€enina nemohla obsahovat’ Vv tejto pozicii primarny amin. V pripade, Ze bol primarny
amin nahradeny hydroxylovou skupinou T8, aktivita inhibitora sa 5-krat znizila. Test
potvrdil, 7¢ dizka R® refazca ma taktiez znatny vplyv na aktivitu inhibitora. Ako
najvhodnejsi substituent bol podla SAR testu v pozicii R? vyhodnoteny trans-4-

hydroxycyklohexyl, ktory je vidno napr. v zlucenine T9. (Obrazok 8)

21



0O
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N NN ASONTNTTN
O, T
"’NHZ 'OH
T7 T8
IC5oMer  3.5nM 1C5y Mer 18 nM
Axl  59nM Axl 140 nM
Tyro3 27 nM Tyro3 130 nM
MeHN-
S<o
N™ N
a LN
T  bH
IC5o Mer 2.4nM
Axl 74 nM
Tyro3 47 nM

Obrazok 8. Najaktivnejsie zlu¢eniny podla prvého SAR testu (skumana bola R? substitiicia).

Druhy SAR vyskum sa tykal zlu¢enin s rozdielnymi substituentami v pozicii R?,
ktoré mali vysoku aktivitu uz pri subnanomolarnych koncentraciach. (Obrazok 9) Tieto
zluceniny su charakteristické aj svojou vysokou selektivitou vo¢i Mer receptoru
V porovnani s ostatnymi ¢lenmi rodiny TAM. Vysoku aktivitu preukazala zlucenina
obsahujuca naviazany sulfonamidovy substituent na benzénovom jadre T10. V pripade,
zZe bol jeden z vodikov sulfénamidu nahradeny cyklopentylovou skupinou T11, aktivita
inhibitora sa zvysila. NajlepSie farmakokinetické vlastnosti a vysoka aktivita vo¢i Mer
kinaze bola zaznamenana u zluc¢eniny T12 (UNC1062) obsahujuca sulfonamidovia
skupinu substituovani sekunddrnym aminom. V porovnani s poévodnym inhibitorom
UNC569 mala latka UNC1062 vyssiu afinitu k Mer kindze a ovela vysSiu Mer

selektivitu v rdmcei rodiny TAM.
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ICsyMer 1.4nM
Axl  29nM
Tyro3 54 nM

O \
T10 Z T11
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S\O o< /NH
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N
“ N

OH ICsoMer 0.80 nM 5
le) Axl 67 nM E)H
(/7 Tyro3 31 nM
N
Ox
Sz

| N
/\/\N)\N/ N

H
T12 (UNC1062)

ICsoMer 1.1 nM -
Axl  85nM OH
Tyro3 60 nM

Obrazok 9. Najaktivnejiie zliGeniny podl'a druhého SAR testu (skimana bola R' substiticia).

Intenzita inhibicie Mer TK autofosforylacie bola testovana na rakovinovych B-bunkach

(bunkach imunitného systému), ktoré rastli v médiu s r6znou koncentraciou inhibitora

UNCI1062. Na zaklade uskuto¢neného testu bola pre latku UNC1062 stanovena hodnota
ICs0 = 6.4 nM. (Obrazok 10) Pre povodny inhibitor UNC569 bola stanovena hodnota

ICs0 = 141 nM.

250 kKDa v

150 kD& v
250 kD@ v

150 kD2 e

UNC1062(nM)o v = @ = © & @B

e B B

P-Mer

S Ver

Obrazok 10. Inhibicia fosforylacie Mer TK v bunkach aktitnej myeloidnej leukémie (AML). Bunky boli

inhibované réznou koncentraciou UNC1062 po dobu 1 h. Mer receptor bol nasledne izolovany z

bunkového lyzatu interakciou so Specifickymi protildtkami (imunoprecipiticia). Celkovy obsah
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fosforylovaného resp. nefosforylovaného Mer proteinu bol stanoveny pomocou Western blot analyzy.
Tato analyza slazi na detekciu ur¢itého druhu proteinu v zmesi proteinov. Vyuziva gélovu elektroforézu,
pomocou ktorej sa proteiny najprv separuji na zaklade ich hmotnosti a nasledne st prenesené na povrch

membrany, kde st detegované pomocou prisluinych protilatok.*

Na dokaz inhibicie Mer fosforylacie v adherentnych bunkéch (prilnavé bunky schopné
tvorit’ tuhé kolonie) boli uskutocnené testy na bunkovych liniach rakoviny mozgu (BT-
12) a dvoch bunkovych linilch NSCLC (A549 a Colo699). Inhibicia Mer
autofosforylacie v BT-12 bola zaznamenana pri pouziti koncentracie latky UNC1062
vy$Sej ako 300 nM, podobné vysledky boli zaznamenané aj v A549 a Colo699.
(Obrazok 11) Tieto vysledky naznadili, ze ohrani¢ené nadory vyzaduju ovela vyssie

koncentracie UNC1062 ako neadherentné rakovinové bunky.

A549 Colo699
A) BT-12 B)
8 8 R 8 88
UNC1062(nM) o S © & © uuc1g:z"(:r)° 3888 .3888
e P-Tyr — L LA P-Mer
---.- Mer 250 kD2 e
sorva. MBI WM Mer

Obrazok 11. Intenzita inhibicie Mer kinazy v adherentnych rakovinovych bunkach pomocou latky
UNC1062. A) bunkové linie BT-12, B) bunkové linie NSCLC.

Na zéklade vyssie spomenutych SAR testov sa podarilo identifikovat’ a pripravit’
niekol’ko typov zluc¢enin obsahujucich pyrazolpyrimidinovy skelet, ktoré boli schopné
uc¢inne inhibovat’ Mer Kinazovu aktivitu. Zlt¢enina UNC1062 (Obrazok 12) ma vysoku
inhibi¢nu aktivitu, dobru selektivitu, nizku afinitu KhERG a v testoch na zivych

bunkach u¢inne inhibovala Mer TK fosforylaciu.’

* Towbin, H.; Staehelin, T.; Gordon, J. P. Natl. Acad. Sci. USA.1979, 79, 4350-4354.

% Liu, J.; Zhang, W.; Stashko, M.; DeRyckere, D.; Cummings, C.T.; Hunter, D.; Yang, C.; Jayakody, C.
N.; Cheng, N.; Simpson, C.; Norris-Drouin, J.; Sather, S.; Kireev, D.; Janzen, W. P.; Earp, H. S.;
Graham, D. K.; Frye, S. V.; Wang, X. Eur. J. Med. Chem. 2013, 65, 83-93.
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Tyro3 60 nM

Obrizok 12. Struktara zlu¢eniny UNC1062, ktora sa ukézala ako najvhodnejsi Mer TK inhibitor.

6.2.2. Mer TK inhibitor s pyridinpyrimidinovym skeletom

Nedavno bolo objavenych niekol’ko u¢innych pyrazolpyrimidinovych Mer
inhibitorov napr. UNC1062. Vedci sa vsSak snazili najst podobné zlic¢eniny s eSte
lep$imi farmakokinetickymi vlastnostami a vysSou selektivitou v ramci TAM rodiny.
Preto bola vyrieSena krystalicka Struktara komplexu Mer TK so zli¢eninou T1,
pomocou ktorej vedci zistili presné priestorové usporiadanie a struktaru daného
inhibitora v aktivnom mieste kineizy.6 (Obrazok 13A) Krystalograficka analyza odhalila
interakcie inhibitoraT1 s adeninovym vreckom Mer TK, pricom sa zistilo, Ze
pyrazolovy kruh netvoril vizbu so Ziadnym aminokyselinovym zvySkom. Na zéklade
tychto zisteni vedci vyslovili predpoklad, Zze nahradenie pyrazolového kruhu zluceniny
T1 tzv. pseudokruhom, stabilizovanym vnutromolekulovou vodikovou védzbou, by
mohlo viest k vytvoreniu ucinnejSicho Mer inhibitora T13 s lepSimi fyzikalno-
chemickymi vlastnostami v porovnani s pyrazolpyrimidinovymi zli¢eninami. (Obrazok
13B) Zlucenina so pseudokruhom (udrziavany cez intramolekulovii vodikova vézbu
medzi pyridinovym dusikom a aminoskupinou v polohe 4 pyrimidinového kruhu)

vykazovala lepsiu interakciu s vdzobnym vreckom Mer TK.

® Stahly, G. P. Crystal Growth & Design 2009, 9, 4212-4229.
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Obrazok 13. Krystalicka $truktira dvoch réznych inhibitorov v ATP-vizbovom mieste Mer kinazy. A)

Struktura zlgeniny T1 v komplexe s Mer kindzou. B) Struktira zlu¢eniny T13 v komplexe s Mer TK.

Syntéza pyridinpyrimidinového inhibitora vychadza z komeréne dostupnej zltceniny 5-
brom-2,4-dichlorpyrimidinu. V prvom kroku dochadza k nukleofilnému nahradeniu
chléru v polohe 4 pyrimidinového kruhu R?-aminoskupinou za vzniku zlu¢eniny T15.
Naslednou nukleofilnou substiticiou atomu chléru v polohe 2 za R*-aminoskupinu
vznikne zlu¢enina T16. Poslednym krokom je zavedenie substituenta R* do polohy 5
pyrimidinového kruhu s vyuzitim ,,cross-couplingovej* reakcie za vzniku finalnych

zlucenin S nosnym skeletom T17. (Schéma 3)
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T14 R? = alkyl, cykloalkyl, aryl T15 R = alkyl, cykloalkyl T16

R2
R'B(OH),Li NH R
PdCl,y(dppf)/CuBr, R3 P
DMF/H,0, 120 °C ” N
R = 2-pyridinyl
T17

Schéma 3. Postup syntézy pyridinpyrimidinovych inhibitorov s nosnym skeletom T17.

Vedci vyvinuli aj alternativny postup syntézy vedici k priprave zlacenin

sroznymi R® substituentami. V tomto postupe je ulahend vymena R® substituentov

v porovnani s predchadzajacim postupom (vid’ Schéma 3). V prvom kroku dochadza

k nukleofilnému nahradeniu chléru v polohe 4 heterocyklu komeréne dostupnej

zlG¢eniny 5-brom-4-chlor-2-metyltiopyrimidinu T18, priCom vznika intermediat typu

T19. Tento intermediat mozno transformovat’ na T20 pomocou Suzukiho-Miyaurovej

,,Cross-couplingovej“ reakcie. Oxidacia T20 s naslednou nukleofilnou substituciou s

pozadovanym R3-aminom vedie ku vzniku finalnych produktov T21. (Schéma 4)

Cl ) | NH
N)TBr R*NHp, DIEA, 'ProH )TBr R'B(OH),Li _ NN
| uW, 80 °C PdCl,(dppf) / CuBr P
~ /]\ — 2 ~
SN /k DMF / H,0, 120 °C S° N
T18 R? = alkyl, cykloalkyl, aryl T19 R = 2-pyridinyl T20
R2
1. mCPBA NH R
2. R3NH, RS Il _
HW, 150 °C ” N

R3 = alkyl, cykloalkyl T21

Schéma 4. Alternativny postup syntézy zlicenin S nosnym skeletom T21.
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Ako prvy uc€inny inhibitor bola pripravena zlicenina T22 aniekolko jej
analogov. (Obrazok 14) Hodnota ICsy zluceniny T22 bola podobna ako bola hodnota
vychodiskového pyrazolpyrimidinového inhibitora T1 (UNC569). Nukleofilnou
zamenou trans  4-aminocyklohexylmetylaminovej  skupiny za trans  4-
hydroxycyklohexylaminovt skupinu vznikla aktivna zlicenina T23 s podstatne nizSou
afinitou k nebezpecnému hERG (srdcovému iénovému kanalu, aka bola zaznamenana u
zlt€eniny T1). V porovnani so zli¢eninou T1, zla¢eniny T22 a T23 vykazovali vac¢siu
Mer selektivitu v ramci TAM rodiny. Na zaklade d’al$ich testov sa zistilo, ze inhibi¢na
aktivita analogov sa vyrazne znizila, ked doslo knaruseniu alebo zaniku
intramolekulovej vodikovej vazby napr. pri zmene polohy pyridinylového dusika (vid’
zlt¢enina T24), alebo po nahradeni dusika uhlikom (vid’. zlac¢enina T25). Kompletné
odstranenie pyridinylovej skupiny (zli¢enina T26) znizilo inhibi¢nu aktivitu az 890-
krat.

NH,
QL “Q
NH N7 NH N7 NH /N|
NS N Y NS
l |
/\/\N)\N/ /\/\N)\N/ /\/\N)I\N/
H H H
T22 T23 T24
IC50 Mer 18 nM ICsoMer 17 nM IC50 Mer 570 .M
Axl 680 nM Axl 1130nM Axl 16200 nM
Tyro3 170 nM Tyro3 630 nM Tyro3 11700 nM
A QL
NH F NH
N NTX
_ )|\ P
H H
T25 T26
IC5y Mer 950 nM ICsoMer 15200 nM
Axl 29000 nM Axl 30000 nM
Tyro3 >30000 nM Tyro3 >30000 nM

Obrizok 14. Struktira a TK inhibi¢na aktivita zlu¢eniny T22 a jej analogov T23-T26.

Kvoli vyvoju Mer TK inhibitora s ¢o najvyssou inhibi¢nou aktivitou boli uskutocnené
d’aliie SAR testy na zaklade ktorych boli vybrané najuc¢innejsie zlu€eniny s roznymi R,

R? aR® substituentami na pyridinpyrimidinovom skelete. Ako prvé sa skumali
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zlugeniny s roznymi R'substituentami, zatial' o v pozicii R? bola naviazana trans-4-
hydroxycyklohexylova skupina av pozicii R® butylova skupina (vid. skelet T27).
(Obrazok 15)

Obriazok 15. Nosny skelet T27 pouzity v SAR vyskume na identifikaciu najvhodnejsicho R* substituenta.

Najaktivnejie zlaeniny obsahovali v pozicii R' morfolinmetylpyridinova skupinu,
pricom bola pre aktivitu rozhodujiuca poloha morfolinmetylu na pyridyle. Najaktivnejsi
analog T28 obsahoval morfolin naviazany na pozicii 5 pyridinového kruhu, zatial’ ¢o

latka T29 s morfolinom v polohe 3 nemala Mer inhibi¢nu aktivitu. (Obrazok 16)
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IC50 Mer 12 nM

Ax1 930 nM
Tyro3 810 nM

AL P
T28 T29
ICsg Mer 1.7 nM ICs0 Mer > 30000 nM
Ax| 270 nM AxI >30000 nM
Tyro3 100 nM Tyro3 >30000 nM

Obrazok 16. Zltgeniny T28-T30 obsahujice v pozicii R' morfolinmetylpyridylovy substituent.

Dalsi SAR optimalizaény vyskum sa tykal substituentov v pozicii R? skeletu

T21. Pomocou in silico vypoctov sa zistilo, 7e polarna skupina v pozicii R? vytvéara

vodikovu vézbu s aminokyselinou Glu595 v ATP-viazbovom mieste Mer TK. Prave

existencia tejto vdzby napomahala zvySeniu inhibi¢nej aktivity testovanych zlugenin.’

Potvrdilo sa, Ze NH skupina vpolohe 4 na pyrimidinovom kruhu vytvara

intramolekulovi vodikovil vdzbu s dusikom pyridinového kruhu, pricom bez tejto

vodikovej vézby by aktivita inhibitora bola minimalna. Najvyss$iu aktivitu mala

zlt¢enina T32 obsahujiica v polohe 4 trans 4-hydroxycyklohexylaminova skupinu.

(Obrazok 17)

" Lengauer, T.; Rarey, M. Curr. Opin. Struct. Biol. 1996, 6, 402-406.
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I1C50 Mer 1250 nM 1Cs9 Mer 17 nM
AxI >30000 nM H Axl 1130 nM
Tyro3 >30000 nM [N] Tyro3 630 nM
N NI =
NI
| ~
H
T33

ICso Mer  >30000 nM
Ax >30000 nM
Tyro3 >30000 nM

Obrazok 17. Zlu¢eniny T31-T33 s roznymi R? substituentami.

Ako posledny bol uskutoéneny SAR vyskum so substituentami v pozicii R®
skeletu T21. Ako vyplyva zuz zmienovanej v krystalickej Struktary (Obrazok 13),
amino skupina z butylaminového R? refazca vytvara vodikova vizbu so zdvesnym
regionom Mer kinazy. Uvedena interakcia je KIi¢ova pre inhibi¢nt aktivitu tychto
zli¢enin. Nahradenim amino skupiny metylsulfanylovou skupinou, ako v zlucenine
T34, zanikla vodikova vézba atym padom doSlo K vyraznému znizeniu aktivity
inhibitora. Zanik vodikovej vdzby andasledné zniZenie inhibi¢nej aktivity bolo
zaznamenané aj Vanalégu T35, uktorého bol vodik aminoskupiny v polohe 3
nahradeny metylovou skupinou. Naopak, prediZenim alkylaminového retazca v polohe
3 doslo k zvyseniu inhibi¢nej aktivity prisluSnych analdogov, ako najaktivnejsi sa ukéazal

byt’ inhibitor T36.
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Axl  >30000 nM Axl >30000 nM
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Obrizok 18. Zluceniny T34-T36 s roznymi R substituentami.

Pre lepsiu predstavu o interakciach zliceniny T23 s Mer kinazou vedci vyriesili
krystalicka Struktaru jej komplexu s Mer TK. (Obrazok 19) Vysledky krystalograficke;j
analyzy jasne ukazali interakcie 2-aminopyrimidinového retazca zlGceniny T23
s aminokyselinami Pro672 a Met674 z ATP-vizbového miesta Mer kinazy. Ukazalo sa
aj, ze hydroxylova skupina R? retazca zliCeniny T23 vytvara vodikovi vézbu
s karboxylovou skupinou Glu595 Mer kindzy, zatial Go amino skupina R? retazca
zli¢eniny T1 interagovala s Arg727. (Obrazok 13A) Tento rozdiel je sposobeny
konformacnou zmenou cyklohexylovej skupiny zapri¢inenou intramolekulovou
vodikovou vézbou v inhibitore T23. Treba tiez spomenut’, ze dolezita aminokyselina
ATP-viazbového miesta Mer TK Ile650 nie je pritomna v ostatnych kinazach
rodiny TAM. Axl a Tyro3 obsahuji na identickej pozicii aminokyselinu metionin
alebo alanin. Tato variabilita sposobuje vyrazna inhibi¢na selektivitu v ramci

kinaz TAM rodiny.
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Obrazok 19. Vyrie$ena krystalicka Struktara komplexu zlt¢eniny T23 s Mer tyrozin kinazou.

Kvoli stadiu farmakokinetickych vlastnosti daného typu inhibitorov, bolo
vybranych niekol’ko podobnych zlugenin s rozdielnymi R* retazcami, pri¢om prave
Struktira R refazca v T21 v najvicsej miere ovplyviiuje farmakokinetické vlastnosti
arozpustnost’ tychto latok. Testované zliceniny boli intravendzne a ordlne podavané
mySiam. Zlac¢enina T28 (Obrazok 20) mala najlepsie farmakokinetické vlastnosti s
vhodnou hodnotou ty, (biological half-life), vylu¢ovania (clearance) a distribtcie
(distribution). Taktiez sa vyznaCovala dobrou rozpustnostou a Mer TK selektivitou

v porovnani s ostatnymi TAM kin4zami.?

8 Zhang; Zhang, D.; Stashko, M. A.; DeRyckere, D.; Hunter, D.; Kireev, D.; Miley, M. J.; Cummings, C.;
Lee, M.; Norris-Drouin, J.; Stewart, W. M.; Sather, S.; Zhou, Y.; Kirkpatrick, G.; Machius, M.; Janzen,
W. P.; Earp, H. S.; Graham, D. K.; Frye, S. V.; Wang, X. Eur. J. Med. Chem. 2013, 56, 9683-9692.
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ICs5¢ Mer 1.7 nM
Axl 270 nM
Tyro3 100 nM

Obrazok 20. Zluc¢enina T28 s pyridinpyrimidinovym skeletom, ktora ukazala najlepsie farmakokinetické
vlastnosti, rozpustnost’ a selektivitu v ramci rodiny TAM.

6.2.3. Inhibitory Tyro3 kinazy

Rozne srdcovo-cievne ochorenia predstavuji jeden z najzédvaznejSich problémov
sucasnej mediciny. Na lieCbu arteridlnej trombozy sa predovSetkym pouziva zndmy
antikoagulacny liek clopidorel (Plavix), ktory zabrafiuje zhlukovaniu krvnych
dosti¢iek, ¢im zamedzuje vzniku krvnych zrazenin — trombov. (Obrazok 21)
Ireverzibilne sa viaze na krvné dosticky a tym vyrazne zvySuje prietokovy cas krvi
»bleeding time“. Prave zvySeny prietokovy &as zamedzi vzniku trombov. Test
prietokového Casu pocas krvacania spo€iva vo vytvoreni malej rany a v naslednom
merani Gasu pokym sa krvacanie prirodzene nezastavi.® Clopidorel je prijimany do tela
v podobe neaktivnej zluéeniny, ktora je aktivovana az po metabolickej premene
prislusnymi enzymami v peceni. Zial, jedna tretina az jedna $tvrtina pacientov nie je

schopné dostatoéne metabolizovat’ tento liek a vytvérat jeho aktiviu formu.'

% Lehman, C. M.; Blaylock, R. C.; Alexander, D. P.; Rodgers, G. M. Clin. Chem. 2001, 47, 1204- 1211.
19 pereillo, J. M.; Maftouh, M.; Andreieu, A.; Uzabiaga, M. F.; Fedeli, O.; Savi, P.; Pascal, M.; Herbert, J.
M.; Maffrand, J. P.; Picard, C. Drug. Metab. Dispos. 2002, 30, 1288-1295.
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Obrazok 21. Struktira clopidogrelu.

Gas6 (growth arrest-specific 6) predstavuje bielkovinu patriacu do rodiny proteinov
vitaminu K. Gas6 zohrava dolezita ulohu pri procesoch tvorby trombov a hemostazy
(zabranenie straty krvi z poskodenej cievy). Inhibicia Gas6 spdsobuje disfunkciu
zrazania krvi a zaroven aj prevenciu proti trombdze. Taktiez Gas6 je ligandom pre
tyrozin kinazové receptory Tyro3, Axl a Mer.

Nedavne Stadie preukézali, ze Specifické inhibitory Tyro3 tyrozin kindzy
vyrazne znizuju intenzitu zhlukovania krvnych dosti¢iek, pri¢om ucinnost’ tychto
inhibitorov je porovnatel'na s ti¢innost'ou clopidogrelu. Pocas inhibi¢ného ucinku tychto
latok nebol zaznamenany zvySeny prietok krvi, ktory by viedol k vnitornému
krvacaniu. Inhibicia receptora Tyro3 preto predstavuje perspektivny spdsob liecby
trombozy bez nezelanych ucinkov.

Nedéavno boli objavené inhibitory Mer TK so spiroindolovym skeletom, ktoré
vykazovali dobra Tyro3 selektivitu v porovnani s ostatnymi kinazami TAM rodiny, no
na druhej strane sa vyznacovali aj nizkou oralnou biodostupnostou a mali tiez inhibi¢nu
aktivitu voci expresii génu kodujuceho dolezity enzym cytochrom CYP2D6. Nasledne
vedci objavili zluceninu T37 s 2,4-diaminopyrimidin-5-karboxyamidovym skeletom,
ktora preukazovala dobré farmakokinetické vlastnosti a mala nizku hERG inhibi¢na
aktivitu. (Obrazok 22)
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T37

Tyro3 IC5q = 1.9 uM

Obrazok 22. Zluc¢enina T37 s 2,4-diaminopyrimidin-5-karboxamidovym zakladnym skeletom.

Synteticky postup na pripravu zli€enin s 2,4-diaminopyrimidin-5-karboxamidovym
skeletom je znazorneny na nizS$ie uvedenej schéme. Kondenza¢nou reakciou N-(3-
aminopropyl)butyrolaktdmu so zluceninou T38 vznikd intermediat T39. V d’alSom
kroku sa nukleofilnou substituciou pri 80 °C nahradi chlor za amin (R'NHy) za vzniku
zlu¢eniny T40. Oxidacia metyltiolovej skupiny pomocou mCPBA vedie k vzniku lepsie
odstupujucej metylsulfonovej skupiny a naslednou nukleofilnou substituciou tejto

skupiny za amin R?NH, vznika vysledny produkt T41. (Schéma 5)

0 0
H,N" "N A
Nﬁ\)kCl - Nﬁfgo -
MeS/”\N/ ol Et;N, DMAP, CH,Cl, Mes/lN/ - Et;N, CH5CN, 80 °C
T38 T39
0] O
HN/\/\% HN N
N N0 1. mCPBA / CH,Cl,, 0 °C “/E&
Atfg - R A
MeS™ °N N=-| 2. R?NH, / Et;N, 1,4-dioxan
R
T40 reflux T41

Schéma 5. Syntéza zlucenin s 2,4-diaminopyrimidin-5-karboxamidovym skeletom T41.

Najaktivnejsie zluceniny boli ziskané SAR vyskumom, kde sa vysetril vplyv

substituentov R' aR? naviazanych na atémoch dusika 2,4-diaminopyrimidin-5-
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karboxamidového skeletu T41. (Obrazok 23) Zluceniny obsahujuce cyklopentylamin
naviazany v pozicii R' preukazali najlepsiu aktivitu, priGom substituenty v pozicii R?
museli obsahovat’ pyridinovy kruh, pripadne benzénové jadro s naviazanou polarnou
skupinou, ktora by vytvarala vodikovi vdzbu s aminokyselinami z ATP-viazbového

miesta Tyro3 kinazy.

R1-NH R2-NH  ICsq (UM, Tyro3 TK)
T42
HND HN ~ i
O /N
/\/\
HNN "é T43 HN HN OMe
Y o ¢\© 0.037
I ~
W R HN
HN
T44 O V\@L 0.068
OH
T41

OMe

T45 HND HN

0.035

s

OH

Obrazok 23. Najaktivnejsie substituenty R' a R? v zliiGeninach s nosnym skeletom T41.

Interakénd mapa 2,4-diaminopyrimidin-5-karboxamidového typu inhibitora
s ATP-viazbovym miestom Tyro3 kindzy bola zistend na zaklade kryStalografickej
analyzy komplexu latky T42 sdanou kinazou. (Obrazok 24) V tejto Strukture su
zobrazené 3 vodikové vizby medzi 2-aminopyrimidin-5-karboxamidovym jadrom
inhibitora T42 a aminokyselinami Pro594 a Met596 Tyro3 kinazy. Vodikova vézba
medzi  5-karboxamidom akarbonylovou skupinou Met596 je stabilizovana
vnutromolekulovou vodikovou vézbou medzi karboxamidovou a
aminocyklopentylovou skupinou. Interakcia 4-etylpyridinovej skupiny inhibitora
s aminokyselinou Asp663 nartisa idbnova vazbu medzi Lys540 a Asp663 z kinazy. Tato
viazba je kluCova pre aktivitu inhibitora a naruSenie tejto idnovej vizby vedie Kk

zvyseniu aktivity inhibitora T42.
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Obrazok 24. Krystalicka struktara zlGceniny T42 s ATP-vézbovym miestom Tyro3 kinazy.

Na zaklade krystalickej Struktury spominaného komplexu sa zistilo, ze pyridinetylova
skupina v polohe 2 pyrimidinového kruhu zlu¢eniny T42 nevypliia alaninové (Ala574)
vrecko ATP-vizbového miesta. Obsadenie toho vrecka hra kI"a¢ovu ulohu pri selektivite
Tyro3 kinazy voci ostatnym kindzam. Vedci vyslovili predpoklad, Zze skratenim
pyridinetylového retazca zliceniny T42 by mohlo dojst’ k opitovnému vyplneniu
alaninového vrecka a tym aj K zlepSeniu Tyro3 selektivity pre tento typ inhibitora.
Krystalograficka analyza komplexu zlt€eniny T47 v ATP-vizbovom mieste receptora

Tyro3 potvrdila tato hypotézu. (Obrazok 25)

Obrazok 25. Krystalicka $truktira a interakcie zluceniny T47 v ATP-vdzbovom mieste Tyro3 kinazy.
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Nésledné SAR testy zlucenin obsahujucich rozne substituované skupiny
benzylaminového typu v polohe 2 na pyrimidinovom kruhu preukazali ich vysoku

inhibi¢nu aktivitu. (Obrazok 26)

4 (R R X ICsy (UM, Tyro3) HLM t;, (min)
N:(N
y Té\\(N T47  2-OCH, CH, 0.400 14
o H T48 2-CH,CH; CH, 0.215 6
N oHN@ T49  2,5-Cl, CH, 0.355 6
X_) T50  2.5-Cl, 0 0.07 2
T46

Obrazok 26. Vysledky SAR testu zlu¢enin s ArCH,NH nosnym skeletomT46.

Metabolicka stabilita najzaujimavejSich zlucenin bola analyzovana pomocou ich
inkubacie s 'udskymi pecefiovymi mikrozomami (HLM). Testované zluceniny (T47 —
T49) Zial’ preukazali nizku metabolicku stabilitu, pricom metabolizacia tychto zlu¢enin
viedla k naviazaniu hydroxylovej skupiny na a karbonylovy uhlik butyrolaktamového
kruhu. Na zabranenie tejto oxidativnej hydroxylacie sa pouzil oxazolidin-2-6novy
analog T50, ktory vSak taktiez preukazal nizku metabolickt stabilitu ale zaroveit mal
vys$iu inhibi¢nt aktivitu.

Na zéklade doterajSich Studii sa podarilo vedcom vyvinit’ Tyro3 inhibitory s 2.4-
diamin-5-karboxamidovym skeletom. Spominané zlG¢eniny preukazali vysokua Tyro3
inhibi¢nt aktivitu, no nepreukazali dostacujucu metabolicku stabilitu. Prave
optimalizacia metabolickej stability tychto latok bude predmetom ich najblizsicho

, , .11
vedeckého skiimania.

1 powell, N. A.; Hoffman, J. K.; Ciske, F. L.; Kaufman, M. D.; Kohrt, J. T.; Quin II1, J.; Sheehan, D. J.;
Delaney, A.; Sangita, M. B.; Catana, C.; McConnell, P.; Ohren, J.; Perrin, L. A.; Edmunds, J. J.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2013, 23, 1046-1050.
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7. Prakticka Cast’

7.1. Material a pouZzité metody

NMR spektra boli merané v CDCl; a DMSO-d° na pristroji Varian Gemini (300 MHz
pre H a 75MHz pre C). Chemické posuny su udavané v ppm, pricom ako vnutorny
Standard bol pouzity tetrametylsilan (TMS). Priebeh reakcii sme sledovali
prostrednictvom TLC analyzy (Merck Silica gel 60 Fs4), na vizualizaciu sme pouzili
UV lampu (254 nm), pripadne pary jodu. Na FLC analyzu sme pouzili silikagél Merck
60 (40-63 pum). Vsetky pouzité rozptastadla sme Cistili a susili na zaklade $tandardnych
postupov uvedenych v literatire.”® Komercne dostupné zliceniny boli zakupené od

firmy Sigma-Aldrich.

12 Armarego, W. Purifications of Laboratory Chemicals, Buttleworth Heinemann, Burlington 2003.
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7.2. Syntéza prekurzoru N,4-diaryloxazol-2-aminovych inhibitorov
VEGFR2 (8)

7.2.1. Syntéza 1-(4-amino-3-brémfenyl)etanonu (2)

1.00 mol ekv 1.06
0 NBS O
AN, 0 °C
3h Br
1 2 80 %
Mr: 135.16 Mr: 177.98 Mr: 214.06

Schéma 6. Syntéza 1-(4-amino-3-bromfenyl)etanénu (2).

. P I , . . T . .
Literatara:™ Literatara uvadza 85 % vytazok. Napriek viacnasobnému opakovaniu
reakcii sme ziskali len 80 % vytazky.

Experiment: K500.0 mg (3.7 mmol, 1.00 mol ekv) p-aminoacetofenonu 1
rozpustené¢ho v 2.6 ml AN sme za staleho miesania pri 0 °C po kvapkach pridavali
roztok 700.0 mg (3.9 mmol, 1.06 mol ekv) NBS v 2.95 ml AN v priebehu 20 min.
Potom sme odobrali ¢ast’ reakénej zmesi na TLC analyzu, ktora preukazala pritomnost’
produktu 2 so stopami vychodiskovej latky 1. Reakciu sme nechali miesat’ eSte 3 h, aby
zreagovalo celé mnozstvo vychodiskovej latky. Nasledna TLC analyzu potvrdila
pritomnost’ produktu 2 bez pritomnosti vychodiskovej latky. Surovii reakénti zmes sme
zahustili pomocou RVO a odparok rozpustili v EA. Tato zmes sme premyli 1 %
roztokom NaHCOg, potom nasytenym roztokom NaCl. Oddelent1 organicku vrstvu sme
susili nad Na,SO,, prefiltrovali aopédt’ zahustili pomocou RVO. Posledné stopy
prchavych podielov sme odstranili pomocou HV. 'H-NMR analyza potvrdila
pritomnost’ ¢istého produktu 2. Ziskali sme 633.0 mg (3.0 mmol, 80 %) 2 vo forme

tuhej Cervenohnedej latky.

3 patent; Illig; Carl, R.; Ballentine, Shelley, K.; Schen; Jinsheng; DesJarlais; Louise, R.; Meegalla;
Sanath, K.; Wall; Mark; Wilson; Kenneth. US2007/249647, 2007, (Al).

41



Poznamky: K pripravenému roztoku NBS sme museli pridat navyse 0.6 ml AN a

zahrievat, kvoli zlej rozpustnosti NBS.

TLC analyza: Hex / EA (1 / 1) (1 krat vyvolané), na vizualizaciu sme pouzili UV
ziarenie, R¢ (produkt 2) = 0.60.

Zli&enina 2 je opisna v literature. Existuje *H-NMR, *C-NMR, MS (ESI)."
Teplota topenia: 59-62 °C [EA].*

'H-NMR analyza: (300 MHz, CDCl;, MH-001-13) 8.07 (d, 1H, J(2,6) = 2.0 Hz, H-
C(2)), 7.74 (dd, 1H, J(5,6) = 8.4 Hz, J(2,6)= 2.0, H-C(B)), 6.75 (d, 1H, J(5,6) = 8.4 Hz,
H-C(5)), 4.59 (br s, 2H, NHy), 2.50 (s, 3H, CH3).

CDCl; (300 MHz)

7.74 (8.4, 2.0)
\ 6.75(84)

o)
NH2 4.59 (br)
2.50 A

8.07 (2.0) 2"
2

MH-001-13

4 patent; Baker; Pamela, K.; Kiernan; Jane, A. American Cyanamid Company, US4404222 , 1983, Al
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Obrazok 27. *H-NMR spektrum (MH-001-13) produktu 2. Nami namerané "H-NMR tdaje sa zhoduju

s udajmi v literattre."®

7.2.2. Syntéza N-(4-acetyl-2-bromfenyl)-2,2,2-trifluoracetamidu (3)

1.00 mol ekv 1.10/1.10
O F
Q (CF5C0),0, Et;N o) —&F
NH, - NH F
CH,Cl, abs, 0 °C - RT
Br 1.5h Br
2 3 62%
Mr: 214.06 Mr: 210.03 (CF;C0),0 Mr: 310.07

Schéma 7. Syntéza N-(4-acetyl-2-bromfenyl)-2,2,2-trifluoracetamidu (3).

Literatara:™ Na3 postup sa liSil od postupu z literatiry. Pracovali sme s pomerom
vychodiskova latka / (TFA),O / EtsN = 1.00 / 1.10 / 1.10 mol ekv, pricom sme dosiahli
62 % vytazok latky 3. Literatira uvadza pomer 1.00 / 1.19 / 1.20 mol ekv. so 42 %

!> patent; Cai, L.; Pike, V.; Innis, R. US Gov. Health and Human Serv. WO2007/124345, 2007, (A2).
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vytazkom latky 3. V pripade, Ze sme pracovali s pomermi vychodiskovéd latka /

(TFA),O / EtsN =1.00/1.53 / 1.55, ziskali sme iny produkt 4 so 64 % vytazkom

Experiment: Pred zaCiatkom reakcie sme reakénti banku dokladne vysusili a naplnili
Ar. Do roztoku pripraveného rozpustenim 150.0 mg (0.70 mmol, 1.00 mol ekv)
acetofenonu 2 v 2 ml CH,Cl, abs a ochladeného na 0 °C sme za staleho mieSania pod Ar
atmosférou postupne pridali 107.0 ul (161.9 mg, 0.77 mmol, 1.10 mol ekv) (CF3CO),0
a 107.0 ul (77.9 mg, 0.77 mmol, 1.10 mol ekv) Et3N. Takto pripraveni RZ sme nechali
miesat’ po€as 1.5 h pri RT. Nasledna TLC kontrola potvrdila pritomnost’ iba produktu 3
bez pritomnosti inych latok. RZ sme premyli vodou (2 x 2 ml), spojené organické
vrstvy sme vysusili statim nad Na,SO, a susidlo odfiltrovali. Zvy$né rozptastadlo sme
odparili pomocou RVO a posledné stopy prchavych podielov sme odstranili pomocou
HV. Ziskali sme 134.7 mg (0.43 mmol, 62 %) &erveno-hnedej tuhej latky. Struktaru
produktu 3 potvrdila *H-NMR analyza (MH-007-13.fid).

TLC analyza: Et,0 (1 krat vyvolané), na vizualizaciu sme pouzili UV Ziarenie. R¢
(produkt 3) = 0.47.

Zluéenina 3 je opisna v literatiire. Existuje "H-NMR spektrum.™
Teplota topenia: Latka 3: 93.0 — 95.0 °C [CHCly].
'"H-NMR analyza: (300 MHz, CDCls;, MH-007-13) 8.63 (br s, 1H, NH), 8.49 (d, 1H,

J(5,6) = 8.6 Hz, H-C(5)), 8.23 (d, 1H, J(3,5) = 1.9 Hz, H-C(2)), 7.97 (dd, 1H, J(5,6) =
8.6 Hz, J(3,5) = 1.9 Hz, H-C(8)), 2.61(s, 3H, CH3).
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CDCl; (300 MHz)

7.97 (8.6,1.9) 8.49 (8.6)

N ¥ O F

2 »—F
w NH F
261" # 8.63 (br)
8.23(1.9) Br

3 MH-007-13

M

5.4 5.2 8.0

| |

L

T
8

T T T T T
6 4

T T T T T
2 0

s udajmi uvedenymi V literature.*

Iny produkt 4 vznikol, ak sme pouzili nadbytok ¢inidiel.

Obrazok 28. *H-NMR spektrum (MH-007-13) produktu 3. Zmerané *H-NMR spektrum sa zhoduje

'H-NMR analyza: (300 MHz, CDCls, MH-003-13) 8.5 (s, 1H, NH), 8.39 (d, 1H, J(5,6)
= 8.7 Hz, H-C(5)), 7.71 (d, 1H, J(3,5) = 2.1 Hz, H-C(2)), 7.49 (dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz,
J(3,5) = 2.1 Hz, H-C(6)), 5.65 (d, 1H, J(Hs, Ha) = 3.6 Hz, Hg) 5.35 (d, 1H, J(Ha, Hg) =
3.6 Hz, Hp).
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CDCl; (300 MHz)

R F
F§771 (2.1) Brg
5y

pr /
Hy \ 8.39 ( 87)
5.35 (3-6) / 7.49 (8.7, 2.1)

5.65 (3.6)
MH-003-13
8.|5 I I I I B.IU I I I I ?.IS
N Y | M
S S S S

Obrazok 29."H-NMR spektrum (MH-003-13) surového, neZelaného produktu 4. Spektrum je znecistené
produktom 3.
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7.2.3. Syntéza N-(2-brom-4-(2-brémacetyl)fenyl)-2,2,2-

trifluéracetamidu (5)

1.00 mol ekv 1.00
o F o F
o) —F Br, - o) —F
NH F g NH F
CHCl3, RT/35°C g
Br 2h Br
3 5 56 %
Mr: 310.07 Mr: 159.81 Mr: 388.96

Schéma 8. SyntézaN-(4-(2-bromacetyl)fenyl)-2,2,2-trifludracetamidu (5).

Literatara:™® Postup syntézy sme aplikovali na int vychodiskovu latku, ako je uvedena
Vv literature. V literature sa uvadza podobna vychodiskova latka bez naviazaného bromu
na benzénovom jadre. Taktiez bol uvadzany reakény Cas 12 h, pricom nas reakény Cas

bol 2 h. Ziskali sme 60 % vytazok, pricom v literatire sa uvadza 71 %.

Experiment: Rozpustili sme 100.0 mg (0.32 mmol, 1.00 mol ekv) acetofenénu 3 v 3 ml
CHCIs. Do takto pripravenej zmesi sme Vv priebehu 10 min pridavali 640 pl roztoku,
ktory obsahoval 51.3 mg (0.32 mmol, 1.00 mol ekv) Br; rozpusteného v CHCIl3. RZ sme
nasledne nechali mieSat’ 2 h pri teplote 35 °C, pricom priebeh reakcie sme kontrolovali
pomocou TLC analyzy. Po 2 h nam TLC analyza potvrdila pritomnost’ produktu 5 a
stopového mnoZstva vychodiskovej latky 3. Reak¢éni zmes Cervenohnedej farby sme
extrahovali 5 ml 1 % roztoku NaHCOg, izolovanu organicktl vrstvu sme susili statim
nad Na,SO,4, potom sme ju prefiltrovali, ziskany roztok zahustili na RVO a stopy
prchavych podielov odstranili pomocou HV. Ziskali sme 69.7 mg (0.17 mmol, 56 %)
tuhej svetlo-oranzovej latky. Zo surovej zmesi sme urobili *H-NMR (MH-011-14.fid),

ktoré potvrdilo $truktiru zelaného produktu 5.

% Dumur, F.; Mayer, C.R. Helv. Chim. Acta. 2013, 96, 889-896.
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Poznamky: RZ sa po premyti roztokom NaHCOj; odfarbila z tmavohnedej na

oranzovobielu.

Zltdenina 5 je opisna v literatare. Existuje *H-NMR spektrum.*®

TLC analyza: Hex / EA (1 /1) (1 krat vyvolané), na vizualizaciu latok sme pouzili UV

ziarenie. R¢ (produkt 5) = 0.60.

'H-NMR analyza: (300 MHz, CDCls, MH-011-14) 8.65 (br s, 1H, NH), 8.53 (d, 1H,
J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(8)), 8.27 (d, 1H, J(3,5) = 2.0 Hz, H-C(3)), 8.00 (dd, 1H, J(5,6) =

8.7 Hz, J(3,5) = 2.0 Hz, H-C (5)), 4.39 (s, 2H, -CH;Bfr).

CDCl; (300 MHz)
8.0 (8.7,2.0) 8.53 (8.7)

o N ¥ o F
NH F
Br \\
4.39
8.27(2.0)Br  8.65 (br)
5
MH-011-14

Bl

NS

T T
8.5 8.0

A |-

A

T
8

T T T
6 4 2

T
0

PEM

Obrazok 30. "H-NMR spektrum (MH-011-14) surového produktu 5. *H-NMR tdaje sa zhoduja s udajmi
z literatury."® Spektrum je znegistené malym mnozstvom dibrémovaného acetofenonu 6.




7.2.4. Syntéza  N-(2-brom-4-(2,2-dibrémacetyl)fenyl)-2,2,2-trifluor-
acetamidu (6)

1.00 mol ekv 2.50
@) F o) F
Q >—<F Br, O —CF
NH F - NH F
CHCI;, RT /45 °C Br

Br 20 h Br Br
3 6 60%

Mr: 310.07 Mr: 159.81 Mr: 467.86

Schéma 9. Syntéza N-(2-brom-4-(2,2-dibrémacetyl)fenyl)-2,2,2-trifluoracetamidu (6).

Literatara:™ Postup syntézy sme aplikovali na inti vychodiskovu latku, ako je uvedena
Vv literature. V literatire sa uvadza podobna vychodiskova latka bez naviazaného bromu
na benzénovom jadre. Pri postupe sme pouzili nadbytok Br, (2.50 mol ekv) a taktiez
predizili reakény ¢as na 20 h, priGom v literatire sa uvadza 12 h. Ziskali sme 60 %

vytazok, pricom v literature sa uvadza 71 %.

Experiment: Rozpustili sme 50.0 mg (0.16 mmol, 1.00 mol ekv) acetofenonu 3 v 2 ml
CHCIs. Potom sme do zmesi v priebehu 10 min pridavali 770 pl roztoku, ktory
obsahoval 64.2 mg (0.40 mmol, 2.50 mol ekv) Br, rozpusteného v CHCIl3. RZ sme
nechali mieSat’ 2 h pri teplote 35 °C, pri¢om priebeh reakcie sme kontrolovali pomocou
TLC analyzy. Po 2 h ndam TLC analyza ukazala pritomnost monobrémovaného
medziproduktu 5 a len stopového mnozstva produktu 6. RZ sme preto nechali miesat’
pocas noci pri 45 °C. Po 18 h reakcie nam TLC analyza potvrdila pritomnost’ produktu
6 a stopového mnozstva monobrémovaného medziproduktu 5. Cervenohnedi RZ sme
premyli 2-krat s 3 ml 1 % roztoku NaHCO3, Izolovanti organickt vrstvu sme susili nad

Na,SO,, prefiltrovali, zahustili na RVO a posledné stopy prchavych podielov odstranili
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na HV. Ziskali sme 45 mg (0.10 mmol, 60 %) olejovitej tmavo-hnedej latky. Struktiru
produktu 6 sme potvrdili *H-NMR analyzou (MH-013-14 fid).

TLC analyza: Hex / EA (1 / 1) (1 krat vyvolané), na vizualizaciu sme pouzili UV
ziarenie. Hodnota R¢ (produkt 6) = 0.67.

'H-NMR analyza: (300 MHz, CDCls, MH-013-14) 8.67 (br s, 1H, NH), 8.55 (d, 1H,
J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(6)), 8.38 (d, 1H, J(3,5) = 2.0 Hz, H-C (3)), 8.16 (dd, 1H, J(5,6) =
8.7 Hz, J(3,5) = 2.0 Hz, H-C (5)), 6.56 (s, 1H, -CHBT).

CDCl, (300 MHz)

8.16 (8.7, 2.0) 8.55 (8.7)
N ¥ o F

< >—F
Sy
Br AN
656 8r / Br ge7 ()

8.38 (2.0)

6 MH-013-14

8.5 8.0

PPM

Obrizok 31. "H-NMR spektrum (MH-013-14.fid) produktu 6.
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7.25. Syntéza N-(2-brém-4-(2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino
oxazol-4-yl)fenyl)-2,2,2-trifluoracetamidu (8)

1.00 mol ekv 1.00 1.31
FF

T

N

I

0=S=0 O F \
0 M—F Licl 0=5-0
o . )—Q*NH F \
M Br DMSO, 75 °C R
H

N" ‘NH; Br 24 h N~ O
(ON§ o H
7 5 8

Mr: 258.29 Mr: 388.96 Mr: 42.39 Mr: 548.33

Schéma 10. Syntéza poZadovaného oxazolového prekurzoru VEGFR2 inhibitorov 8.

Literatara:'"Postup syntézy sa odliSoval od postupu z literatary. V literature su
uvadzané mocovina a 1-brompropanon ako vychodiskové latky. TaktieZ ako rozputadlo
je uvadzany etanol a reakcia prebiehala pri refluxe s vytazkom 65-75 %. Reakény cas

nebol uvedeny.

Experiment: Rozpustili sme 900.0 mg (2.31 mmol, 1.00 mol ekv) acetofenénu 5 v 3 ml
DMSO. Nasledne sme pridali 597.6 mg (2.31 mmol, 1.00 mol ekv) mocoviny 7 a 127.5
mg (3.00 mmol, 1.30 mol ekv) LiCl abs. Takto pripravent reak¢éni zmes sme nechali
mieSat’ 24 h pri 75 °C. Pomocou TLC analyzy sme uskuto¢nili kontrolu priebehu
reakcie, ktora nam ukazala pritomnost’ produktu a neznamych vedlajsich latok. Do RZ
sme pridali 3 ml 1 % roztoku NaHCO; a extrahovali ju s EA (3 x 5 ml). Spojené
organické vrstvy sme premyli nasytenym roztokom NaCl (3 x 5 ml), susili statim nad
Na,SO4, potom sme zmes prefiltrovali. Nadobudnuty roztok sme zahustili na RVO
a posledné stopy prchavych latok odstranili pomocou HV. Ziskali sme 700.0 mg
cervenohnedej tuhej latky, ktorti sme Cistili pomocou FLC (SiO», eluent Hex /EA (1 /

Y Ge, Y.; Ipek, M.; Massefski, W.; Pan, N.; Tam, S.; Xiang, J.; Suri, V.; Tam, M.; Tobin, J. F.; Xing, Y.;
Xu, X. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15, 2865-2869.
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3)). Po ¢&isteni sme izolovali 300 mg oranzovej tuhej latky. "H-NMR analyza (MH-024-
14.fid) potvrdila pritomnost’ cielovej zluceniny 8, ako aj pritomnost’ vedl'ajSiecho
produktu 9 v pomere 69 / 31.

TLC analyza: EA (1 krat vyvolané), na vizualizaciu latok sme pouzili UV ziarenie. R¢
(latka 8) = 0.55.

'H-NMR analyza: (300 MHz, DMSO-ds, MH-024-14) Létka 8: 11.50 or 11.20 (2 X br
s, 2 X 1H, 2 x NH), 7.94 (d, 1H, J(A4,AB) = 2.3 Hz, H-Ca(6)), 7.72 (dd, 1H, J(A3,A4) =
8.8 Hz, J(A4,A6) = 2.3 Hz, H-Ca(4)), 7.27 (d, 1H, J(A3,A4) = 8.8 Hz, H-Ca(3)), 7.80
(d, 1H, J(C2,C6) = 1.9 Hz, H-C¢(2)), 7.48 (dd, 1H, J(C5,C6) = 8.4 Hz, J(C2,C6) = 1.9
Hz, H-C¢(6)), 7.39 (d, 1H, J(C5,C6) = 8.4 Hz, H-C¢(5)), 5.89 (s, 1H, H-C(B)), 3.89 (s,
3H, -OCHj), 3.16 (g, 2H, J(CH2,CH3) = 7.4 Hz, SO,CH,CHs), 0.92 (t, 3H, J(CH,,CHa)
= 7.4 Hz, SO,CH,CHj).

DMSO-d (300 MHz)

7.48 (8.4,1.9)

0.92 (7. 4)\
316 (7.4)

7.72 (8.8, 2.3) o N
7.27 (8.8)

3.89

a: 11.50 (br),11.20 (br)
MH-024-14

!H-NMR analyza: (300 MHz, DMSO-ds, MH-024-14) Latka 9: 11.65 or 11.29 (br s, 2
x 1H, 2 x NH), 8.26 (s, 1H, H-C(B)), 7.83 — 7.76 (dd, d, 2 X 1H, H-Ca(4), H-Ca(3)),
7.66 (d, 1H, J(A4,AB) = 2.0 Hz, H-Ca(6)), 7.47 (dd, 1H, J(C5,C6) = 8.3 Hz, J(C3,C5) =
1.9 Hz, H-C¢(5)), 7.41 (d, 1H, J(C5,C6) = 8.3 Hz, H-Cc(6)), 7.24 (d, 1H, J(C3,C4) =
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8.8 Hz, H-Ca(3)), 3.71 (s, 3H, -OCHs), 3.18 (q, 2H, J(CH,CHs) = 7.2 Hz,

802Cﬂ2CH3), 0.85 (t, 3H, J(CHZ,CH3) =7.2 HZ, SOchQCHg).

DMSO-dg (300 MHz)
0.85 (7.2)
3.18 (7.2)
0=S=0
7.66 (2.0)

{OW
7.24 (8.8) N/%

—0 8.26

3.71
7.47 (8.3, 1.9)

7.41 (8.3)

1
7.76 -7.83 MH-024-14

85 8.0 75 7.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4 12 10 8 6 4

Obrizok 32 H-NMR spektrum (MH-024-14.fid) zlagenin 8 a 9.
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8. Diskusia

8.1. Teoreticka ¢ast’

V teoretickej Casti mojej bakalarskej praci sme sa zamerali na zluCeniny,
inhibujice vznik a progres nadorovych ochoreni. Rakovinové kmenové bunky (CSCs)
predstavuju subpopuldciu nadorovych buniek, ktoré sa vyznacuju schopnost'ou
sebaobnovovania (self-renewal), ktora je pri¢inou ,,navratu® rakovinového ochorenia
po aplikécii chemoterapeutickej liecby.

V prvej podkapitole sme opisali niekol'ko identifikovanych zlu¢enin ucinne
inhibujtcich dolezité biologické procesy v rakovinovych kmenovych bunkach (CSCs).
Napr. ionoférne antibitikum salinomycin, ktoré efektivne redukovalo pocet CSCs

Vv roznych typoch rakoviny. (Obrazok 33)

//’1

Obrazok 33. Salinomycin.

V d’al'sej podkapitole sme opisali niekol'ko u¢innych inhibitorov Mer tyrozin
kindzy. Mer kinaza podporuje proliferaciu a prezivanie buniek, tvorbu krvnych
dosti¢iek atvorbu cytokinov. AvSak zvySend aktivita Mer TK casto vyustuje
k onkologickym ochoreniam. Aktivita inhibitorov sa optimalizovala pomocou SAR
testov, kde vyskumnici skamali zlG¢eniny s r6znymi substituentami naviazanymi na
hlavhom skelete. NajucinnejSie Mer inhibitory obsahovali pyrazolpyrimidinovy
a pyridinpyrimidinovy skelet, ktory kompetetivne blokoval ATP-vizbové miesto Mer
kinazy atym inhiboval jej aktivitu. Zluceniny UNC1062 a T28 (Obrazok 34) mali
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vysoku inhibi¢nu aktivitu, dobru selektivitu a nizku nezelanu afinitu k hERG ionovému
kanalu. Vysoka afinita inhibitora kK hERG spdsobuje poruchu ¢innosti srdca a moznu

smrt’ pacienta.

»

O

\S:O HO/I,Q

NH N7 N
B
N™ > N
AN A
H O H
(UNC1062) OH T28
ICs50: Mer 1.1 nM Mer 1.7 nM

Axl  85nM Axl 270 nM
Tyro3 60 nM Tyro3 100 nM

Obrazok 34. Struktara zIG¢enin UNC1062 a T28.

V poslednej podkapitole sme opisali Tyro3 kinazu, ktora rovnako ako
spominané kindzy Mer a Axl, patri do tyrozin kindzovej rodiny TAM. Inhibiciou
aktivity Tyro3 TK dochddza k vyraznému zniZeniu intenzity zhlukovania krvnych
dosti¢iek. Tato kinaza preto predstavuje zaujimavy terapeuticky ciel’ z hl'adiska liecby
trombozy, navyse bez vedlajSich neZelanych Uc¢inkov. NajaktivnejSie Tyro3 inhibitory
obsahovali 2,4-diaminopyrimidin-5-karboxamidovy skelet T46. (Obrazok 35) Hoci tieto
zliCeniny preukdzali vysoku aktivitu, vyznacovali sa zial nizkou metabolickou

stabilitou, ktord bude predmetom d’alSieho skimania.
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T46

R: 2-OCH,

2-CH,CH,

2,5-Cl,

2,5-Cl,

X: CH,
CH,
CH,
o)

Obrizok 35. Struktura zlu¢enin s nosnym skeletom T46.

8.2. Prakticka ¢ast’

Cielom praktickej

Casti

bakaldrskej prace bola

syntéza univerzalneho

oxazolového prekurzoru na pripravu skupiny predikovanych potencialnych VEGFR2

inhibitorov. Nasa syntéza vychadzala z komercne dostupného acetofenénu 1, ktory sme

pomocou NBS pri 0 °C transformovali na 3’-bromacetofenon 2 s vytazkom 80 %.
(Schéma 11)

NBS

Licl
FF
F DMSO, 75 °C
24 h
o}
NH
\ Br
0:s=
N
10
NJ\O
o H LiCl
8 14.%
DMSO, 75 °C
72h

—>
AN, 0°C,3h

(CF3C0),0, EtzN

O,
Q-

o) —&F
> >—Q7NH F__

O F

2 >
CH,Cl, abs, 0 °C - RT
Br 1.5h Br
2 80% 362%
0=8S=0 (0] F
Q s < F Br,
9+ NH F |[€—————
I Br CHCl3, RT/35°C
NN Br 2h
_0 5 56 %
7
0=S=0 (0] F
(e) F Br,
o 4 NH F |[e——
U Br CHCl3, RT /45 °C
N7 “NH, - ar 20h
_O 6 60 %

Schéma 11. Navrh a realizacia syntézy navrhnutého prekurzoru 8 predpovedaného VEGFR2 TK

inhibitora.

56



V nasledujtcej kroku sme uskuto¢nili TFA-chranenie NH; skupiny latky 2. Na
zaklade informacii z databazy Reaxys a SciFinder sme sa rozhodli pouzit (TFA),O
s Et3N. Pri pouziti pomeru reaktantov, vychodiskova latka / (TFA),O / Et3N = 1.00 /
1.10 / 1.10 mol ekv, sme ziskali cielovy produkt 3 v 62 % vytazku. Nas§ postup sa
mierne odliSoval od postupu z literatiry.* Literatura uvadza pomer reaktantov 1.00 /
1.19 / 1.20 mol ekv so 42 % vytazkom produktu. Pri pouziti pomeru vychodiskova
latka / (TFA),O / Ets3N = 1.00 / 1.53 / 1.55 sme ziskali hlavne vedlajsi olefinicky
produkt 4 v 64 % vytazku.

V d’al’'Som kroku sme uskuto¢nili premenu zliéeniny 3 na jej a-brém derivat 5.
Reakciu prebiehala za pritomnosti Br, v CHClI3 pri 35 °C. Pri pouziti va¢Siecho mnozstva
vychodiskovych latok (priblizne 5 ndsobok) sme museli zvysit’ reakénu teplotu na 45 °C
a predizit’ reakény ¢as z 2 h na 24 h.

V poslednom kroku (budovanie oxazolového jadra) sme vychadzali z a-
bromacetofenénu 5 a mocovinového derivatu 7. V nasej vyskumnej skupine sme robili
identickii  reakciu s podobnymi vychodiskovami latkami aako rozpustadlo sme
pouzili etanol. Tato reakcia preukazala len nizky vytazok produktu. S cielom zistenia
vhodnych podmienok oxazoldcie a ziskania vdcSieho mnozstva produktu sme sa
rozhodli uskuto¢nit’ reakciu V chlérovanych rozpustadlach. Ako rozpustadlo sme
pouzili 1,2-dichloretan, ktorého teplota varu bola vyssia ako teplota klasickych
chlérovanych rozpustadiel (CHCl; CH,CI,). Do reakcie sme pridali LiCl, ktory sluzil
ako Bronstedtova kyselina a tym katalyzoval reakciu na elektrofilnom karbonylovom
uhliku. Reakciu sme miesali pri 75 °C, priCom sme si v§imli, Ze sa vychodiskové latky
uplne nerozpustili. Priebeh reakcie sme kontrolovali pomocou TLC analyzy, ktord nam
po troch diioch potvrdila pritomnost’ len stopového mnozstva pozadovaného oxazolu 8
a vysoku pritomnost’ vychodiskovych latok.

Pri podobnej reakcii v etanole sme spozorovali rychle odburanie bromu z a
polohy zluc¢eniny 5 vplyvom mocovinového derivatu 7. Preto sme sa rozhodli pripravit’
a-dibromovany acetofenon 6, pri ktorom sme predpokladali odstupovanie len jedného
bromu z o polohy a tym lepSiu reaktivitu slatkou 7 a vyssi vytazok produktu 8.
Bohuzial, dibrémovany acetofenon 6 Vv reakcii v 1,2-dichloretane neukazal vysSiu
reaktivitu.

Kvoli zvyseniu vytazku arozpustnosti vychodiskovych latok sme identicka
reakciu uskutocnili aj v DMSO. Priebeh reakcie sme kontrolovali pomocou TLC

analyzy, ktora po 24 h preukézala pritomnost’ produktu 8 a neznamych vedl'ajsich latok.
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Po oddeleni vedlajsich latok pomocou FLC nam 'H-NMR analyza ukézala z frakcie
produktu Struktaru pozadovaného oxazolu 8 ako aj podobne polarnej vedlajsej latky
(produktu ,,inej* cyklizacie) 9 v pomere 69 (8) / 31 (9). (Schéma 12)

0=S=0
O
0 /\ BrO F
ALt 9 >—CF ©\N/l(
N" NH, NH F —  § N
(O Br ~
Br
O
HN\&
7 5 9 F
FE

Schéma 12. Mechanizmus vzniku vedrlajsieho produktu 9.

Latky sa nam do odovzdania diplomovej prace nepodarilo od seba oddelit’ trituraciou,
krystalizaciou ani zistenim vhodnej elu¢nej zmesi na delenie pomocou chromatografie.
Je mozné, Ze po uskutoCneni naslednej couplingovej reakcie s pyridyl-cini¢itym
¢inidlom a zmesou zluc¢enin 8 a 9 budi mat’ ich produkty odlis$nejsie vlastnosti (napr.
polaritu) abude takato zmes sa bude dat jednoduchSie rozdelit pomocou FLC

chromatografie.

9. Zaver

V teoretickej Casti bakalarskej prace sme opisali biologicku funkciu a inhibitory
CSCs, ako aj vybranych tyrozin kindzovych receptorov Mer a Tyro3.

V praktickej Casti bakalarske prace sme navrhli spdsob syntézy a experimentalne
pripravili prekurzor 8 urceny k produkcii VEGFR2 TK inhibitorov. Celkovo sme
pripravili a charakterizovali 7 latok, z toho 4 nové zluceny. Ciel'ova zlt¢eninu 8 sa nam
podarilo pripravit’ 4 stupfiovou syntézou, ale pozadovany oxazol 8 sme ziskali v zmesi
s vedl'ajSou latkou 9. Nanestastie obe uvedené zlii€eniny maju vel'mi podobnu polaritu
a zatial' sme nezistili spdsob ako 0xazol 8 separovat’ od vedlajsej latky 9. Navrhli sme

aj alterativny postup a to delenie zmesi az po nasledujicom syntetickom stupni, akym je
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»couplingova“ reakcia, pomocou ktorej pripravime a vycistime in Silico navrhnuty
VEGFR?2 inhibitor.
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