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Abstrakt

Ivan Misiar: Syntéza prekurzorov pre N-arylaminooxazolkarboxamidové VEGFR2
inhibitory obsahujice mocovinovy, alebo jemu pribuzny fragment
Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra organickej chémie

Bakalarska praca, 50 stran, 2014

Rakovinové kmenové bunky (CSCs) st bunky, ktoré sedia v porovnani
s diferencovanymi bunkami na pociatku vyvojovej hierarchie. Maji dve zakladné
charakteristiky — samoobnovitel'nost’ a schopnost’ tvorby celého spektra novych tumorov.
Vyznacuju sa vysokou rezistenciou voci znamym druhom modernych lieciv. Metformin,
stary antidiabeticky liek ztriedy bisguanidinov, je zaujimavy svojimi inhibicnymi
ucinkami aj voci rastu CSCs. Prebichajuce $tidie poukazuju na jeho synergické ucinky
vV kombinacii s inymi druhmi chemoterapie, priCom sa zameriava na inhibiciu CSCs.
V naSej vyskumnej skupine sa venujeme aj vyvoju nizkomolekulovych VEGFR2 TK
inhibitorov. VEGFR2 je tyrozin kindzovy receptor, ktory reguluje angiogenézu, ¢iZe rast
cievneho systému potrebného pre rozvoj tumoru a tvorbu metastdz. V experimentalnej
Casti sme sa preto zamerali na syntézu prekurzorov k predpovedanym VEGFR2 TK

inhibitorom.

KPacové slova: metformin, rakovinové kmenové bunky, syntéza, VEGFR2 inhibicia



Abstract

Ivan Misiar: Synthesis of precursors for N-arylaminooxazolecarboxamide VEGFR2
inhibitors containing urea or related fragment

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

Bachelor thesis, 50 pages, 2014

Cancer stem cells (CSCs) are cells that are at the beginning of the development
hierarchy. They have two fundamental characteristics — self-renewal and ability to create
whole spectrum of new tumour cells. They are characteristic with high resistance to
common types of modern drugs. Metformin, an old anti-diabetic drug from class of
bisguanidines is interesting for its inhibition effects against the growth of CSCs. Ongoing
studies suggest the synergistic effects in combination with other types of chemotherapy,
focusing on the inhibition of CSCs. In our research group we also deal with the
development of small-molecules - VEGFR2 TK inhibitors. VEGFR?2 is a tyrosine kinase
receptor which regulates angiogenesis, the growth of the vascular system that is required
for tumour growth and metastasis. Therefore in our experimental part we focused on the

synthesis of precursors of predicted VEGFR2 TK inhibitors.

Key words: metformin, cancer stem cells, synthesis, VEGFR2 inhibition



Ciele bakalarskej prace
Spracovanie vybranej literatiry ohl'adom vlastnosti, syntézy a biologickej aktivity
lie¢iva metforminu.

Spracovanie vybranej literatiry tykajucej sa syntézy predpovedanych VEGFR2

tyrozin kinazovych inhibitorov.
Navrh metodiky syntézy intermediatov 2, 3, 7, 10, 11 a priprava niektorého z nich.

Priprava potencialneho VEGFR2 inhibitora 5 obsahujiceho mocovinovy fragment.



2. Graficky abstrakt k experimentalnej ¢asti
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3.
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5.  Pouzité skratky

Abs
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typ 2 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor)



6. Teoreticka ¢ast’

6.1 Uvod

V dnesnej dobe sa Coraz CastejSie stretdvame so Sirokym spektrom nddorovych
ochoreni, ktoré je potrebné diagnostikovat’ v ranom Stadiu a nésledne ich liecit. Liecba
rakoviny predstavuje vo vicSine pripadov komplikovani a finanéne naro¢nt oblast’
modernej mediciny. Nador sa pri svojom raste napaja do existujiiceho cievneho rie¢ista
pomocou tumorovej angiogenézy (tvorby novych ciev z uz existujicich ciev). Jednym
Z najdolezitejSich tyrozinkindzovych receptorov angiogenézy je receptor VEGFR-2,
ktorého funkcia mdze byt inhibovana prostrednictvom nizkomolekulovych zlucenin.

Vyznamnu tlohu pri rozvoji a recidive nadorového ochorenia zohravajii rakovinové
kmenové bunky (CSC), ktoré maji schopnost’ samoobnovitel'nosti, ako aj tvorby celej
Skaly diferencovanych tumorovych buniek, ¢im zabezpecuju regeneraciu nadorovych
buniek. Metformin je jednym z lie¢iv, ktoré maji potencial potlacit’ rozvoj zhubnych

nadorov znizovanim aktivity tychto agresivnych buniek.

13



6.2 Vlastnosti metforminu

Metformin je polarna zlucenina a patri do skupiny antidiabetickych bisguanidinov.
V skutocnosti ide o 1,1-dimetylbisguanidin hydrochlorid. Samotny bisguanidin je polarnou
zlozkou, ktord urCuje vlastnosti celej molekuly — vysoka rozpustnost’ v polarnych
rozptstadlach (H,O). Pévodnou funkciou tohto bisguanidinového lieCiva je liecba
cukrovky ,,Diabetes mellitus“ typu 2, ktora je charakterizovana rezistenciou tkaniv voci
pdsobeniu inzulinu.! V sugasnosti prebiehaju mnohé §tadie, ktoré sa snazia dokazat’ jeho

protirakovinovy G&inok. Struktirny vzorec metforminu mozeme vidiet' na Obrazku 1.

NH NH
HaC
\T N NH,

CH;

metformin hydrochlorid
FW:129.16 x HCI

Obrizok 1 Struktarny vzorec metformin hydrochloridu.

Fyzikalno-chemické a spektralne udaje (volné baza metformin):2
MW: 129.165 g/mol.
Mp: 127- 128 °C.

'H NMR (600 MHz, D;0): 8 3.07 (s, 6H), 2.55 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.14 (t, J = 7.8 Hz, 2H),
1.50 (m, 2H).

B3C NMR (150 MHz, D,0): & 161.1, 158.5, 37.35.

logP (metformin hydrochlorid)®: - 2.64

! Pollak, M. Cancer. Prev. Res. 2010, 3, 1060—1065.
2 Koh, M.; Lee J-Ch.; Min Ch.; Moon, A. Bioorgan. Med. Chem. 2013, 21, 2305- 2313.

¥ ALZA CORPORATION, WO2005/41923 Al 2005.
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6.3 Priprava metforminu

Jeden z prvych postupov na pripravu metforminu (hydrochloridu) je znamy od roku
1922.* Zahrievanim dimetylamin hydrochloridu (T1) a dikyandiamidu (2-kyanoguanidinu)
(T2) vznika metformin hydrochlorid (T3). (Obrazok 1a)

N NH NH
-
H N i
_N_-HCl + | x N~ N” “NH, -HCl
H,N™ “NH, | H
T T2 T3

Obrazok 1a. Syntéza metformin hydrochloridu.

Podobny modifikovany spdsob na pripravu metforminu bol uverejneny v roku
2007.> Ekvimolarne mnoZstva dimetylaminu (T1) adikyandiamdu (T2) s rozpustené
Vtoluéne a po ochladeni sa postupne pridava ekvimolarne mnozstvo HCI. Zmes sa

zahrieva. Po ochladeni zmesi sa vyzraza metformin hydrochlorid (T3) v 96 % vytazku.

(Obrazok 1b)

N NH NH
N HCI L
N« | — * HCl
N e N7 N7 UNH,
HN™ “NH, © | H
T1 T2 T3 96%

Obrazok 1b. Syntéza metformin hydrochloridu.

4 Werner, E. A.; Bell, J. J. Chem. Soc., Perkin Trans 1922, 121, 1790-1794.
® William, A. Pharmaceutical Manufacturing Encyclopedia, 2007, 3, 2208.
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6.4 Terapeutické moznosti a mechanizmus ucinku metforminu

6.4.1 Rakovinové kmenové bunky

Najnovsie Studie naznacuju, Ze metformin potlaéa rakovinu spomalovanim
aktivity subpopulacie agresivnych buniek tumoru. Ticto bunky st nazyvané aj
rakovinové kmenové bunky (,,Cancer Stem Cells*, CSCS).6

Stadia pochadzajica zo Skotska poukazala na fakt, ze metformin redukuje
incidenciu rakoviny 0 15 - 20 % u diabetickych pacientov Vv porovnani s diabetickymi
pacientmi, ktori metformin neuzivali. Ochranna G&innost’ bola zavisla od dizky lie¢by
a vel’kosti davky metforminu, pricom bol pozorovany klesajtci trend vyskytu rakoviny v
pripade jeho vyssich davok a pri dlhsej dobe expozicie diabetickych pacientov.” Hypotéza
tumorogenézy rakovinovych kmenovych buniek (CSCs) sa vyvinula na zaklade funk¢nej
heterogenity pozorovanej na l'udskych nadorovych bunkach. Na zaklade tejto hypotézy,
CSCs sedia na zaciatku vyvojovej hierarchie a maju dve kl'i¢ové charakteristiky —
samoobnovitelnost a schopnost’ tvorby celého spektra tumorov s réznym fenotypom.
V roku 1994, John Dick a kol. objavili hierarchiu a koncept CSCs. Pod populacia buniek
primarnej T'udskej akutnej myeloidnej leukémie (CD34°/CD38") bola definovana ako
populéacia podporujuca vznik rakoviny.8

Signéalna draha mTOR je dolezitou signalnou drahou, ktora nie je regulovana pocas
rastu tumoru a moze slazit’ ako terapeuticky a preventivny ciel. V roku 2005, Shaw a kol.
poukazali na to, ze metformin vykonava svoju funkciu cez aktivaciu LKB1/ AMPK
drahy, a tym nepriamo zabezpecuje inhibiciu komplexu mTORC1.° Na Obrazku 2
moézeme vidiet' zjednoduieny model aktivicie LKB1/ AMPK drahy.’® ATM je serin /

treoninova kinaza (Ataxia telangiectasia mutated).

® Bednar, F.; Simeone, D. M. Cancer Prev. Res. 2012, 5, 351-354.

7 Evans, J. M.; Donnelly, L. A.; Emslie-Smith, A. M.; Alessi, Dr.; Morris, A. D. British Medical Journal 2005, 330,
1304-1305.

8 Lapidot, T.; Sirard, C.; Vormoor, J.; Murdoch, B.; Hoang, T.; Caceres-Cortes, J.; Minden, M.; Paterson, B.; Caligiuri,
M. A.; Dick, J. E. Nature 1994, 367, 645-648.

% Shaw, R. J.; Lamia, K. A; Vasquez, D.; Koo, S. H.; Bardeesy, N.; Depinho, R. A.; Montminy, M.; Cantley, L. C.
Science 2005, 310, 1642-1646.

19 Shaw, R. J.; Cantley, L. C.; Ras, P. I. Nature 2006, 441, 424-430.
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/ -

ATM

(P)

(P)

Redukovana krvna glukéza

Obrazok 2 Aktivacia LKB1/AMPK signalnej drahy metforminom.

Inhibicia rakovinovych kmenovych buniek metforminom bola po prvykrat
preukazana v roku 2009 v predklinickych modeloch rakoviny prsnika. Tato Stidia
poukdzala na to, Ze metformin inhibuje vytvaranie zhlukov v bunkovych linidch rakoviny
prsnika, pri¢om bola dokazanéd koncentracna zavislost. Navyse, Doxorubicin, Standardny
komponent chemoterapie ukézal iba nepatrny vplyv na Cast’ populacie rakovinovych
kmefiovych buniek (definovanych pomocou markerov CD44%/ CD24"°%), zatial &o
metformin samostatne, alebo v kombinacii s doxorubicinom uc¢inne zredukoval pocet
prezivajucich CSCs. Kombindciou tychto dvoch lieciv sa docielila odolnost’ organizmu

vo&i vplyvu CSCs dokonca aj po preruseni liecby.™

1 lliopoulos, D.; Tsichlis, P. N.; Struhl, K. Cancer Res. 2009, 69, 7507-7511.
17



6.4.2 Metformin a rakovina®?

Vroku 1970, prof. Vladimir Dilman rozvinul predstavu, Z¢ antidiabetické
bisguanidiny moézZu byt’ sPubné protirakovinové lieky. Pouzitim fenforminu, Struktarne
podobny metforminu (Obrazok 3), bola dosiahnutd tzv. ,metabolickd rehabilitacia®
rakoviny prsnika a hrubého ¢reva. Fenformin vyvolal spomalenie recidiv a zniZil vyskyt
novych primarnych tumorov a prediZil Zivotnost® mysi o 23 % a znizil vyskyt nadoru

az 0 80 %.7

NH NH
NH NH )J\ )J\
HsC
Sy N NH.

N N NH,
H H
i CHj
Fenformin Metformin

Obriazok 3. Porovnanie Strukturnych vzorcov fenforminu a metforminu.

Na zaciatku roku 2000 odhalili Anisimove experimenty, ze sustavna liecba
geneticky modifikovanej mysi obsahujucej I'udsky HER2 protein (receptor lI'udského
epidermalneho rastového faktora — ,,Human epidermal growth factor receptor 2, HER2)
metforminom, vyznamne zniZuje vyskyt a vel’kost’ adenokarcinému prsnej Zlazy
a zvySuje priemernu latenciu tumoru.™

Epidemiologické Stiadie potvrdili, ze ziadne iné antidiabetické lieky, len
metformin, vyznamne zniZuje vyskyt rakoviny a predlZuje prezitie pacientov

s cukrovkou diabetes mellitus typu 2.7

12 Martin-Castillo, B.; Vazquez-Martin, A.; Oliveras-Ferraros, C.; Menendez, J. A. Cell Cycle 2010, 9, 1057-64.
'3 Dilman, V. M.; Anisimov, V. N.; Gerontology 1980, 26, 241-246.

14 Anisimov, V. N.; Berstein, L. M.; Egormin, P. A.; Piskunova, T. S.; Popovich, I. G.; Zabezhinski, M. A;
Semenchenko, A. V.; Tyndyk, M. L.; Yurova, M. N.; Kovalenko, I. G.; Poroshina, T. E. Exp. Gerontol. 2005, 40, 685-93.
15 Bowker, S. L.; Majumdar, S. R.; Veugelers, P.; Johnson, J. A. Diabetes Care 2006, 29, 254-258.

18



Koncepéne je metformin povazovany za ,,hybridni pilulku®, ktoréd fyzicky spéja

dva dlhotrvajuce ucinky: 1/ trvalé zniZovanie hladiny krvného inzulinu (o je aj

rastovy faktor) a glukdzy a 2/ okamzitej u€innosti tejto zluceniny na rakovinové bunky —

potlacanim drahy AMPK / mTOR / p70S6K1 a niekolPkych proteinovych Kinaz

siCasne, vratane tyrozin-Kinazovych receptorov suvisiacich s rakovinou napr.

HER2.% (Obrazok 4)

i" Iu

Sy Metformin

Glucose

5 | Insulin

DIRECT effect

—_— — "]

HEPATOCYTE . IGF IR

CANCER CELL

R e

mTOR pathway inhibitor

Obrazok 4 Priamy biologicky G¢inok metforminu: deaktivacia mTOR signalnej drahy. Nepriamy G¢inok
metforminu: zniZovanie krvného inzulinu a glukdzy (v peceni timi proces glukoneogenézy, tvorbu glukozy

70 zasob v pe¢enovych bunkach).

16 Zakikhani, M.; Dowling, R. J.; Sonenberg, N.; Pollak, M. N. Cancer Prev. Res. 2008, 1, 369-375.
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Pupavovy fenomén - Novy liek, ktory zabija ,.koreni papavy‘ pod ..p6dou rakoviny*

Stadia Hirscha a kol. zistila, ze chemoterapii (lieba doxorubicinom, Obrazok 5)
nema vplyv na formovanie samo obnovitel'nych rakovinovych kmenovych buniek, avsak
tieto su citlivé na pdsobeniec metforminu. Nizke davky metforminu (0.1 - 0.3 mM) nemali
ziadny ucinok na Zivotaschopnost’ populacii nekmenovych t.j. diferencovanych bunick
tumoru. V stlade s ,hypotézou pupavy“ (Obrazok 6) na efektivnu liecbu musia byt’
zasiahnuté oba typy buniek — deliace sa diferencované bunky ako aj rakovinové kmenové

bunky, &m by sa predislo recidive tumoru a tym aj navratu G&inku rakoviny.*’

OH O O
O‘O‘
e OH O
H3C
O
HsC NH,
OH

Obrizok 5. Struktirny vzorec chemoterapeutika doxorubicinu.

Bolo zistené, Ze kombinovana liecba metforminom a cytotoxickym doxorubicinom
znizuje velkost' nadoru azaroven predlzuje Cas recidivy ochorenia. Takato liecba je
ucinnejsia, ako liecba vyuzivajiicu samostatné lieky (synergicky efekt). Za potencialny
mitogén (latka urychl'ujuca delenie buniek) kmenovych buniek prsnika je povaZovany
IGF-1 (protein, ktory je svojou Strukturou podobny inzulinu — ,,Insulin-like growth factor
1%), ktorého zvySené hladiny mozZu vyvolat’ rozSirenie suboru kmenovych buniek
prsnika.18

Vsetky dokazy naznaCuju, Ze v kombindcii s konvencnou terapiou sa moze
prelieCenie metforminom stat’ tspesnou terapeutickou stratégiou, ktorou by sa predislo
recidive rakoviny azvySila by sa Sanca na dlhodobejsie prezivanie onkologickych
pacientov. Schopnost’ liecby rakoviny metforminom (napadne prave ,,korene pupavy*) by
mohlo do zna¢nej miery vysvetlit' schopnost’ Standardnych klinickych ddvok metforminu

vyznamne zvysit' rychlost’ kompletnych odpovedi u diabetickych pacientov s rakovinou

7 Jones, RJ.: Matsui, WH.; Smith, BD. J. Natl. Cancer Inst. 2004, 96, 583-585.
1, X.; Lewis, M. T ; Huang, J.; Gutierrez, C.; Osborne, C. K.; Wu, M. F.; Hilsenbeck, S. G.; Pavlick, A.; Zhang, X
Chamness, G. C.; Wong, H.; Rosen, J.; Chang, J. C. J. Natl. Cancer Inst. 2008, 100, 672-679.
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prsnika uzivajucich metformin a sti¢asne neoadjuvantnii chemoterapiu (podpornua liecbu,
ktora sa podava pred planovanou chirurgickou liecbou alebo pred radioterapiou). Cielom
je zmensSenie nadoru, aby bola operacia umoznena alebo ulahCena. Stucasne je cielom aj
znizZenie rizika, ze sa behom operacie uvol'nia nadorové bunky a rozsiria sa do inych tkaniv

. 19
alebo organov).
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Obriazok 6. Schéma posobenia metforminu — pipavovy fenomén.

Pri pouziti konvenénej chemoterapie sa efektivne nicia diferencované rychlo sa
deliace nadorové bunky, zatial’ ¢o rakovinové kmenové bunky zostavaju nedotknuté. Tieto
potom zaist'uji opatovny navrat tumoru. CSCs predstavuju korein ptpavy alebo tumoru,
pretoze dokazu regenerovat’ tumor (teda nadzemnu ¢ast’ pupavy). Pri liecbe metforminom
vV kombinacii s tradi¢nou cytotoxickou chemoterapiou, nie je metformin schopny zabijat’
proliferujuce sa nadorové bunky, avsak je schopny zamerat’® sa na nifenie alebo
potlacenie aktivity rakovinovych kmemnovych buniek, teda zdroja, z ktorého sa

diferencované nadorové bunky vyvijaji, ¢im sa zabrani recidive nadoru.

1 Jiralerspong, S.; Palla, S. L.; Giordano, S. H.; Meric-Bernstam, F.; Liedtke, C.; Barnett, C. M.; Hsu, L.; Hung, M. Ch;
Hortobagyi, G. N.; Gonzalez-Angulo, A. M. J. Clin. Oncol. 2009, 27, 3297-3302.
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6.4.3 Pozitivne prejavy posobenia metforminu

Efektivne znizovanie umrtnosti na rakovinu prsnika zavisi vo velkej miere
V schopnosti tGspeSne zabrafovat’ kritickému prechodu z neagresivnej rakoviny (non-
invasive ductal carcinoma ,,in situ tumor® — DCIS) do Zivota ohrozujucej agresivnej
rakoviny prsnika (invasive breast cancer — IBC). Terapeutické stratégie vedu k zastaveniu
rakoviny prsnika v nezhubnom stave® Metforminu modZe spomali® premenu
invazivnych nadorov eliminaciou alebo utlmenim rakovinovych kmenovych buniek.
CSCs su schopné prezivat', bujniet’ a vytvarat’ zhluky buniek (kontrola). Na Obrazku 7
vpravo mozeme vidiet posobenie metforminu na CSCs (vlavo je kontrola CSCs bez

poOsobenia metforminu).

METFORMIN

Obrazok 7. Inhibicia obnovitel'nosti a mnozenia sa CSCs metforminom.

Epidemiologické udaje poukazali na zniZené riziko vyskytu rakoviny
aumrtnosti u pacientov s cukrovkou typu 2, ktori uzivali metformin Vv porovnani

s tymi, ktori ho neuzivali.?*

20 Espina, V.; Liotta, L.A. Nat Rev Cancer 2011, 11, 68-75.
2 Vazquez-Martin, A.; Lopez-Bonect, E.; Cufi, S.; Oliveras-Ferraros, C.; Del Barco, S.; Martin-Castillo, B.; Menendez,
J. A. Drug Resistance Updates 2011, 14, 212-223.
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6.4.4 Nadorové ochorenia u diabetickych pacientov

Stadie zroku 2013 poukazuji na tzku savislost medzi ochorenim Diabetes
mellitus (DM) a vyskytom gastrointestinalnych zhubnych nadorov.? Prieskum z 15 $tadii
zahriujuci celkovo 2,5 miliona pacientov ukazal na zvySené riziko (+ 30 %) vyskytu
rakoviny hrubého ¢reva (colorectal cancer — CRC) suvisiace] s cukrovkou. Doteraz
ziskané 0daje naznacuju, ze metformin, liek urCeny na liecbu DM typu 2, mézZe Gcinne
znizovat’ takuto umrtnost’ u diabetickych pacientov. Aj utohto typu nadorového
ochorenia hraji hlavni tlohu rakovinové kmenové bunky. Nielen, ze maju vysokl
schopnost’ spustat’ a podporovat tumorovy rast, ale si zodpovedné¢ za odolnost’ voci
chemoterapii a recidivu rakoviny. Sa to bunky CD133", ktoré zastupuju vsetky vlastnosti
CSCs. Standardnym chemoterapeutickym lie¢ivom na CRC je 5-Fluorouracil (d’alej len 5-
FU) pouzivanym kvoli zlepSeniu jeho terapeutickej G¢innosti V kombinacii s inymi liekmi.
Metformin sa preukazal ako latka s priaznivym synergickym uéinkom (aktivny voci
CSCs bunkam exprimujucim marker CD133") k vysledku chemoterapeutického posobenia
5-FU. Dévodom uzivania podporného lieCiva bola prave ziskana rezistencia pacientov
Vv pokrocilom $tadiu CRC na lie¢bu 5-FU, ¢o viedlo az kaplnému zlyhaniu uéinku
chemoterapie.”®

Jedna zo §tadii bola zamerand na pozorovanie demografickych a klinickych zmien
v samostatnych skupinidch v zavislosti od uZivania metforminu. V Chyba! NenaSiel sa
iaden zdroj odkazov. su uvedené vysledky testov v ktorych boli pozorované len vyrazné
zmeny V sledovanych skupinach: metforminovej (MET) a nemetforminovej (NM). Hladina
LDL (low-density lipoprotein cholesterolu — lipoproteiny s nizkou hustotou zodpovedné za
upchavanie ciev a vznik trombov) bola u skupiny MET niz$ia ako u NM. Taktiez, podiel
pacientov so slabo diferencovanymi zhubnymi nadormi (SDN), ako aj stupen metastaz
(SM) bol ovela nizsi v MET, oproti kontrolnej NM skupine. Index p s hodnotou nizsou

ako 0,05 charakterizuje zavislost’ ako vyznamna.**

22 Chiu, C. C.; Huang C. C.; Chen, Y. C.; Chen, T. J,; Liang, Y.; Lin, S. J.; Chen, J. W.; Leu, H. B.; Chan, W. L. Intern.
Med. J. 2013, 52, 939-946.

2 Kim, S. L.; Kim, S. H.; Trang, K. T.; Kim, I. H.; Lee, S. O. Cancer Lett. 2013, 2, 479-486.

24 Zhang, Y.; Guan, M.; Zheng, Z.; Zhang, Q.; Gao, F. Plos One 2013, 8, 1-8.
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MET (36 pacientov) NM (50 pacientov) p

LDL (mM) 2.27+0.52 2.41+1.07 0.024
SDN (pocet pacientov) % 1(2.78) 8 (16.00) 0.048
SM 2 (5.60) 11 (21.60) 0.035

TabulPka 1 Demografické a klinické vysledky stadie.

Vedci sa zaujimali aj o synergické acinky metforminu pri lie€lbe CRC pouzitim
5-FU zameranej na bunky CD133" a p-katenin (difunkény protein, ktory reguluje
koordinaciu prilnavosti buniek a génovu transkripciu) v l'udskych bunkovych linidch
rakoviny ¢reva SW620 (type of colon carcinoma). Stadia odhalila, Ze¢ metformin
vV kombinacii s 5-FU vyznamne zniZuje percento pozitivnych CD133 buniek a tiez
vplyv B-kateninu, ¢im sa potvrdil predpoklad, Ze mbéze mat’ protirakovinovy ucinok na
CRC (prejavom tuc¢inku boli: inhibicia proliferacie rakovinovych kmenovych buniek
prostrednictvom drahy p-kateninu). Podobné rakovinové ucinky boli preukazané aj

u rakoviny prsnika.”®

6.5 Priprava a Struktirna charakterizacia arylbisguanidinov

Bisguanidiny (BG) su bezfarebné polarne organické zluc¢eniny, ktoré su vel'mi
dobre rozpustné vo vode. Su silné bazy a vo vodnom roztoku pomaly hydrolyzuju na
amoniak a moc¢ovinu. V 20-tych rokoch minulého storo¢ia boli po prvykrat ziskané
extrakciou z rastliny Galega officinalis (franctizsky orgovan).

Jedna z prvych metdd na ich pripravu je znama od roku 1892, kedy bol zahrievany
dikyandiamid s chloridom amoénnym a naslednou izolaciou produktu vytvorenim

bisguanidin-med’natého komplexu.26

2 cufi, S.; Corominas-Faja, B.; Vazquez-Martin, A.; Oliveras-Feranos, C.; Dorca, J.; Bosch-Barrera. J.; Martin-Castillo,
B.; Menendez, J. A. Oncotarget 2012, 3, 395-398.
2% Bamberger, E.; Dieckmann, W. Ber. 1892, 25, 543.
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6.5.1 Priprava 1-arylbisguanidinov (1-AB)

Monosubstituované 1-arylbisguanidiny sa pripravuji zahrievanim anilinovych
soli s dikyandiamidom vo vode, pricom hydrochloridové soli vzniknutych bisguadinidov
krystalizuju z reak¢énej zmesi vo vysokych vytazkoch a Cistote. Pouzitim metanolatu
sodného v metanole mézu byt' deprotonizované. V Schéme 1 je znizornena priprava 1-

AB.

e NH, NH
Cl 2 2 NH, NH>
NC-\P>NH NaOCH
S 2 7N Ho s N
[ H,0 //\ (= CH;OH |//
X X X 1-AB

Schéma 1 Priprava 1-arylbisguanidinov 1-AB.

Obdobnym spdsobom reaguju aj dihydrochloridy 1,3- a 1,4-fenyléndiaminov
sdvomi mol ekv dikyandiamidu, avSak dihydrochoridy 1,2-fenyléndiaminov davaja 2-
guanidinbenzimidazol (vznikaja cykliza¢nou reakciou).”” (Obrazok 80brazok 8 Struktira 2-

guanidinbenzimidazolu.)

NH

N
\>—NJk NH,
N H
H
Obrizok 8 Struktura 2-guanidinbenzimidazolu.

6.5.2 Priprava 1,5-diarylbisguanidinov (1,5-DAB)

Diarylbisguanidiny (DAB) sa pripravuji jednokrokovou syntézou, zaloZenou na
metode znamej z roku 1957, v ktorej st 2 mol ekv hydrochloridu anilinu pridané do
dikyandiamidu sodného vo vriacej vode. Aniliny s nizkou rozpustnostou vo vode mozu
byt  rozpustené v etanole. Medziproduktom reakcie je  monosubstituovany

aryldikyandiamid, ktory reaguje do druhého stupiia na Zelany DAB. Surovy produkt

2T King, F. E.; Acheson, R. M.; Spensley, P. C. J. Chem. Soc. 1948, 1366.
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pozostava z hydrochloridu DAB a malého mnoZzstva monoaryldikyandiamidu. Necistot
tohto druhu sa mézeme zbavit’ rozpustenim produktu v malom objeme DMF a vyzrazanim
hydrochloridu bisguanidinu pridanim toluénu. Spracovanim produktu ziskame volné

bazy.?® (Schéma 2)

¢

® NH;

@ NaN(CN), | A NH, NHZ/@ Hel NaOCH; | X NH, NHZ/@
—_— =

// H,0 1/\ X// N/)\N//I\N \\ CH3OH S N/)\N/)\N \\
X H X X H X

Schéma 2. Priprava 1,5-diarylbisguanidinov.

6.5.3 Krystalova Struktura arylbisguanidinov

Hydrochloridovd sol' 1,5-difenylbisguanidinu  kryStalizuje z horticej vody
v monoklinickej sustave. Na Obrazku 9 je zndzorneny bisguanidinovy kation, ktorého
geometria bola ziskand pomocou Rontgenovej Struktirnej analyzy. Rozsah vézbovych
dizok C-N je velmi uzky (1.343 — 1.394 A), &o poskytuje dokaz o zna¢nej delokalizacii, aj
ked’ Struktura nie je plne symetrickd. Kation moze byt vyjadreny lokalizovanou Strukturou
(A), ako aj jeho rezonan¢nymi Struktirami, kde je protonizovany centralny atom dusika
(B) alebo sa vytvara vnatromolekulova vodikova vdzba cez protonizovany dusik (C).

(Schéma 3)

Schéma 3. Struktury katiénov arylbisguanidinov.

%8 Neelakantan, L. J. Org. Chem. 1957, 22, 1587.
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Obrazok 9. Dva pohl'ady na Struktiru bisguanidinového kationu (H: biela, N: ¢ierna, C: siva). Pohl'ad
nalavo s dizkami vizieb C-N. Pohl'ad vpravo: vniitromolekulové interakcie C-H-+7 (najkratsia C-C vizba:
3.773 A).

Aromatické kruhy kazdého bisguanidinového kationu interaguju V krystalovej
mriezke navzajom so susednymi solami. Kazda bisguanidinova sol’ ma 10 aromatickych
interakcii: 4 face-to-face a 6 edge-to-face so susednymi Siestimi molekulami. Na Obrazku

10 st zobrazené spominané interakcie, ako aj najkratsie C-C vizbové dizky.

Obrazok 10 Vzajomné interakcie viacerych fenylovych kruhov (H- biela, N- &ierna, C- siva). Vizbové dizky
vyjadrené v jednotkach A.
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6.6 Vyvoj vybranych VEGFR2 TK inhibitorov

Tato Cast’ prace sa venuje nedavnemu vyvoju vybranych VEGFR2 TK inhibitorov
zameranych na inhibiciu nadorovej angiogenézy. Pod pojmom VEGFR2 sa rozumie
receptor vaskularneho endotelného rastového faktora tyrozin kindzy, ktory hra doélezitt
ulohu v regulacii vaskularnej (cievnej) priepustnosti, endotelovej bunkovej proliferacie
a angiogenézy vo fyziologickych podmienkach a je aktivovany prostrednictvom ligandu
VEGF (vaskularny rastovy faktor).29 VEGFR2 sa po aktivacii ligandom dimerizuje,
autofosforyluje a aktivuje VEGFR2 signalnu drahu vedtcu k angiogenéze, formovaniu
novych kapilar zuz existujucich krvnych ciev, atym prispieva k podpore prezivania
tumoru, jeho rastu a migracii. Predpoklada sa, ze zablokovanie VEGFR2 drahy ma za
nasledok redukovanu tvorbu nadorov, potlacenie ich rastu a diseminacie. Ciel'om mnohych
farmaceutickych spolo¢nosti bol vyvoj malych molekul inhibitorov VEGFR2, pri¢om
niektoré z nich st uz dnes pouzivané v klinickych podmienkach ako lieky proti viacerym
typom rakoviny. Na Obrazku 11 mozeme vidiet’ Struktirne vzorce schvalnych VEGFR2
liekov proti rakovine. Komeréné nazvy: Sorafenib (zamerany na rakovinu pl'ic a pecene),

Sunitinib (na oblicky), Pazopanib a VVandetanib (na obli¢ky a $titnu zl'azu).

? NN cF
Me S~ 3
e T
/ \ (@) Cl
F / N Me
H AN
o |
” Sunitinib N" NHMe  Sorafenib
O B F
- &
278¢ NH Me
o o )\ MeO XN
N™N = | J
| N—Me —
k/k \N/ (0] N
N N
Pazopanib Me Me” Vandetanib

Obrazok 11. FDA schvalené VEGFR?2 inhibitory pouzivane v sti€asnosti ako protirakovinové lieky
v klinickej praxi.

2 Olsson, A. K.; Kimberg, A.; Kreuger, J.; Claesson-Welsh, L. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2006, 7, 359.
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Na inhibiciu VEGFR?2 tyrozin kinazy bol opisany cely rad zluc¢enin zaloZenych na
tetrahydro-3H-imidazo[4,5-c]pyridin chinolinovom skelete, ktoré boli substituované na
fenylovej a tetrahydropyridinovej skupine. Test na inhibicu kinazovej aktivity bol
vykonany cez vysoko priepustny skrining HTS (metdéda pouzivana vo vyskume lieCiv,
ktord umoznuje vykonavat sucasne velké mnozstvo testov), ktory poskytol informécie

0 hodnotéch ICsg tychto zlucenin.

Rozne substituované derivaty 3-(4,5,6,7-tetrahydro-3H-imidazo[4,5-c]pyridin-2-
yl)-1H-chinolin-2-6nu boli pripravené reakciou etyl esteru kyseliny (4,5,6,7-tetrahydro-
3H-imidazo[4,5-c]pyridin-2-yl)octovej so  substituovanymi  2-aminobenzaldehydmi.
(Schéma 4)

N-R'

R? R? N@
CHO I

F106 </N]© E/\[ piperidin AN

N N‘R1 " ZSNHR - Xvlén, reflux |/ H

H

Schéma 4. Priprava tetrahydro-3H-imidazo[4,5-c]pyridin chinolinénov.

V biologickych testoch (SAR) boli skimané vlastnosti mnohych derivatov, z ktorych dva
mali vel'mi dobré inhibi¢né ¢inky na VEGFR2. Ich $truktara a hodnoty ICsg sti zobrazené
v Chyba! Nenasiel sa ziaden zdroj odkazov..*® Zavedenim fluéru alebo chléru do polohy

6 fenylového kruhu sa vyznamne zvysil inhibi€ny u¢inok tychto zltcenin.

% sun-Young, H.; Jie, W. Ch.; Jeon, Y.; Chong, H. Ch.; Jongkook, L.; Heejung, J.; Kwangho, L.; Jae, D. H.;
Hyoung, R. K.; Sung, Y. Ch. Bioorg Med Chem Lett 2012, 22, 2837-2842.
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Zakladny skelet:
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N

H

|\\ X
Z N No
H
R! R’ VEGFR2 IC5, (M)
o)
1 0 6-F 0.3
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Tabulka 2. Struktiry a aktivita pripravenych VEGFR2 chinolinénovych inhibitorov 1-7.
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Dokovanie ligandov do krystalovej Struktary VEGFR2 bolo uskutocnené na
objasnenie vidzbového modu najlepSich Struktar chinolinénovych derivatov (software
Glide).®! Reprezentativna predpovedana poloha najaktivnejsej zlueniny (1) so Struktirou
VEGFR2 je zobrazena na Obrazku 12, kde st zobrazené nazvy a ukdzané aj bocné
retazce aminokyselin zavesného regionu TK. Vodikové vizby su vyznacené zltou

prerusovanou ¢iarou.

HN
o F
HN—
N
O+ N
B 1
—
N

Obrazok 12. Komplex VEGFR2 TK so zlu€eninou 1 ziskany dokovanim.

%! Friesner, R. A.; Banks, J. L.; Murphy, R. B.; Halgren, T. A.; Klicic, J. J.; Mainz, D. T. J. Med. Chem. 2004, 47, 1739.
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/.  Experimentalna Cast’

7.1  Material a pouzité metody

'H a3C NMR spektra boli merané v DMSO-d6 na pristrojoch Varian Gemini (300
MHz pre 'H a 75 MHz pre **C). Chemické posuny st udavané v jednotkach ppm, pri¢om
ako vnuatorny Standard (0 ppm) bol pouzity tetrametylsilan. Infracervené spektra boli
merané na pristroji FT-IR Thermo Scientific Nicolet iS10. Teploty topenia boli stanovené
pomocou pristroja Biichi The Melting Point M-565. Namerané hodnoty neboli korigované.
Na stipcovii kvapalinova chromatografiu (FLC) sme pouzili silikagél Merck 60 (40 — 63
um). Priebeh reakcii sme sledovali pomocou TLC analyzy (Merck Silica gel 60 Fys4) a
na vizualizaciu Skvin sme pouzivali UV lampu (254 nm). Hmotnostné spektra (MS) boli
merané na pristroji Shimadzu LC MS-IT-TOF (Combined LC/MS system). Pouzité
rozpustadld boli susené pomocou Standardnych postupov uvedenych v literatire.

Komer¢ne dostupné zluceniny boli zakiipené od spolo¢nosti Sigma-Aldrich.
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7.2 Syntéza 1-(3-nitrofenyl)mocoviny (2)

1.00 mol ekv 2.00
@/NHZ KOCN ©/ NYNHZ
ACOH / H,0, RT, 18 h ol
NO, NO;
1 2 61%
FW: 139.13 FW (KOCN): 81.12  FW: 181.05

Literatara:> (zopakované na rovnakom substrate, neuvedeny vytazok v lit.).

Experimentalny postup: 1.00 g (7.19 mmol, 1.00 mol ekv) m-nitroanilinu (1) sme
rozpustili v20 ml Tadovej kyseliny octovej. Do reakénej zmesi sme pocas mieSania
prikvapkavali roztok 1.20 g KOCN (14.79 mmol, 2.06 mol ekv) v 20 ml H,O pocas 1 h
a reakéna zmes sme miesali pri RT 18 h, pricom z nej zacal postupne vypadavat’ produkt.
Potom sme kzmesi pridali 50 ml H;O avzniknuti zrazeninu sme odfiltrovali na
Biichnerovom lieviku. Po vysuseni sme ziskali 0.80 g (4.42 mmol, 61 %) 2 v podobe Zltej
krystalickej latky.

Novost’ zliceniny: Zlucenina 2 je opisana v literatre a je charakterizovana nasledovnymi

udajmi: (*H-NMR, *C-NMR)* M. p.**

TLC analyza: (SiO,, Hex / EA (1/2), 1 x vyvolané), Rg = 0.70 (UV2s6)

M. p.: 186.3 — 189.3 °C [EA] (lit. 195.0 °C [EtOH])*, zlta krystalickd ltka

32 Walther, R.; Wlodkowski, S. J Praktische Chemie 1899, 2, 269.
% Giffney, C. J.; O’Connor, Ch. J. J Magn Reson 1975, 18, 230.
% Grammaticakis, P. B Soc. Chim. Fr. 1967, 84 — 94.
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'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6, IMJD7101-
13.fid): §9.09 (br s, 1H, -NH-), 8.52 (dd, 1H,
J(2,6) = 2.3 Hz, J(2,4) = 2.2 Hz, H-C(2)), 7.75
(ddd, 1H, J(5,6) = 8.2 Hz, J(2,6) = 2.3 Hz,
J(4,6) = 1.0 Hz, H-C(6)), 7.65 (ddd, 1H, J(4,5)
= 8.2 Hz, J(2,4) = 2.2 Hz, J(4,6) = 1.0 Hz, H-

7.75 (8.2, 2.3,

7.50 (8.2, 8.2)
7.65 (8.2, 2.2, 1.0)

DMSO-d6 (300 MHz)

10) 909 (br)

NH,
T 6.09 (br)

N02 8.52 (2.3, 2.2)
2 IMJD7101-13

C(4)), 7.50 (dd, 1H, J(4,5) = J(5,6) = 8.2 Hz, H-C(5)), 6.09 (br s, 2H, -NH,).

T T T T
140 120 100 80

T T
40 20 PP
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-d6, IM0404b-14.fid): & 156.2 DMSO-d6 (75 MHz)
(s, -NHCONH,), 148.6 (s, C(3)), 142.4 (s, C(1)), 130.3 (d, 156.2
C(5)), 124.2 (d, C(6)), 115.9 (d, C(4)), 112.0 (d, C(2)).

2 [IM0404b-14

FT IR (solid, cm™): 3469 (s), 3345 (s), 3126 (m), 3095 (m), 1959 (w), 1889 (w), 1668 (s),
1593 (m), 1538 (s), 1485 (m), 1431 (m), 1338 (s), 1261 (s), 1123 (M), 1090 (m), 1016 (m),
883 (m), 831 (m), 803 (m), 768 (m), 739 (m), 707 (m), 666 (m). (Priloha 1)

MS (ESI+): 182.0 ([M+H]"). (Priloha 2)

7.3  Syntéza 1-(3-aminofenyl)mocoviny (3)

1.00 mol ekv 5.00
H H
NTNHZ N2H4 . Hzo NTNHZ
©/ @) 10 % Pd / C, EtOH 0]
RT,1h
N02 NH2
2 3 94%
FW (Pd): 106.42
FW: 181.05 FW(N2H, . H,0): 50.06 FW: 151.17

Literatiira:* (pouzity iny substrat — dibenzofuran-3-amin, in4 teplota).

Experimentalny postup: 500.0 mg (2.76 mmol, 1.00 mol ekv) mocoviny 2 sme rozpustili
v 15 ml EtOH. K roztoku sme pridali 670.0 pl (690.0 mg, 13.78 mmol, 5.00 mol ekv)
hydrazin hydratu (d: 1.032 g/mL) a 147.0 mg (0.14 mmol, 0.05 mol ekv) 10 % Pd / C.
Priebeh reakcie sme sledovali pomocou TLC analyzy. Po spotrebovani vychodiskovej

latky sme na kratkom stipci silikagélu odfiltrovali katalyzator. Reakéni zmes sme zahustili

% Deady, L. W.; Sette, R. M. D. Aust. J. Chem. 2001, 54, 177-180.
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za znizeného tlaku a vysusili pomocou HV. Po vysuseni sme ziskali 393 mg (2.60 mmol,

94 %) slabohnedej krystalickej latky 3.

Novost’ zlaceniny: Zluc¢enina 3 je opisana v literatare a je charakterizovana nasledovnymi

tdajmi: M. p.*, 'H-NMR [DMSOJ¥
M. p.: 123.2 — 125.2 °C [EA] (lit. 128.0 — 130.0 °C [H20]*®), slabohneda krystalicka latka

TLC analyza: (SiO,, Hex / EA (1/3), 1x vyvolané), Rg = 0.12 (UV2s6)

DMSO-d6 (300 MHz)

8.19 (br)
6.11 (8.0, 2.0, 1.0)

NN
6.82(8.0,8.0) T 571 00

6.46 (8.0, 2.0, 1.0) \ O
M NH, 6.74(2.0,2.0)

| 4.92 (br)
e 3 IM0202-14

IH-NMR (300 MHz, DMSO-d6, IM0202-14.fid): & 8.19 (br s, 1H, -NHCONH,), 6.82
(dd, 1H, J(4,5) = J(5,6) = 8.0 Hz, H-C(5)), 6.74 (dd, 1H, J(2,4) = J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(2)),
6.46 (ddd, 1H, J(4,5) = 8.0 Hz, J(2,4) = 2.0 Hz, J(4,6) = 1.0 Hz, H-C(4)), 6.11 (ddd, 1H,
J(5,6) = 8.0 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, J(4,6) = 1.0 Hz, H-C(6)), 5.71 (br s, 2H, -CONH,), 4.92
(brs, 2H, Ar-NHy). Spektrum 3 bolo zhodné s literatarou.*’

% Heidelberger J. J. Am. Chem. Soc. 1917, 39, 1437.
% SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT W02004/48343 Al 2004.
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DMSO-d6 (75 MHz)
156.4
107.9
Rt

129.3 T
106.4 o)
149.4] 103.9
NH;
3 IM0202b-14

Ll ‘ ‘ i it il

U
140 120 100 80 60 40 PP

BC.NMR (75 MHz, DMSO-d6, IM0202b-14.fid): & 156.4 (s, -NHCONH,), 149.4 (s,
C(3)), 141.5 (s, C(1)), 129.3 (d, C(5)), 107.9 (d, C(6)), 106.4 (d, C(4)), 103.9 (d, C(2)).

FT IR (solid, cm™): 3459 (m), 3380 (m), 3249 (s), 3051 (m), 1690 (s), 1667 (s), 1590 (s),
1537 (s), 1494 (s), 1442 (s), 1346 (s), 1315 (m), 1197 (s), 1164 (m), 1101 (m), 1031 (m),

868 (m), 832 (m), 784 (m), 768 (m), 701 (m). (Priloha 3)

MS (ESI+): 152.0 ([M+H]"). (Priloha 4)
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7.4  Syntéza pocitacom predpovedaného VEGFR2 inhibitora (5)

1.00 mol ekv 1.00 111 1.10
H
Q»Nm
bl Q - ° ©
NHT]/NHZ 07970 OH  EDC, HOBT
° /OL \  DMF abs, RT, 15 h
>

NH2 H N

o
3 - 4 5 57%

FW: 151.07 FW: 326.06 FW (EDC): 155.24 FW: 459.12
FW (HOBT): 135.12

Literatira:*® (pouZity iny substrat — anilin a kyselina 4-(4-amino-6-metyltieno[2,3-

d]pyrimidin-5-yl)benzoova, rovnaka teplota).

Experimentalny postup: 200.0 mg (0.61 mmol, 1.00 mol ekv) kyseliny 4 (syntéza bola
vyvinuta a latka je dostupna v nasej skupine) sme rozpustili v 3 ml DMF abs. K roztoku
sme pridali 92.6 mg (0.61 mmol, 1.00 mol ekv) mocoviny 3, 105.0 mg (0.68 mmol, 1.11
mol ekv) EDC a 91.0 mg (0.67 mmol, 1.10 mol ekv) HOBT. Priebeh reakcie sme sledovali
pomocou TLC analyzy. Reakénli zmes sme mieSali po dobu 15 h pri RT. Potom sme do
zmesi pridali 80 ml H,O a vyzrazanu latku sme odfiltrovali, nechali vyschnut’ na vzduchu a
dosusili na HV. Po vysuSeni sme ziskali 160 mg (0.35 mmol, 57 %) produktu 2-(5-
(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)-N-(3-ureidofenyl)oxazol-5-karboxamidu (5) vo forme

hnedej krystalickej latky.
TLC analyza: (SiO,, EA, 1 x vyvolané), Rg = 0.51 (UV2s6).
Novost’ zluéeniny: Zluc¢enina 5 nie je opisana v literature.

M.p.: 239.0 — 241.0 °C [EA], hned4 krystalicka latka.

38 Albert, D.H.; Arries, S.S.; Bauch, J.L.; Bouska, J.J., Curtin, M.L.; Dai, Yujia; Davidsen, S.K.; Frey, R.R.; Glaser K.B.;
Guo, Jun; Guo, Yan; Ji, Z.; Li, J.; Marcotte, P.A.; Marsh, K.C.; Michaelides, M.R.; Pease, L.J.; Stewart, K.D.; Stoll,
V.S.; Tapang, P.; Ahmed, A.A.; Arnold, L.; Barlozzari, T.; Bousquet, P.F.; Cunha, G.A.; Moskey, M.D.; Wishart, N.;
Dai, Y. J Med Chem 2005, 48, 6066—83.
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T T T T
10 9 8 7

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6,
IM0301-14.fid): 6 10.07 a 9.96 (2
x brs, 2 x 1H, -CONH- a-NH-
Cs(2)), 8.69 (d, 1H, J(C4,Ce) = 2.3
Hz, H-Cc(6)), 8.58 (br s, 1H, -
NHCONH,), 7.94 (s, 1H, H-Cg(4)),
7.80 (dd, 1H, J(A2,As) = 1.9 Hz,
J(A2,Az) = 1.8 Hz, H-Ca(2)), 7.54
(dd, 1H, J(C3,C4) = 8.6 Hz, J(C4,

7.17 (8.0, 7.6) DMSO0-d6 (300 MHz)

7.26(7.6,1.9, 18)\ 7.12(8.0, 1.8, 1.8)

8.58 (br)

11204 3210 4) %//NHZ

0— = O 5.84 (br)
a

7.54 (8.6, 2.3) 7.80 (1.9, 1.8)
7.28 (8.6) 4) 7.94

a: 10.07 (br), 9.96 (br)
5 IM0301-14

3.95

Ce) = 2.3 Hz, H-Cc(4)), 7.28 (d, 1H, J(Cs, C4) = 8.6 Hz, H-C¢(3)), 7.26 (ddd, 1H, J(As,A¢)
= 7.6 Hz, J(A2,A¢) = 1.9 Hz, J(As,A¢) = 1.8 Hz, H-Ca(6)), 7.17 (dd, 1H, J(As,As) = 8.0 Hz,
J(As, Ag) = 7.6 Hz, H-Ca(5)), 7.12 (ddd, 1H, J(As,As) = 8.0 Hz, J(A2,As) = J(AsAq) = 1.8
Hz, H-Ca(4)), 5.84 (br s, 2H, -CONH,), 3.95 (s, 3H, -OCHj), 3.21 (q, 2H, J(CH2,CH3) =
7.4 Hz, -SO,CH,CH3), 1.12 (t, 3H, J(CH,,CHs) = 7.4 Hz, -SO,CH,CH).
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-d6, 1M0301b- DMSO-d6 (75 MH2)
14.fid): & 158.3, 156.4 a 1555 (3 X s, - ”74

NHCONH,, -CONH-, Cg(2)), 152.6 (s, Cc(2))
141.4,139.5 a2 x 139.2 (4 x s, Ca(1), Ca(3),
Cg(4) a Cg(5)), 131.9, 130.5, 129.2 a 128.6 (2

xs,2xd, Ca(5), Ce(1), Cc(4) a Ce(5)), 123.8 D 1414, 130.5. 25 1302
(d, Ca(6)), 117.4 (d, Ca(4), 1136, 111.7 a |568 G 11561117 008 20

109.9 (3 x d, Ca(2), Cc(3) a Cc(6)), 56.8 (q, - IM0301b-14
OCHs), 50.2 (t, -CH,CHs), 7.8 (g, -CH,CHs).

u‘mm.uumwm.ummmemmM.xmuwmmmanwmhmmwwmMhmm»mmnmﬂ.umw%m\mmmwmwm.mmmm‘Wumn. O A o

140 120 100 80 60 40 20 PPI

FT IR (solid, cm™): 3344 (m), 1666 (m), 1599 (m), 1567 (s), 1487 (m), 1423 (m), 1300
(m), 1264 (m), 1202 (m), 1141 (m), 1120 (s), 1085 (m), 1045 (m), 1017 (m), 922 (m), 871
(m), 778 (m), 734 (m), 717 (m). (Priloha 5)

MS (ESI-): 458.0 ([M-H]"). (Priloha 6)
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8.  Vysledky a diskusia

Cielom teoretickej Casti prace bolo spracovanie literatiry tykajicej sa vlastnosti
a biologickej aktivity antidiabetického lie¢iva metforminu, ktory popri znizovani hladiny
krvného inzulinu potlaca aj aktivitu rakovinovych kmenovych buniek. Viaceré Stadie,
potvrdzujtce jeho synergické ucinky sa zamerali na G¢innost’ V kombinacii s inymi druhmi
chemoterapie, ¢o moze byt pozitivnym krokom pre vyvoj lie¢iv do budtcnosti. Priprava
metforminu je zndma uz takmer storocie a uskuto¢iiuje sa v pritomnosti HCI za vzniku
hydrochloridu. Zriedkavejsie sa vyskytuje vo forme vol'nej bazy. V teoretickej Casti sme sa
zaoberali taktiez spracovanim vlastnosti a nadvthom VEGFR2 TK inhibitorov zameranych
na potlaCanie nadorovej angiogenézy. Prostrednictvom biologickych testov bolo
preskimanych mnoho nizkomolekulovych zlicenin, z ktorych jedna mala vel'mi priazniva
hodnotu 1Cs.

Ciel'om experimentalnej prace bolo pripravit’ niektory z navrhnutych intermediatov
apripadne aj N-arylaminooxazolkarboxamidovy VEGFR2 inhibitor obsahujtcich
mocovinovy, alebo jemu podobny fragment. Na Obrazku 13 st zobrazené vybrané
Struktary potencidlnych VEGFR2 inhibitorov s predpovedanymi relativnymi vdzobnymi

energiami (Eping).

OMe
Q 0 NH
2
0 3 \ %/NHOH
NH (@)
0=5=0 NH O
O™\
HA\N
(0]
Eping = - 51.30 - 8 Eping = - 57.19
OMe
H H
ﬁ N NH
0=s=0 & _\y HN HN>7/ 2
A
H/L\N
(@]
- 12 Ebind =-61.07

Obrazok 13 Predpovedané VEGFR2 TK inhibitory 5, 8, 12 s moc¢ovinovym, alebo jemu podobnym
fragmentom.

41



Z navrhnutych intermediatov a predikovanych Struktir VEGFR2 TK inhibitorov sa
nam podarilo pripravit medziprodukty 2, 3 afindlnu latku - potencidlny

oxazolkarboxamidovy inhibitor 5.

8.1 Syntéza 1-(3-nitrofenyl)mocoviny (2)

Pri syntéze mocoviny 2 sme vychadzali z komer¢ne dostupného m-nitroanilinu 1.
Reakciu sme uskuto¢nili podla viacerych postupov z literatury pouzitych na podobné
substraty. Reakcia vyzaduje pridanie kyseliny na aktivaciu izokyanatu uvolnenim z jeho
soli, pricom jej nadbytok moéze znizit' nukleofilitu anilinu. Pri pouziti HCl nevznikal
produkt a v reakénej zmesi sme identifikovali len vychodiskova latku 1. Ani zmenou
reakénych podmienok (teplota, Cas, ekvivalenty kyseliny a KOCN, rozpustadlo) sa ndm
nepodarilo z anilinu 1 ziadanu mocovinu pripravit. Problémom HCl moéze byt jej sila,
ktora je dostato¢na na deaktivaciu anilinu jeho protonizaciou. Schéma 5 znazornuje druhy

navrhnuty variant syntézy pozadovanej mocoviny 2 pouzitim kyseliny octove;j.

H H
NH N_ _NH
2 KOCN e 2 Nj{
AcOH / H,0, RT, 18 h O * o}
NO, NO, NO,
1 2 61% VP2

Schéma 5 Syntéza mocoviny 2 za pritomnosti HOAc.

Po reakcii praskového KOCN s anilinom 1 rozpustenym v l'ad. ACOH sme
pomocou TLC identifikovali na platnicke dve Skvrny. Jedna z nich zodpovedala Zelanému
produktu (Rg = 0.70), avsak druha predstavovala vznik neocakavaného vedl'ajSicho
produktu N-(3-nitrofenyl)acetamidu (VP2). Produkt sme sa pokusili od VP2 oddelit
pomocou FLC, avSak pocas Cistenia dochadzalo k rozpadu produktu 2 na silikagéli.
Vzhl'adom na predpokladany mechanizmus vzniku VP2 sme sa rozhodli znizit'" obsah
vol'nej HOCN kyseliny vr. zmesi pomalym pridavanim KNCO do reakcie. Vacsiu
selektivitu prinieslo postupné prikvapkavanie vodného roztoku KOCN (1 ml / 3 min)
K anilinu 1 rozpusteného v AcOH. Minoritného zastupenia acetamidu sme sa zbavili

krystalizaciou zo zmesi toluén / metanol. V Schéme 6 je nacrtnuty predpokladany
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mechanizmus vzniku N-(3-nitrofenyl)acetamidu (VP2), v ktorom izokyanatan pomaha

odstpeniu kyslika z kyseliny analogicky ako pri amida¢nych karbodiimidovych ¢inidlach.

O  kocN 9@ Q& o9 H* Q 9
O
)J\OH )ko-/;:;C’ )ko/&NH tautomerizacia AOJ\NH 5
B, Y ——
(@) NH, NO, )k” NO,

Schéma 6. Navrhnuty mechanizmus vzniku acetamidu VP2.

8.2 Syntéza 1-(3-aminofenyl)mocoviny (3)

ZT

NH,

ZT

NH; 4 SnCl, \[(
o) HCI, RT O

NO, NH

2 3

Schéma 7 Syntéza pozadovaného intermedidtu - mocoviny 3.

Pri priprave pozadovanej aminomocoviny 3 sme vychadzali z nami pripravenej
nitromocoviny 2. Redukénu reakciu sme uskuto¢nili pésobenim 4 mol ekv SnCl, pri RT v
prostredi HCI. Priebeh reakcie sme sledovali pomocou TLC analyzy. Po prebehnuti reakcie
sme do zmesi pridali nasyteny roztok NaHCO3 na vyzrazanie zlG¢enin cinu, ktoré sme
odfiltrovali a produkt sme extrahovali do EA. Vzhladom na dlhy reakény ¢as a zdihavé
spracovanie produktu reakcie (najma filtracia) sme pouzili aj inu metédu pripravy

mocoviny 3. Dalsi spdsob redukcie mocoviny 2 je zobrazeny na Schéme 8.
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H H
N_ _NH, NyHs.H,0 N_ _NH,

bl b

o 10 % Pd / C, EtOH o
RT, 1h
NO, NH,

2 3 94 %

Schéma 8 Syntéza mocoviny 3.

Alternativnym a elegantnejSim sposobom redukcie NO; skupiny na aromatickom
systtme bola redukcia hydrazinom (N;Hs; . H0) v pritomnosti hydrogena¢ného
katalyzatora (Pd / C) v EtOH. Priebeh reakcie sme sledovali pomocou TLC analyzy a po
spotrebovani vychodiskovej latky sme jednoducho odfiltrovali katalyzator na kratkom
stipci Si0,. Po odpareni prchavych podielov pomocou RVO a dosuseni reakénej zmesi na

HYV sme ziskali pozadovani moc¢ovinu 3 vV 94 % vytazku.

8.3 Syntéza potencialneho VEGFR?2 inhibitora (5)

_ S o ST

NH__NH, ~© OH NH
T( o EDC, HOBT o
5 + \ \
H/L\N DMF abs, RT, 15 h H/&N
NH, 5
3 -~ 4 - 5 57 %

Schéma 9. Syntéza predpovedaného VEGFR2 inhibitora arylaminooxazolkarboxamidu 5.

Pri priprave 2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)-N-(3-ureidofenyl)oxazol-5-
karboxamidu (5) sme vychadzali z nami pripravenej mocoviny 3 akyseliny 4, ktorej
syntéza bola vyvinuta v nasej vyskumnej skupine.*® Podmienky reakcie sme prebrali zo
syntézy uskuto&nenej na pyrimidinovom derivate.* Pripravu arylaminooxazolkarboxamidu

5 sme uskutocnili Vv inertnej atmosfére (Ar). Do suchej banky, prefuknutej argobnom, sme

% Ribar, P. Diplomovd prica 2013, PRIF UK Bratislava, 64-54.
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navazili kyselinu 4, ktora sme rozpustili v DMF abs. Po jej rozpusteni sme do roztoku
pridali EDC, HOBT a mocovinu 3. EDC sme pouzili ako aktiva¢né ¢inidlo kyseliny 4.
HOBT nasledne reaguje s aduktom EDC a kyseliny 4, priCom vytvara aktivovany ester,
ktory reaguje s pritomnym anilinom 3. Reakcia vytvorenia amidovej vizby prebiehala pri
RT za vzniku arylaminooxazolkarboxamidu 5 . Priebeh reakcie sme sledovali pomocou
TLC analyzy. Po spotrebovani vychodiskovej latky 3 (15 h) sme do reakénej zmesi pridali
H,0, ¢o vyustilo ku vzniku bielej zrazeniny. Zrazeninu sme odfiltrovali vysusili na HV.
Ziskali sme hnedu kryStalicki latku v 57 % vytazku. Na Schéme 10 je zobrazeny
predpokladany mechanizmus vzniku 2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)-N-(3-
ureidofenyl)oxazol-5-karboxamidu (5).

aktivovany ester

Schéma 10. Navrhnuty mechanizmus vzniku arylaminooxazolkarboxamidu 5.
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8.4  Syntéza 1-(5-amino-2-metoxyfenyl)-3-hydroxymocoviny (7)

Me Me Me
N
NHz 4. cocl,/bem YNHOH H,, Pd/C HYNHOH
2. NH,OH . HCI, Et;N © o
N02 NO2 NH2
6 6b 7

Schéma 11 Zamyslany postup pripravy hydroxymocoviny 7.

Pri priprave hydroxymocoviny 7 sme vychadzali z anilinu 6 podl'a ¢lanku, v ktorom
pripravovali moc€oviny z rovnakého anilinu pomocou fosgénu.40 Anilin 6 sme rozpustili
v malom mnozstve DCM a pripraveny roztok sme za chladenia 'adom prikvapkavali k
roztoku COCl; (25 % COCI, v PhMe) v priebehu 1 h. Potom sme do reakénej zmesi pridali
NH,OH . HCI / Et3N (na uvolnenie hydroxylaminu a zachytenie vzniknutej HCI). Priebeh
reakcie sme sledovali pomocou TLC analyzy (Hex / EA : 1 / 3). Na platnicke sme
pozorovali pritomnost mnohych Skvfn, ktoré reprezentovali vznik viacerych vedlajSich
produktov. V zloZitej zmesi sme pomocou réznych separaénych metod, *HNMR a MS
dokazali identifikovat’ najmd vychodiskovu latku 6 a mocovinovy dimér anilinu 6a (1,3-
bis(2-metoxy-5-nitrofenyl)mocovina) ,,premostené aniliny karbonylom fosgénu“. Na
HPLC — MS sme identifikovali aj Zelany produkt, ktory bol pritomny v zmesi
v zanedbatelnom zastupeni. Reakciu sme optimalizovali zmenou teploty, ekvivalentov
¢inidiel, rozpustadla (THF, DMF), poradia pridavania, bazickou aktiviciou anilinu, avSak
zelan hydroxymocovinu 6b sa nam dosial nepodarilo pripravit. Predpokladame, zZe
problémom moze byt nizka aktivita anilinu aslabd rozpustnost hydrochloridu
hydroxylaminu. Na Schéme 12 je zobrazeny predpokladany priebeh opisanej reakcie

vzniku mocovinového diméru anilinu 6a.

0 Bermudez, J.; Dabbs, S.; King, F. D. J. Med. Chem. 1990, 33, 1932-1935.

46



Me H
NHz cocl, \[( alebo
DCM, 0 °C
NH,OH.HCI % Et;N
N02 2

pomaly
OMe
6 : NH, k]
NHOH
NO, \H/
(0]
Me Me

N. N NO,
hig 6b

O

NO, g2  NO,

Schéma 12 Priprava hydroxymocoviny 6b z anilinu 6. Vysvetlenie vzniku vedl'ajsieho dimérneho produktu
6a.

8.5 Syntéza 2-metoxy-5-nitrofenylbisguanidinu (10)

Do dalsej cielovej molekuly 12 potrebujeme zaviest’ bisguanidinovu jednotku.
Prvym krokom zamysl'anej syntézy bola priprava 2-metoxy-5-nitrofenylbisguanidinu (10).
Syntézu sme uskutocnili podl'a postupu z litera‘uiry,41 pricom sme vychadzali z komer¢ne
dostupného anilinu 6. Postup pripravy z literatiry bol opisany pre podobny analog, 2,4-
dimetoxyanilin. Reakciu sme uskuto¢nili rozpustenim anilinu 6 v i-BUOH a nasledne sme
do zmesi pridali HCI, az kym sme nedosiahli hodnotu pH = 1. Po dosiahnuti optimalneho
pH sme do roztoku pridali dikyandiamid (9) a zmes sme refluxovali 4 h. Po prebehnuti
reakcie sme roztok ochladili na RT. Vykrystalizovani hmotu sme odfiltrovali na
Biichnerovom lieviku a premyli vychladenym i-PrOH. NMR analyza a MS potvrdili vznik
dvoch produktov v podobnom zastupeni, pricom jeden z nich zodpoveda zelanej latke 10.
Vedlajsi produkt sa ndm nepodarilo charakterizovat aani oddelit od produktu. Téato
metoda predstavovala najuspesnejsi pokus, pricom sme vyskusali aj najbeznejSiu metédu
pripravy arylbisguanidinov — reflux s dikyandiamidom (9) v prostredi HCI. Metodu v 1M
HCI sme overili pripravou fenylbisguanidinu z nesubstituovaného anilinu, ktory sme

pripravili v kvantitativnom vytazku. Skasali sme aj reakciu v DMSO sTsOH aaj

4 Tanygina, E.S.; Popova, T.N.; Semenikhina, A.V.; Kryl'skii, E.D.; Matasova, L.V. Pharmaceutical Chemistry Journal,
2013, 47, 187-190.
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Vv tavenine. Predpokladom neprebiehajuce;j

reakcie modze byt prave pritomnost

elektronakceptornej —NO; skupiny na benzénovom jadre, ktora spdsobuje nizku reaktivitu

a tiez stérické branenie pritomnej orto-metoxy skupiny. Z dévodu nedostatku ¢asu sa nam

nepodarilo optimalizovat’ reakéné podmienky za vzniku arylbisguanidinu 10. Na Schéme

13 je znazornena reakénd schéma spominanej reakcie.

H,SO,, 9

DMSO, 18 h, 140 °C

9
HCI, reflux
Me H Me
NH; JT\ ///N N. N NH,
HCI, HoN
H 9 > NH NH

NO, iBuOH, reflux, 3 h, pH 1 NO,
6 10

Schéma 13. Vyskusané podmienky pripravy arylbisguanidinu 10 z anilinu 6.

8.6  Syntéza 2-metoxyfenylbisguanidinu (10a)

Na overenie reakénych podmienok uvedenych v literatiire sme sa pokusili pripravit’

arylbisguanidin 10a z komeréného elektronbohatého anilinu 6¢. Zopakovanim postupu

syntézy arylbisguanidinu 10 sme pripravili slaboruzovt krystalicka latku v 58 % vytazku.

Analyza NMR potvrdila Struktiru 2-metoxyfenylbisguanidinu 10a.

H
Me J]‘\ ///N Me
NH, HCL HNT N7 g NW/N\[(NH2
iBUOH, reflux, 3 h, pH 1 NH NH
6c 10a 58 %

Schéma 14. Priprava modelového arylbisguanidinu 10a.
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9. Zaver

V ramci bakalarskej prace sme sa V teoretickej ¢asti oboznamili s novou koncepciu
liecby nadorovych ochoreni. Ddlezitd tlohu v procese vzniku nadorovych ochoreni
zohravaju rakovinové kmenové bunky, ktorych odstranenim, alebo potlacenim ich aktivity
mdzeme docielit’ znizenie tvorby novych tumorov a metastaz, ¢i dokonca vyznamny
progres pri liecbe tumorov. Staré antidiabetické lie¢ivo metformin sa prejavuje ako sl'ubny
inhibitor CSCs, ¢oho dokazom st mnohé prace uvedené v teoretickej Casti.

V experimentalnej cCasti diplomovej prace sme navrhli pripravu niektorych
intermediatov  predstavujucich  vyznamné prekurzory pre syntézu pocitaCom
predpovedanych  N-arylaminooxazolkarboxamidovych ~VEGFR2 TK inhibitorov
obsahujticich mocovinovy, alebo jemu podobny fragment. Cielom bolo pripravit’ niektoré
z tychto prekurzorov. Uspesne sa nam podarilo pripravit 1-(3-nitrofenyl)mocovinu (2),
ktorej redukciou sme ziskali 1-(3-aminofenyl)mocovinu (3) a jej reakciou s kyselinou 4
sme pripravili a charakterizovali dosial’ neopisanu latku potencialny VEGFR2 inhibitor
arylaminooxazolkarboxamid 5. Pripravy d’al$ich prekurzorov hydroxymocoviny napr. 7
a bisguanidinu 10 neboli zatial' zoptimalizované aj naprick mnohym zmenam reakénych
podmienok a aspesnym reakciam na pribuznych substratoch ktoré sme urobili. Pripraveny
arylaminooxazolkarboxamid 5 predstavuje jeden z pocitacovych navrhov potencialnych
VEGFR2 inhibitorov. V dohl'adnej dobe bude zistena aj jeho 1Cso hodnota voci cielovej
VEGFR2 kinaze.
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10. Prilohy
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Priloha 1: IC spektrum 1-(3-nitrofenyl)mocoviny (2)
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Priloha 2: MS (ESI+) spektrum 1-(3-nitrofenyl)mocoviny (2)
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Priloha 3: IC spektrum 1-(3-aminofenyl)mocoviny (3)
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Priloha 4: MS (ESI+) spektrum 1-(3-aminofenyl)mocoviny (3)
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Priloha 5: IC spektrum 2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)-N-(3-ureidofenyl)-

oxazol- 5-karboxamidu (5)
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Priloha 6: MS (ESI-) spektrum 2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)-N-(3-

ureidofenyl)oxazol-5-karboxamidu (5)
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