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Abstrakt

KOVACIKOVA, Lucia: Navrh nosnych $truktar, syntéza organickych angio- a kancerostatik,
stanovenie ich biologickej aktivity. Dizertacna praca. Univerzita Komenského v Bratislave,
Prirodovedecka fakulta, Katedra organickej chémie. Skolitel: doc. RNDr. Andrej Bohég,
PhD. Bratislava: PriF UK, 2010, 155 s.

Cielom dizertatnej prace je priprava a bioevaluacia novych typov antineoplastik
optimalizaciou ich nosného skeletu, ktory bol nedavno objaveny v nasej vyskumnej skupine
prostrednictvom biologického testovania novych zlicenin na paneli 60 typov l'udskych
tumorovych bunkovych linii v NCI USA. Pripravené zlu¢eniny sme testovali na antitumorovi
aktivitu a vyhodnotenim biotestov cez systém Compare sme navrhli predpokladany
mechanizmus ich biologického u¢inku.

V d’alSej Casti prace sme sa zaoberali zavedenim a optimalizaciou biologického in vivo
CAM testovania na embryach prepelice japonskej zamerané na zistenie antiangiogénnej
ucinnosti novych zlucenin.

Nasledne sme syntetizovali nové typy navrhnutych antiangiogénnych zlucenin.
Prestudovanim krystalovej Struktiry VEGFR-2 receptora PDB: 1Y6A a jeho inerakcii ligand
— protein sme narhli nové inhibitory tohto receptora zavedenim kyslikatych substituentov do
para-polohy aromatického jadra. Pomocou molekulového modelovania a vypoctovych metdd
sme vybrali 5 vhodnych typov kyslikatych derivatov inhibitora 1Y6A (OH, OMe, OMOM,
OCHO, OCONH,). Nakol’ko OCHO a OCONHj; st chemicky nestabilné zlii¢eniny, rozhodli
sme sa navrhnut' ich dusikaté bioizostéry. Syntéza novonavrhnutych zlacenin vychadza
z pripravenych prekurzorov organickych azidov a arylizokyanatu, ktoré za Staudingerovych
podmienok cez aza-Wittigovu reakciu a naslednu cyklizaciu davaji pozadované oxazolové
derivaty. Naslednym syntetickym krokom je Stilleho coupling, ktory dava finalne derivaty
inhibitora 1Y6A. Kyslikaté derivaty boli testované na ich antiangiogénnu inhibi¢nu aktivitu.

Dalsim cielovym typom zluéenin bola priprava azidového ligandu arylaminooxazolu

vyuziteI'ného pre Click Chemistry kombinatorialnu kniZnicu.

Kruacové slova: antineoplastikd, antiangiogenika, inhibitory angiogenézy, 1Y6A, oxazol,

VEGFR-2, CAM Assay, Sutent, Nexavar.



Abstract

KOVACIKOVA, Lucia: Design of leading structures, synthesis organic angio- and
cancerostatics, determination of biological activity. Comenius University in Bratislava,
Faculty of Natural Sciences, Department of Organic Chemistry. Supervisor: Assoc. prof.

RNDr. Andrej Bohac, PhD. Bratislava: PriF UK, 2010, 155 p.

The aim of my thesis was preparation and bioevaluation of new types of antineoplastic
compouds possessing the leading structure discovered recently in our research group. Their
anticancer activities were determined on the sixty human tumour cell lines assay in NCI USA.
The bioactivities were evaluated. Prediction of responsible biological target was done via
Compare analysis.

In the next part, we established and optimised biological in vivo CAM assay on
Japanese quail embryos for determination of antiangiogenic activity.

Consequently, new types of designed antiangiogenic compound were synthesized.
Studying interaction of ligand-proteine in VEGFR-2 complex PDB: 1Y6A, we design new
derivatives of this inhibitor by implementation of several additional substituents. By
molecular modelling we selected five appropriate oxygen derivates of 1Y6A inhibitor (OH,
OMe, OMOM, OCHO, OCONH,). Because OCHO and OCONH),; substituents were unstable,
we proposed their nitrogen bioisosters. All of the proposed compounds were synthesised from
prepared organic azide precursors and arylisocyanate via aza-Wittig reaction and subsequent
cyclisation to oxazol derivates. Final step of the synthesis was Stille coupling used for
introduction of pyridyl group on phenyl ring. Obtained oxygen inhibitor candidates were
screened on antiangiogenic activities. The results were evaluated and compared to clinical
drugs Sutent and Nexavar.

Further, we developed synthesis of arylaminooxazole azide ligand required for Click

Chemistry combinatorial library.

Key words: antineoplastics, antiangiogenics, inhibitors of angiogenesis, 1Y6A, oxazole,

VEGFR-2 receptor, CAM assay, Sutent, Nexavar.



Predhovor

Vzhl'adom na sucasny stav onkologickych ochoreni (druha najcastejSia pri¢ina smrti
na Slovensku) je potrebné hladat’ nové pristupy liecby tohto zdvazného ochorenia.
Chemoterapia ma za ulohu ¢o najucinnejSie zasahovat’ nadorové bunky, ale dochadza tiez k
poskodeniu zdravych buniek organizmu. ZniZenie toxicity a rezistencia tumorovych buniek
vedie k potrebe hl'adania novej liecby tumorov.

Vedomosti o Struktire miesta ucinku lieCiva, medzimolekulovych interakciach
jednotlivych casti aktivneho miesta a molekulové modelovanie interakcii ligand — receptor
urychl'uju vyvoj novych lieciv. Tu je potrebné uplatnit’ znalosti niekol’kych vednych odborov
(molekulova biologia, farmakologia, chémia, medicina...). Sucasnd medicinska chémia je
interdisciplinarnou vedou a spédja poznatky organickej chémie a biologickych vied. Cieleny
vyvoj lie¢iv pomocou vypoctovych metdod a hladanim d’alSich nosnych Struktior vedie k
vyvoju kandidatov na liec¢iva ako zdkladu pre produkciu novych liekov vo farmaceutickom

priemysle.
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1 Graficky abstrakt

1.1 Syntéza antineoplastickych zlti¢enin s pyranochromenénovym skeletom

s B

; COOH Ry: H, 4-F, 4-OMe, 3,4,5-(OMe); 4-NO, 4-SO;Me

60 -80°C

Ac,0 [2-3h AcOH, 60 °C, 1 h
or MW
ACONa | 35°C. 30 min (77%) l
OH 0
4ad1 5%)R1 5a<c(2- 4%)R1

FLC on SiO, EA/H or
EtOH / pTsOH

6}
/ /

Gb( %)
7 af (26 - 98 %) R
1.2 Vysledky antitumorovych NCI testov
Glso [uM
>0 [ ] TGI = GIIOO
priemerné, najlepsie a najhorsie a/
hodnoty [uM]
3b (Z: H, Y: AcO, R;: F) 22.4 2.88 66.1 9.12
3g (Z: Me, Y: AcO, R;: H) 0.447 0.031 95.5 0.132
3h (Z: Me, Y: AcO, R;: F) 5.37 1.20 28.8 4.17
7a (Z: H, Y: HO, R;: H) 7.41 .62 309 6.46

Pomocou Compare analyzy, ktora je zaloZena na porovnani experimentalych hodnot Gls, vSetkych
bunkovych linii z CC60 testu s hodnotami Gls, Standardych ¢inidiel z databazy NCI USA, sme nasli korelaciou
medzi naSou najlepSou zliceninou 3g a latkami s typickymi antitubulinovymi interakciami.
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1.3 Vyvoj CAM testu

Konc. latky Obsah DMSO PAZ Pocet embryi | Uhyn
(ng/peletu) (%) (%) na exp. (%)
Sutent 1.5 0 3.5 10 0
sunitinib 2.0 0.1 3.9 14 21
Nexavar 3.0 0 3.0 12 20
sorafenib 4.0 0.1 4.1 18 17

Zavedenie CAM metodiky pomocou experimentov so Standardnymi lie¢ivami Sutent a Nexavar ako aj ich
generickymi bazami sunitinib a sorafenib.

1.4 Analyza inhibitora 1Y6A

Free positions
T
)
f
e 2 o | F val 346) isopropyl over Ph)

/ y e *:Lz:.{

Free positions < - 2

17 'ISA . Leu (1033) (methy is over

wilh I. 7 v i.F-FI aromatic ring)
PO ZRU SsH) wg 1
HFl ™0 fara N’
¥ 1 “-._ L1444
or o S AR
P i / AN “Cys (917) (through -CONH-)
ree position ‘,D‘ ,O:‘!"H___ﬂ{i‘ ...... €ys(917) (through C=0)
54 4 ) AR

, \ - $
H20 (112) 2014 HB \ [ﬁ____

\ Lys (918)

Asp (921)(through terminal -CONH,) Free positions

Struktira a predpokladané interakcie inhibitora 1Y6A s VEGFR-2 proteinom.
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1.5 Design oxo-inhibitorov VEGFR-2 receptora

SO,Et
O\
PS
N N
OMe H
-63.57 kcal/mol -67.32
1Y6A 3. 2.

Udaj v schéme kcal/mol predstavuje prediktivnu hodnotu vizobnej energie ziskanti po zadokovani ligandu do
Struktiry VEGFR-2 receptora. Prediktivne poradie je vyznacené ¢islami pod hodnotami energie.

1.6 Syntéza oxo-inhibitorov VEGFR-2 receptora

1.6.1 Priprava alfa-azidocetofenonovych prekurzorov

2.10 mol ekv o 1.30
Br2 Br NaN3 N3
CHCl3/MeOH DMSO
HO -30°C (3h)azrt HO milh |yo
8 mix, noc 10
Br Br
60% 95%
2.00/1.05 1.30
lo) (o]
LiCIO4 Br,
Ac,0 CC|4
~ °
(o) 60 00(20 N ~g reflux, 2h >Sg
12 Br 100 °C (72 h) 13 Br 14

74%

85%
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1.30/1.30

K»COs
MOMCI
—_—

aceton abs
rt, 30 min

93%

1.30

Br NaNs

DMSO
—_—

rt,1h

88%

(0]
/@)‘V'\h
NACTN
O O
1
Br

N3

Br 15




1.6.2 Priprava designovanych oxazolovych derivatov

0 SO,Et 1.50 L OMe
Ns PPPh o_N
. /
RO N*C -20°Cazrt 5 N
noc r
Br OMe 20 R:Me 21a MOM 22a  SO2Ft
R: Me 15, 3.20 11%  34%
MOM 11 COCl,| EA. reflux N
98% O 4y OMe
SO,Et N\H/N
RO o
NH, Br SO,Et
19 OMe R: Me 21b, MOM 22b
63% 28%
3.60/2.20/0.06
OMe OMe
o H BuzSn-2-py H
RO BU4NBI' RO
@‘&F Pd(PPha)s \/Nf
Br AN, 100 °C

SO,Et 48 h, zatavené

SO,Et

R: Me 21a \_/ R:Me 23, MOM 24
MOM 22a 63% 79%
o H OMe o H OMe
0 4 g 30 % HCI-MeOH | HO 4 g
/o—/ N rt, 15 min N
N= N=
\ 24 SO,Et 99% \ 25 SO,Et
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1.7 Testovanie oxo-inhibitorov VEGFR-2 receptora

o
o
SO,Et SO,Et SO,Et
'\ P\ '\
QHA\N ( ;LA\ @NAN
H
OMe 1Y6A OMe 25 OMe 24
ICs0 = 17.1 M ICs9=12.8 "M ICsg = 14.7 NM IC59=87.3nM
9 r
N/\/N\/ CF.

2 | B 8 2
DR @ 1 O@A/
0 0
N~ N N
H H

O oH — Y—soq+
Sutent Nexavar

ICs0 = 31.2 nM ICso = 12.5 NM

Hodnoty VEGFR-2 enzymovych inhibi¢nych aktivit ICs, testovanych zlu€enin: 1Y6A, oxo-derivaty 1 Y6A (23,
24 a 25), lieCiv Sutentu a Nexavaru.

1.8 Design aza-inhibitorov VEGFR-2 receptora

-53.57 kcal/mol -57.06 -55.24 -50.55

1Y6A 3. 1. 2, 4.

Udaj v schéme s rozmerom kcal/mol predstavuje prediktivnu hodnotu vizobnej energie ziskanu po zadokovani
ligandu do struktary VEGFR-2 receptora. Prediktivne poradie je vyznacené Cislami pod hodnotami energii.
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1.9 Syntéza aza-inhibitorov VEGFR-2 receptoru

1.9.1 Priprava alfa-azidocetofenéonovych prekurzorov

3.00/250
HCOOH H
DCC )\
H,N 70°C,2h PNy
HN 26 Br THF Ho L s
rt, 1h
1.00 PhMe, 40 °C 50 97 %
e,
ngs | FoMe. o BrCH,COBr / AICl;
3.00/250 2.10 1.30
HCOOH f f f?
DCC Br N
A CuBr. 3
70°C, 2h H Ut NaN;
THF EA/MeOH DMSO
HoN 27 min 9 N s tzon N 29 t, 30 min | 2N 30
Br - 09 % Br 57 9% Br 99 % Br
HCOOH O
0 1/ CSl 0 Ac,0 N3
Ns AN, 1h Ng 70°C.2h O
j\ 2/ H,0 thHth H” N 31
HNT N 35 rt, noc H,N 30 ' H 5
H & B o >99%
r ACZOy r %Cl o
55% rt, noc
o) o py a& o N3
Ng THF /& 0°C.3h
) rt,1h 4 N 32
PS S H
N 34 ~ Br
H
Br 9 a/ Boc,0 80%
96% o N3 b/ Ms,0 (MsCl)
Fgc)J\N 33
H Br
87%
1.9.2 Priprava designovanych oxazolovych derivatov
(@] OMe
SOEt pPPh; R H
N3 \ o} N
CH2C|2 HN Y
N L0 > \
R\N //C/ rt, noc N
N | N Br SO,Et
20
' OMe R: -H* 36a, -COC(CHs); 37, -COCF 3 39a
R: CHO 31 8% 43 % 10%
COC(CHj); 32 COClz | EA, reflux
COCF333 98% [3h A TR o
SO.E N _N \s\\/\
2Et \ﬂ/ 0
R. o]
19 ” 9)
Br l
NH; R: -H* 36b, -COC(CHj3)3, -COCF3 39b
OMe 18 % stopy 6%

* v priebehu reakcie sme pozorovali deformylaciu
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o)
Bu3Sn-2-py é\{ H OMe
BUANBF HN (@]
%Y Pd(PPhs), Q WN/
AN, 100 °C, N= 38
48 h, zatavené
0O OMe
H HCI / MeOH
HN OW/ (EtOH)
\_N .
N— 38 25 °C - reflux OMe
SO,Et
\_/ z Bu,NBr
—_—
THF SO,Et
DIBAL
—
THF
%\/{O H OMe
HN OW/N MnO, OMe
\_N
N= 28 CH,Cl,
SO,Et - reflux
\ 25 °C - refl
SO,Et
1.10 Azidovy ligand pre ,,Click chemistry* kniZnicu
3 P
t
0 )J\ BuOK (I PN
o HoN™ "NH; o 'BUOH abs 0o 41
HZN\< / Hzo OMO/\ Etzo +
N 100°C, 5h 0°C-rt
'BUONO 53%
cucl, |60-80°C 38%
AN abs
\ 8%
om0 _s_ // 6x 0.5 ekv
o 0 i LiAIH4
cl PrOH abs
. —~ ]/Ko/\ _THF abs _
N rt, 57 d 0°can C.3h
NH, 45
O 61% 63%
0=8=0 _S_ ?l —
OH 0=8=0 N,
i N\ SOCl, NaN3, DMSO abs o{
N SNY 30°C, 16h t 12h NN
O a7 65% 0 H 49
48 - (vyp- na alkohol)
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2 Zoznam pouzitych skratiek

1Y6A

60CC
abs
Ac,O
AcOH
AN

ATP
Boc,O
CAM
CSI
DBU
DCC
DCU
DMSO
DTP
EA
EC
ERKSs
FLC
Glso

HBA
HBD
HUVEC

HV
KDR
LCso

PDB komplex, ktorého inhibitor sme pre zjednodusenie nazvali ako
1Y6A (N-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-5-(3-(pyrid-2-yl)fenyl)-
oxazol-2-amin)

60 typov tumorovych bunkovych linii (60 cancer cell lines)

absolutny, suchy

acetanhydrid

kyselina octova

acetonitril

argdnova atmosféra

adenozintrifosfat

di-terc-butyl dikarbonat

ChorioAlantoickd Membrana (ChorioAllantoic Membrane)
chlorsulfonylizokyanat

1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-én

dicyklohexylkarbodiimid

1,3-dicyklohexylmocovina (1, 3-dicyclohexylurea)

dimetylsulfoxid

Developmental Therapeutic Program

etylacetat

endotelialne bunky

Extracellular Signal-Regulated Protein Kinases

Flash Liquid Chromatography

50% inhibicia rastu buniek (Growth Inhibition)

hexsol (zmes hexdnov)

vodikova vizba akceptorna (Hydrogen Bond Acceptor)

vodikova véizba donorma (Hydrogen Bond Donor)

ludské endotelidlne bunky z ciev pupocnika (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells)

vakuum olejovej vyvevy < 0.1 Torr (High vacuum)

Kinase insert Domain - containing Receptor, synonymum pre VEGFR2

50% smrtiaca koncentracia (Lethal Concentration)
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MEC
MMPs
MOM
MOMCI
MsCl
MW
NBS

NCI USA
PAZ

PBS
pPPh;

py

rt

RVO
SAR
TFAA
TGI

THF

T.t. (m.p.)
VEGF

VEGFR-2
VL
Xenograft

metylceluloza

matrixové metaloproteinazy (Matrix Metalloproteinases)
metoxymetyl

metoxymetyl chlorid

mezyl chlorid

mikrovinné ziarenie

N-brémsukcinimid

Narodny onkologicky institat v USA (National Cancer Institute)
Percento Avaskularnej Zony

fostatovy pufor (Phosphate Buffered Saline)

polymérny trifenylfosfin

pyridin

teplota miestnosti (room temperature)

rota¢na vékuova odparka

vztah Struktiry a reaktivity (Structure Activity Relationship)
anhydrid kyseliny trifluéroctove;

totalna inhibicia rastu (Total Growth Inhibition)

tetrahydrofuran

teplota topenia (melting point)

vaskularny endotelidlny rastovy faktor (Vascular Endothelial Growth
Factor)

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2

vychodiskova latka

Xenos = cudzi; je Step napr. buniek l'udského tumoru inokulovany do

mysieho chvostu

-20 -



3 Uvod a ciele dizerta¢nej prace

UVOoD

Celosvetovo su nadorové ochorenia jednou z hlavnych pricin smrti. Na Slovensku su
zhubné nadory na druhom mieste v pocte umrti hned’ za srdcovo-cievnymi ochoreniami a
pocet novych ochoreni stipa. Ako vyplyva zo Statistik, vyvoj novych lieCiv v tejto oblasti je
vel'mi vyznamny.

Medzi hlavné lieCebné postupy onkologickych ochoreni patri najmi chirurgicky
zakrok, lieCba ozarovanim (radioterapia) a chemoterapia. V pripade chemoterapie sa prevazne
jedna o organické latky s jednoduchou alebo zlozitou Struktirou, schopné zastavit’ nadmerné
delenie tumorovych buniek, alebo spdsobit’ ich usmrtenie. Medicinska chémia sa zaobera aj
tymto typom vyskumu. Organicka chémia spolu s poznatkami molekularnej biologie moze
poskytnat’ nové typy ucinnych lieCiv, ktoré rozsiria terapeutické moznosti tohto dosial’ nie
uplne zvladnutého typu zavaznych ochoreni.

Najnovsie trendy v medicinskej chémii preferuju cielené navrhovanie (design) novych
lie¢iv uskutociiovany modernymi metédami, napr. za pomoci chemoinformatiky a
vypoctovych metdd (In Silico) alebo pomocou cielenych kombinatoridlnych kniznic (napr.
Click Chemistry).

Liecba $pecifickejSie zamerana na nadorové bunky moze pontiknut’ lepSiu ucinnost’ a
zéroven znizit’ pozorované vedl'ajSie UCinky. Pre rast nadorov alebo ich Sirenie do réznych
Casti organizmu je potrebnd tvorba novych krvnych ciest (angiogenéza), ktoré zaroven
dodavaju kyslik a zZiviny. Ovplyvnenie tvorby tychto krvnych ciev poskytuje d’alsi pristup v
boji proti tumorom. Ako sa zistilo na mnozstve nedavno uskutocnenych klinickych pokusov,
inhibitory angiogenézy (antiangiogenikd) st v kombinacii s chemoterapiou vhodné
terapeutika vyuzitelné pri spomaleni, ¢i zastaveni rastu tumorov a ich metastaz. Ich toxicita je
oproti beznym chemoterapeutikdm nizka, pricom mechanizmus pdsobenia tychto latok na
tumor je odlisny od klasickej chemoterapie.

Vroku 2005 vedci zfirmy GlaxoSmithKline identifikovali novy nanomolarny

inhibitor 1Y6A, ktory bol ucinny nielen v in vitro, ale aj na in vivo biologickych testoch s
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my$im xenograftom l'udského tumoru.' Autori dokézali, Ze antitumorovy G&inok tejto latky je
selektivne dany najméi jej antiangiogénnym posobenim (inhibicia aktivacie endotelialnych
buniek) a nie cytostatickym uc¢inkom na bunky tumoru. Antiangiogénna aktivita (ICsp = 22
nM) mnohondsobne prevysSuje antineoplasticky ucinok tejto latky (ICso = 4 500 nM) 1Y6A.
Stadium tohto inhibitora a jeho interakcii s proteinom otvara nové moznosti derivatizacie

skeletu, a tym aj vznik novych potencidlnych antiangiogénnych lieciv.

CIELE DIZERTACNEJ PRACE

e syntéza a testovanie novych antineoplastickych zlucenin

¢ vyhodnotenie bioaktivit a predikcia mechanizmu ich biologického tcinku

e zavedenie a optimalizacia in vivo antiangiogénneho CAM testovania

e design Struktur novych antiangiogénnych VEGFR-2 inhibitorov

e syntéza a bioevaludcia oxo- a aza- oxazolovych zlucenin s VEGFR-2 selektivitou

e vyvoj metodiky syntézy navrhnutého azidového ligandu pre Clik chemistry kniZnicu

! Harris, A.P.; Chueng, M.; Hunter III, R.N.; Brown, M.L.; Veal, J.M.; Nolte, R.T.; Wang, L.; Liu, W.; Crosby,
R.M.; Johnson, J.H.; Epperly, A.H.; Kumar, R.; Luttrell, D.K.; Stafford J.A. J. Med. Chem. 2005, 48, 1610-
1619.
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4 Teoreticka ¢ast’

4.1 Antineoplastika a ich testovanie
4.1.1 Typy klinickych antitumorovych lieciv podPa mechanizmu ich acinku

a) Alkylaéné ¢inidla
St latky schopné alkylovat’ mnohé nukleofilné funkéné skupiny biomolektl (napr. DNA
a proteinov), ktor¢ su pritomné v bunkach. Takéto latky blokuju bunkové funkcie vytvaranim
pevnych kovalentnych vézieb so zvyskaminapr. amino, karboxylovych, sulfanylovych a

fosfatovych skupin biologicky vyznamnych molekul. Patri sem napr.: cisplatina, karboplatina,

\ < \//
H3N,’ ' /
Pt
24 ’,

Cl I
Cisplatina Karboplatina Cyklofosfamid

cyklofosfamid...>?

b) Interkalacné zliceniny (DNA/RNA antimetabolity)

St to ploché zluceniny maskujuce sa za purin alebo pyrimidin, ktoré v bunkach blokuju
prepis DNA. Zasunutim sa do Struktury DNA pocas "S" fazy bunkového cyklu zastavuju
normalne delenie buniek. Tiez ovplyviiuji RNA syntézu. Vzhl'adom k svojej ti¢innosti, tieto

latky st najpouZivanejsie cytostatika (napr. azatioprin, merkaptopurin...).**

r N/CHg k)i

N\/
Azatioprin Merkaptopurin

2 Van der Wall, E.; Beijnen, J. H.; Rodenhuis, S. Canc. Treat. Rev. 1995, 21, 105-132.

3 Graham, L. P.: An introduction to Medicinal Chemistry, Oxford University Press, Oxford 2005.

4 Lloyd, D. G.; Andrew, G. G.; Knox, J.S.; Fayne, D.; Meegan, M. J.; Oprea, T. 1. Drug Disc. Today 2006, 11,
149-159.
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) Latky s antitubulinovym mechanizmom u¢inku

St to vicsinou alkaloidy, ktoré zastavuju polymerizaciu mikrotubtll pocas bunkového
delenia. Tieto polymérne Struktiry su nevyhnutné pri deleni buniek a bez nich k deleniu
nedochadza. Najznamejsie su vinka alkaloidy (Vinca rosea = zimozelen; napr. vinkristin,
vinblastin) a taxany (Taxus baccata = tis; napr. paklitaxel).’”

Vinkristin Paklitaxel

d) Inhibitory topoizomeraz I a 11

Inhibitory topoizomeraz I (topotekan) a Il (doxorubicin, etopozid, tenipozid) narusaju

prepis aj syntézu DNA.°

HO

Topotekan Doxorubicin

4.1.2 Schéma testovania zla¢enin v NCI

NCI (National Cancer Institute) v USA je svetovo najvacsi ustav zamerany na boj
s onkologickymi ochoreniami. V jeho portfoliu je aj program na podporu vyvoja terapeutik

DTP (Developmental Therapeutics Program) umoziujuci in vitro aj in vivo testovanie novych

> Risinger, A. L.; Giles, F. J.; Mooberry, S. L. Canc. Treat. Rev. 2009, 35, 255-261.

6 Lorusso, D.; Pietragalla, A.; Mainenti, S.; Masciullo, V.; Di Vagno, G.; Scambia, G. Crit. Rev. In Oncol. /
Hematol. 2010, 74, 163-174.
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antitumorovych zluc¢enin, prirodnych extraktov a tiez identifikaciu mechanizmu biologického
ucinku novych latok. Tymto pristupom NCI napomdha vyvoju novych nosnych zlucenin
a podporuje vyvoj kandidatov na liec¢iva. DTP zahina primarne in vitro testovanie na paneli
pozostavajicom zo 60 typov linii Pudskych tumorovych buniek, ako aj mozné nasledné
komplikovanejsSie testy ako napr. toxikologicky test hollow fiber assay ain vivo testovanie
P'udskych tumorovych xenograftov na hlodavcoch.

Pri navrhovani $truktir do NCI v USA je nutné sa zaregistrovat’ na prislusnej web
stranke.” Potom treba vyplnit’ on-line formular pre kazda navrhovanu $truktiru, ktord ma byt
poslané a testovana v NCI. Takejto zlucenine je priradeny TID kod (Temporary Identification
Number). Odborna komisia v NCI posudi, ¢i je dana zlucenina svojou Struktirou a poslanym
zd6vodnenim vhodnd na antineoplastické testovanie. Latka, ktora vyhovuje, je on-line
odobrend na in vitro testovanie a priradia jej NSC kod. Schvalené zluceniny je potrebné
s prislusnymi kédmi poslat’ na testovanie do USA (10 - 15 mg). Pod priradenym NSC kodom
su jednotlivé zluceniny testované, najskoér v jednoduchSom teste prijednotnej koncentracii
10° M (One Dose Assay) na celom 60 bunkovom paneli. Vysledné informacie o zlu¢eninach
su dostupné pre registrovanych navrhovatel'ov on-line na ich personalnej web stranke v NCI.
Ak je zlucenina aktivna v teste s jednou koncentraciou, postupuje d’alej do zlozitejSieho testu,
ktory sa robi pri piatich roznych koncentraciach (Five Dose Assay) na tom istom paneli 60
Pudskych tumotovych bunkach. Ak sa aj vtomto teste jedna o zaujimavi zluceninu,
testovanie sa opakuje. V pripade potvrdenej aktivity sa posiela nadvrh na dalSie testy pre
biologicki komisiu (Biological Evaluation Commitee) av pripade jej sthlasu moze byt
zluCenina testovana na akutnu toxicitu (hollow fiber assay) a nésledne nakladnej$imi in vivo

testami na l'udskych xenograftoch na mysiach.*® (Schéma 1)

" DTP Service Registration Page: http://dtp.nci.nih.gov/compsub/index.html (21.6. 2010)

¥ NCI Flow Chart Screening Scheme http://dtp.nci.nih.gov/docs/misc/common_files/ACSP_FlowChart.pdf
(17.6.2010)

? https://dtp.nci.nih.gov/screening html (20.6.2010)
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DTP Anti-Cancer Screening Paradigm

|

On-Line Structure
Test Request Submission
(60-Tumor Cell Line)
3
Selection | Structure Selection I

Cmp Submission

h

60-Cell Line Assay I
(1-Dose, start in 2007)

Cellular Assays

Data Review
(e.g. drugability, novelty,
reproducibility, potency,

selectivity, mechanism)

A

Acute Toxicity
(MTD)

h

Hollow Fiber Assay

!

Data Review

Xenograft
Evaluation

.

J7

Color Key

E-Mail

Postal Mail

DTP Website

Cmpd Request, ~10 mg

NSC Number Assigned

NFT

60-Cell Line Assay I1
(5-Dose)

Preliminary Review

NFT BEC Review | *-=-> | Info Request
<+—> | Cmpd Request
NFT Acute Tox ~30 mg
4+—* Cmpd Request
HFA
Info Request [ ____ .| BEC Review
Cmpd
Request
NFT Xenograft

Abbreviations: NFT = No further testing; BEC = Biological Evaluation Committee; MTD = Maximum tolerated dose:

HFA = Hollow fiber assay

Schéma 1: Chronolégia testovania zlu¢enin v NCI USA.®
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4.1.3 Predskrining
Zlu¢eniny schvalené komisiou v NCI je mozné poslat’ na preskrining.

Starsi (aplikovany do roku 2007):

Navrhnuté experimentalne zliceniny boli podrobené testu pri jednej koncentracii 5.
10* M na vyselektovanych 3 typoch l'udskych bunkovych tumorovych liniach, ktoré sa
vyrazne liSia svojimi biologickymi vlastnostami (agresivitou, rychlostou rastu,
metabolizmom...) a pokryvaji ca 95% pravdepodobnost’ zachytu aktivnych zlucenin, ktoré
svojim ucinkom maji Sancu vyrazne cytostaticky pdsobit’ aj na ostatné tumorové linie v 60
bunkovom teste. Spomenuté tumorové bunkové linie st NCI-H406 (vybrand linia z
nemalobunkového karcindému pl'ic), MCF7 (linia tumoru prsnika) a SF-268 (bunkova linia
tumoru CNS). Selekcia spomenutych troch linii bola uskutocnena na zaklade Statistického
vyhodnotenia velkého poctu dosial’ testovanych experimentidlnych zlacenin v NCI na

vSetkych 60 l'udskych tumorovych bunkovych liniach.

Novyv test (One Dose Screening Assay):

Latky st od roku 2007 $tandardne testované pri jednej koncentracii 10° M (One Dose
Assay) na paneli 60 typov Tudskych tumorovych bunkovych linii kultivovanych s latkou
pocas 48 h. Tymto spdsobom sa daju rychlo aucinne vyselektovat' aktivne zliceniny

z dostupnych experimentalnych latok a extraktov z prirodnych zdrojov.

4.1.4 Testovanie - NCI 60 zname ako 5 Dose Panel Assay

Tie zlaCeniny, ktoré vyhoveji danym hraniénym inhibi¢nym kritéridm (je to napr.
dobra priemerna 1Csy, ako aj priaznivy aktivitny profil pre jednotlivé linie), postupuji do
d’alsieho testovania na tom istom 60 bunkovom paneli, avSak tentoraz s piatimi réznymi
koncentraciami (Five Dose Assay). Sestdesiat bunkovy skrining dava kvantifikaciu uéinku,
selektivity a toxicity experimentalnych antineoplastik. Vysledky tohto testu maji réznu
podobu vystupov: ,,Dose Response Graphs®, ,,Mean Graphs®, ,,In-Vitro Testing Results” a

10,11,12,13,14
»Dose Response Curves*.

' NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screen https://dtp.nci.nih.gov/branches/btb/ivclsp.html (20.06.2010)

1 Alley, M.C.; Scudiero, D.A.; Monks, P.A.; Hursey, M. L.; Czerwinski, M.J.; Fine, D.L.; Abbott, B.J.; Mayo,
J.G.; Shoemaker, R.H.; Boyd, M.R. Canc. Res. 1988, 48, 589-601.

12 Grever, M.R.; Schepartz, S.A.; Chabner, B.A. The National Cancer Institute: Cancer Drug Discovery and
Development Program. Seminars in Oncology 1992, 19, 622-638.
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a) Dose Response Graph - koncentracno — aktivitny graf

»Dose Response Graph* predstavuje grafické vyjadrenie ucéinku testovaného
cytostatika na jednotlivé typy tkanivovych tumorov. Priklad je zobrazeny na nasledujucom
obrazku. (Obr. 1) Grafy su rozdelené podla miesta poévodu tumoru v organizme (napr.
zdruzené v jednom grafe sii bunky patriace 7 liniam melanému, 5 linidm buniek tumorov

vajecnikov...).

Melanoma Ovarian Cancer
100 e ""*‘e}';m___ - 100 [
= 50 = 90
= E:
2 - = —
0] 0]
@ @
g0 g0
iy a
-50 -50
100 ] ] ] ] 100 1 1 1 ]
-8 -8 -7 -6 -5 -4 E:] -8 -7 £ -5 4
Logw of Sample Concentration (Molar) ch10 of Sample Concentration (Molar)
LOX IMVY|—s— M4 ——z—- SK-MEL-2-—— - IGROV1—e— OVCAR-3——&——- OVCAR-5-——-#-—-
SK-MEL-28 -—-£3--- SK-MEL-5---@-—— UACC-257 ——#-—- OVCAR-8---23--- SK-OV-3——&--—
UACC-62~ -k~

Obr. 1: Dose Response Graph: Uginok testovaného cytostatika na rézne tumorové linie zdruzené do grafov
podl'a miesta vyskytu tumoru v organizme (podl'a organov).

Grafy vyjadruju dosiahnuté hodnoty biologického parametra GI (Growth Inhibition)
od -100 az po +100 % pre uc¢inok konkrétneho experimentalneho cytostatika pri jeho roznych
koncentraciach. Pouzité koncentracie latky st uvedené v logaritmickej mierke na x-ovej osi
(-4 az -9 znamen4 koncentraciu latky 10 az 10° M). Gl, znamena totalne zastavenie rastu
sledovanej bunkovej kultary (tiez nazvané TGI: ,,Total Growth Inhibtion*), Glsy znamena
spomalenie rastu bunkovej linie tumoru na polovicu pri danej koncentracii latky vzhl'adom na
kontrolnt bunkovu liniu. Gl;¢9 znamena, ze sledovana bunkova kultira rastie rovnako rychlo
ako referencna (t.j. skimana latka pri danej koncentracii nema efekt na spomalenie rastu

buniek tumoru). Zaporné hodnoty vyjadruju cytotoxicitu.

" Boyd, M.R.; Paull, K.D. Some Practical Considerations and Applications of the National Cancer Institute In
Vitro Anticancer Drug Discovery Screen. Drug Dev. Res. 1995, 34, 91-109.
'* Shoemaker, R.H. The NCI60 Human Tumour Cell line Anticancer Drug Screen. Nat. Rev. 2006, 6, 813-823.
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b) Mean Graphs — Priemerné diagramy

Dal§im uzitoénym vystupom antineoplastickej aktivity z 60 bunkového testu je
zobrazenie typu ,,Mean Graphs“. (Obr. 2) Udaje zobrazuju vztah $pecifickych koncentracii
Gl;so pre jednotlivé bunkové linie ako odchylku od priemernej koncentracie Glsy (zvisla Ciara)

na vietkych skamanych bunkovych liniach."

PanaliCell Line Lug,,'C. 50 GI50 LongGI TG

Leukemia
CCRF-CEM -5.86

K-562
Non-Small Cell Lung Cancer
AS49/ATCC
ERKWVX
HOP-62
HOP-92
NCI-H226
NCI-H23
NCI-H322M
NCI-H460

MNCI-H522
Colon Cancer

SW-620
CNS Cancer

u
Melanoma
LOX IMVI
M14
SK-MEL-2
SK-MEL-28
SK-MEL-5
UACC-257
UACC-62
Ovarian Cancer
IGROV1
OVCAR-3
OVCAR-5
OVCAR-8
SK-OV-3
Renal Cancer

Obr. 2: Mean Graph: Vyjadrenie zavislosti koncentracie testovanej latky potrebnej na dosiahnutie biologického
efektu Glsy, TGI, alebo LCsy (v obr. nevidno) pre jednotlivé bunkové linie tumorov (udéva selektivitu
cytostatického aj cytotoxického ucinku).

Hodnoty koncentracie testovanej latky potrebnej na dosiahnutie definovaného
biologického efektu (Glsg, TGI, alebo LCsy - cytotoxicita) su vyjadrené pre jednotlivé
bunkové linie Ciselne ako koncentracia v logaritmickej mierke (napr. < - 8.3 znamena
koncentraciu potrebnu na dosiahnutie Glso nizsiu ako 10 M=510"M=5 nM). Grafické
vyjadrenie selektivity ucCinku pre jednotlivé bunkové linie je zobrazené horizontalnym
stipcovym grafom, pri¢om vertikalna os pretinajiica horizontalne Gise¢ky predstavuje celkovu
priemernu koncentraciu Glsy danej latky na vSetky typy testovanych bunkovych liniach.
V dolnej cCasti obrazku su vyjadrené logaritmické koncentracie v ¢islach: priemerna hodnota

koncentracie latky na dosiahnutie biologického ucinku na vSetky linie predstavuje MID

15 https://dtp.nci.nih.gov/CompsubApp/ (20.01.2008)
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parameter, DELTA vyjadruje maximalnu pozitivnu odchylku ucinku (t.j. o kol’ko radov je
latka selektivnejSia voci urcitym tumorovym liniam oproti celkovému priemeru). Ako
posledny je spomenuty parameter RANGE a znamend celkovy rozptyl ucinku
experimentalnej latky okolo stredovej aktivity pre vSetky testované bunkové tumorové linie

a kazdy zo sledovanych biologickych ucinkov (Glsy, TGI, LCsg). (Obr. 3)

Prostate Cancer T Ty [ Tt e e e e e o e m e i ot e e e e
PC-3 -5.62 -5.00
DU-145 5.66 4 .58 o
Breast Cancer e —— - TP NN RE R | e e
MCF7 5.90 - 5.55 —
NCI/ADR-RES 5.68 -4.67 -
MDA-MB-231/ATCC 5.85 - 549 —
HS 578 540 - 4,37 —
MDA-MB-435 -6.13 — 5.71 —
BT-549 5.16 — 4 .68 -
T-470 5.82 - 522 =
_MID -5.64 -5.02
Dela 0.57 — 0.7 —
Range 1.29 —_— 1.43 R —
r T T T 1 1 r T T T T 1
3 +7 1 ] ¥4 3 +3 2 + 1] 1 3

Obr. 3: Mean Graph: Vyjadrenie MID, DELTA a RANGE.

»~Mean Graph* vyjadruje sledovania troch biologickych parametrov: Glso, TGI a LCsg
v grafickych a ¢iselnych vyjadreniach. Na obrdzku su zobrazené tri priemerné hodnoty
(vertikdlne cCiary v stredovych poliach) ako aj odchylky koncentracii na dosiahnutie
parametrov Glso, TGI a LCsp od koncentracnych priemerov pre jednotlivé pouzité bunkové
linie (stipce v horizontalnom usporiadani su parametrom selektivity). Zoznam pouzitych
bunkovych linii je uvedeny skratkami v 'avej Casti obrazku. Bunkové linie st zdruzené podl'a
povodu tumorov v l'udskom organizme. Parameter LCsy znamena taku koncentraciu
experimentalne;j latky, ktora sposobi usmrtenie polovice rastucej populacie buniek vzhl'adom

na referen¢nu kultaru za sledovany ¢as (LC znamena ,,Lethal Concentration®).

c) In Vitro testovacie vysledky

Inym vyjadrenim toho istého biologického ucinku je ,, In Vitro Testing Results “. Tento
vystup predstavuje ¢iselné vyjadrenie biologického vplyvu experimentalneho lieCiva v Case

(t.j. na zaciatku, ako aj po uplynuti testovanych 48 h) a pri roznych koncentraciach. (Tab. 1)
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Tab.1: ,In-Vitro Testing Results” - vyjadruje ¢iselné vyhodnotenie Gi€inku piatich r6znych koncentracii jedne;j
experimentalnej latky na vsetky testované I'udské tumorové bunkové linie.

Log10 Concentration

Time Mean Optical Densities Percent Growth
Panel/Cell Line Zero Ctrl -83 -73 63 -56.3 -4.3 -8.3 73 63 -53 43 GI50 TGI LC50
Leukemia
CCRF-CEM 0.150 0.426 0.403 0403 0.39 0.152 0.120 92 92 89 1 -20 1.38E-6 542E-6 > 5.00E-5
K-562 0.361 1.883 2.093 2.138 2.108 0.651 0.286 114 M7 115 19 -21 2.38E-6 1.50E-5 > 5.00E-5
Non-Small Cell Lung Cancer
AB549/ATCC 0.354 1110 1.075 1.085 1.071 0588 0217 95 97 95 31 -39 2.51E-6 1.39E-5 > 5.00E-5
EKVX 0.505 1.299 1.366 1.464 1478 1.162 0.486 108 121 122 83 -4 1.19E-5 4.52E-5 > 5.00E-5
HOP-62 0.249 0.598 0.619 0.645 0.611 0.383 0.059 106 113 104 38 -76 3.32E-6 1.08E-5 2.95E-5
HOP-82 0.569  0.840 0.856 0.857 0.798 0.490 0.163 106 106 84 -14 -71 1.12E-6 3.61E-6 2.12E-5
NCI-H226 0.774 1477 1452 1441 1385 1.031 0438 96 95 87 37 -43 2.70E-6 1.43E-5 > 5.00E-5
NCI-H23 0422 0974 0.910 0.969 0.951 0.562 0.194 88 99 96 25 -54 2.23E-6 1.04E-5 4.43E-5
NCI-H322M 1.062 1.309 1.443 1.383 1.338 1.198 0.636 154 130 112 55 -40 5.65E-6 1.89E-5 > 5.00E-5
NCI-H460 0.369 1422 1.431 1467 1339 0465 0.081 101 104 92 9 -78 1.61E-6 6.36E-6 2.38E-5
NCI-H522 0.566 1.232 1.266 1.273 1232 1.030 0.380 105 106 100 70 -33 7.78E-6 2.39E-5 > 5.00E-5

Z tabul’ky je mozné vidiet’ vplyv testovanej latky na % rastu jednotlivych bunkovych
liniach v zévislosti od pouzitej koncentracie testovaného cytostatika vzhl'adom ku kontrélnym
bunkovym tumorovym kultiram. Vyslednym spracovanim je zistena koncentracia testovanej
latky na dosiahnutie definovaného biologického parametra Glso, TGI alebo LCsy. Tieto
parametre predstavuju vyjadrenie cytostatického ucinku, ako aj cytotoxicity sledovanej

experimentalnej zli¢eniny na jednotlivé bunkové linie.

Tabulka 1 vyjadruje populaciu zivych tumorovych buniek v jednotlivych kultarach
(zistené kolorimetricky optickou hustotou po zafarbeni kultary Zivych buniek). Udaje sa v %
rastu sledovanych buniek vzhladom na kontrélnu kultaru (kultivovant za tych istych
podmienok bez testovanej latky). Uvedené parametre sa zistuju na vSetkych typoch
tumorovych bunkovych linidch (zoznam v lavej Casti tabul’ky) a to pri piatich koncentraciach
experimentalnej latky rovnomerne rozlozenych v desat’ nasobnych zriedeniach od 5.10° M
(50 uM) az po 5.10° M (5 nM). Molarne koncentracie v tabulke su uvedené v logaritmicke;
miere ako -4.3, -5.3, -6.3, -7.3 a -8.3. Konkrétne hodnoty koncentracie experimentalnej latky
potrebnej na dosiahnutie sledovanych biologickych parametrov, t.j. Glso, TGI a LCsy sa
ziskavaju graficky extra-, alebo interpolaciou z nameranych hodndt biologickej aktivity pre

pouzité koncentracie testovanej latky.

d) Dose Response Curves — Koncentracno - aktivitné krivky

Na rychle vizudlne porovnanie aktivity a selektivity experimentalnej zluceniny naraz
u vSetkych testovanych 60 typoch tumorovych bunkovych linii sluzi grafické vyjadrenie typu

,,Dose Response Curves”. (Obr. 4)
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Obr. 4: Dose Response Curves — je graficka zavislost’ hodnoty biologického parametra GI v zavislosti od

pouzitej koncentrdcie testovanej zliceniny na vSetkych typoch ludskych tumorovych bunkovych linidch
pouzitych pri testovani.

V pripade, Ze je testovana latka cytostaticky selektivna voc¢i urcitej skupine
tumorovych bunkovych liniach, je tento graf vhodny na rychle vizualne porovnanie (niektora
z linii grafu vyraznejSie odskakuje od ostatnych kriviek). Uvedené grafické vyjadrenie je tiez
mozné pouzit na rychle porovnanie biologickej aktivity roznych testovanych
experimentalnych latok navzijom, porovnanim tvarov takychto grafov ziskanych pre

jednotlivé experimentalne cytostatika za rovnakych podmienok.

4.1.5 Program COMPARE

NCI USA program COMPARE je dostupny on-line'® a umoziuje porovnanie profilu

napr. Glso aktivit testovanej zlueniny' s hodnotami Glsy Standardych Ginidiel z databazy

(STANDARD AGENTS) v NCI, ktorych mechanizmus a biologicky ciel (target) bol zisteny.
Porovnanie sa robi na zaklade zhody tvaru grafov a Statistického porovnania ciselnych

TSN I : . . s . A .
udajov.”” Takyto vypocet umozni urobit’ zaver o pravdepodobnom mechanizme posobenia

nového cytostatika na 'udské tumorové bunky.

1 DTP COMPARE: http://dtp.nci.nih.gov/docs/compare/compare.html (6.8.2010)
' Publically Available Compounds by NSC number:

https://dtp.nci.nih.gov/docs/cancer/searches/cancer_open_compounds.html (23.8.2010)
"®AntiCancer Agent Mechanism Database:

https://dtp.nci.nih.gov/docs/cancer/searches/standard_mechanism.html (23.8.2010)
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4.2 Antiangiogenika

4.2.1 Vlastnosti VEGFR-2 receptora

VEGFR-2 receptor (tiez znamy aj ako KDR alebo FIk-1) je povazovany za kli¢ovy
receptor angiogenézy, ktory sa nachadza na povrchu endotelialnych buniek. Tieto bunky
tvoria vnatorni vystelku ciev a su zodpovedné za neovaskularizdciu (angiogenézu — vznik
novych ciev z uz existujicich) napr. pri vaskularizacii tumorov. Inhibicia VEGFR-2 receptora
predstavuje jeden z moZnych cielov antiangiogénnej terapie. "

Funkény VEGFR-2 receptor je homodimericky transmembranovy receptor
s tyrozinkinazovou aktivitou v jeho intracelularnej Gasti.*’
Monomérna jednotka VEGFR-2 pozostava z 1337 aminokyselinovych zvySkov. KDR

receptor sa sklada z 3 Casti: extracelularnej, membranovej a intracelularne;j.

» Extracelularna ¢ast’® KDR receptoru pozostava zo 745 aminokyselinovych zvyskov
zoskupenych v 7-mich imunoglobulinu podobnych podjednotkach aje vdzobnym miestom
pre VEGF ligand. VEGF je proteinovy cytokin — signalna molekula produkovana napr.
bunkami tumoru alebo lymfocytmi. Naviazanim VEGF na receptor dochadza k prenosu
signalov do jadra bunky, pricom sa aktivuje skupina génov na tvorbu produktov potrebnych
pre rast, prezivanie a migraciu novych EC.

» Transmembranova c¢ast KDR receptoru sa sklada z25 lipofilnych
aminokyselinovych zvyskov, ktoré ukotvuju receptor v bunkovej membréne.

» Intracelularna ¢ast’ receptoru sa sklada zo sekvencie 567 aminokyselin, pricom cast’
znich (329 aminokyselin) tvori enzymaticky aktivnu oblast receptoru s TK
(tyrozinkinazovou) aktivitou zodpovednou =za prenos (transdukciu) VEGF signalu
anaslednu aktivaciu endotelidlnych buniek (expresia proteolytickych enzymov MMPs,

proliferacia, prezivanie, migracia, diferenciacia). (Obr. 5)

1 Remko M.: Metédy vyskumu a vivoja lieciv, Slovac Academic Press, Bratislava 1999.
*%a/ Cross, J. M.; Dixelius, J.; Matsumoto, T.; Claeson-Welsh, L. Trends Biochem. Sci. 2003, 28, 488-494.
b/ http://www.expasy.org/cgi-bin/aligner?P35968 (8.6.2010)
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KDR (VEGFR-2, FIk-1) 1337AA (No. 20-1356)

monomeric

VEGEF binding part (Ig-like C2 type 1-7),
745 AA (No. 20-764)

VEGFR
Ig-like
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25AA (No. 765-789)

Tyrosine
kinase
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Obr. 5: Vlavo — Struktira a zloZenie monomérnej jednotky KDR receptora. Vpravo - priebeh dimerizacie
a aktivacie VEGFR-2 receptora vplyvom naviazania sa VEGF ligandu. Stabilizdcia diméru nastidva vézbou na
VEGF atiez interakciou s7. Ig fragmentom extracelularnej Casti VEGFR-2 receptora. Uvazuje sa aj
o prekriZzenej konformacii KDR receptora (d’alSia stabilizacia a aktivacia diméru, vid’ posledna Struktira vpravo).

Aby bola intracelularna ¢ast VEGFR-2 receptora schopna fungovat’ s TK enzymatickou
aktivitou, je potrebny vznik diméru (aktivacia cez zmenu konformdécie proteinu). Dimér
vznikd pri naviazani VEGF na domény podobné imunoglobulinu ¢. 2, 3 avzijomnou
interakciou domén ¢. 7 dvoch interagujucich extracelularnych Casti monomérov receptorov
nachadzajucich sa blizko seba v bunkovej membrane. Ide o tzv. ligandom podmienenti
dimerizaciu (ligand-induced dimerization). Volné extracelularne ¢asti VEGFR-2 maju voci
sebe relativne nizku afinitu a za normalnych okolnosti nedimerizuji. Naviazanie VEGF na
imunoglobulin podobné domény 2 a 3 jedného receptoru zvysi afinitu k druhej extracelularnej
casti vol'nej monomérnej jednotky. Ked’ sa dva receptory spajaju, ich Ig-podobné domény 7
umiestnené tesne pri membrane sa k sebe priblizia a stabilizuja dimér cez interakcie medzi
nimi. Toto upevni cely komplex, no v niektorych pripadoch sa pozorovalo aj prekrizenie
komplexu, ¢o by mohlo poukazovat’ na nejaki ulohu imunoglobulinu podobnej domény 4
(d’alsie homotypické interakcie ako stabilizacia komplexu a tvorba rigidného systému).

(Obr. 5)*

2! Ruch, C.; Skiniotis, G.; Steinmetz, M.O.; Walz, T.; Ballmer-Hofer K. Struct. Biol. 2007, 14, 249 — 250.

-34 -



4.2.2 Komplex PDB: 1Y6A

e Historia objavu

V PDB databéaze,” pri hladani $truktiry nového VEGFR-2 inhibitora vyskumnici

o )
r Ly
N~ H

ICsg = 1200 "M (KDR)
ICs0 = 3 000 "M (HUVEC)

z farmaceutickej firmy GlaxoSmithKline z USA testovali kolekciu
domacich zlucenin a identifikovali 2-anilino-5-fenyloxazol (T1) ako
novy nosny skelet vhodny pre optimalizdciu inhibi¢nej aktivity
pomocou SAR stadie.' Autori zistili, e zlienina T1 ma KDR

enzymovu inhibicndt VEGF aktivitu ICsp = 1200 nM (KDR).

Pricom bunkova inhibicia VEGF aktivovanych HUVEC buniek mala hodnotu ICsy = 3 000

nM.

e Optimalizacia inhibiénej aktivity oxazol-2-aminov

0=8=0

(0]
g (0
T2 N/)\N

H O\

ICs0 = 50 nM (KDR)
ICso = 290 nM (HUVEC)

Najprv autori optimalizovali KDR inhibi¢na aktivitu
hladanim vhodnej substiticie na anilinovom aromatickom kruhu.
Najlepsia inhibicia sa dosiahla v pripade zavedenia MeO- skupiny na
C-(2) a etylsulfonovej skupiny na C-(5") vzlacenine T2. Z
uskutocnenej rontgenovej Struktarnej analyzy vyplynulo, ze MeO-

skupina interaguje v malom lipofilnom vrecku aktivnheho miesta

KDR receptora a etylsulfonova skupina sa viaze akceptornou vodikovou vizbou cez koncova

amoéniovu Cast’ bo¢ného retazca aminokyseliny Asn923. Enzymaticka KDR inhibicia dosiahla

v tomto pripade hodnotu ICso = 50 nM a v pripade inhibovania HUVEC buniek to bolo ICsy =

290 nM.

ICs0 = 22 nM (KDR)
ICsp = 370 nM (HUVEC)

Dalgia optimalizacia inhibi¢nej aktivity bola uskuto¢nena na
skelete T2 zavedenim substituentov na fenyl nachadzajuci sa na
oxazole v pozicii C-(5). Zistilo sa, Ze zavedenim pyrid-2-ylovej
skupiny do polohy C-(3""), doslo k zlepSeniu KDR enzymatickej
inhibicie na hodnotu ICsy = 22 nM a inhibicia HUVEC buniek sa

zmenila na troven ICso = 370 nM.

22 PDB Protein Data Bank: http://www.pdb.org/pdb/home/home.do (7.7.2010)
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e Rontgeno-Struktiurna analyza komplexu KDR — 1Y6A

Na identifikaciu pdsobenia organického inhibitora v KDR proteine bola uskutocnena
X-ray Strukturna analyza. Zistilo sa, Ze zlucenina 1Y6A sa viaZze v tomto proteine v jeho
aktivnom mieste Ciastoéne v ATP védzobnej pozicii. Z krystalovej Struktury komplexu KDR /
1Y6A vyplynulo, ze pyrid-2-ylova skupina zaujima v krystalovej mriezke komplexu viaceré
konformacie. Rotacia arylového substituenta na oxazole v pozicii C-(5) umoziuje natoCenie
pyrid-2-ylovej skupiny syn alebo anti vzhl'adom na anilinovy fragment molekuly 1Y6A.
Existencia dvoch konformérov v krystalovej Strukture sved¢i o existencii podobnych
interakcii s dvomi blizkymi lipofilnymi vreckami v terciarnej Strukture KDR receptora.

(Obr. 6)

Phe1045
lipofilne vrecko =
N
N
konform. = 0 —
6] ~0
S\\/ . NQ< S\\/
0 rovnovaha N 0
_N
~H \
8\{;92370) Asn921
mE A (NHy") °
(1Y6A) (1Y6A) \

Obr. 6: Vlavo: rontgenova Struktira komplexu KDR — 1Y6A, vpravo: dve v krystale s KDR existujliice
konformacie 1Y6A s vyznacenymi nevdzbovymi interakciami so zvySkami aminokyselin z VEGFR-2 proteinu.

e Svyntéza organického inhibitora 1Y6A (PDB

Pri syntéze zluCeniny (pre zjednodusenie nazyvanej nizSie 1Y6A) autori vychadzali
z dibrom derivatu acetofenénu 53, ktory sa da pripravit' priamou broméciou acetofenonu
pomocou Br, v CCl,.> Dalsou vychodiskovou latkou bola zlugenina 55, ktorej nemetylovany
prekurzor je komercne dostupny (Sigma-Aldrich). Zluc¢enina 55 sa zneho da pripravit
metylaciou fenolického HO po predchadzajicom chraneni NH, skupiny acetylom.
Deprotekcia derivatu acetanilidu poskytuje latku 55, z ktorej sa pripravil izotiokyanat 56.
Azid 54, ako aj izotiokyanat 56 boli pouzité do d’alSicho syntetického kroku bez izolacie.
Produkt 57 bol pripraveny v 36 % vytazku a pouzity na syntézu pozadovaného finalneho

produktu 1Y6A pomocou Stilleho couplingu s BusSnpy v 51% vytazku.' (Schéma 2)

» Rosenmund, K.W_; Pfroepffer, K. Chem. Ber. 1957, 90, 1922-1926.
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Schéma 2: Syntéza KDR inhibitora 1Y6A.

e Testovanie in vivo aktivity 1Y6A

Pre in vivo testovanie na tumorovych xenograftoch u mysi bol vybrany pyrid-2-ylovy
derivat oxazolu 1Y6A. NajlepSiu rozpustnost’ vo vode (> 10 mg/ml) mala zlacenina 1Y6A
v podobe jej mono- a bismezylatovej soli.

In vivo G¢innost’ bola testovana na schopnosti inhibitora 1Y6A spomalit’ progresiu
P'udského tumoru hrubého ¢reva (HT 29) u laboratornej mysi. Bismezylat oxazolu 1Y6A bol
podavany oralne (rozpusteny vo vode) raz za den v davke 30 a 100 mg latky / kg zvierata.
V priebehu 26 dni bola pozorovana regresia tumoru o 43 a 55 % vztaZne oproti kontrole,
pricom nebola pozorovana strata telesnej hmotnosti alebo iné toxické priznaky.

Zistilo sa, ze samotna cytostaticka aktivita 1Y6A voci proliferacii tumorovych HT29
buniek bola nizka a mala hodnotu ICsyp = 4 500 nM, ¢o sved¢i o selektivite posobenia latky
1Y6A hlavne cez jej antiangiogénny ucinok (ICsp = 22 nM) a nie vd’aka priamemu pdsobeniu

na bunky tumoru.'

e Zavery ohl’adom inhibitora 1Y6A

Vyskum firmy GlaxoSmithKline viedol k objaveniu nového typu antiangiogenik na
baze 2-anilino-5-fenyloxazolu (T1), ktory ma priamy inhibi¢ny t¢inok na VEGFR-2 receptor.
Optimalizaciou zlicenin tohto typu sa podarilo vyviniit' nanomolarne G¢inny inhibitor 1Y6A
ICso = 22 nM. Bola potvrdena jeho priama interakcia s KDR proteinom pomocou rontgeno-

Strukturnej analyzy. Inhibitor 1Y6A bol uc¢inny nielen v in vitro biologickych testoch, ale jeho
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aktivita bola dokazand aj na in vivo testoch s mys$im xenograftom l'udského tumoru. Autori
dokazali, ze antitumorovy ucinok tejto latky je spOsobeny najmi jej antiangiogénnym
posobenim (inhibicia aktivacie endotelialnych buniek) a nie cytostatickym u¢inkom na bunky

tumoru. Antiangiogénna aktivita mnohonasobne prevazuje antineoplasticky ucinok 1Y6A.

4.2.3 Metodika pripravy novych derivatov inhibitora 1Y6A

Nakol'ko je metodika pripravy znameho inhibitora 1Y6A v literatire opisana,
vypracovali sme navrh podobnej syntetickej cesty pre jeho para substituované derivaty.
Zaujal nas stupei vybudovania oxazolového skeletu, ktory poskytoval nizsie vytazky.'

Z dostupnej literatary sme nasli niekolko typov reakcii, ktoré opisuji pripravu

zlucenin s oxazolovym kruhom.

a) Reakcie a-halogénkarbonylovych zli¢enin s mocovinovymi derivatmi

Reakciou metyl 2-brém-3-oxopropionatu 58 s mocovinou 59 v DMF pri 110 °C je
mozné pripravit metyl 2-aminooxazol-5-karboxylat 60 v 48 % V}'lt’aiku.24 (Schéma 3) Ini
autori opisuju tento typ reakcie v acetone pri rt alebo aj refluxe poCas 1 h so 42 %
vytazkom.” Zname su aj reakcie metyl 2-chlor-3-oxopropionatu s mo¢ovinou v H,O za
refluxu, priom vznika ten isty oxazolovy produkt.”® N-Substituované mo&oviny poskytuji N-

. . . 27
substitované 2-aminooxazoly.

0
5 /YCOOM% DMF HZN\(OJ/COOMe
NH, 110°C . ,}l /

Br 58 HaN" 59 30mn 6 48 %

Schéma 3: Reakcia metyl 2-brom-3-oxopropionatu 58 s mocovinou 59 za vzniku 5- substituovaného
regioizoméru oxazolu 60.

24 Jung, F. H.; Pasquet, G.; Lambert-van der Brempt, Ch.; Lohmann, J.-J. M.; Warin, N.; Renaud, F.; Germain,
H.; De Savi, Ch.; Roberts, N., Johnson, T.; Dousson, C.; Hill, G. B.; Mortlock, A. A.; Heron, N.; Wilkinson,
R. W.; Wedge, S. R.; Heaton, S. P.; Odedra, R.; Keen, N. J.; Green, S.; Brown, E.; Thompson, K.; Brightwell,
S. J. Med. Chem. 2006, 49, 955-970.

2 Lipinski, Ch. A.; Blizniak, T. E.; Craig R. H. J. Org. Chem. 1984, 49, 566-570.

2 Lange, U. E. W.; Backfisch, G.; Delzer, J.; Geneste, H.; Graef, C.; Hornberger, W.; Kling, A.; Lauterbach, A.;
Subkowski, T.; Zechel, Ch. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2002, 12, 1379-1382.

27 Matulenko, M. A.; Lee, Ch.-H.; Jiang, M.; Frey, R. R.; Cowart, M. D.; Bayburt, E. K.; DiDomenico, Jr., S.;
Gfesser, G. A.; Gomtsyan, A.; Zheng, G. Z.; McKie, J. A.; Stewart, A. O.; Yu, H.; Kohlhaas, K. L.; Alexander,
K. M.; McGaraughty, S.; Wismer, C. T.; Mikusa, J.; Marsh, K. C.; Snyder, R. D.; Diehl, M. S.; Kowaluk, E.
A.; Jarvisaand, M. F.; Bhagwat, S.S. Bioorg. Med. Chem. 2005, 13, 3705-3720.

-38 -



Podrla patentovej literatury z moCoviny 59 a bromacetofenénu 61 sa da v DMF s MW

Ziarenim pripravit’ 5-(3-bromfenyl)oxazol-2-amin 62, no s nizkym vytazkom.*® (Schéma 4)

o Br
Br Br (o) DMF
* J\ ——— NP
HN™ SNH, 180°C MW 2
3 min N
62

61 59 9%

Schéma 4: Reakcia bromacetofendénu 61 s mocovinou.

Ako sme podla inej literatary zistili, tak prave reakciou substituovanych a-brémacetofenénov
61 s tiomocCovinovymi zluCeninami 63 za refluxu v EtOH vznikd opacny 4-substituovany

regioizomér oxazolu (tiazolu) 64 ako pozadovany 5-regioizomér.”° (Schéma 5)

0 Br
S
Br Br )J\ EtOH S\
R\N NH, reflux 2.4
Hes R~y N
61 H 64
R: Ph, Ar

Schéma 5: Reakcia bromacetofendonu 61 s N-substituovanou tiomocovinou za vzniku 4-substituovaného
regioizoméru tiazolu 64.

Tiez sme nasli reakcie a-brémacetofenéonov 61 s mocovinovymi zlic¢eninami, ktoré v DMF

pri 100 °C pocas 24 h poskytuju 2,4-regioizoméry oxazolovych derivatov.’!
b) Reakcie a-azidoacetofenonov s izo(tio)kyanatmi

Dalsim moznym spdsobom pripravy oxazolov su reakcie a-azidoacetofenonov
s izokyanatmi. Zname su reakcie s PPh; v dioxdne pri 100 °C pocas 25 min so 78 %
vytazkom® alebo s BusP v CH,Cl, pri rt podas 16 h.*?

Castejsie opisanymi st reakcie s izotiokyanatmi s PPh; v dioxane pri 90-100 °C vo

34,35

vytazkoch 75 — 95 % 5-substituovanych oxazolovych produktov. V poslednom obdobi sa

8 Pharmagene Laboratories Limited: Patent W0O2005/12263A1.

2 Bursavich, M. G.; Parker, D. P.; Willardsen, J. A.: Gao, Z.-H.; Davis, T.; Ostanin, K.; Robinson, R.; Peterson,
A.; Cimbora, D. M.; Zhu, J.-F.; Richards, B. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 1677-1679.

3 Qui, X.-L.; Li, G.; Wu, G.; Zhu, J.; Zhou, L.; Chen, P.-L.; Lee, W.-H.; Chamberlin, A. R. J. Med. Chem. 2009,
52,1757 -1767.

31 Wang, G. T.; Wang, S.; Gentles, R.; Sowin, T.; Leitza, S.; Reilly, E. B.; Von Geldern, T. W. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2005, 15, 195 —201.

32 AB Science; Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS); Institut Curie Patent: W02005/40139 A2,
2005.

33 Molina, P.; Fresneda, P. M.; Almendros, P. Synthesis 1993, I, 54 — 56.
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vyuziva aj polymérny pPPh; v dioxdne so zahrievanim kvoli pravdepodobnej Tlahsej
separécii.”’ TaktieZ su tieto typy reakcii robené pri rt s PPhy v CH,Cl,.**7!

Z literatary je znamy mechanizmus reakcie, kedy aza-Wittigovou reakciou z azidov 65
s izotiokyanatom a naslednou cyklizaciou intermedidtu 67 vznikaji zluceniny s 2,5-

oxazolovym cyklom 68.%* (Schéma 6)

o)
o)
i PPh; Ny ANCS N Ri~_O<__N
R No — Ri PPy ———— |R; SCq A 1\@% A
! R, dioxan / 95°C & N ¢ r
65 66 CH2C|2/ rt 2 67 68

Schéma 6: Mechanizmus vzniku 5-substituovanych oxazolov (68).

¢) Iné typy reakcii

Znadme su aj pripravy oxazolov reakciami a-diazokarbonylovych zlucenin 64

s kyanamidmi 65 za katalyzy Rhy(OAc), v CHaCl, pocas 1 h zahrievania.” (Schéma 7)

~—N=N R R
| Rh,(OAC), \ o
Ar + //N\R e —— /N\«j/Ar
CH,CI R
© N 70 e 7 Nt

R: Me, Et

Schéma 7: Reakcia a-diazokarbonylovych zlucenin 69 s kyanamidmi 70 za katalyzy Rhy(OAc),.

Reakcia N-substituovanych a-aminoacetofenonov 72 a N-(dichlormetylén)-N-dimetyl-
aminium chloridov 73 s HCIO4 v AN pocas 3 h za refluxu taktiez poskytuje oxazolové

zluGeniny.*’ (Schéma 8)

3 a/ Dhar, T. G. M.; Quo, J.; Shen, Z.; Pitts, W. J.; Gu, H. H.; Chen, B.-Ch.; Zhao, R.; Bednarz, M. S.;
Iwanowicz, E. J. Org. Lett. 2002, 4, 2091 — 2094. b/ Dhar, T. G. M.; Shen, Z.; Gu, H. H.; Chen, P.; Norris, D.;
Watterson, S. H.; Ballentine, S. K.; Fleener, C. A.; Rouleau, K. A.; Barrish, J. C.; Townsend, R.; Hollenbaugh,
D. L.; Iwanowiczet, E. J. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13, 3557 — 3560.

3 Ouyang, X.; Piatnitski, E. L.; Pattaropong, V.; Chen, X.; He, H.-Y.; Kiselyov, A. S.; Velankar, A.; Kawakami,
J.; Labelle, M.; Smith, L.; Lohman, J.; Lee, S. P.; Malikzay, A.; Fleming, J.; Gerlak, J.; Wang, Y.; Rosler, R.
L.; Zhou, K.; Mitelman, S.; Camara, M.; Surguladze, D.; Doodyb, J. F.; Tumab, M. C. Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2006, 16, 1191 — 1196.

3¢ Zeevaart, J. G.; Wang, L.; Thakur, V. V.; Leung, Ch. S.; Tirado-Rives, J.; Jorgensen, W. L.; Bailey, Ch. M_;
Domaoal, R. A.; Anderson, K. S. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 9492 — 9499,

37 Froeyen, P. Phosph., Sulfur and Silicon and the Related Elements 1991, 60, 81 — 84.

38 Dhar, T. G. M.; Shen, Z.; Guo, J.; Liu, Ch.; Watterson, S. H.; Gu, H. H.; Pitts, W. J.; Fleener, C. A.; Rouleau,
K. A.; Sherbina, N. Z.; Mclntyre, K. W.; Witmer, M. R.; Tredup, J. A.; Chen, B.-Ch.; Zhao, R.; Bednarz,
Cheney, D. L.; MacMaster, J. F.; Miller, L. M.; Berry, K. K.; Harper, T. W.; Barrish, J. C.; M. S,;
Hollenbaugh, D. L.; Iwanowicz, E. J. J. Med. Chem. 2002, 45,2127-2130.

% Fukushima, K.; Ibata, T. Heterocycles 1995, 40, 149 — 154.

* Moschny, T.; Hartmann, H. Helv. Chim. Acta 1999, 82, 1981 — 1993.

- 40 -



o \« F'_ Hecio \
T T e A
A ar / AN 3h 7\
Cl reflux N
72 73 74 A/  ClO,

Schéma 8: Reakcia N-substituovanych a-aminoacetofenonov 72 a N-(dichlormetylén)-N-dimetylaminium
chloridu 73 s HC1O,.

Aj reakciou chloridu kyseliny dietylkarbamovej 75 s aminopropinom 76 a naslednou
kyslo katalyzovanou cyklizdciou je mozné pripravit 5-substituovanu oxazolovu zluceninu

78.*' (Schéma 9)

o 0
\\
P PN PP U
g N

75 76 ) 77 10 min 7

Schéma 9: Reakcia chloridu kyseliny dietylkarbamovej 75 s aminopropinom 76 a naslednou kyslo
katalyzovanou cyklizaciou.

Uvedené reakcie vzniku oxazolov z literatiry dokumentuju, ze najvhodnejSou
z hl'adiska uskuto¢nenia je reakcia a-azidoacetofenonov s prislusnymi izo(tio)kyanatmi za
pritomnosti PPh;, pricom vznikaji pozadované 5-substituované oxazolové zluceniny.

(Schéma 6)

“! Eloy, F.; Deryckere, A. Chim. Therapeut. 1973, 8, 437 — 446.
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4.3 CAM test

4.3.1 Chorioallantoickd membrana (CAM) - vyvoj, funkcia, testovaci model

a) Opis CAM membrany

CAM je skratka pre chorioallantoicki membranu obklopujucu vyvijajice sa vtacie
embryo. Je to extraembryonalna membrana tvoriaca sa v Stvrtom dni inkubdcie a vznika

faziou chorionu a allantoisu. (Obr. 7)

Extraembryonic membranes
r A A

Chorion Allantois
Yolk sac

Allantois

Amnion

T — Yolk
mbryo 2 (nutrients)

Amniotic
cavity
with

amniotic
fluid

Obr. 7: Struktara vtagicho embrya a vyvoj chorioallantoickej membrany (CAM).

Rychla tvorba ciev v CAM membrane prebieha v obdobi medzi 4. — 10. diiom vyvoja
embrya. Vyvoj CAMu a jeho vaskularizacia umoziuje embryiu vymenu plynov a Zivin az do
vyliahnutia. V priebehu vyvoja st u embryi sliepky definované 3 fazy rastu:

e do 5.—7. dna sa vytvara kapilarna siet’ puCanim ciev

e 8. —12. den zahima fazu rastu ciev

e posledna faza je spojend uz len s miernou zmenou cievneho systému a tato sa konci
pred vyliahnutim

Embryonalny vyvin trva u embryi sliepok 21 dni, v pripade prepelic je tato doba kratSia

;42,43

a predstavuje 16-18 dni.

42 Ausprunk, D.; Knighton, D.; Folkman, J. Dev. Biol. 1974, 38, 237 - 249.
# Zemanova, D.; Zeman, M. Hydinarska veda 1992, 27, 34 — 39.
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b) CAM testovaci model

Testovaci chorioallantoicky membranovy model (CAM) je pouzivany na pozorovanie

. , e e e, . 4445
angiogenézy a jej inhibicie.”™

Vyhodou CAMu oproti inym in vivo cicavéim systémom
(napr. rohovka zajaca, podkozné implantaty, tkaniva...) je jeho nizka cena, relativna
jednoduchost’ uskutocnenia, absencia dospelého imunitného systému a biologicka komplexita

S . 46,47
spojena s in vivo systémom.

c) Historia pouzitia CAM modelu

Pocas rokov 2000-2005 bolo zndmych viac ako 700 publikdcii o CAMe ako
modelovom vzore hodnotenia angiogenézy. Doteraz je zndmych 3203 publikécii (z toho 269
u prepelic, databdza ScienceDirect).®® Aj napriek tomuto poétu, dosial neexistuje Gplne
jednotny postup uskutocnenia tohto biologického testu a metodika jeho realizacie zavisi od

laboratoria, v ktorom sa testovanie uskutociiuje.

Vyuzivanie CAM modelu pri $tadiu angiogenézy opisuju prehl'adné ¢lanky, v ktorych
s uvedené vhodné podmienky na realizaciu tohto experimentu (roézne kultivicie embryi,
aplikacie vzoriek, vyber vhodného veku embrya na podanie vzorky, ¢as vyhodnotenia u¢inku

, g s o v n.49,50,51,52
vzorky a metody kvantifikacie uvedené nizsie):” >

d) Zdroje CAMu

Najbeznejsie pouzivanym zdrojom CAMu st embrya sliepky plemena White Leghorn a

prepelice japonskej (Japanese Quail). (Obr. 8)

“ Ribatti, D.; Vacca, A. Int. J. Biol. Markers 1999, 14, 207-213.

* Thompson, W.D.; Reid, A. Adv. Exp. Med. Biol. 2000, 476, 225-236.

% MacDonald, 1.C.; Schmidt, E.E.; Morris, V.L.; Chambers, A.F.; Groom, A.C. Microvasc. Res. 1992, 44, 185-
199.

47 Auerbach, R.; Lewis, R.; Shinners, B.; Kubai, L.; Akhtar, N. Clin. Chem. 2003, 49, 32-40.

* http://www.sciencedirect.com/ (25.8.2010)

* Ribatti, D. Int. Rev. Cell Mol. Biol. 2008, 270, 181-224.

%0 a/ Ribatti, D.; Vacca, A.; Roncali, L.; Dammacco, F. Curr. Pharmaceut. Biotechnol. 2000, 1, 73-82. b/ Ribatti,
D.; Vacca, A.; Roncali, L.; Dammacco, F. In. J. Dev. Biol. 1996, 40, 1189-1197.

*! Richardson, M.; Singh G. Curr. Drug Targets — Cardiovas. Haemat. Disorders 2003, 3, 155-185.

2 a/ Parsons-Wingerter, P.; Chandrasekharan, U.M.; McKay, T.L.; Radhakrishnan, K.; DiCorleto, P.E.; Albarran
B.; Farr A.G. Microvasc. Res. 2006, 72, 91-100. b/ Parson-Wingerter, P.; Elliot, K.E.; Farr, A.G,;
Radhakrishnan, K.; Clark, J.I.; Sage, E.H. Microvasc. Res. 2000, 59, 221-232.
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Obr. 8: Vlavo — par prepelice japonskej (Japanese Quail, Coturnix coturnix japonica), v strede — prepelicie
vajicka a vpravo — vyvijajice sa 12 diilové embryo prepelice japonskej.

e) Kultivacie CAMu

Oplodnené vajicka sliepky White Leghorn alebo prepelice japonskej st umiestnené do
inkubatora a udrziavané pri teplote 37 °C (u sliepok)® alebo 37.6 °C (u prepelic)™ s
vlhkost'ou 60 — 80 %.

Pri kultivacii in ovo (v Skrupine) sa na 3. — 4. den z ostrej strany vajca odoberie 2 - 3
ml albuminu a nasledne sa vytvori maly otvor v skrupine, ktory sa prelepi lepiacou paskou.

Medzi 4. az 10. diiom sa otvor zvacsi a pridava sa experimentalna vzorka. (Obr. 9, vl'avo)

Obr. 9: Vlavo - kuracie embrya kultivované in ovo a vpravo - prepeli¢ie embrya kultivované ex ovo (Petriho
misky v tvare 6 - jamkovych platov).

Embrya kultivované ex ovo musia byt udrziavané v nadobach nahradzujucich
Skrupinu vaji¢ka (napr. Petriho misky v tvare 6 — komorovych plastovych platov). (Obr. 9,
vpravo) Slepacie vaji¢ka s vyklapané na 3. — 4. den od zaciatku inkubacie (optimum je 4.5
diia, lebo embrya vyklapané do 3. dita vagsinou neprezivaju).”' Délezité je, aby bolo embryo

umiestnené uprostred nenaruseného zltkového vaku s moznostou dobrého pozorovania jeho
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vyvoja a Fahkostou aplikacie experimentalnej vzorky.” U prepelic je najvhodnejsia doba
vyklapania 56 h od zagiatku inkubacie.”***

Vyhodami kultivacie ex ovo su: vicSia CAM plocha vhodnad na testovanie s vyuzitim
viacSiecho mnozstva vzoriek, mozZnost pozorovania celého CAMu, jednoduchsie
vyhodnocovanie 1 moznost’ transiluminacie. Nevyhodou je absencia vapnika zo Skrupiny pre
dal§i vyvoj skeletu, preto nedochadza k preZivaniu embryi az do vyliahnutia. CiZe je v tomto

, VION . v, . , . o, e 49
pripade aj niZSia miera prezivania embryi ako pri kultivacii in ovo.

4.3.2 Inhibicia neovaskularizacie CAMu
a) Aplikacie vzoriek na CAM

Najbeznejsie pouzivané metody aplikacie experimentalnych vzoriek na povrch CAMu
zahriiovali tieto aplikdcie: zaplavenie CAM povrchu roztokom,”' aplikdcia roztoku do
roznych prstencov (silikonové, plastové, teflonové a sklené)™ alebo postupnym uvolfiovanim
latky z nosi¢a umiestneného na povrch CAMu obsahujuceho experimentalnu latku (napr.
MEC = metylcelulézové disky,” Elvax polyméry (DuPont™ Elvax® ethylene vinyl acetate
(EVA)),”" hydron (materiadl kontaktnych SoSoviek),”® agarézové disky,” Zelatina,*®

Gelaspon,59 filtracny papier,60 Thermanox®'. Pri aplikécii vzoriek je treba minimalizovat

T . N . 51
mozné neSpecifické zapalové reakcie vyberom vhodného nosica.

b) Metody vyhodnotenia CAM testu

Vyhodnotenie CAM testu angiogenézy moéze byt robené ,,priamym pozorovanim”

alebo Ciselne pomocou doplnkového ,skére”, ato ako ,pozitivum, negativum alebo

> Auerbach, R.; Kubai, L.; Kighton, D.; Folkman, J. Dev. Biol. 1974, 41, 391-394.

>4 Takigawa, M., Enomoto, M., Nishida, Y., Pan, H.-O., Kinoshita, A., Suzuki, F. Canc. Res. 1990, 50, 4131 -
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k[

problematickost™. Tieto ,,skére” mozu byt vyjadrené ako jednoduché Cisla “Angiogenicky
koeficient”, tj. sucet vSetkych skore (napr. 0-4) podeleny poctom embryi. Stimuldcia
angiogenézy sa urCuje pomocou: hustoty ciev sledovanej stereomikroskopom, tvorby novych
ciev, vinutia ciev (staCanie, skrutenie...), disorganizacie ciev, bodov vetvenia (Branch points)
ako aj lucovitého usporiadania ciev (,, spoke wheel ).

Antiangiogenéza sa viacSinou vyjadruje pomocou zény inhibicie (avaskularnej zony).
Ak ma avaskuléarna plocha velkost’ aspoit 3 mm v priemere, jedna sa o inhibiciu angiogenézy.

Antiangiogenézu je mozné taktieZ vyhodnotit’ pomocou priradenia skore (napr. + do 4+, od

najmene;j viditePného efektu + az po najvyraznejsi inhibi¢ny tginok ++++).%!
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5 Experimentalna ¢ast’

Pouzité metody charakterizacie a apravy zlucenin:

Pred pouzitim sme rozpustadld Ccistili Standardnymi metodami uvedenymi v
literature.®* Reakcie, ktoré vyzadovali bezvodé podmienky sme uskutoénili pod Ar alebo N,
atmosférou.

'H, ®C NMR, spektra boli merané na pristrojoch Varian Gemini (300 MHz a 75 MHz),
Varian Mercury Plus (300 MHz) a Bruker (300 MHz). Chemické posuny st udavané v ppm
a ako vniitorny §tandard bol pouzivany tetrametysilan (TMS). ’F-NMR (282 MHz) a HSQC
2D NMR sme pouzili na presné priradenie signalov finalnych produktov. Elementarne
analyzy boli vykonané pomocou udajov ziskanych z pristroja Carlo Erba Science model 1106.
MS spektra boli merané pomocou pristroja Shimadzu LC MS-IT-TOF (Combined LC and MS
system, LC/MS).

Priebeh reakcii sme sledovali TLC analyzou (Merck Silica gel 60 Fjs4), na vizualizaciu sme
pouzivali UV lampu 254 nm ako aj pary jodu. Na FLC analyzu sme pouzivali silikagél Merck
60 (40-63um). Teploty topenia sme merali na Koflerovom aparate anie su korigované.
Infracervené spektrd boli merané na pristroji FT-IR-ATR REACT IR 1000 (ASI Applied

Systems) s diamantovou sondou a MTS detektorom.

82 Armarego, W. Purifications of Laboratory Chemicals, Buttleworth Heinemann, Burlington 2003.
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5.1 Syntéza a vysledky biologickych testov NCI USA
5.1.1 Syntéza zlicenin s pyranochromenénovym skeletom

3-(Aryl)-2-ox0-2H,5H-pyrdano[3,2-c]chromén-5-yl acetdty (3a-3f)

Ac,0
o 2 0.__OAc
A AcONa
| + R
CHO ~ "1 60-80°C
g 2-3h 5
COOH or MW
1 2 a-f 80 °C, 30 min 3af R,
o)
(1-5%)
Ry H, 4-F, 4-OMe, 3,4,5-(OMe)s (49-85%) Ri +
4-NO, 4-SO,Me
O 0 O~0 FLC on SiO, OO~
N NS X
O EtOH / pTsOH \
OFt F OH X
6b (5 %) 5ac (2-4%) R

Schéma 10: Syntéza zIucenin s pyranochromenénovym skeletom 3 a-f ako aj ich vedl'ajsich produktov 4 a-d, 5
a-c, 6b.

Metoda A: Zmes chromén-3-karbaldehydu 1 (20.0 mmol, 1.00 mol ekv) a prislusnej

fenyloctovej kyseliny 2 (2a, 2b, 2d) (20.0 mmol, 1.00 mol ekv) v Ac,0O abs (10 ml) a AcONa

abs (45.0 mg, 1.14 mmol, 0.06 mol ekv) sme nechali miesat’ 2 h pri teplote 60 — 70 °C. Po

ochladeni sme vypadnuty produkt 3 (3a, 3b, 3d) odfiltrovali, premyli Et,O a prekrystalizovali

z dioxanu.

Metéda B: Zmes chromén-3-karbaldehydu 1 (20.0 mmol, 1.00 mol ekv) a prislusnej
fenyloctovej kyseliny 2 (2a, 2b, 2¢, 2¢) (20.0 mmol, 1.00 mol ekv) v Ac,O abs (10 ml)
a AcONa abs (10.0 mg, 0.72 mmol, 0.04 mol ekv) sme nechali ozarovat mikrovinnym
ziarenim pri 110 °C pocas 30 min. Po ochladeni sme vypadnuty produkt 3 (3a, 3b, 3¢, 3e)

odfiltrovali, premyli Et,O a prekrystalizovali z dioxanu.

Metéda C: Zmes chromén-3-karbaldehydu 1 (500.0 mg, 2.87 mmol, 1.00 mol eq) a prislusnej
fenyloctovej kyseliny 2 (2a - 2f) (3.14 mmol, 1.09 mol ekv) v Ac,O abs (1.5 ml) a AcONa
abs (49.4 mg, 0.21 mmol, 0.07 mol ekv) sme nechali mieSat’ 12-16 h pri teplote 100 °C pod
Ar atmosférou. Po ochladeni sme zrazeninu odfiltrovali, premyli EA (2 ml), prekrystalizovali

z EA a ziskali produkt 3 (3a - 3f). Po odpareni rozpustadiel z filtratu sme produkty 4 (4a -
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4d) a 5 (5a - 5¢) izolovali stipcovou chromatografiou na SiO, s pouZitim eluénej zmesi hexan

/ etyl acetat (3:1).

3-Fenyl-2-0x0-2H,5SH-pyrano|[3,2-c]chromén-5-yl acetat (3a)

Metodou A sme ziskali 81 %, metodou B 85 % a metédou C 11 % produkt 3a ako ZzIth
krystalicka latku: mp 230-232 °C (EA). Elem. Anal. vypo¢. Cy0H 1405 (334.3): C, 71.85;
H, 4.22. Ziskané: C, 71.67; H, 4.24 %. IC w(KBr): 1717, 1651, 1638, 1565, 1550, 1490, 1460,
1376, 1222, 1198, 1116, 1043, 1001, 949, 893, 783, 760 cm™'; "H-NMR (300 MHz, DMSO-
ds): 0792 (1H, dd, J=7.7, 1.4 Hz, H-10) 7.71-7.68 (2H, m, H-2',6"), 7.48 (1H, ddd, J = 7.7,
7.0, 1.4 Hz, H-8), 7.51 (1H, s, H-4), 7.39 (1H, s, H-5), 7.41 -7.45 (3H, m, H-3'4",5"), 7.21
(1H, ddd, J= 7.7, 7.0, 0.8 Hz, H-9), 7.13 (1H, dd, J = 8.2, 0.8 Hz, H-7), 2.00 (3H, s, CH3);
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 172.1, 159.8, 152.7, 150.1, 139.9, 134.5, 132.5, 128.5,
128.4, 128.4,128.1, 128.1, 124.7, 122.2, 122.1, 117.6, 114.5, 109.8, 91.3, 21.1.

3-(4-Fluorfenyl)-2-oxo0-2H,SH-pyrano|3,2-c]chromén-5-yl acetat (3b)

Metodou A sme ziskali 60 %, metdodou B 70 % a metdodou C 61 % produkt 3b ako ZzIth
krystalickt latku: mp 244-246 °C (EA). Elem. Anal. vypo¢. Cy0H3FOs (352.3): C, 68.18;
H, 3.72. Ziskané: C, 68.41; H, 3.59 %. IC w(KBr): 1721, 1644, 1601, 1559, 1509, 1459, 1370,
1269, 1235, 1154, 1038, 937, 837, 760 cm™'. "H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): ¢ 8.00 (s, 1H,
H-4), 7.84-7.77 (m, 3H, H-10,2',6"), 7.45 (s, 1H, H-5), 7.54 (ddd, 1H, J=8.3, 7.5, 1.6 Hz, H-
8), 7.36 -7.25 (m, 3H, H-9,3',5"), 7.21 (dd, 1H, J = 8.3, 0.7 Hz, H-7), 2.02 (s, 3H, CH3). "*C-
NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 169.0, 162.1, 159.3, 151.6, 151.6, 150.9, 139.2, 133.0, 130.6,
130.2,123.9,123.4,122.4,117.4,117.4, 115.2, 114.0, 106.0, 89.2, 20.7.

3-(4-Metoxyfenyl)-2-oxo0-2H,5H-pyrano[3,2-c|chromén-5-yl acetat (3c)

Metodou B sme ziskali 68 % a metddou C 54 % produkt 3¢ ako zltu krystalicka latku: mp
226227 °C (EA). Elem. Anal. vypoc. C,1H606(364.4): C, 69.23; H, 4.43. Ziskané: C, 69.61;
H, 4.59 %. IC w(KBr): 1713, 1648, 1609, 1559, 1513, 1459, 1250, 1177, 1030, 941, 826, 760
cm™'. "TH-NMR (300 MHz, DMSO-dj, 8): 7.92 (s, 1H, H-4), 7.78 (dd, 1H, J = 8.0, 1.5 Hz, H-
10), 7.75-7.68 (m, 2H, H-2',6"), 7.52 (ddd, 1H, J = 8.2, 7.8, 1.5 Hz, H-8), 7.44 (s, 1H, H-5),
7.27 (ddm, 1H, J = 8.0, 7.8, wi» = 2.4 Hz, H-9), 7.19 (dm, 1H, J = 8.2, w1, = 2.4 Hz, H-7),
6.99-7.06 (m, 2H, H-3',5"), 3.80 (s, 3H, CH30), 2.01 (s, 3H, CHs).
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, 8): 169.1, 159.6, 159.5, 151.4, 150.1, 137.7, 132.7, 129.4,
1294, 126.4,124.7,123.4,122.3,117.4,114.2, 113.8, 113.8, 106.1, 89.3, 55.2, 20.8.

3-(3,4,5-Trimetoxyfenyl)-2-ox0-2 H,SH-pyrano|3,2-c|chromén-5-yl acetat (3d)

Metodou A sme ziskali 53 % a metodou C 16 % produkt 3d ako ZIta kryStalicka latku: mp
175-180 °C (EA). Elem. Anal. vypo¢. C23H00g (424.4): C, 65.09; H, 4.75. Ziskané: C, 65.33;
H, 4.44 %. IC w(KBr): 1733, 1648, 1555, 1462, 1374, 1331, 1239, 1192, 1127, 1003, 926, 764
cm™. "TH-NMR (300 MHz, DMSO-d;): d 8.02 (s, 1H, H-4), 7.80 (dd, 1H, J = 7.7, 1.3 Hz, H-
10), 7.54 (ddd, 1H, J = 8.1, 7.3, 1.3 Hz, H-8), 7.44 (s, 1H, H-5), 7.29 (ddd, 1H, J = 7.7, 7.3,
1.0 Hz, H-9), 7.21 (dm, 1H, J = 8.1, wy» = 1.0, H-7), 7.08 (s, 2H, H-2',6"), 3.83 (s, 6H, 2 x
CH;0), 3.71 (s, 3H, CH;0), 2.02 (s, 3H, CH;). C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): o
169.1,159.1, 152.5, 151.4, 150.5, 138.8, 138.0, 132.9, 129.5, 124.7, 123.4, 122.3, 117.3,
114.0, 105.8, 105.7, 89.1, 60.0, 55.9, 20.7.

3-(4-Nitrofenyl)-2-oxo0-2H,5H-pyrano|3,2-c|chromén-5-yl acetat (3¢)

Metodou B sme ziskali 72 % a metédou C (stacilo 10 min) 49 % 3e ako zIta krystalicka latku
mp: 249-251 °C (EA). Elem. Anal. vypoc. C,0H3NO7 (379.3): C, 63.33; H, 3.45; N, 3.69.
Ziskané: C, 62.86; H, 3.90; N, 3.75 %. IC v (nujol): 1763, 1734, 1639, 1601, 1547, 1517,
1346, 1216, 1139, 1110, 1042, 1000, 938, 852, 767, 738, 691, 621. '"H-NMR (300 MHz,
DMSO-dp): ¢ 8.36-8.30 (m, 2H, H-3',5"), 8.23 (s, 1H, H-4), 8.08-8.02 (m, 2H, H-2',6"), 7.83
(dd, 1H, J =179, 1.6 Hz, H-10), 7.57 (ddd, 1H, J= 8.3, 7.5, 1.6 Hz, H-8), 7.46 (s, 1H, H-5),
7.30 (ddd, 1H, J 7.9, 7.5, 1.0 Hz, H-9), 7.22 (dd, 1H, J = 8.3, 1.0 Hz, H-7), 2.02 (s, 3H,
CH;0).”C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): ¢ 169.1,158.9, 152.3, 151.9, 146.9, 141.5,
140.8,133.6, 129.1, 123.5, 123.4, 122.8, 122.5, 117.5, 113.8, 106.0, 89.1, 20.8.

3-[(4-Metylsulfonyl)fenyl]-2-ox0-2H,SH-pyrano|3,2-c|chromén-5-yl acetat (3f)

Metddou C (stacilo 10 min) sme ziskali 70 % produkt 3f ako zIta krystalicku latku: mp 240-
242 °C (EA). Elem. Anal. vypo¢. C, H;305S (412.4): C, 61.16; H, 3.91; S, 7.77. Ziskané: C,
61.05; H, 4.36; S, 7.54 %. IC v (nujol): 1755, 1733, 1646, 1556, 1292, 1219, 1194, 1148,
1044, 999, 925, 846, 765 cm'. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): ¢ 8.04-8.00 (m, 4H, H-
2'3'5',6"), 8.02 (s, 1H, H-4), 7.83 (dd, 1H, J="7.9, 1.4 Hz, H-10), 7.57 (ddd, 1H, J= 8.2, 7.3,
1.4 Hz, H-8), 7.48 (s, 1H, H-5), 7.30 (ddd, 1H, J = 7.9, 7.3, 0.8 Hz, H-9), 7.22 (dd, 1H, J =
8.2, 0.8 Hz, H-7), 2.02 (s, 3H, CH;0). >C-NMR (75 MHz, DMSO-dj): 0 172.5, 159.9, 153 4,
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151.6, 141.9, 140.6, 139.9, 133.3, 129.3, 127.4, 123.3, 122.8, 122.6, 118.1, 114.7, 110.2, 91.6,
43.9,21.5.

3-Fenyl-8.9-dimetyl-2-0x0-2,5-dihydropyrano|[3.2-c]chromén-5-yl acetat (3g) a

3-(4-fluérfenyl)-8.9-dimetyl-2-0x0-2.5-dihydropyrano[3.2-c]chromén-5-yl acetat (3h)

Zluceniny 3g a 3h sme pripravili podl'a vyssie uvedenej Metody A, ale vychadzali sme

z 6,7-dimetyl-4-ox0-4H-chromén-3-karbaldehydu a prislusnej fenyloctovej kyseliny (2a, 2b).

3-Fenyl-8,9-dimetyl-2-0x0-2H,5SH-pyrano|[3,2-c]chromén-5-yl acetat (3g)

Metodou A sme pripravili 74 % produktu 3g ako zlIti krystalicku latku: mp 205-207 °C (EA).
Elem. Anal. vypo¢. C»nH 305 (362.4): C, 73.09; H, 4.97. Ziskané: C, 72.92; H, 5.01 %. IC
(KBr): 3541, 3034, 2917, 1725, 1714, 1646, 1551, 1502, 1357, 1227, 1187, 1136, 1024, 1001,
935, 912, 887, 783, 699, 521 cm'. "H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): d 7.92 (1H, s, H-1"),
7.74-7.70 2H, m, H-2", 6), 7.54 (1H, s,H-4), 7.48-7.40 (3H, m, H-3", 4", 5"), 7.39 (1H, s, H-
5), 7.01 (1H, s, H-7), 2.27 (6H, s, 2 CH3), 1.97 (3H, s, CH3). *C-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
0 169.1, 159.4, 151.5, 149.9, 142.8, 139.6, 134.4, 131.8, 128.5, 128.3, 128.0, 127.9, 123.9,
122.5,118.1, 111.5, 109.0, 105.3, 89.5, 20.7, 19.8, 18.6.

3-(4-Fluorfenyl)-8,9-dimetyl-2-oxo0-2H,SH-pyrano|[3,2-c]-chromén-5-yl acetat (3h)
Metodou A sme pripravili 73 % produkt 3h ako zIth kryStalicka latku: mp 246-248 °C (EA).
Elem. Anal. vypo¢. CH7FOs (380.4): C, 69.29; H, 4.47. Zistené: C, 69.47; H, 4.50 %. IC
(KBr): 3443, 2926, 2857, 1728, 1686, 1638, 1547, 1510, 1459,1377, 1357, 1303, 1233, 1163,
1105, 1051, 1030, 965, 893, 837, 774,663, 527 cm™'; "H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § 7.95
(1H, s, H-4), 7.77 (2H, ddd, J = 8.9, 7.7, 2.0 Hz, H-3", 5"), 7.37 (1H, s, H-7), 7.54 (1H, s, H-
17), 7.29 (2H, ddd, J = 8.9, 7.4, 2.1 Hz,H-2", 6"), 7.01 (1H, s, H-5), 2.48 (3H, s, CH3), 2.25
(3H, s, CH3), 2.00 (3H, s, CH3). "C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 161.6, 159.9, 150.9, 150.7,
142.0, 140.0, 134.9, 133.6, 131.9, 130.2, 130.1, 127.4, 122.3, 118.3, 115.3, 111.9, 109.0, 91.2,
20.8, 19.8, 18.6.
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3-(Aryl)-5-(2-hydroxybenzoyl)-2H-pyran-2-ony (4a-4d)

Pri syntéze acetatov 3 (3a - 3d) sme z filtratov izolovali zliceniny 4 (4a - 4d) ako vedlajsie

produkty reakcie pomocou stipcovej chromatografie (Metoda C).

3-Fenyl-5-(2-hydroxybenzoyl)-2 H-pyran-2-6n (4a)

Metodou C sme ziskali 5 % zluceniny 4a ako zltu krystalicka latku: TLC (SiO,, EA/hexéan
1:1): Re= 0.24. Elem. Anal. vypoc. CisH 204 (292.3): C, 73.97; H, 4.14. Ziskané: 73.74; H,
4.22 %. IC v(KBr): 1650, 1575, 1470, 1412, 1356, 1290, 1228, 1125, 1007, 909, 756 cm™".
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds):  OH nevidno, 8.08 (dd, 1H, J = 7.9, 1.7 Hz, H-13), 7.75
(ddd, 1H, J = 8.6, 7.0, 1.7 Hz, H-11), 7.51 (d, 1H, J = 8.6, H-10), 7.47 (ddd, 1H, J=17.9, 7.0,
1.1 Hz, H-12), 7.33-7.06 (m, 7H, H-4, 6, Ph).

3-(4-Fluérfenyl)-5-(2-hydroxybenzoyl)-2 H-pyran-2-6n (4b)

Metodou C sme ziskali 2 % zltCeniny 4b ako zIta krystalicka latku: mp 290-292 °C. TLC
(Si0,, EA/hexan 1:3): Ry = 0.22. Elem. Anal. vypoc. Ci;gH1FO4 (310.1): C, 69.68; H, 3.57.
Ziskané: C, 69.18; H, 3.47 %. IC w(KBr): 1721, 1509, 1462, 1262, 1223, 1119, 1073, 1019,
799, 744, 694 cm™. "H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): § 12.89 (br s, 1H, OH), 8.09 (dd, 1H, J
= 8.0, 1.7, H-13), 7.81 (ddd, 1H, J= 8.5, 7.1, 1.7 Hz, H-11), 7.77 (d, 1H, J= 0.9, H-4), 7.60
(d, 1H, J= 0.9, H-6), 7.57 (d, 1H, J = 8.5, H-10), 7.51 (ddd, 1H, J = 8.0, 7.1, 1.0 Hz, H-12),
7.32-7.25 (m, 2H, H-2'6'), 7.25-7.17 (m, 2H, H-3'5"). *C-NMR (75 MHz, DMSO-dj): §
175.1, 167.5, 161.6, 156.4, 155.2, 134.6, 134.0, 131.8, 131.6, 130.1, 126.0, 125.3, 123.0,
119.0, 118.5, 115.5.

5-(2-Hydroxybenzoyl)-3-(4-metoxyfenyl)-2 H-pyran-2-6n (4c)

Metodou C sme ziskali 1 % zluceniny 4¢ ako zIta krysStalicka latku: mp 235-238 © C. TLC
(Si0,, EA/hexan 1:1): Ry = 0.19. Elem. Anal. vypo¢. Ci9H 1405 (322.3): C, 70.80; H, 4.38.
Ziskané: C, 70.53; H, 4.64 %. IC w(KBr): 1725, 1515, 1468, 1274, 1230, 1121, 1081, 1025,
799, 748 cm™. "TH-NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 12.73 (br s, 1H, OH), 8.09 (dd, 1H, J = 8.0,
1.7 Hz, H-13), 7.81 (ddd, 1H, J= 8.5, 7.1, 1.7 Hz, H-11), 7.72 (d, 1H, J = 0.9 Hz, H-4), 7.57
(d, 1H, J= 8.5, 1.0 Hz, H-10), 7.55 (d, 1H, J= 0.9, H-6), 7.51 (ddd, 1H, J= 8.0, 7.1, 1.0 Hz,
H-12), 7.17-7.12 (m, 2H, H-2',6"), 6.98-6.92 (m, 2H, H-3',5"), 3.77 (s, 1H, CH;0). "C-NMR
(75 MHz, DMSO-dg): 0 175.1, 167.8, 158.6, 156.2, 155.0, 134.5, 130.5, 130.2, 129.0, 127.4,
125.9,125.2,122.9,119.1, 118.4, 113.9, 54.9.
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5-(2-Hydroxybenzoyl)-3-(3.,4,5-trimetoxyfenyl)-2 H-pyran-2-6n (4d)

Metodou C sme ziskali 5 % zltceniny 4d ako zIta krysStalicka latku: mp 230-233 °C. TLC
(Si0,, EA/hexan 1:2): Ry = 0.26. Elem. Anal. vypo¢. C,H507 (322.1): C, 70.80; H, 4.38.
Ziskané: C, 70.35; H, 4.51 %. IC w(KBr): 1655, 1578, 1466, 1412, 1354, 1285, 1227, 1123,
1003, 903, 756 cm™. "H-NMR (300 MHz, CDCl3):  OH nevidno, 8.27 (dd, 1H, J = 8.0, 1.6
Hz, H-13), 8.18 (d, 1H, J= 0.7 Hz, H-4), 7.67 (ddd, 1H, J = 8.6, 7.0, 1.6 Hz, H-11), 7.46 (d,
1H, J=0.7 Hz, H-6), 7.43 (ddd, 1H, J= 8.0, 7.0, 0.9 Hz, H-12), 7.38 (dd, 1H, J= 8.6, 0.9 Hz,
H-10), 6.48 (s, 2H, H-2',6"), 3.89 (s, 3H, CH30), 3.80 (s, 6H, 2 x CH;0).

3-(Aryl)-5-hydroxy-pyrano[2,3-bJchromen-2)-6ny (5a — 5c)

Metéda A: Zluceninu 3a (10.0 mmol) sme rozpustili v AcOH (10 ml) a nechali zahrievat’ 1 h
pri 60 °C. Po ochladeni sme odfiltrovali zIta zrazeninu, premyli Et;O a kryStalizovali

z toluénu alebo AcOH.

Metoda B: Zluceninu 5 (5a - 5¢) sme izolovali ako vedl'ajsi produkt pri syntéze acetatov 3

(3a - 3¢) pomocou FLC chromatografie (Metoda C).

5-Hydroxy-3-fenylpyrano[2,3-b]chromen-2(10aH)-6n (5a)

Metodou A sme ziskali 77 % a metddou B 2 % zluceniny Sa ako zIta krystalicka latku: mp
256-258° C. TLC (SiO,, EA/hexan 1:1): R¢= 0.62. Elem. Anal. vypo¢. C;sH12,04 (292.3): C,
73.97; H, 4.14. Ziskané: C, 74.18; H, 4.16 %. IC w(KBr): 3450, 3060, 1731, 1715, 1645,
1610, 1557, 1489, 1460, 1371, 1355, 1316, 1296, 1271, 1233, 1204, 1180, 1113, 1037, 1019,
951, 912, 785, 759, 737 cm™". "H-NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6 8.12 (1H, s, OH), 7.89 (1H,
dd, J=7.7, 1.5 Hz, H-6), 7.51-7.47 (2H, m, H-2', 6"), 7.42 (1H, ddd, J= 8.2, 7.1, 1.5 Hz, H-8),
7.41-7.37 (3H, m, H-3', 4',5"), 7.21 (1H, ddd, J = 7.6, 7.4, 1.0 Hz, H-7), 7.17 (1H, dd, J= 8.2,
1.0 Hz, H-9), 7.15 (1H, s, H-4), 6.73 (1H, s, H-10a). >C-NMR (75 MHz, DMSO-dj): § 159.4,
151.8, 150.3, 139.4, 134.4, 132.5, 128.6, 128.3, 128.0, 125.0, 122.8, 122.6, 122.1, 117.7,
114.3, 107.5, 96.9, 30.7.

3-(4-Fluorfenyl)-5-hydroxypyrano[2,3-b]chromen-2(10aH)-6ne (5b)
Metodou B sme ziskali 4 % zliceninu Sb (spracovanie opisané vyssie) ako zItd krystalicka

latku: mp 260-262 °C. TLC (SiO,, EA/hexan 1:1): R¢ = 0.52. Elem. Anal. vypo¢. CisH;FO4
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(310.3): C, 69.68; H, 3.57. Ziskané: C, 69.44; H, 3.79 %. IC w(KBr): 3450, 1730, 1715, 1645,
1615, 1557, 1485, 1375, 1355, 1298, 1271, 1230, 1204, 1180, 1040, 1025, 951, 918, 785 cm’",
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): § OH nevidno, 7.72 (dd, 1H, J = 7.7, 1.5 Hz, H-6), 7.65-
7.58 (m, 2H, H-2', 6'), 7.56 (s, 1H, H-4), 7.53 (ddd, 1H, J = 8.3, 7.4, 1.5 Hz, H-8), 7.33-7.24
(m, 2H, H-3',5"), 7.28 (dd, 1H, J= 8.3, 1.1 Hz, H-9), 7.23 (ddd, 1H, J= 7.7, 7.4, 1.1 Hz, H-7),
6.90 (s, 1H, H-10a).

5-Hydroxy-3-(4-metoxyfenyl)-pyrano|2,3-b]chromen-2(10aH)-6ne (5¢)

Metodou B sme ziskali 2 % zluceniny Se ako ZIta kryStalickt latku: mp 260-262 °C. TLC
(Si0,, EA/hexan 1:1): Ry = 0.34. Elem. Anal. vypoc. C;9H 405 (322.3): C, 70.80; H, 4.38.
Ziskané: 70.63; H, 4.52 %. IC w(KBr): 3440, 1728, 1720, 1651, 1615, 1559, 1480, 1375,
1358, 1292, 1277, 1206, 1188, 1025, 955, 919, 780 cm™. "H-NMR (300 MHz, DMSO-d5): 0
OH nevidno, 7.77-7.70 (m, 1H, H-6), 7.60-7.45 (m, 3H, H-8,2',6' ), 7.50 (s, 1H, H-4), 7.32-
7.30 (m, 1H, H-9), 7.23 (ddm, 1H, J = 7.6, 4.4 Hz, H-7), 7.03-7.01 (m, 2H, H-3',5"), 6.90 (s,
1H, H-10a), 3.81 (s, 3H, CH30). >*C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): § 159.6, 159.5, 151.3,
149.8, 137.0, 132.5, 129.2, 126.3, 124.8, 123.1, 122.3, 117.6, 114.6, 113.8, 107.2, 93.1, 55.2.

5-Metoxy-3-(4-fludrfenylpyrano/2,3-b/chromen-2(10aH)-6n (8b)

Zluceninu 8b, ktord vznika z latky Sb, sme izolovali pomocou FLC s pouzitim elu¢nej zmesi
EA/hexén (1:2). Ziskali sme 5% zltej krystalickej latky: mp 160-164 °C. TLC (SiO,,
EA/hexan 1:2): Ry= 0.66. Elem. Anal. vypo¢. C,0H;sFO4 (338.3): C, 71.00; H, 4.47. Ziskané:
C, 71.18; H, 4.33%. IC v (KBr): 1717, 1644, 1605, 1555, 1509, 1462, 1370, 1262, 1231,
1157, 1069, 1022, 968, 907, 841, 760 cm™. "H-NMR (300 MHz, DMSO-dj): d 7.92 (s, 1H, H-
4), 7.55 — 7.84 (m, 2H, H-2',6"), 7.75 (dd, 1H, J = 7.7, 1.5 Hz, H-6), 7.51 (ddd, 1H, J = 8.3,
7.5, 1.5 Hz, H-8), 7.35 = 7.27 (m, 2H, H-3',5"), 7.22 (ddd, 1H, J="7.7, 7.5, 0.9 Hz, H-7), 7.19
(dd, 1H, J = 8.3, 0.9 Hz, H-9), 6.29 (s, 1H, H-10a), 3.89 (dq, 1H, J=9.8, 7.0 Hz, CH>), 3.78
(dq, 1H,J=9.8, 6.9 Hz, CH,), 1.13 (t, 3H, J= 7.0 Hz, CH3).
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3-Aryl-5-hydroxy-2H,5H-pyrdano/3,2-c]chromen-2-ony (7a — 7f)

(0] OAc

A: pTsOH
dioxan /H,O
50 °C, 2h

B: H,O, THF
rt, noc
(0]

3 af Ry 7 a-f

0 N
(26 - 98 %) i

Schéma 11: Hydrolyza acetatov 3 na prislusné alkoholy 7.

Metoda A: Zmes acetatu 3a (0.41 mmol, 1.00 mol ekv) a kyseliny p-toluénsulfénovej (15.0
mg, 0.09 mmol, 0.22 mol ekv) v 50 ml zmesi dioxan—voda (3:1) sme zahrievali 2 h pri teplote

50 °C. Po ochladeni sme produkt 7a odfiltrovali, premyli Et,O a krystalizovali z dioxanu.

Metoda B: Zmes acetatu 3 (3b - 3f) (0.41 mmol, 1.00 mol ekv) a vody (0.5 ml, 27.8 mmol,
67.80 mol ekv) v 0.5 ml THF sme nechali miesat’ 15 h pri rt. Potom sme pridali EA (20 ml)
a zmes sme extrahovali H;O (3 x 20 ml). Spojené organické vrstvy sme vysusili statim nad
Na,S0q, susidlo sme odfiltrovali, EA odparili pomocou RVO a surovy produkt krystalizovali

z dioxanu.

5-Hydroxy-3-fenyl-2H,5H -pyrano[3,2-c]chromen-2-6n (7a)

Metodou A sme ziskali 74 % produktu 7a ako zlth kryStalickt latku: mp 150-151 °C
(dioxan). TLC (SiO,, EA/hexan 1:1): Ry = 0.62. Elem. Anal. vypoc. C;sH;204 (292.3):
C, 73.97; H, 4.14. Ziskané: C, 74.19; H, 4.13 %. IC w(KBr): 3381, 3030, 1760, 1705, 1639,
1610, 1546, 1464, 1371, 1352, 1220, 1191, 1175, 1042, 1018, 973, 933, 899, 758, 696 cm’".
'H-NMR (300 MHz, CDCl3): ¢ 7.87 (1H, dd, J = 7.8, 1.7 Hz, H-10), 7.71-7.66 (2H, m, H-
2'.6"), 7.49 (1H, s, H-4), 7.44 -7.39 (4H, m, H-9, 3', 4', 5"), 7.13 (1H, ddd, /= 8.1, 7.1, 1.0 Hz,
H-8), 7.07 (1H, d, J = 8.1,H-7), 6.43 (1H, d, J = 6.6 Hz, H-5), 3.51 (1H, d, J = 6.4 Hz, OH).
PC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 168.3, 159.7, 152.6, 139.7, 134.8, 134.4, 132.3, 128.2,
127.9, 125.2,124.8, 124.5, 122.0, 121.9, 117.5, 114.4, 109.6, 91.1.

3-(4-Fluérfenyl)-5-hydroxy-2H,SH -pyrano|3,2- c|chromen-2-6n (7b)

Metodou B sme ziskali 78 % produktu 7b ako ZIta krystalicka latku: mp 290 °C dec. TLC
(SiO,, EA/hexan 1:1): Ry = 0.52. Elem. Anal. vypoc¢. CigH; 1 FO4 (310.3): C, 69.68; H, 3.57.
Ziskané: C, 69.41; H, 3.36 %. IC v(nujol): 3388, 1702, 1636, 1548, 1301, 1266, 1156, 1038,
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983, 840, 761 cm™. "H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 7.88 (s, 1H, H-4), 7.83-7.77 (m, 2H,
H-2',6"), 7.74 (d, 1H, J = 6.6 Hz, H-7), 7.73 (dd, 1H, J = 7.8, 1.7 Hz, H-10), 7.47 (ddd, 1H, J
= 8.3, 7.3, 1.7 Hz, H-8), 7.36-7.23 (m, 2H, H-3',5"), 7.17 (ddd, 1H, J= 7.8, 7.3, 1.1 Hz, H-9),
7.12 (dd, 1H, J = 8.3, 1.1 Hz, H-7), 6.43 (d, 1H, J = 6.6 Hz, H-5). C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds): ¢ 162.1, 159.8, 152.7, 150.1, 139.7, 132.4, 130.9, 130.2, 123.7, 122.2, 122.1,
117.6,115.2, 114.4,109.7, 91 2.

5-Hydroxy-3-(4-metoxyfenyl)- 2H,5H -pyrano|3,2- c|Jchromen-2-6n (7¢)

Metodou B sme ziskali 98 % produktu 7¢ ako zlth kryStalicku latku: mp 235-238 °C. TLC
(Si0,, EA/hexan 1:1): Ry = 0.34. Elem. Anal. vypo¢. C9H ;405 (322.3): C, 70.80; H, 4.38.
Ziskané: C, 70.59; H, 4.09 %. IC v(nujol): 3346, 1725, 1645, 1602, 1552, 1513, 1288, 1245,
1184, 1113, 1044, 1021, 979, 902, 879, 842, 767, 735, 687 cm™. "H-NMR (300 MHz,
DMSO-dp): ¢ 7.80 (s, 1H, H-4), 7.76-7.69 (m, 2H, H-2',6"), 7.72 (d, 1H, J = 6.6 Hz, H-7),
7.72 (dd, 1H, J=17.8, 1.1 Hz, H-10), 7.46 (ddd, 1H, J = 8.3, 7.4, 1.7 Hz, H-8), 7.17 (ddd, 1H,
J=1738,7.4,1.1 Hz, H-9), 7.12 (dd, 1H, J= 8.3, 1.1 Hz, H-7), 7.05-6.99 (m, 2H, H-3',5"), 6.42
(d, 1H, J = 6.6 Hz, H-5), 3.81 (s, 3H, CH;0). >C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 159.8, 159.4,
152.4, 149.2, 138.1, 132.1, 129.2, 129.2, 126.6, 124.2, 121.9, 121.9, 117.4, 114.5, 113.7,
113.7,109.7,91.2, 55.1.

5-Hydroxy-3-(3,4,5-trimetoxyfenyl)- 2H,5H -pyrano[3,2-c]chromen-2-6ne (7d)

Metodou B sme ziskali 80 % produktu 7d ako zltu krystalicka latku: mp 219-221 °C. TLC
(Si0,, EA/hexan 1:1): Rf = 0.21. Elem. Anal. vypo¢. C;1H;307 (382.4): C, 65.96; H, 4.74.
Ziskané: C, 65.67; H, 4.44 %. IC v(nujol): 3432, 1725, 1645, 1587, 1561, 1332, 1294, 1233,
1121, 1041, 999, 877, 821, 764 cm™. "H-NMR (300 MHz, DMSO-d): 0 7.93 (s, 1H, H-4),
7.75 (d, 1H, J = 6.6 Hz, H-7), 7.72 (dd, 1H, J = 7.9, 1.6 Hz, H-10), 7.48 (ddd, 1H, J = 8.3,
7.4, 1.0 Hz, H-8), 7.18 (ddd, 1H, J=7.9, 7.4, 1.0 Hz, H-9), 7.13 (dd, 1H, J = 8.3, 1.0 Hz, H-
7), 7.08 (s, 2H, H-2',6"), 6.42 (d, 1H, J = 6.6 Hz, H-5), 3.83 (s, 6H, CH;0), 3.71 (s, 3H,
CH;0). PC-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 159.7, 152.6, 152.5, 149.8, 139.5, 137.9, 137.9,
132.4,129.9,124.4,122.1, 117.6, 114.5, 109.7, 105.7, 91.3, 60.1, 56.0, 56.0.

5-Hydroxy-3-(4-nitrofenyl)-2H,5H -pyrano|3,2-c]chromen-2-6n (7¢)

Metodou B sme ziskali 70 % produktu 7e ako zltd krystalicku latku: mp 192-195 °C. TLC
(Si0,, EA/hexan 1:1): Ry = 0.24. Elem. Anal. vypo¢. CisH;1NOg (337.3): C, 64.10; H, 3.29;
N, 4.15. Ziskané: C, 63.63; H, 3.57; N, 4.28 %. IC v(nujol): 3538, 1737, 1698, 1636, 1546,
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1518, 1346, 1325, 1221, 1156, 1039, 974, 855, 776 cm’. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): &
8.34-8.28 (m, 2H, H-3',5"), 8.12 (s, 1H, H-4), 8.08 -8.02 (m, 2H, H-2,6'), 7.82 (d, IH, J= 6.6
Hz, OH), 7.76 (dd, 1H, J = 7.9, 1.5 Hz, H-10), 7.51 (ddd, 1H, J = 8.3, 7.4, 1.5 Hz, H-8), 7.19
(ddd, 1H, J= 7.9, 0.9 Hz, H-9), 7.14 (dd, 1H, J = 8.3, 7.4, 0.9 Hz, H-7), 6.46 (d, 1H, J= 6.6
Hz, H-5). >*C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 159.3, 153.0, 151.5, 146.9, 142.0, 141.1, 133.0,
130.2, 129.2, 123.5, 122.5, 122.2, 117.7, 114.3, 109.7, 91.2.

5-Hydroxy-3-[(4-metylsulfonyl)fenyl]-2H,SH-pyrano|3,2-c]chromen-2-6n (7f)

Metodou B sme ziskali 26 % 7f ako ZItu kryStalicka latku: mp 181-183 °C. TLC (SiO,,
EA/hexan 1:1): Ry = 0.31. Elem. Anal. vypoc. C;9H406S (370.1): C, 61.61; H, 3.81; S, 8.66.
Ziskané: C, 61.49; H, 3.51; S, 8.29 %. IC v(nujol): 3424, 1729, 1644, 1604, 1593, 1553, 1486,
1409, 1296, 1270, 1203, 1142, 1090, 1041, 988, 958,, 845, 766 cm™. 'H-NMR (300 MHz,
DMSO-dp): 6 8.05 (s, 1H, H-4), 8.02-7.96 (m, 4H, H-2',3',5',6"), 7.80 (d, 1H, J= 7.0 Hz, H-7),
7.76 (dd, 1H, J= 7.7, 1.6 Hz, H-10), 7.50 (ddd, 1H, J = 8.3, 7.4, 1.6 Hz, H-8), 7.19 (ddd, 1H,
J=17.7,7.3, 1.0 Hz, H-9), 7.14 (d, 1H, J = 7.0 Hz, H-5), 3.26 (s, 3H, SO,CH3). “C-NMR (75
MHz, DMSO-dy): 6 159.5, 152.9, 151.2, 141.5, 140.1, 139.4, 132.9, 128.9, 126.9, 122.8,
122.4,122.2,117.7,114.3, 109.7, 91.2, 43.5.

5.1.2 Vysledky biologickych testov NCI USA

Pripravené zliceniny sme poslali na testovanie antineoplastickej aktivity do NCI
USA.” Vybrané zluceniny boli najskér odoslané na in vitro One-dose pre-skrining na 60
typoch Tudskych tumorovych bunkovych linidch (60CC) pri jednej koncentracii 10° M podas
48 h. Dve zluceniny 3a a 6a boli testované eSte starSim pre-skriningom na troch tumorovych
liniach pri koncentracii 5.10™ M pocas 48 h.

TabulPka 2: Vysledky One-dose pre-skrining testu na 60 CC pri koncentracii 10° M. Vysledok testov je
v priemerné % rastu tumorovych buniek vsetkych 60 bunkovych tumorovych liniach voci kontrole (100 %).

Priemerny | Najlepsie | Najhorsie | DalSie
Zlienina | R Y Z rast Hodnoty | hodnoty | testovanie
(%) (%) (%)
3a H OAc | H Y N
3b 4-F OAc | H 78.60 -35.40 112.40 60CC
3c 4-OMe OAc |H 92.46 -25.88 117.55 N
3d 3,4,5-(OMe); | OAc |H 73.73 53.68 114.98 N
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3e 4-NO, OAc | H 88.96 20.28 134.68 N
3g H OAc | Me 1092 | -42.23 7446 |  60CC
3h 4-F OAc | Me 59.03 -7.18 119.78 | 60CC
7a H OH |H o 60CC
7b 4-F OH |H 75.59 3.53 112.87 N
e 4-OMe OH |H 106.91 81.55 160.79 N
Te 4-NO, OH |H 86.11 -13.61 142.44 N
7t 4-SO,Me OH |H 91.23 -3.93 114.24 N

%/ a ®/ starsi typ pre-skriningu na 3CC pri konc. 10* M. Latky postupujii do d’alicho testovania, ak je aspoit

jedna hodnota rastu pod 32 %: */ NCI H460 - NSCLC (rast 33 %), MCF7 — tumor prsnika (96 %), SF-268 —

nador CNS (107 %); °/ NCI H460 (2 %), MCF7 (17 %), SF-268 (25 %).

Priemerny rast: priemerné % rastu na vietkych typoch 60CC s danou zlageninou pri konc. 10 M oproti 100 %
samotnych 60CC (kontrola).

Najlepsie a najhorsie hodnoty: hrani¢né hodnoty % rastu ziskané na danych typoch 60CC pri One-dose konc.
10° M prislusne;j latky

N: No Further Screening — nepostupuje do dalSieho testovania pri viacerych koncentraciach na paneli 60
T'udskych tumorovych bunkovych liniach od 10 M do 10° M

Negativne hodnoty (zdporné Cisla) v tabulke vyjadruji cytotoxicky efekt testovanej latky.

Zlhiceniny 3-(4-fludrfenyl)-5-(2-hydroxybenzoyl)-2H-pyran-2-6n  (4b), 3-(4-fluor-
fenyl)pyrano[2,3-b]chromen-2-6ny Sb a 6b boli neaktivne; 4b (rast buniek oproti kontrole
117 %), 5b (105 %) a 6b (98 %).

Anti-tumorova aktivita bola zaznamenand pri 12 zlicenindch obsahujucich 3-
fenylpyranochromen-2-6novy skelet (PYCHRONES: pyrano-chromenény) (3a-3e, 3g, 3h,
7a-T7c, 7e a 7f). (Obr. 10)

PYCHRONES

Y: OH alebo OAc

R1: H, 4-F, 4-OMe, 3,4,5-(OMe)s,
4-N02, 4-802Me

Z: H alebo Me

Obr. 10: Struktiira 12 testovanych 3-fenylpyrano[3,2-c]chromen-2(5H)-6nov.
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Na zéklade vysledkov pred-testovania na 60CC vyplyva, Ze aktivita 3-
fenylpyrano[3,2-c]chromen-2(5H)-6nov klesa, ak je substituent R' v para polohe na Ar-C(3)
iny ako vodik. NajlepSiu aktivitu mali zluceniny 3g, 3h, 3b a 7a. Nahradenim 4-H za 4-F
viedlo k znizeniu priemernej inhibi¢nej aktivity napr. Glso: 11 % 3g v porovnani s 59 % pre
fluérovany 3h. Antitumorova aktivita pri tomto type nosnych zlucenin klesa so zvacsujicim
sa objemom R' substituentov v para polohe bez ohladu na ich elektronické vlastnosti.
(Tabulka 2)

Aktivne zluCeniny 3g, 3h, 3b a 7a z One-dose pre-skriningu postipili do testu s 5

réznymi koncentraciami opit’ na paneli 60CC. (Tabulka 3)

Tabulka 3: Vysledky 5-Dose testu na 60CC. Hlavnym vystupom tohto testovania je priemerna Gls, hodnota na
vsetkych 60 tumorovych linidch uvedena v uM koncentracii.

Glsp [uM]
Struktiira | priemerné, najlepsie a najhorsie | TGI = Gljg9 [nM] af
hodnoty
3b 22.4 2.88 66.1 9.12
3g 0.447 0.031 95.5 0.132
3h 5.37 1.20 28.8 4.17
7a 7.41 1.62 30.9 6.46

“ uvedené st len najlepsie hodnoty

Zligenina 3g bola najaktivnejdia. Struktira obsahuje nesubstituovani fenylovii
skupinu v polohe C(3) a dve pre pozorovanu aktivitu vyznamné metylové skupiny v C(8) a
C(9) . (Tabulka 2) Tato latka ma sub-mikromolarnu priemernu Glsy aktivitu na vSetkych
typoch 60CC ana niektoré konkrétne tumorové bunkové linie (napr. Leukemia, NSCLC,

Melanome) vykazuje nanomolarnu aktivitu Glso: 31 nM. (Tabulka 3)

5.1.3 Compare porovnavacia analyza

Mechanizmus antitumorového ucinku zliceniny 3g nie je dosial’ znamy. Zistili sme,
ze jeho inhibicné vlastnosti pravdepodobne vyplyvaju z inhibi¢nej interakcie na tubuliny.
Predpokladany mechanizmus sme zistili Statistickym porovnanim profilu Glsop hodnot
zluCeniny 3g na vsetkych danych tumorovych bunkovych linidch (nieCo ako daktyloskopicka
stopa) s profilom Standardnych anti-tumorovych zlucenin ktorych mechanizmus

antitumorového ucinku je experimentalne dokazany (Compare analysis software). Compare
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analysis software je dostupny on-line.'® Analyza je zaloZend na porovnani nasich
experimentalych hodndt Glsy zo vSetkych bunkovych linii z CC60 testu s hodnotami GlIs
Standardych ¢inidiel z databdzy (STANDARD AGENTS) v NCI. Nasli sme korelaciu medzi
nasou najlepSou zluiceninou a latkami s typickymi antitubulinovymi interakciami napr.
rhizoxin s korelatnym koeficientom (0.597), maytansine (0.438), paclitaxel (0.400), S-
trityl-L-cysteine (0.374), vinblastine sulfate (0.358). Zoznam lieciv aich kandidatov so

znamym antitubulinovym mechanizmom st verejne dostupne v NCI.
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5.2 Antiangiogenika

5.2.1 Zavedenie antiangiogénneho testovania - CAM ASSAY

Pocas testovania antineoplastickych zli¢enin v NCI USA sme na naSej katedre
zavadzali aj testovanie antiangiogénnych typov zlu¢enin na CAM membrane embryi prepelice
japoske;j.

Oplodnené prepeliCie vajcia sme ulozili na alkoholom denzifikované podnosy, ich
Skrupiny sme ocistili nastrickanim 70 % EtOH, vajcia ulozili do termostatu BIOS Midi
(Praha), nechali ich inkubovat pri teplote 37.8 °C a vlhkosti 60-70 %. Po 52-54 h (2.25 dnové
embrya, E2.25) inkubacie sme Skrupinu opét dezinfikovali 70 % EtOH. Povrch vajca sme
otvorili pomocou chirurgickych noznic tak, Ze sme najprv porusili Skrupinu vpichom ostrej
Spicky noznic na boku vajca a nasledne sme strihanim urobili otvor ca do polovice priemeru
vajca. Pri otvarani Skrupiny sme vzdy zachovali polohu vajca tak, ako bolo ulozené
v termostate BIOS pri jeho prvotnej inkubacii. Tuto polohu sme oznacili nalepenim malej
nalepky na vrchnu stranu vajca. Po vyklopeni obsahu vajec do 6 jamkovej plastovej platne
(priemer jamky 35 mm) s vrchndkom (Sarstedt, Nemecko a Orange Scientific, Belgicko) sme
pokraCovali v inkubécii embryi za tych istych podmienok (teplota a vlhkost’), ako tomu bolo
pri vajciach, ale tentoraz v inom biotermostate dezinfikovanom predtym UV Ziarenim. Pokial
sme vyklapali pred uplynutim 52 h, zarodok nebol dostato¢ne vyvinuty a obycajne doslo
k thynu pocas jeho inkubacie. Ked sme vyklapali neskor, zltkovy vak bol krehky a
dochadzalo k jeho poskodeniu a premiesaniu s bielkom, ¢o tiez viedlo k uhynu embryi.
Vyklopené vajcia teda nesmeli byt poskodené ani znecistené (napadané Casti Skrupiny), lebo
potom pocas inkubacie dochddzalo k nezelanym infekcidm. Takyto materidl sme radsej
aspirovali pomocou vakua.

Po naslednych 79 h (celkovo ES5.5) inkubacie sme na zvyS$né embryd s priemerom
CAMu 1.0 - 1.5 cm aplikovali vzorku latky v MEC nosici (peleta z 1 % metylceluldzy), ktort
sme vyrobili z 10 pl roztoku po jeho vysuSeni na teflonovej platni v sterilnom boxe. Embrya
sme fotografovali po 24 (E6.5) a48 h (E7.5) od aplikacie vzorky. Po 48 h sme pod CAM
injektovali intralipézu (20 % sojova emulzia) kvoli lepSej vizualizacii avaskularnej zony.
Kazdu ¢innost’ (vyklapanie, aplikacia aj fotenie) sme uskutocnovali v sterilnych podmienkéch
v laminarnom boxe (Fatran) s pridenim vzduchu vyhriatom na ca 36 °C.

Vyhodnotenie inhibicie angiogenézy sme robili priradenim ciselnych hodnot: 3 bol

najlepsie pozorovany inhibicny efekt, ¢ize jasne vybielené miesto v SirSom okoli pelety; 2
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jasne vybielené v okoli pelety, 1 miesto bez ciev len pod peletou a pri 0 nebol pozorovany
ziadny efekt. Ziskali sme aj pristup k presnejSej metodike vyhodnotenia ploch avaskularnych
z6n pomocou digitalnej fotografie a programu ImageJ.” V pogitadi sme z nasnimanych
fotografii vypocitali plochu avaskularnej zény (vybielené miesto) v mm? ktord v pomere
k celkovej viditelnej CAM ploche v mm” x 100 poskytuje udaj PAZ (Percento Avaskularne;
Zbny). (Obr.11)
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Obr. 11: Vyhodnotenie avaskularnych zén pomocou pocitac¢ového programu Image.J.

Zavedenie CAM metodiky sme uskutoc¢nili na klinickych liecivach Sutente a Nexavare.
Zistovali sme rozdiel medzi liekovou formou (sol’ aktivnej bazy lieCiva sunitinib L-malat,
resp. sorafenib tozylat), ako aj ich izolovanou aktivnou béazou (sunitinib, sorafenib).
Izolovanou bazou sme sa zaoberali preto, lebo tato je z hladiska Struktiry viac podobna

organickym zlu¢enindm pripravovanym v laboratoriach.

Z uskuto¢nenych pokusov uvadzame len vzorové experimenty:

a) Sutent — liekova forma

V termostate sme nechali inkubovat’ 113 vajec (100 %) pri teplote 37.5 °C a vlhkosti
60-70 %. Po 54 h (E2.25) sme v sterilnom boxe vyklopili 65 vajec (58 %) do 6-jamkovych
plastovych platov. Tieto sme potom umiestnili do in€ého termostatu a nechali inkubovat’ pri
konStantnych podmienkach (teplota 37.8 °C a vlhkost’ 60 - 70 %). Po d’alSich 79 h inkubacie
(E5.5), ked mal v priemere CAM 1.0 - 1.5 cm, sme na povrch CAM memebrany aplikovali
vzorku latky obsiahnutii v 1 % MEC pelete na povrch 58 vhodnych embryi (51 %) (tie ktoré

% Program ImageJ, National Institutes of Health, USA: http://rsb.info.nih.gov/ij/ (4.7.2010)
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prezili, resp. mali vyvinuty CAM). Kontrélne pelety z MEC nosi¢a sme pripravili z 10 pl
kvapiek roztoku 1 % metylcelulozy v PBS po ich vysuSeni v sterilnom boxe. Pelety
obsahujuce experimentalnu latku sme pripravili tak, Ze sme adekvatne mnozstvo Sutentu
rozpustili v 1 % MEC roztoku v PBS (GIBCO). Postup na pripravu peliet s aktivnou latkou
a kontrélnych peliet bol v d’alSom rovnaky. Pripraventi peletu s aktivnou latkou, ako aj
kontrolnu peletu sme umiestnili uprostred vyvijajuceho sa CAMu a embryo sme nechali d’alej
inkubovat’ za rovnakych podmienok. Embrya sme fotografovali po 48 h inkubacie. Pre I'ahSie
vyhodnotenie avaskuldrnych zoén sme pred fotenim pod CAM aplikovali intralipézu (mlieku
podobnu suspenziu, ktora vizualne odfiltrovala vsetko rusivé pod CAM membranou).

Na experiment sme pouzili komeréne dostupny Sutent (sunitinib L-malat ziskany od
firmy Pfizer) v koncentraciach 1.5 (S1.5), 1.1 (S1.1) a 0.4 (S0.4) pg latky v peletdch z 1 %
MEC-u. Navazili sme 0.5 mg rozdrvenej tabletky komeréného Sutentu obsahujuceho 109 709
ng aktivnej zlozky sunitinibu (resp. 146 628 ng sunitinib L-malatu) a rozpustili sme ho v 734
pl 1 % MECu v PBS (GIBCO), pricom sme ziskali roztok 150 ng sunitinibu / pl. Z toho
roztoku sme na teflonovej platni urobili 13 ks 10 ul kvapiek, ktoré sme susili 1 h pri 36 °C
v sterilnom boxe s laminarnym pradenim. Ziskali sme pelety obsahujice 1.5 pg sunitinibu /
peletu (S1.5). Pelety sme aplikovali na 10 embryi. Zo zvys$ného roztoku S1.5 sme odobrali 200
ul (30 000 ng / 200 pl), zriedili ho so 67 ul 1 % MECu (30 000 ng / 267 pl = 112 ng / ul)
a z tohto roztoku urobili 13 ks 10 ul peliet s obsahom 1.1 pg sunitinibu / peletu (S1.1).
Vysusené pelety sme aplikovali na 10 embryi. Z roztoku (S1.5) sme nakoniec odobrali 100 pl
(15000 ng / 100 pl), zriedili ich 300 pl 1 % MECu (15 000 ng / 400 ul = 38 ng / pl) a urobili
sme 13 ks 10 pl peliet obsahujticich 0.4 pg sunitinibu / peletu (S0.4). Tieto pelety sme
aplikovali na 9 embryi. Na pripravu kontrélnych peliet sme pouZili priamo roztok 1 % MECu
v PBS a z neho urobili 35 peliet kazdt z 10 pl tohto roztoku spésobom uvedenym vyssie.

Po 48 h inkubacie embryi so sunitinibom nedochadzalo k vyraznému thynu embryi,
Cize latka pri danej koncentrécii nie je pre embryo toxicka. Inhibi¢na aktivita (PAZ) Sutentu

so znizujucou sa koncentraciou klesa. (Tabul'ka 4)
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Tabul’ka 4: Vyhodnotenie experimentu so Sutentom.

S1.5 S1.1 S0.4

(sunitinib 1.5 pg / peletu) (sunitinib 1.1 ug / peletu) (sunitinib 0.4 pg / peletu)

Pocet embryi na exp.: 10 10 9
Uhynyg, [%]: 0 10 11
PAZ [%]: 3.5 1.9 1.4

Tento experiment ukazal, ze Sutent obsiahnuty v 1 % MEC pelete inhibuje novotvorbu
ciev a velkost PAZ zavisi od jeho koncentracie. Obsah 1.5 ug sunitinibu z tabletky Sutentu
v 1 % MEC pelete bol najlepSie pozorovatel'ny, pricom thyn embryi bol nizky. DMSO nebolo
treba pouzit' vzhl'adom na dostatonua rozpustnost’ Sutentu pri pripave peliet v 1% MEC PBS
roztoku. Pokial sme pouzili viac ako 2.5 pg sunitinibu z tabletky Sutentu dochédzalo

k zvySenému tthynu embryi.

b) sunitinib — vol’na baza lieku Sutent

Od vyrobcu dodaného Sutentu (sunitinib L-malat, Pfizer) sme izolovali jeho bazu
sunitinib po rozpusteni liecku v EA ajeho extrakcii sroztokom Na,COj;. Nasledne sme
organicku fazu extrahovali s vodou, oddelili, vysusili statim nad MgSO, a prchavé podiely
odstranili pomocou RVO za vakua. ZvysSok sme dosusili pomocou HV. Ziskanu bazu sme

identifikovali pomocou "H-NMR(CDCl;s) a pouzili do CAM experimentov.

V termostate sme nechali inkubovat’ 162 oplodnenych vajec (100 %) pri teplote 37.8 °C

a vlhkosti 60-70 %. Po 54 h (E2.25, 2.25 dinové embrya) sa nam podarilo v sterilnom boxe
s laminarnym pradenim vyklopit’ do 6-jamkovych plastovych platov 114 vajec (70 %). Tieto
sme umiestnili do d’alSieho sterilného termostatu a nechali ich inkubovat pri tych istych
podmienkach. Po nasledovnych 79 h inkubacie (ES5.5), ked’ mal CAM v priemere 1.0 -1.5 cm,
sme aplikovali sunitinib v 1 % MEC pelete na celkovo 81 vhodnych embryi (50 %). Pelety so
vzorkou sme umiestnili uprostred vyvijajuceho sa CAMu a nechali ich d’alej inkubovat’ za
tych istych podmienok. Nasledne sme embrya fotografovali po 48 h inkubdcie. Pri
vyhodnoteni avaskularnych zén sme po 48 h pod kazdy CAM aplikovali ca 1.5 ml intralipozy.
Na experiment sme pripravili pelety z 1 % MEC s koncentraciou 2.0 pg latky / peletu.

Nakol'ko samotna baza Sutentu je menej rozpustnd v 1 % MECu ako jej pdvodna sol’, pri
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zarabani roztokov sme kvoli rozpustnosti pouzili DMSO. Nakolko sme chceli vediet’ vplyv
DMSO, pouzili sme aj jeho rdzny obsah v peletach.

Do plastovej nadobky sme navazili 0.3 mg bazy sunitinibu, k nej sme pridali 15 pl
DMSO a za mieSania sme postupne pridavali 1 485 ul 1 % MECu (¢ = 200 ng / pl). Z tohto
roztoku sme urobili 20 ks 10 pl peliet kazda s obsahom 2.0 pg sunitinibu / peletu s 1.0%
DMSO (B1). Podobne sme postupovali aj pri priprave ostatnych peliet. Menili sme len objemy
DMSO a 1% MECu v PBS, pricom koncentracia latky zostala zachovana (2.0 pg / peletu).

B.5 (0.5 % DMSO): 0.3 mg bazy, 7.5 mcL DMSO, 1493 ul 1% MEC
B.4 (0.4 % DMSO): 0.3 mg bazy, 6.0 mcL DMSO, 1494 ul 1% MEC
B.3 (0.3 % DMSO): 0.3 mg bazy, 4.5 mcL. DMSO, 1496 ul 1% MEC
B.2 (0.2 % DMSO): 0.3 mg bazy, 3.0 mcL DMSO, 1497 ul 1% MEC
B.1 (0.1 % DMSO): 0.3 mg bazy, 1.5 mcL DMSO, 1499 nul 1% MEC
B.0 (bez DMSO): 0.3 mg bazy, 0.0 mcL DMSO, 1500 pl 1% MEC

Tabul’ka 5: Vyhodnotenie experimentu so sunitinibom — izolovanou bazou Sutentu

Konstantna koncentracia 2 pg bazy sunitinibu / peletu

Pocet embryi na exp.: 15 14 15 14 15 14 12

B1 B.S B4 B.3 B.2 B.1 B.0

Obsah DMSO [%]: 1.0 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0
Uhynug, [%]: 93 36 33 50 20 21 33
PAZ [%]: toxic 2.8 2.7 3.0 3.1 3.9 3.1

V pripade cistého sunitinibu (bdza lieku Sutent) sme pozorovali dobry antiangiogénny
efekt v pelete z 1 % MECu s obsahom < 0.5 % DMSO. Pokial’ bol obsah DMSO 1 % prejavila
sa zvySenda rychlost’ uvolfiovania bazy, ¢o spdsobilo po 48 h vysoky thyn embryi (93%).
NajlepSiu inhibi¢nu aktivitu sme pozorovali vtedy, ked’ bol obsah DMSO 0.1 %. V tomto
pripade sa potvrdilo, ze na pozorovanie maximalneho antiangiogénneho efektu (plocha

avaskuldrnej zony) je potrebny aj optimalny obsah DMSO. (Tabul’ka 5)
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) Nexavar — liekova forma

V termostate sme nechali inkubovat’ cerstvo oplodnené vajcia pri teplote 37.8 °C
a vlhkosti 60 — 70 %. Po 54 h (E2.25, 2.25 dnové embrya) sme v sterilnom boxe vajcia
vyklopili do 6-jamkovych plastovych platov s vrchnakom. Platy sme umiestnili do d’al§ieho
sterilného predhriateho termostatu a nechali ich inkubovat’ pri tych istych podmienkach. Po
dalSich 79 h inkubécie (E5.5) sme na embrya aplikovali peletu z 1 % MEC obsahujucu
Nexavar, ako aj kontrolne pelety aembrya nechali dalej inkubovat. Embrya sme
fotografovali po 48 h inkubécie po nastreknuti intralipézy pod CAM memebranu. Vysledok
sme vyhodnotili pocitacom tak, ze sme zistili plochu priemernej avaskularnej zény v kazdom
experimente a tieto navzajom porovnali.

Navazili sme 2.0 mg materidlu z rozdrvenej tablety Nexavaru (od firmy Bayer),
pricom 1.66 mg tablety obsahuje 1.00 mg aktivneho sorafenibu, resp. 1.37 mg soli sorafenib
tozylatu. K 2.0 mg navazeného materialu z tablety (obsahuje 1 204 820 ng sorafenibu) sme
pridali 3.0 ml 1% MEC (¢ = 402 ng sorafenibu z tabelty Nexavaru, resp 487 ng sorafenib
tozylatu / ul) a dobre zhomogenizovali, nakol’ko sorafenib nie je iplne rozpustny v samotnom
1 % MECu. Z tejto zmesi sme urobili 20 ks 10 pl peliet (4.0 pg / peletu = MN4). VysuSené
pelety sme aplikovali na 13 embryi. Zo zvys$ného roztoku MN4 sme odobrali 1.0 ml, zriedili
ho s 333 ul 1 % MECu a z tohto roztoku (301.6 ng / ul) urobili 20 ks 10 pl peliet (3.0 ug /
peletu = MN3). Aplikovali sme ich na 12 embryi. Z roztoku MN4 sme nakoniec odobrali 600
ul, zriedili so 600 pl 1 % MECu (c = 201 ng / pl) a urobili sme 20 ks 10 mcL peliet (2.0 pg /
peletu = MN2). Tieto sme aplikovali na 18 embryi.

Po 48 h inkubacii embryi so sorafenib tozylatom nedochadzalo k vyraznému thynu
embryi. Hodnoty PAZ st podobné, Cize sorafenib tozylat ma v rozmedzi 2-4 pg vel'mi dobre

pozorovatel'ny efekt. (Tabul'ka 6)

Tabul’ka 6: Vyhodnotenie experimentu s Nexavarom.

MN4

( sorafenib 4.0 ng / peletu)

MN3

( sorafenib 3.0 ng / peletu)

MN2

( sorafenib 2.0 pug / peletu)

Pocet embryi na exp.: 13 12 18
Uhynyg, [%]: 13 20 5
PAZ [%]: 2.6 3.0 2.7
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Hoci sorafenib tozylat nie je Gplne rozpustny v 1% MEC v PBS, zistili sme, Ze nie je
potrebné DMSO, lebo efekt je vyrazny pri koncentacidch 2-4 pg sorabenibu aj bez neho.
Najvyraznejsi antiangiogénny efekt sme pozorovali pri 3 pg sorafenib tozylatu (PAZ 3.0).

(Tabulka 6)

d) Sorafenib — izolovana baza z tabletky Nexavaru

V termostate sme nechali inkubovat’ 142 vajec (100 %) pri teplote 37.8 °C a vlhkosti 60
- 70 %. Po 54 h (E2.25, 2.25 dnové embrya) sme v sterilnom boxe s laminarnym pradenim
vyklopili 114 vajec (80 %) do 6-jamkovych plastovych platov s vrchndkom. Platy sme opat’
umiestnili do termostatu a nechali inkubovat’ pri tych istych podmienkach. Po d’alSich 79 h
inkubacie (ES.5), ked mal CAM v priemere 1.0 - 1.5 cm, sme na jeho povrch aplikovali
vzorku latky v 1 % MEC pelete na celkovo 87 embryi (61 %). Pelety so vzorkami sme
umiestnili uprostred vyvijajuceho sa CAMu a nechali embrya d’alej inkubovat’. Po 48 h od
inkubéacie sme aplikovali pod CAM intralipézu a potom sme kazdé embryo 2 x vyfotili.
Vyhodnotenie sme uskuto¢nili podobne ako v predoslych pripadoch pomocou software

ImageJ.

Z komercne dostupného Nexavaru (fy Bayer), obsahujiceho sorafenib tozylat, sme
bazickou extrakciou v EA izolovali vol'nu bazu sorafenib (postup ako pri izolacii sunitinibu
zo Sutentu). Z izolovaného sorafenibu sme navazili 0.3 mg a pridali sme k nemu 3.8 pl
DMSO, k takto pripravenému roztoku sme za staleho mieSania postupne pridavali 746 pl 1 %
MECu (c =400 ng bazy / 1 pl). Z tohto roztoku sme urobili 21 ks 10 pl peliet (4.0 pg / peletu
s obsahom 0.51 % DMSO = 4BS5). Ostatné koncentracie DMSO v pelete sme ziskali s roznym
pridavom DMSO ako aj réznym objemom 1 % MEC v PBS (vid’ text niz8ie). Vysusené pelety

sme nasledne aplikovali na inkubované embrya (ES.5).

4B5 (0.51% DMSO): 0.3 mg bazy, 3.8 ul DMSO, 746 pl 1 % MEC v PBS
4B2 (0.21% DMSO): 0.3 mg bazy, 1.6 ul DMSO, 748 ul 1 % MEC v PBS
4B1 (0.11% DMSO): 0.3 mg bazy, 0.8 ul DMSO, 749 pl 1 % MEC v PBS
4B0 (0.07% DMSO): 0.3 mg bézy, 0.5 ul DMSO, 750 pl 1 % MEC v PBS

Opit’ sa potvrdilo, Ze na najlepSie pozorovatel'ny efekt je potrebné len malé mnozstvo

DMSO (0.11 %) s PAZ 4.1. V tomto experimente sme zaznamenali zvySeny tthyn embryi pri
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vy$Som obsahu DMSO (0.51 %), ale aj takmer pri jeho nulovom obsahu (0.07 %).
(Tabulka 7)

Tabulka7: Vyhodnotenie experimentu so sorafenibom — izolovanou bazou Nexavaru.

4 ng sorafenibu / peletu
Podet embryi na exp.: 17 18 18 16
4B5 4B2 4B1 4B0
Obsah DMSO [%]: 0.51 0.21 0.11 0.07
Uhynug, [%o]: 47 22 17 44
PAZ [%]: 1.1 22 4.1 1.4

Z mnozstva uskuto¢nenych experimentov mozno zhrnut, ze na CAM teste v tomto

usporiadani je vzt'ah medzi PAZ a vizualnou aktivitou nasledovny:

Tabul’ka 8: Pozorovana inhibi¢na aktivita v zavislosti od PAZ

PAZ:0.6-1.5 aktivita je slaba
PAZ:1.6-2.5 aktivitu vidno
PAZ:2.6-4.6 aktivita je dobre viditel'na

PAZ:>47 aktivita je excelentna

Uvedené experimenty demonstruju, Ze v pripade lepsie rozpustnych inhibitorov ako
st napr. soli sunitinib L-malat (Sutent), resp. sorafenib tozylat (Nexavar) je mozné pri ich
koncentraciach 1-3 pg / peletu z 1 % MEC v PBS bez pridavku DMSO priamo pozorovat
silny antiangiogénny uc¢inok v uvedenom CAM experimente (1.5 pg aktivnej zlozky zo
sunitinib L-malatu (PAZ 3.5) a 3.0 ug aktivnej zlozky zo sorafenib tozylatu (PAZ 3.0)).
V tomto pripade sa javi Sutent oproti Nexavaru v. CAM experimente ca 2 x aktivnejsi.

V pripade horSie rozpustnych inhibitorov napr. volnych baz sunitinib a sorafenib,
ktoré su aktivnou zlozkou lie€iv (Sutent, resp. Nexavar) a st svojou chemickou podstatou
bliz§ie organickym kandidatom na lieCiva (t.j. nie su vo forme soli) sme pozorovali, Ze na
dosiahnutie dobrého vizualneho antiangiogénneho ucinku v CAM teste je potrebny maly
0.1 % pridavok DMSO v pelete, ktory zabezpe¢i optimalne uvolnovanie tychto horSie
rozpustnych inhibitorov. Silny antiangiogénny ucinok v uvedenom CAM experimente (PAZ

ca 4) sme dosiahli pri 2.0 pg sunitinibu resp. 4.0 pg sorafenibu za pritomnosti 0.1 % DMSO.
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Vsimli sme si, Ze vizualny efekt najma v pripade sorafenibu je silne zavisly od obsahu DMSO
v pelete. Pokial DMSO nebol pritomny v peletich PAZ poklesol na hodnoty 1.4 (sorafenib),
resp. 3.0 (sunitinib). To znamena, Ze pri sorafenibe, inak silnom angiogénnom inhibitore bol
vizualny efekt slaby. Preto v snahe predist’ falosne negativnym vysledkom CAM testu pre
organické zluCeniny je v pripade novych latok treba optimalizovat’ obsah DMSO v pelete.
V pripade sorafenibu stacilo, ak sme do pelety pridali 0.1 % obsah DMSO a antiangiogénny
efekt bol vel'mi dobre pozorovatelny. V pripade, Ze sme pouzili (v snahe o dosiahnutie dobre;j
rozpustnosti organickych latok v zmesiach s vodu) vysoky obsah DMSO v pelete (napr 7.5
%), Casto aj pri silnych inhibitoroch (sunitinib, sorafenib) sme nepozorovali dobry vizualny
antiangiogénny efekt. Existuje preto na vhodné uvolnovanie latky z MEC nosi¢a optimalna
koncentracia DMSO. Nové latky musia byt’ testované jednak na ich vhodnu koncentraciu do

pelety, ako aj na obsah DMSO v MEC nosic¢i.

5.2.2 Analyza inhibitora 1Y6A

V povodnej literatare, kde autori navrhli, optimalizovali a pripravili inhibitor 1Y6A
bola dokazana priama interakcia tohto inhibitora s KDR proteinom pomocou rontgeno-
Struktirnej analyzy (PDB: 1Y6A). Zistili, Ze samotny inhibitor vytvara s proteinom
nevizbové interakcie pomocou vodikovych vidzieb: HBA cez N zoxazolu a HBD
pomocou NH skupiny s aminokyselinou Cys917 (NH, CO), ako aj HBA cez O etylsulfonove;j
skupiny s Asn921.'

Nakol'ko nés Struktura a vlastnosti tohto inhibitora zaujali, uskuto¢nili sme analyzu
jeho nevizbovych interakcii s aminokyselinovymi zvyskami VEGFR-2 proteinu pomocou
programu DS Viewer. Potvrdili sme, ze dusik z oxazolu a susedna ArNH skupina poskytuju
HBA a HBD sCys917 (-CONH- aC=0) a kyslik etylsulfénovej skupiny dava HBA
s Asp921(-CON 'H3). Dalej sme zistili, Ze aromatické jadro v C(5) polohe oxazolu prispieva
o,n interakciou s Val846, samotny oxazol je v o,m interakcii s metylovou skupinou Leul033

a MeO- skupina poskytuje malu lipofilnt interakciu s Lys918. (Obr. 12)
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Obr. 12: VIavo komplex VEGFR-2 receptora s inhibitorom z databazy PDB: 1Y6A a analyza jeho interakcii
s proteinom.
Z tejto detailnejSej analyzy nam vyplynulo, Ze v molekule sa nachadzaju aj volné
miesta vhodné pre d’alSie mozné substiticie, ktoré¢ by otvarali nové moznosti pripravy
derivatov tohto inhibitora 1Y6A. Vhodnou substitiuciou je mozné zaviest' také skupiny, ktoré

by svojimi novymi nevidzbovymi interakciami prispeli k vylepSeniu inhibi¢nych vlastnosti.

5.2.3 Navrh novych O, N - inhibitorov odvodenych od PDB: 1Y6A

Vychadzajic z rontgeno-Strukturnej analyzy komplexu PDB: 1Y6A inhibitora
s VEGFR-2 proteinom a hl'adania vhodnej substitacie, sme objavili mal¢ polarne vrecko
v blizkosti benzénového jadra viazaného v C(5) polohe oxazolu, na ktoré sme navrhli nové
substituenty tak, aby pridavnymi interakciami vylepsili inhibi¢nu aktivitu derivatov 1Y6A.
(Obr. 13)

‘." Phe1045

oxj;philié pocket

A

Obr. 13: Inhibitor 1Y6A a analyza jeho interakcii s VEGFR-2 proteinom v blizkosti malého polarneho vrecka.
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Pomocou molekulového modelovania (programom DS Viewer) sme navrhli zavedenie
kyslikatych subtituentov (-OH, -OMe, -OMeOMe, -OCOH a -OCONH) do para polohy na

benzénovom jadre 1Y6A. Zistili sme vSak, ze skupina OMeOMe je prili§ objemna a koncova

CH; uz zasahuje hlboko do polarneho vrecka azavadzia si tak saminokyselinovymi

zvySkami. (Obr. 14)

Obr. 14: Interakcie navrhnutych derivatov inhibitora 1Y6A s VEGFR-2 proteinom v blizkosti malého polarneho
vrecka.

Derivat p-HO-1Y6A vyznamne prispieva HBA s Lys866(NH;") a tiez moznou silnou
i6novou interakciou fenolického i6nu s tymto AMK zvyskom vd’aka blizkemu pyridylu, ktory
dokaze urobit’ intramolekulovi deprotekciu kyslého fenolického vodika. Derivaty p-MeO-
a p-MeOMeO-1Y6A prispievaju taktiez vodikovou vizbou HBA s Lys866 a lipofilnou
interakciou CHj skupin s aromatickym jadrom Phe1045. (Obr. 15)

Obr. 15: Predpokladané interakcie para substituovanych O-derivatov 1Y6A s AMK zvyskami polarneho
vrecka.

Kedze v pripade MOMO-derivatu podl'a predikcie koncova -CHj skupina presahuje
polarne vrecko a priestorovo si moze vadit’ s fenylom z Phe1045, rozhodli sme sa navrhnat

podobné, ale menej objemné skupiny. Zavedenim HCOO- skupiny a jej redukciou na
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HOCH,O- by sme ziskali analog MOMO- skupiny, pricom H by nebol tak stéricky naro¢ny
ako je CHs skupina v MOMO. Skupiny -CHO aj -CONH; viazané cez kyslik na Ar jadro by
mali poskytntit HBA s Lys866(NH;"). Amidick4 skupina -CONH, m4 potencial poskytniit’ aj
HBD s Glu883(COO").

Predpokladali sme vSak chemicku nestabilitu derivatov -CHO aj -CONH; viazané cez
kyslik na aromatike. Preto kvoli vyssej stabilite sme sa rozhodli viazat’ tieto skupiny aj cez N
v podobe ArNHCHO a ArNHCONH,. Kyslik formylovej a amidickej skupiny by tak mohli
poskytnit HBA s Lys866(NH3") a OCONH; aj HBD s Glu883(COO"). (Obr. 16) Vplyvom
bazickych vlastnosti blizkej pyridylovej skupiny by mohlo dojst’ k odstiepeniu amidického
vodika a preferovania enolickej formy ArN=CHO™ aj ArN=CNH,O", ¢im by sa umoznila HBA

a zaroven aj iénova interakcia s Lys866(NH;").

Lys866 Glugs3

,I
NH;

Cys917

Obr. 16: Predpokladané interakcie para substituovanych N-derivatov 1Y6A s AMK zvySkami polarneho
vrecka.

Vypoctami vizbovych energii pomocou dokovacieho programu Yassara (Autodock 4)
sme ziskali poradie najvhodnejSich para substituovanych derivatov 1Y6A. Energeticky
najvyhodnejSim by mal byt —OMe (-58.66 kcal/mol) a —OH derivat (-57.32 kcal/mol),
najmenej vyhodny —OMOM (-52.62 kcal/mol) kvéli predpokladanym stérickym problémom
v porovnani so samotnémym inhibitorom 1Y6A (-53.57 kcal/mol). (Obr. 17)

-53.57 kcal/mol -57.32 -58.66 -52.62
1Y6A 3. 2, 1. 4,

Obr. 17: Prediktivne poradie a hodnoty vdzobnej energie ziskané po zadokovani O-derivatov do VEGFR-2
receptora.

-72 -



Pri dusikatych derivatoch najlepSim bol -NHCONH, (-57.1 kcal/mol), -NHCHO (-
55.2 kcal/mol) a nakoniec nie velmi vyhodny NH, derivat (-50.6 kcal/mol) v porovnani

s povodnym 1Y6A (-53.57 kcal/mol). (Obr. 18)

SO,Et

OMe
-53.57 kecal/mol -57.06 -55.24 -50.55
1Y6A 3. 1. 2. 4.

Obr. 18: Prediktivne poradie a hodnoty vézobnej energie ziskané po zadokovani N-derivatov do VEGFR-2
receptora.

5.2.4 Oxo-inhibitory VEGFR-2 receptora

a) Syntéza alfa-azidocetofenénovych prekurzorov

e Priprava 2-brom-1-(3-brom-4-hydroxyfenyl)etanonu (9)

) 2.10 o)

HO CHCl;/MeOH |, J

8 -30 °C az rt, noc 9
Br 60 %

K roztoku 4-hydroxyacetofenénu 8 10.00 g (73.40 mmol; 1.00 mol ekv) v 100 ml
zmesi CHCl; / MeOH (85:15) sme prikvapkavali brom 8.00 ml (156.10 mmol; 2.10 mol ekv)
ako roztok v 100 ml zmesi CHCI3/ MeOH (85:15) pri teplote -30 °C (EA/ N; (1)) pocas 3.5 h
pod Ar. Reakénu zmes sme nechali mieSat’ cez noc, kedy teplota vystupila na +10 °C.
Rozpustadla sme odparili pomocou RVO, zvySok sme opatovne rozpustili v CHCI; (100 ml)
a extrahovali s H>O (3 x 50 ml). Pocas extrakcie sme na stenach deliaceho lievika pozorovali
bielu zrazeninu, ktort sme rozpustili v EA a pridali k roztoku CHCl;. ZmieSané organické

vrstvy sme vysuSili statim nad Na,SO., prefiltrovali, rozpustadla odparili pomocou RVO.
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Surovy produkt sme krystalizovali zo zmesi H / EA 1/1 (2 x) a ziskali sme 12.9 g (43.80
mmol, 59.8 %) tmavofialovej krystalickej latky.

2-Brém-1-(3-brém-4-hydroxyfenyl)etanén (9): Tt: 144.0-145.3 °C [H / EA]”

"H NMR (300MHz, DMSO-ds, LK-65-07K3): § 11.44 (br s, 1H, OH), 8.15 (d, 1H, J(2,6) =
2.2 Hz, H-C(2)), 7.88 (dd, 1H, J(5,6) = 8.6 Hz, J(2,6) = 2.2 Hz, H-C(6)), 7.07 (d, 1H, J(5,6) =
8.6 Hz, H-C(5)), 4.84 (s, 2H, -COCH,-). "H NMR (300MHz, CDCl): & 8.17 (d, 1H, J(2,6) =
2.1 Hz, H-C(2)), 7.89 (dd, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, J(2,6) = 2.1 Hz, H-C(6)), 7.11 (d, 1H, J(5,6) =
8.5 Hz, H-C(5)), 6.18 (br s, 1H, OH), 4.37 (s, 2H, COCHy,).

DMSO-dg CDCl,

O O
7.88 (8.6, 2.2) 7.89(85, 2.1)
Br 7.11(8.5) Br
g 7081505150 5.1408.130 PP HO 8.17(2.1)
11.44 6.18
Br LK-65-07K3 Br LK-59-07
M.W‘DW 69W.D‘EW U‘7UT.DIEE|7 65W.64D F"F’M

LA SRR L N AR SRR
7.92@.911F 500 69F.000.673.660 PPM

FT IR (solid, cm™): 3344 (s, OH), 3089 (w), 2943 (w), 1672 (s, C=0), 1592 (s), 1566 (s),
1509 (m), 1420 (w), 1352 (w), 1270 (s), 1191 (s), 1041 (m), 1014 (m), 909 (w), 824 (m), 767
(w), 665 (m).

e Priprava 2-azido-1-(3-brom-4-hydroxyfenyl)etanononu (10)

o 1.30 o
Br  NaNg N3
DMSO
HO 9 r’[, noc HO 10
Br Br 95 %

K zmesi 2-brém-1-(3-brém-4-hydroxyfenyl)etanonu 9 1.00 g (3.40 mmol, 1.00 mol
ekv) a NaN3 280.0 mg (4.40 mmol, 1.30 mol ekv) sme pridali DMSO abs (10 ml). Reak¢nua
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zmes sme nechali miesat’ pod Ar pri 1t cez noc. Potom sme k nej pridali H,O (100 mL) a
extrahovali EA (3 x 50 ml). Spojené EA vrstvy sme premyli nasytenym roztokom NaCl (3 x
50 ml), organickt fazu oddelili, vysusili statim nad Na,SOy, suSidlo odfiltrovali, rozpustadlo
odparili pomocou RVO a stopy prchavych podielov odstranili pomocou HV. Surovy produkt
10 sme precistili trituraciou s Et,O (odstranenie stop DMSO) a ziskali sme tehlovoCervenu

krystalicku latku (0.83 g, 3.20 mmol, 95.3 %).

2-Azido-1-(3-brom-4-hydroxyfenyl)etanén (10): Tt: 124.5-127.5 °C [triturované Et,O].
Elem. Anal. vypo&. CsH¢BrN;0, (256.06): C, 37.53; H, 2.36; Br, 31.21; N, 16.41. Ziskané:
C,37.28; H, 2.44; Br, 31.56; N, 16.39 %.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-146-09): ¢ 11.43 (br s, 1H, OH), 8.07 (d, 1H, J(2,6) =
2.2 Hz, H-C(2)), 7.81 (dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(2,6) = 2.2 Hz, H-
C(6)), 7.05 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(5)), 4.80 (s, 2H, COCHy,).
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, LK-146-09C2): 193.0 (C=0), 160.0
(C4-0), 134.0 (C2), 130.3 (C1), 127.7 (C6), 116.9 (C5), 110.8 (C3),
55.0 (CH,N3).

LK-146-09C2

[ |I
[ |
JU I DMSO-dg e)
”, 2 0 o B PO 76187,22) Ny
‘ 7.05(8.7)
|
A
I|| I'h t||| HO 807 (2.2)
! IR IFR 1143 B
_t," II.'\MJ"'."\».-"-.mm-—-—"\" W - r
e O T = LK-146-09
810 a0 am 195 190 T8 PPM
B — \J J SRS S U | S — .,J,_,
. R e BT R R .

FT IR (solid, em™): 3151 (s, OH), 2959 (m), 2928 (m), 2896 (m), 2110 (s, N3), 1725 (m),
1675 (s, C=0), 1593 (s), 1506 (m), 1410 (m), 1350 (m), 1298 (s), 1213 (s), 1124 (m), 1072
(m), 1040 (m), 951 (m), 900 (m), 816 (m), 744 (m), 674 (m).

e Priprava 2-azido-1-(3-brom-4-(metoxymetyloxy)fenyl)etanonu (11)
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O 1.30/1.30 O
N3 K,CO,/ MOMCI N3
acetén NP N 11
HO 10 rt, 30 min o 0
Br Br 93 %

Ku zmesi hydroxyazidu 10 830.0 mg (3.20 mmol, 1.00 mol ekv) a K,CO; 580.0 mg
(4.20 mmol, 1.30 mol ekv) v acetone abs (20 mL) sme prikvapkavali chlor(metoxy)metan
0.32 ml (0.34 g, 4.20 mmol, 1.30 mol ekv) pri rt pod Ar. Reaként zmes sme nechali miesat’
pri rt pocas 30 min, ndsledne sme prchavé latky odparili pomocou RVO, k surovému
produktu sme pridali H,O (50 ml) a zmes extrahovali EA (3 x 20 mL). Spojené organické
vrstvy sme vysuSili statim nad Na,SOs, suSidlo odfiltrovali, EA odparili pomocou RVO
a zvySok dosusili pomocou HV. Ziskali sme 890.0 mg (3.00 mmol, 92.7 %) zltej krystalickej
latky. Produkt sme pouzili do nasledujucej reakcie bez dalSieho Cistenia (v niektorych

pripadoch sme pouzili na Cistenie FLC (SiO,, H/ EA 2/1)).

2-Azido-1-(3-brém-4-(metoxymetyloxy)-fenyl)etanon (11): Tt: 74.2-75.0 °C [FLC].
Elem. Anal. vypoc. C;oH;(BrN;03 (300.11): C, 40.02; H, 3.36; Br, 26.63. Ziskané: C, 40.30;
H, 3.51; Br, 26.79.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-147-09): 6 8.15 (d, 1H, J(2,6) = 2.2 Hz, H-C(2)), 7.94
(dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(2,6) = 2.2 Hz, H-C(6)), 7.34 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(5)), 5.42

(s, 2H, OCH,0), 4.86 (s, 2H, COCH,), 3.41 (s, 3H, OCH3).
BC.NMR (75 MHz, DMSO-d;, LK-147-09C): 192.2 (C=0),
157.1 (C4-0), 132.9 (C2), 129.2 (C1), 129.1 (C6), 115.2 (C5),

N N
O Q71 111.9

111.9 (C3), 94.4 (OCH,0), 56.1 (CHzN3), 54.4 (OCH3). Br

LK-147-09C
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DMSO-dg ')
’| 7.94 (8.7,2.2)
7.34(8.7)

8.15(2.2)

070
| 1V 1| Br LK-147-09

‘ .[ ‘ 341 5.42
M | NN

|

& 7 [ 3 4 4 2 3 OFPM

FT IR (solid, cm™): 3073 (w), 2959 (m), 2930 (m), 2103 (m, N3), 1684 (s, C=0), 1593 (s),
1492 (s), 1441 (m), 1251 (s), 1201 (s), 1144 (s), 1082 (s), 1042 (s), 973 (s), 824 (m), 766 (m),
630 (m).

e Priprava 1-(3-brom-4-metoxyfenyl)etanonu (13)

2.00/1.05 0
LiCIO,
\O ACZO
B 60 °C, noc \O
r o
12 100°C,72h 43 Br 74%

Zmes LiClO4 abs 4.55 g (42.80 mmol, 2.00 mol ekv) v Ac,O 2.0 ml (2.32 g, 22.50
mmol, 1.05 mol ekv) sme mieSali pod Ar pri 60 °C cez noc. Po ochladeni sme k zmesi
prikvapkavali za staleho mieSania 1-brom-2-metoxybenzén 12 2.7 ml (4.00 g, 21.50 mmol,
1.00 mol ekv) a nésledne sme reaként zmes zahrievali pri 100 °C pocas 72 h. Po ochladeni
sme k zmesi pridali EA (100 ml) a extrahovali nasytenym roztokom K,CO3 (50 ml) a H,O (3
x 50 ml). Organicku vrstvu sme vysuslili statim nad Na,SQOy, susidlo odfiltrovali, EA odparili
pomocou RVO a zvySok sme dosusili pomocou HV. Ziskali sme 3.64 g (15.9 mmol, 73.9 %)
svetlohnedej krystalickej latky.

1-(3-Brom-4-metoxyfenyl)etanon (13): Tt: 78.7-81.3 °C [triturované Et,0O] (lit. 84-85 °C
[petroléter]®*)

% Marsi, L. K.; Oberlander, E.J. J.Chem. Soc. 1973, 1, 202-204.
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"H-NMR (300 MHz, CDCl;, LK-AC-27-09): ¢ 8.17 (d, 1H, J(2,6) = 2.2 Hz, H-C(2)), 7.92
(dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(2,6) = 2.2 Hz, H-C(6)), 6.94 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(5)), 3.97
(s, 3H, -OCHj3), 2.56 (s, 3H, COCH3).%

| Ill. CDC|3 O

‘ e 7.92(8.7,2.2)

‘ 700 6 E% B 652 630 PPM

6.94 (8.7)
| [ CoParen

m up
\ VLI,

e Priprava 2-brom-1-(3-brom-4-metoxyfenyl)etanonu (14)

o 1.30 o
~ CCly ~
o 13 reflux,2h © 14
Br Br 85 %

K roztoku metoxybrémacetofenonu 13 1.00 g (4.40 mmol, 1.00 mol ekv) v CCl4 (12
ml) sme za chladenia (0 °C) prikvapkavali Br, 290.0 ul (910.0 mg, 5.70 mmol, 1.30 mol ekv)
pocas 30 min. Nasledne sme reakénti zmes refluxovali 2 h a nakoniec pri rt nechali mieSat’ cez
noc. Prchavé latky sme odparili pomocou RVO, zvysok rozpustili v EA (50 ml) a extrahovali
nasytenym roztokom K,CO3 (30 ml) a H>O (3 x 20 ml). Organicktl vrstvu sme vysuslili statim
nad Na,SOys, susidlo odfiltrovali, EA odparili pomocou RVO a zvySok dosusili pomocou HV.
Ziskali 1.15 g (3.70 mmol, 84.9 %) hnedej krystalickej latky.

2-Brom-1-(3-brém-4-metoxyfenyl)etanon (14): Tt: 106.7 - 107.7 °C [trit. Et,O] (lit. 108 —
110 °C)*®

CDCl, o

7.95(8.7,2.2)

. JUS6329396, 2001 (velka interakcia 8.4 Hz), b/ Schmink, J. R.; Holcomb, J. L.;
Lett., 2009, 11, 365 - 368.
hem., 1973, 26, 1327-1329.

Br LK-163-09

-78 -



"H-NMR (300 MHz, CDCl;, LK-163-09): § 8.19 (d, 1H, J(2,6) = 2.2 Hz, H-C(2)), 7.95 (dd,
1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(2,6) = 2.2 Hz, H-C(6)), 6.96 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(5)), 4.38 (s,
2H, COCH,), 3.98 (s, 3H, OCH3).%’

e Priprava 2-azido-1-(3-brom-4-metoxyfenyl)etanonu (15)

0 1.30 0
Br NaN, N3
~ DMSO
O 14 rt, noc © 15
Br Br 87 %

Reakciu sme uskutocnili z430.0 mg (1.40 mmol, 1.30 mol ekv) dibrommetoxy-
acetofenonu 14. Postup sme pouzili ako je uvedené vyssie pre pripravu 2-azido-1-(3-brom-4-
hydroxyfenyl)etanonu (15). Ziskali sme 330.0 mg (1.20 mmol, 87.3 %) oranZovej krystalickej
latky.

2-Azido-1-(3-brém-4-methoxyfenyl)etanonoén (15): Tt: 98.5 — 101.0 °C [FLC] (znama latka,
ale v databaze Reaxys nie je uvedena ani Tt ani spektrd)®™

Elem. Anal. vypo¢. CoHgBrN;O, (270.08): C, 40.02; H, 2.99; Br, 29.59. Ziskané: C, 40.31;
H, 3.16; Br, 29.35.

"H NMR (300 MHz, CDCl;, LK=165-09): ¢ 8.12 (d, 1H, J(2,6) = 2.2 Hz, H-C(2)), 7.87 (dd,
1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(2,6) = 2.2 Hz, H-C(6)), 6.96 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(5)), 4.50 (s,
2H, COCHy), 3.98 (s, 3H, OCH3). *C-NMR (75 MHz, CDCl;, LK-XX1C): 190.8 (C=0),
160.4 (C4-0), 133.5 (C2), 129.2 (C1), 128.3 (C6), 112.4 (C5), 111.4 (C3), 56.6 (OCH3), 54.6
(CH2N3).

7 Yagoub, A. K.; Iskander, G. M. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1: Org. and Bioorg. Chem., 1980, 2405 — 2407.
% Yadav, J. S.; Reddy, P. T.; Hashim, S. R. Synlett, 2000, 7, 1049-1051.
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CDCl; 0

Ir| i 7.87(87,2.2) N
Il I 6.96 (8.7 3
il |I |
| i [ 3.98 450
T ~

~N
0160471114

b Br LK-XX1C

FT IR (solid, cm™): 2928 (m), 2848 (m), 2107 (m, N3), 1668 (s, C=0), 1591 (s), 1496 (s),
1430 (m), 1305 (m), 1264 (s), 1151 (m), 1052 (s), 1015 (s), 900 (w), 816 (m), 764 (m), 683
(m).

b) Syntéza navrhnutych zli¢enin obsahujicich oxazolovy heterocyklus

® Priprava izokyandtového prekurzoru (20)

Syntéza 5-(etylsulfonyl)-2-metoxyanilinu (19)

050 030 030 o?s;o
KoCOs, Mel
Acg0, H0 “MeOH _ 20% HCI
"t Tr 20 40 °C. 20h 70 °C, 20h
)K J\ NH,
~N O\
18 809 (cek. vyt) 19

5-(Etylsulfonyl)-2-metoxyanilin (19) sme pripravili z komercne dostupného 2-
amino-4-(etylsulfonyl)fenolu 16 v troch stupnioch (N-acylacia (17), O-metylacia (18), N-
deacylacia (19)) s celkovym vytazkom 80 %.%

% Pripravené podl'a postupu opisaného v diplomovej praci Mgr. Lucie Lintnerovej 2008, Bratislava, PRIF UK.
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Tt: 102-103 °C; "H NMR (300 MHz, DMSO-ds, MM-79A2-08): § 7.08 (d, 1H, J(4,6) = 1.9
Hz, H-C(6)), 7.00 (d, 1H, J(4,6) = 1.9 Hz, H-C(4)), 6.99 (s, 1H, H-C(3)), 5.26 (s, 2H, NH,),
3.85 (s, 3H, OCH3), 3.11 (q, 2H, J(CH,,CHs) = 7.4 Hz, SO,CH)), 1.07 (t, 3H, J(CH3,CH,) =
7.4 Hz, SO,CH,CH3). "H NMR (300 MHz, CDCls, MM-211A-10): 6 7.27
(d, 1H, J(3,4) = 8.5 Hz, J(4,6) = 2.2 Hz, H-C(4)), 7.17 (d, 1H, J(4,6) = 2.2
Hz, H-C(6)), 6.87 (d, 1H, J(3,4) = 2.2 Hz, H-C(3)), 4.05 (br s, 2H, NH),),
3.93 (s, 3H, OCH3), 3.07 (q, 2H, J(CH,,CH;) = 7.4 Hz, SO,CH,), 1.25 (t,
3H, J(CH;3,CH,) = 7.4 Hz, SO,CH,CH;). *C-NMR (75 MHz, DMSO-d;,
MM-186¢-10): 149.8 (C2-0), 138.4 (C1-N), 130.0 (C5), 116.2, 111.4 and
109.9 (C3, C4, C6), 55.6 (OCH3), 49.6 (SO,CH,), 7.4 (SO,CH,CHs).

i ) 1.07 (7.4) 1.25 (7.4)
i I 3.11(7.4) 307 (7.4)
I /
A Oss7© Osg?©
| EAIPPM
|| l 7.00(1.9) 7.08(1.9) 7.27(85,2.2)
" 717 2.2)
| || || 6.99
| -|"| |I| it || NHZ 6.87 (8.5) NH
0 [t | 526 2
i Ll |I 1A O\ 4.05
I _'I \ oL Vi 385 ~
p— ._.’.;.”. e — ...:_.‘. — DMSO_dG CDCI3 3.9
3 ] -] * M z 7 It 1 FRM
\ \ )

FT IR (solid, cm™): 3459 (m, NH,), 3080 (w), 2944 (m), 2843 (w), 1616 (m), 1579 (m),
1505 (m), 1458 (m), 1426 (m), 1288 (s), 1229 (m), 1139 (s), 1075 (m), 1047 (m), 1019 (m),
920 (w), 875 (m), 819 (m), 720 (s).

Syntéza 4-(etylsulfonyl)-2-izokyanato-1-metoxybenzénu (20)

0.).0 320 ol o
20 % COCl,
v toluéne
EA abs /C//O
NHz  reflux, 3h N
O 19 20 O 98%

K Padom vychladenému roztoku 20 % COCI, v toluéne 8.0 ml (10.5 mmol, 3.20 mol
ekv) sme prikvapkavali pocas 30 min 5-(etylsulfonyl)-2-metoxyanilin (19) 1.00 g (4.6 mmol,

1.00 mol ekv) rozpusteny v EA abs (10 ml). Nésledne sme reakénu zmes relfuxovali pocas 3
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h. Potom sme odparili EA aj prebytocny fosgén pomocou RVO a zvySok dosusili pomocou
HV. Ziskali sme 1.09 g (4.50 mmol, 98.2%) hnedej krystalickej latky. Produkt, je citlivy na
vlhkost’, a preto sme ho pouzili do nasledujucej reakcie bez d’alSieho Cistenia (Cistotu latky

sme potvrdili pomocou NMR).

4-(Etylsulfonyl)-2-izokyanato-1-metoxybenzén (20): Tt: 101.8-104.3 °C
Elem. Anal. vypoC. C;oH;1NO4S (241.26): C, 49.78; H, 4.60; S, 13.29. Ziskané: C, 50.35; H,
4.17; S, 12.86.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-151-09): § 7.74 (dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(3,5) = 2.3 Hz
H-C(5)), 7.53 (d, 1H, J(3,5) = 2.3 Hz, H-C(3)), 7.37 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(6)), 4.04 (s,
3H, OCHs), 3.27 (q, 2H, J(CH»,CH3) = 7.4 Hz, SO,CH>), 1.08 (t, 3H, J(CH3,CH») = 7.4 Hz,
SO,CH,CH3). '"H-NMR (300 MHz, CDCl;, LK-IZOK): 6 7.71 (dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz,
J(3,5) = 2.3 Hz, H-C(5)), 7.52 (d, 1H, J(3,5) = 2.3 Hz, H-C(3)), 7.03
(d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(6)), 4.04 (s, 3H, OCH3), 3.09 (q, 2H, 0=8-0
J(CH,,CH3) = 7.4 Hz, SO,CH,), 1.26 (t, 3H, J(CH3,CH,) = 7.4 Hz, 1200) -,
SO,CH,CH3)."C-NMR (DMSO-ds, LK-IZOK3C): 152.3 (N=C=0), 122‘5130-0/0//0

110.8 N~ 1523

22 56 DMSO-d

151.5

151.5 (C1-0), 130.0 (C2-N), 129.0 (C4), 122.5 (C5), 117.3 (C3), 110.8 O
(C6), 56.3 (OCH3), 49.6 (SO,CHy), 7.3 (SO,CH,CH3). LK-IZOK3C

| ‘ DMSO-dg
1.08 (7.4)
‘ 328 (7.4)

| V | 0=$=0

7 & =1 4 3 2 1 0FEM

‘ 7.75 (8.7, 2.3)

7.54(2.3)
_0
7.37(8.7) 2 Cc”
N

O\ 4.04

LK-1561-09

FT IR (solid, cm™): 3072 (w), 2987 (w), 2232 (s, N=C=0), 1597 (w), 1512 (m), 1460 (m),
1298 (m), 1260 (m), 1130 (m), 1082 (m), 1020 (m), 880 (w), 821 (m), 738 (m), 662 (W).
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e Priprava p-MeO- (21a) a p-MOMO- (22a) derivitov arylamino-2-aryloxazolov

1.50

N, 0= s O pPPh; \Q\Q
RO * CH,Clyabs Y
0 O\\C 0°C-rt, noc

R: Me 21a 11 %
R: Me 15 20 -° MeOMe 22a 34 %

MeOMe 11

R: Me 21b 63 %
MeOMe 22b 29 %

K zmesi polymérneho pPPh; (781.3 mg, 1.25 mmol, 1.50 mol ekv) a izokyanatu 20
(200.3 mg, 0.83 mmol, 1.00 mol ekv) v CH,Cl, abs (10 ml) sme za chladenia (0 °C, l'adovy
kupel’) prikvapkavali poc€as 1 h 4-substituovany 2-azido-1-(3-brémfenyl)etanon (15 alebo 11)
(0.83 mmol, 1.00 mol ekv) rozpusteny v CH,Cl, abs (5 ml). Reak¢ni zmes sme nechali
miesat’ cez noc, pricom teplota vystaipila na rt. Polymérny PPh;O sme zo zmesi odfiltrovali,
premyli EA a filtrat sme odparili pomocou RVO a HV. Surovli zmes sme Cistili pomocou
stipcovej chromatografie na SiO; s eluentom H / EA (1/1), pricom sme ziskali pozadované
produkty oxazol-2-aminy (21a alebo 22a) ako aj prislusné polarnejSie mocovinové derivaty

(21b alebo 22b). (Tabul’ka 9)

Tabulka 9: Vytazky oxazolovych (21a a 22a) a mocovinovych derivatov (21b a 22b)

R Oxazolovy derivat | Mocovinovy derivat
(%) (%)
Me 11 63
MOM 34 28

5-(3-Brom-4-(metoxy)fenyl)-N-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-oxazol-2-amin (21a)

Biela krystalicka latka 175.0 mg (0.37 mmol, 63.4 %), Tt: 85.0 - 87.0 °C [FLC: SiO,, H/ EA
1/1].

Elem. Anal. vypoc. C;9H19BrN,OsS (467.33): C, 48.83; H, 4.10; Br, 17.10; S, 6.86. Ziskané:
C, 48.55; H, 4.30; Br, 17.25; S, 6.57.
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"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-166-09F2): 6 9.79 (br s, IH, NH), 8.84 (d, 1H, J(4',6") =
2.2 Hz, H-C(6)), 7.92 (d, 1H, J(2.,6) = 2.1 Hz, H-C(2)), 7.66 (dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(2,6)
= 2.1 Hz, H-C(6)), 7.56 (s, 1H, H-C(oxazol)), 7.55 (dd, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, J(4",6") = 2.2
Hz, H-C(4")), 7.33 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(5)), 7.28 (d, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, H-C(3")),
4.04 (s, 3H, OCHs), 3.95 (s, 3H, OCHs), 3.26 (q, 2H, J(CH,,CH;) = 7.3, SO,CH,), 1.18 (t,
3H, J(CH;,CH,) = 7.3, SO,CH,CH).

DMSO-dg 9.79 O 326(73)

404 733(8.7) 7.66(8.7,2.) H !
66 (8.7, 2. 88422 |
N >

O ~
(@] @ o > O 118(7.3)
T

7.55 (8.7, 2.2)
792221 756 e} DA

3.95 LK-166-09F2

EREE N R s e e e e
T LN e o o i
JL??D?EB?EE?EM’ 62760750756 PPM A0 404 402 400 298 0B PPM

T T T
7.9507.9407 83079207 9107900 PPM

RN R R ey
38706 734 732730 7.20 7.26 PP

DMSO-dg s

564 135 123501 H (I? 49.8
\O 2;7280%5,“130. 1156 5\{0\” 155.7 (C2°), 154.6 (C4-0), 151.5 (C2), 142.8
L5 2 28.8
1576’&:&{\, 2,30, (C5°), 130.1 (C17), 128.8 (C5"), 127.3 (C2), 123.5
Br 11137 1%?” 0151_51103122.1
" wsl Lkass.ooroc (C1 alebo C6), 122.3 a 122.1 (C4’ alebo C4°),
121.7 (C1 alebo C6), 115.6 (C6"), 113.3 (C5),
111.3 (C3), 110.9 (C3"), 56.4 a 56.3 (2 x OCH3), 49.8 (SO,CH>), 7.4 (SO,CH,CHj3).
FT IR (solid, cm™): 2925 (m), 1728 (w), 1621 (m), 1579 (m), 1494 (s), 1437 (w), 1368 (w),
1307 (m), 1262 (s), 1124 (s), 1089 (m), 1047 (m), 1017 (m), 929 (w), 796 (m), 735 (m), 683
(W).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d;, LK-166-09F2C):
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5-(3-Brom-4-(metoxymetyloxy)fenyl)-N-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-oxazol-2-amin
(22a) Biela krystalickd latka 132.0 mg (0.27 mmol, 32.0 %), Tt: 176.0 - 178.0 °C [FLC].
Elem. Anal. vypoc. C,0H;BrN,OgS (497.36): C, 48.30; H, 4.26; Br, 16.07; S, 6.45. Ziskané:
C, 48.15; H, 4.45; Br, 16.22; S, 6.72.

1 .
DMSO-d, » A H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-148-09F1):
I N T §9.75 (br s, 1H, NH), 8.78 (d, 1H, J(4',6") =
0_5-\33 O0-_N O 108 (73)
o @ \sEN( soenzn | 2.2 Hz, H-C(67)), 7.87 (d, 1H, J(2,6) = 2.1 Hz,
B Toen 2§ 72769) H-C(2)), 7.57 (dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(2,6) =
a8 LK-148-09F1

2.1 Hz, H-C(6)), 7.52 (s, 1H, H-(C-o0x)), 7.50
(dd, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, J(4',6") = 2.2 Hz, H-C(4")), 7.30 (d, 1H, J(5.6) = 8.7 Hz, H-C(5)),
7.27 (d, 1H, J(3",4") = 8.7 Hz, H-C(3")), 5.33 (s, 2H, OCH,0), 3.98 (s, 3H, OCHs), 3.43 (s,
3H, CH,OCH3), 3.20 (q, 2H, J(CH,,CHs) = 7.4, SO,CH.), 1.12 (t, 3H, J(CHs,CH,) = 7.4,

SO,CH,CHj).

T T T T T T T T
T T T T T T T
A N B s 75 74 A o 40 9 38 37 3\ 35 34 PPM

i

13
C-NMR (75 MHz, DMSO-ds;, LK-148-
DMSO-dg 9.75 O 495 ( o

e wmzer  Hooouss R 09F1C): 155.7 (C2°), 152.0 (C4-0), 151.3

559
\ 1309 {
O%;ﬁfl\lz;f‘z(j (C2%), 142.6 (C5°), 130.0 (C17), 128.6 (C5),
152.0 1426 N 122.0
5 /1257 2220 Q113107 127.1 (C2), 1232 a 123.1 (C6 alebo Cl),
2 LK-148-09F1C) 1257 4 122.0 (C4” alebo C4°), 116.6 (C5),
115.5 (C6"), 112.5 (C3), 110.7 (C3"), 94.5 (OCH,0), 56.2 (OCHs), 55.9 (CH,OCHs), 49.6
(SO,CH,), 7.3 (SO,CH,CH).
FT IR (solid, cm™): 3393 (m, NH), 3072 (w), 2945 (w), 2844 (w), 1618 (s), 1579 (s), 1524
(m), 1486 (s), 1431 (m), 1344 (w), 1302 (m), 1264 (s), 1140 (s), 1123 (s), 1077 (m), 1039
(m), 979 (m), 918 (w), 826 (w), 716 (m), 681 (w).
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1-(2-(3-Brom-4-metoxyfenyl)-2-oxoetyl)-3-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)mocovina
(21b) Zlta krystalicka latka, Tt: 171.0 - 176.0 °C [FLC: SiO,, H/EA 1/1].

Elem. Anal. vypoc. C;9H;BrN,OgS (485.35): C, 47.02; H, 4.36; Br, 16.46; S, 6.61. Ziskané:
C, 46.86; H, 4.23; Br, 16.57; S, 6.84.

1
NSO g vmanem H-NMR (300 MHz, DMSO-ds;, LK-166-
Ho Qauesn | 09): 5 8.68 (br s, 1H, NH), 8.64 (d, 1H
8.05(8.7,2.1) H H 864(23) g/\ ): . (br s, , ), 8. (d, ;
@ e lr "0 1@l g6 = 23 Hz, H-C(6), 8.17 (d, 1H,
817 1) 7.42(8.7,2.3)
Br O e » J(2,6) = 2.1 Hz, H-C(2)), 8.05 (dd, 1H,
3.97 - |
80091 J(5.6) = 8.7 Hz, J2.6) = 2.1 Hz H-C(6)),
7.43 (t, 1H, J(NH,CH,) = 5.3 Hz, NH), 7.42 (dd, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, J(4",6") = 2.3 Hz, H-
C(4)), 7.27 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(5)), 7.22 (d, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, H-C(3")), 4.76
(d, 2H, J(CH2,NH) = 5.3 Hz, COCH,NH), 3.97 (s, 3H, OCHs), 3.96 (s, 3H, OCHs), 3.14 (q,
2H, J(CH,,CHs) = 7.3 Hz, SO,CHs), 1.08 (t, 3H, J(CH3,CHy) = 7.3 Hz, SO,CH,CHs):;

M

T T T T T
474 472 470 458 456 454 PFM

T T T T T T T T
M 84 “ 92 | ] &JL
T

T T T
a ] 7 6 g 4 3 2 1 PPM »
n

o BC-NMR (75 MHz, DMSO-d;, LK-166-
49.7

155_1H w805 ] 09C): 193.7 (CH,C=0), 159.4 (C4-0), 155.1
N\

b O (NH-C=0), 151.0 (C2"), 132.5 (C2), 130.0,

O 121.6
<|>151-o 1106 129.9 (C1" alebo Cl), 129.6 (C6), 128.9

e nse (C5%), 121.6 (C4), 116.6 (C6"), 112.5 (C5),
111.0 (C3), 110.6 (C3°), 56.8 (OCHj), 56.3 (OCHj), 49.7 (SO,CHy), 46.4 (C=OCH,), 7.4
(SO.CH,CHS).

MS1: 485.0166 [M-H|. MS2 (485.0166): 485.0166(m); 452.9923(w); 269.9574(s);
239.0485(m); 210.0087(w). MS3 (269.9574):254.9357(w).
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FT IR (solid, cm™): 3353 (br), 2939 (w), 2844 (w), 1684 (w), 1662 (m), 1592 (m), 1538 (m),
1496 (m), 1417 (m), 1297 (m), 1261 (s), 1206 (m), 1122 (s), 1084 (m), 1048 (m), 1010 (m),

926 (w), 816 (m), 722 (m), 675 (m).

1-(2-(3-Bréom-4-(metoxymetoxy)fenyl)-2-oxoetyl)-3-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-
mocovina (22b) Zlta krystalicka latka, Tt: 93.0 - 95.0 °C [FLC: SiO,, H / EA 1/1].
Elem. Anal. vypo¢. C,0H23BrN,O5S (515.37): C, 46.61; H, 4.50; Br, 15.50; S, 6.22. Ziskané¢:

C, 46.49; H, 4.38; Br, 15.73; S, 6.41.

DMSO-ds O 743(63) 868 o
8.02(8.7,2.3) H H 7 31437.3)
7346.7) N N 86429 \/\
343 542 467 (5.1) Q 108(7.3)
\O/\O 8.19 2.3) O 7.42(8.7,2.3)

7.22 (8.7)
Br '
397 LK-148-09VP2

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-
148-09VP2): 5 8.68 (br s, 1H, NH), 7.43
(t, 1H, JINH,CH,) = 5.3 Hz, NH), 8.64
(d, 1H, J(4',6") = 2.3 Hz, H-C(6")), 8.19
(d, 1H, J(2,6) = 2.3 Hz, H-C(2)), 8.02

(dd, 1H, J(6,5) = 8.7 Hz, J(2.,6) = 2.3 Hz, H-C(6)), 7.42 (dd, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, J(4',6") =
2.2 Hz, H-C(4")), 7.34 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(5)), 7.22 (d, 1H, J(3",4") = 8.7 Hz, H-
C(3")), 5.42 (s, 2H, OCH,0), 4.67 (d, 2H, J(CH,,NH) = 5.3 Hz, COCH,NH), 3.97 (s, 3H,
OCHs), 3.43 (s, 3H, CH,OCH;), 3.14 (g, 2H, J(CH,,CH;) = 7.4 Hz, SO,CH,), 1.08 (t, 3H,

J(CH3,CH2) =74 HZ, SOzCHzC_H3);

|
.~ |
N H
FERY fl
i !
PR J AR

B

‘l““Jl"‘wL’L— “L-*’|*"JL*‘“J{-JL —

DMSO-d6 O H H O\ 496
129.6 463 N 1549 N 1298 2329 \S/\I3

115.2 1037 1\

562 944
L 1326 0

(@) 015697741 ¢
Br 56.1

121.5
O 150.8 1105

LK-148-09VP2C
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds;, LK-
148-09VP2C): 193.7 (CH,C=0), 156.9
(C4-0), 154.9 (NH-C=0), 150.8 (C2),
132.6 (C2), 129.84, 129.75 (C1’ alebo
Cl), 129.6 (C6), 129.1 (C5’), 121.5



(C4%), 116.6 (C6"), 115.2 (C5), 111.9 (C3), 110.5 (C3"), 94.4 (OCH,0), 56.2 (OCH3), 56.1
(OCHs), 49.6 (SO,CH,CH3), 46.3 (C=OCH,), 7.3 (SO,CH,CHs).

FT IR (solid, cm™): 3359 (br), 2940 (w), 1725 (m), 1682 (m), 1593 (m), 1538 (s), 1493 (m),
1417 (m), 1302 (m), 1261 (s), 1203 (m), 1122 (s), 1084 (m), 1041 (m), 1017 (w), 968 (m),
815 (w), 736 (m), 722 (m), 675 (W).

e  Priprava MeO- (23) a MeOMeO- (24) 1Y6A derivatov Stilleho couplingom

4 OMe 360/220/0.06 y  OMe
O N Bu3Snpy 0 N
RO \ g BuNBr 1O WN/
N Pd(PPhg),
o SO,Et AN, 100 °C 4 SO,Et
y f . 2
R: Me (21a) 27 48h, zatavens / R:MeO (23)63 %
MeOMe (22a) MOM (24) 79 %

Do zatavenej Pasteurovej pipety sme navazili prisluSny 4-substituovany oxazol-2-
amin (21a alebo 22a) (0.20 mmol, 1.00 mol ekv), 2-(tributylstannyl)-pyridin (0.71 mmol,
3.60 mol ekv), tetrabutylammonium chlorid (0.44 mmol, 2.20 mol ekv), Pd(PPh3)s (0.12
mmol, 0.06 mol ekv) a pridali sme acetonitril abs (0.7 mL). Po prefuknuti Ar a naslednym
zatavenim sme reakénli zmes nechali zahrievat’ v olejovom kupeli pri 100 °C pocas 48 h.
Potom sme k zmesi pridali EA (30 ml) a 1 M vodny roztok KF (20 ml) a nechali ju mieSat’ 2 h
pri rt. Organicka vrstvu sme oddelili a vodnu extrahovali EA (2 x 10 ml). Spojené organické
vrstvy sme premyli nasytenym roztokom NaCl (2 x 20 ml), vysuSili statim nad Na;SOy,
suSidlo odfiltrovali a rozpustadlo odparili pomocou RVO a HV. Surovy produkt sme Cistili

pomocou FLC na silikagéli s EA ako eluentom.

N-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-5-(4-metoxy-3-(pyrid-2-yl)fenyl)oxazol-2-amin ~ (23)
Biela krystalicka latka 43.0 mg (0.092 mmol, 63.2 %), Tt: 215-217 °C [FLC: SiO,, EA].
Elem. Anal. vypoc. C4H»3N3505S (465.52): C, 61.92; H, 4.98; S, 6.89. Ziskané: C, 62.11; H,
5.10; S, 6.58.

'"H-.NMR (300 MHz, DMSO-ds;, LK-168-
DMSO-dg 976 0 320073
st 70m 70072 [ exen \{o\“m 09B): 6 9.76 (br s, 1H, NH), 8.82 (d, 1H,
W 49(8_712_1) J(4',6") = 2.3 Hz, H-C(6")), 8.70 (m, 1H, H-
Q 7 C(3*)), 8.02 (d, 1H, J(2,6) = 2.1 Hz, H-C(2)),
3.98
7.95-7.78 (m, 2H, H-C(5%), H-C(4*)), 7.68

736 870 LK-168-09B
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(dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(2,6) = 2.1 Hz, H-C(6)), 7.49 (d, 1H, J(3",4") = 8.7 Hz, J(4',6") =
2.1 Hz, H-C(4")), 7.46 (s, 1H, H-C(oxazol)), 7.36 (m, 1H, H-C(4*)), 7.26 (d, 2H, J(5.,6) = 8.7
Hz, H-C(5), J(3",4") = 8.7 Hz), H-C(3")), 3.98 (s, 3H, OCHs), 3.89 (s, 3H, OCH3), 3.20 (q,
2H, J(CH,,CH3) = 7.3 Hz, SO,CH,), 1.12 (t, 3H, J(CH3,CH,) = 7.3 Hz, SO,CH,CH;);

T T T T T T T T T
a0 78 78 7 T8 75 T4 73 PPt

8.842 822202782 762,792 722 TOPPM

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
g 5 4 2 PFM

TR - - BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, LK-168-
558 1126 1255 01\5?““""’1154125{0\ _ (1)9BC): 156.0 (C2°), 155.4 (C4), 154.4 (C1%),
&7 4‘9(8_712_1) 51.3 (C2), 149.3 (C3*), 144.0 (C5°), 135.9
: o7 (C5%), 130.0 (C1°), 128.9 (C5°), 128.7, 125.3
(C6), 124.8, 124.6, 122.2, 122.1 (), 120.7 (),
120.7 () 115.4 (C6"), 112.6 (C4), 110.7 (C3"),
56.2 (OCH3), 55.8 (OCH3), 49.7 (SO,CH,), 7.3 (SO,CH,CH3).
MS1: 466.117 [M+H]". MS2 (466.117): 470.118(s); 451.093(s); 420.076(m); 408.084(w);
373.116(w); 325.063(w); 301.112(w); 251.063(w); 213.085(w); 154.056(w). MS3 (420.076):
420.076(s), 402.068(w); 357.027(w); 327.074(w); 226.092(w); 184.052(w).
MS1: 464.108 [M-H]". MS2 (464.108): 464.108(m); 449.066(s); 434.066(w); 406.071(w);
377.080(w); 341.065(w); 279.032(w); 235.040(w); 195.047(w); 169.046(w). MS3 (434.066):
435.064(w); 406.070(s); 341.066(w); 297.082(w), 235.040(m); 195.047(w).
FT IR (solid, cm™): 2928 (m), 2848 (w), 1737 (w), 1613 (s), 1570 (s), 1498 (m), 1473 (m),
1422 (m), 1302 (m), 1265 (s), 1178 (w), 1139 (s), 1121 (s), 1085 (m), 1028 (m), 918 (w), 892
(W), 795 (m), 714 (m).

LK-168-09BC

N-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-5-(4-(metoxymetoxy)-3-(pyrid-2-yl)fenyl)oxazol-2-
amin (24) Biela krystalicka latka 39.3 mg (0.079 mmol, 78.6%), Tt: 68-71 °C [FLC: SiO,,
EA].
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Elem. Anal. vypo€. C,sH2sN306S (495.55): C, 60.59; H, 5.08; S, 6.47. Ziskané: C, 60.27; H,
5.41; S, 6.20.

DMSO-dg - o o "H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-160-
H oo g\\o Twos| 09): 6 9.78 (br s, 1H, NH), 8.81 (d, 1H,

@ reen2y | J(@4,67) =23 Hz H-C(6")), 8.72 (m, 1H, H-
726 ®7) C(3*)), 8.01 (d, 1H, J(2,6) = 2.2 Hz, H-
C(2)), 7.94-7.80 (m, 2H, H-C(5*), H-C(4%)),
7.66 (dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(2,6) = 2.2
Hz, H-C(6)), 7.48 (s, 1H, H-C(oxazol)), 7.48 (d, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, J(4',6°) = 2.2 Hz, H-
C(4"), 7.38 (m, 1H, H-C(4*)), 7.34 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(5)), 7.26 (d, 1H, J(3',4") =
8.7 Hz, H-C(3")), 5.29 (s, 2H, OCH,0), 3.98 (s, 3H, OCH3), 3.34 (s, 3H, CH,OCH3), 3.20 (q,
2H, J(CH,,CH3) = 7.4 Hz, SO,CH,), 1.11 (t, 3H, J(CH3,CH,) = 7.4 Hz, SO,CH,CH,).

s

U\\\:\Z 70 7E6 7m0 746 740 7s 7 PP
2.00 Tas5 7.0 7.85 PEM
24 882 280 272 276 74 972 870FP

T T T T T T T T T T T T T T T T T
| G 4 2 PP

3.34
529 7.34(8.7) 7_66(8.7,63)

7.38 872 LK-160-09

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d;, LK-160-09C):
s S| 1557 (C29), 154.6 (C1%), 153.5 (C4-0), 151.5

H s
) \O '
o5 8-9 (C2°-0), 149.5 (C3*%), 144.0 (C5°), 136.2
N : 121.9
\

oo (C5%), 130.0 (C17), 129.0, 128.9 (C5"), 128.7,
125.4 (C6), 125.0, 124.5, 122.5 (C4*), 121.9
1225 1495 LK-150-09FC| (47, 121.2, 116.0 (C5), 115.5 (C6"), 110.9

(C3), 94.6 (CH,OCH3), 56.3 (OCH3), 56.0 (CH,OCHs), 49.8 (SO,CH,), 7.4 (SO,CH,CHs).
MS1: 496.129 [M+H]". MS2 (496.129): 497.125(m); 464.099(s); 436.105(w); 371.103(w);
255.096(m); 233.072(s); 167.062(w). MS3 (464.099): 465.102(m), 418.060(w); 371.103(w);
328.101(w); 249.050(w); 223.672(m); 196.063(s); 167.062(w).
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MS1: 494.120 [M-H]. MS2 (494.120): 494.117(s); 449.088(s); 434.065(w); 341.065(w);
298.066(w); 235.040(w); 195.048(w). MS3 (449.088): 450.089(s); 406.071(w); 377.081(w);
341.065(w), 250.050(w); 235.040(m); 195.048(s); 169.045(w).

e Priprava HO-1Y6A (25) hydrolyzou MOMO-1Y6A (24)

H OMe
O._N
o-/ Y 30 % HCI- MeOH_ HO \\/K
rt, 15 min B N
.
SO,Et 25 99% SO,Et

K p-MOMO-1Y6A 24 20.0 mg (40.4 pmol, 1.00 mol ekv) v CH,Cl, (2.0 mL) sme
prikvapkavali roztok 30 % HCI v metanole (140 pl). Reakciu sme nechali mieSat’ 15 min pri
rt. Nasledne sme k zmesi pridali nasyteny roztok K,COj; (5.0 ml) a extrahovali ju EA (3 x 3
ml). Spojené organické vrstvy sme vysuSili statim nad Na,SOs, suSidlo sme odfiltrovali
a rozpustadlo odparili pomocou RVO a zvySok dosusili pomocou HV. Ziskali sme 18.0 mg

(40.0 pmol, 98.7 %) bielej krystalickej latky.

4-(2-(4-(Etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)-2-(pyrid-2-yl)fenol (25): Tt: 218-
220 °C.

Elem. Anal. vypoc. C»3H,1N305S (451.49): C, 61.18; H, 4.69; S, 7.10. Ziskané: C, 61.00; H,
4.82; S, 7.29.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-

DMSO-dg 9.66 O/3<(7.4)
7.05(86) 7.60(8.6, 22) H A S\\O 1.13(7.4) 161—09): 0 OH (nevidno), 9.66 (bI‘ S,
o~ N, '<> TH, NH), 8.80 (d, 1H, J(4'6) = 2.3
8'3“8‘4'“9’(;'9) prea T ? D Hz, H-C(6')), 8.69 (ddd, J(3*4%) =
2 3.98
pea T o\ N 5.1 Hz, J(3*,5%) = 1.8 Hz, J(3%,6%) =
7.53(7.4,5.1,09) 8:69(51,18,09 LK-161-09

0.9 Hz, H-C(3*)), 8.31 (ddd, 1H,
J(5*,6%) = 8.4 Hz, J(4*,6¥) = 0.9 Hz, J(3*,6*) = 0.9 Hz, C(6*)), 8.23 (d, 1H, J(2,6) = 2.2 Hz,
H-C(2)), 8.13 (ddd, 1H, J(5*,6*) = 8.4 Hz, J(5*,4%) = 7.4 Hz, J(3*,5%) = 1.8 Hz, H-C(5%)),
7.60 (dd, 1H, J(5.6) = 8.6 Hz, J(6,2) = 2.2 Hz, H-C(6)), 7.53 (ddd, 1H, J(4*,5%) = 7.4 Hz,
J(3*,4%) = 5.1 Hz, J(4*,6%) = 0.9 Hz, H-C(4*)), 7.50 (d, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, J(4,6") = 2.2
Hz, H-C(4")), 7.49 (s, 1H, H-C(oxazol)), 7.28 (d, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, H-C(3")), 7.05 (d, 1H,
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J(5,6) = 8.6 Hz, H-C(5)), 4.00 (s, 3H, OCHs), 3.22 (q, 2H, J(CH,,CHs) = 7.4 Hz, SO,CH.),
1.13 (t, 3H, J(CH3,CH2) =7.4 Hz, SO2CH2C_H3);

RN n s AR RRRRREARRARARRRRERREERAN]
8.82 B0 272 276 274 272 270 PPM

.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
] g B 4 2 PP

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds;, LK-161-09C):
DMSO-ds Q 27,

1186 1263 0155_9H130_ 154 1239\0 158.3 (C4-0), 155.9 (C2°), 155.3 (C1%), 151.4

; \ﬁNr 122_2 (C17-0), 146.3 (C3%), 144.3 (C5°), 139.0 (C5*),

poa /e s Qs 1302 (C17), 1289 (C5), 1263 (C6), 122.9

) 563

1391";2>4* /. L KAB1-09C (C4%), 1222 (C4"), 121.8 (C2), 120.5 (C4°),
120.4 (C6%), 119.34 a119.29 (C1 alebo C3),

118.6 (C5), 115.4 (C6”), 110.8 (C3"), 56.3 (OCH3), 49.7 (SO,CH,), 7.4 (SO,CH,CH3).

MS1: 451.095 [M+H]". MS2 (451.095): 452.099(s); 406.061(w); 359.103(w); 324.100(w);

237.048(w); 211.072(w); 183.082(w). MS3 (359.103): 359.103 (s), 317.111(w); 253.071(w);

226.054(w); 211.071(w); 171.061(w).

MS1: 450.097 [M-H]. MS2 (450.097): 451.095; 390.074(w); 342.072(w); 314.077(w);

265.018(m); 236.014(w); 206.977(m); 170.055(m); 159.013(w). MS3: 436.075(m);

406.048(w); 362.046(w); 342.070(w), 314.080(m); 298.086(w); 265.016(s); 226.006(m);

206.977(s); 170.054(m); 159.013(m); 133.015(w).

FT IR (solid, cm™): 3427 (w), 2958 (m), 2924 (m), 2856 (m), 1727 (m), 1596 (m), 1531 (W),

1484 (m), 1464 (m), 1397 (w), 1261 (m), 1103 (s), 1013 (m), 886 (W), 793 (W), 735 (m), 715

(W).
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5.21 Aza-inhibitory VEGFR-2 receptora

a) Syntéza alfa-azidocetofenénovych prekurzorov

e Priprava 1-(4-amino-3-bromfenyl)etanonu (27)

Q 1.00 Q
HoN PhCH;3 40 °C  H,N
26 15 min Br 27

K roztoku 4-aminoacetofenénu (26) 5.00 g (37.0 mmol, 1.00 mol ekv) v toluéne abs
10 ml sme pri 40°C za mieSania po Castiach pridavali NBS (37.0 mmol, 1.00 mol ekv) a zmes
sme po pridani NBS zahrievali na 40 °C eSte 15 min. Priebeh reakcie sme kontrolovali
pomocou TLC. Po ochladeni zmesi na rt sme k nej pridali H,O (100 ml) a extrahovali ju s EA
(3 x 50 ml). Spojené organické vrstvy sme vysusSili statim nad Na,SOs, susidlo sme
odfiltrovali, rozpustadlo odparili pomocou RVO a surovy produkt sme dosusili pomocou HV.
Produkt sme pouzili do nasledujtcej reakcie bez d’alSieho Cistenia (v d’alSom kroku produkt

vypadava z reakénej zmesi).

CDCls o 1-(4-Amino-3-brémfenyl)etanén (27)"°
ez "H-NMR (300 MHz, CDCls, LK-221-09A): 6 8.05 (d, 1H, J(2,6) = 2.0
o | Hz, H-C(2)), 7.72 (dd, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(6)),
st gy 6.74 (d, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, H-C(5)), 4.51 (br s, 2H, NH,), 2.50 (s, 3H,
LK-221-10A COCH3).

6.74 (8.5)

o Priprava N-(4-acetyl-2-bromfenyl)formamidu (28)

Q 3.00/250 Q
HCOOH / Ac,0 o
2 THF abs 28
HoN ’ t,1h H H
Br Br 999%

70 Nakao, K.; Stevens, R.W.; Kawamura, K.; Uchida, Ch.; Koike, H.; Caron, S. Patent: US6608070 B1, 2003.
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Roztok HCOOH 2.8 ml (70.2 mmol, 3.00 mol ekv) a Ac;O 5.6 ml (58.5 mmol, 2.50
mol ekv) sme zahrievali 2 h pri 70 °C. Po ochladeni formyla¢nej zmesi na rt sme k nej
prikvapkavali aminoacetofenon 27 5.00 g (23.4 mmol, 1.00 mol ekv) rozpusteny v 10 ml THF
abs. Reak¢énu zmes sme nechali mieSat’ 1 h pri rt. Pozorovali sme vznik bielej zrazeniny, ktort
sme po Case odsali, na frite ju premyli H,O a vysuslili. Produkt sme prekrystalizovali z EA.
Ziskali sme 3.15 g (13.0 mmol) bielej krystalickej latky. Mate¢ny ltih sme odparili do sucha,
premyli Et;O (3 x 10 ml) a ziskali 2.49 g (10.3 mmol) bielej krystalickej latky ktord podla
TLC bola zhodna s poziciou produktu ziskaného po krystalizacii. Celkovy vytazok reakcie

5.64 g (23.3 mmol, 99.6 %).

N-(4-Acetyl-2-brémfenyl)formamid (28)

"H-NMR (300 MHz, CDCl;, LK-222-10D): ¢ 8.57 (d, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, H-C(5)), 8.56 (s,
1H, CHO), 8.19 (d, 1H, J(2,6) = 1.9 Hz, H-C(2)), 7.91 (dd, 2H, J(5,6) = 8.5 Hz, J(2,6) = 1.9
Hz, H-C(6); zaroven br s, 1H, NH), 2.59 (s, 3H, COCHj;).

1 ||e CDC|3 7.91(8.5, 1.9) o
'sl| | b 8.57 (8.5)
I | I 2
i I || | )]\
[*] . |/ H H 8.19 (1.9)
[ f |I |
J / I' o ~ oo 701 Br
.“-il. o .l:.‘l. o -IE.4- o -I-.- o .il-). o .I:.I — -.I-::- o --’.‘J-Fl-."ﬂ. LK-222-1OD
L . 1
______________ N
e Priprava 1-(4-amino-3-bromfenyl)-2-brometanonu (29)
o 2.10 Q
B
)Ok CuBr, f
EA abs / MeOH
H™ N 28 i, 20n 2N 29
Br Br 57 %

Zmes formamidu 28 1.00 g (4.13 mmol, 1.00 mol ekv) a CuBr; 1.94 g (8.69 mmol,

2.10 mol ekv) v 6 ml zmesi EA / MeOH (5 / 1) sme nechali mieSat’ cez noc pri rt. Reakciu
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sme kontrolovali pomocou TLC analyzy. Nakoniec sme k reakénej zmesi pridali nasyteny
roztok NaHCOj3 (50 ml) a tito sme extrahovali s EA (3 x 30 ml). Spojené organické vrstvy
sme vysusili statim nad Na,SOs, suSidlo odfiltrovali, rozpustadlo odparili pomocou RVO
a surovy produkt dosusili pomocou HV. Po krystalizacii v zmesi H / EA sme ziskali 690.0 mg
(57.0 %, 2.36 mmol) bledoperletovej krystalickej latky. Na zaklade spekltier sme pozorovali,
ze pri tejto reakcii dochadza aj k odchraneniu formylovej skupiny pravdepodobne vplyvom
vznikajicej HBr. Zistili sme, Ze aj napriek tomu je nutné vychadzat’ z chraneného anilinu,

lebo v opa¢nom pripade reakcia nie je selektivna a bromuje sa aj aromatické jadro.

1-(4-Amino-3-brémfenyl)-2-brémetandn (29) Tt: 116-117 °C [H/EA].

"H-NMR (300 MHz, CDCls, LK-230-10A): ¢ 8.10 (d, 1H, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(2)), 7.77 (dd,
1H, J(5,6) = 8.5 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(6)), 6.75 (d, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, H-C(5)), 4.69 (br
s, 2H, NH>), 4.33 (s, 2H, COCH,Br).

CDClg o

7.77 (85, 2.0)

Br

H,N 8.10 (2.0)
O S L VR O 469 Br
B [:1:1] 95 T 3 7% 'S5 FPM LK_230_10A
N | ,
e Priprava 1-(4-amino-3-bromfenyl)-2-azidoetanonu (30)
1.30 O
_ NaNg N3
DMSO abs
rt, 1/2 h H,N 30
Br 99 %

Reakciu sme uskutoc¢nili z300.0 mg (1.02 mmol) dibromanilinu 29. Postup sme
pouzili ako je uvedené vyssie pre pripravu 2-azido-1-(3-brom-4-hydroxyfenyl)etanonu 10.

Ziskali sme 258 mg (1.01 mmol, 99.0 %) svetloZltych kryStalov.
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1-(4-Amino-3-brémfenyl)-2-azidoetanén (30) Tt: 148-150 °C [H/EA].

Elem. Anal. vypo¢. CsH;BrN4O (255.07): C, 37.67; H, 2.77; Br, 31.33. Ziskané: C, 37.99; H,
2.52; Br, 31.15.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, LK-232-10): 6 8.02 (d, 1H, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(2)), 7.68 (dd,
1H, J(5,6) = 8.5 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(6)), 6.76 (d, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, H-C(5)), 4.70 (br
s, 2H, NH,), 4.44 (s, 2H, COCH;,N3). "H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-232-10C): ¢ 7.93
(d, 1H, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(2)), 7.66 (dd, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(6)), 6.81
(d, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, H-C(5)), 6.39 (br s, 2H, NH>), 4.70 (s, 2H, COCH:N3).

DMSO-ds o CDClg 0

7.66 (85, 2.0) 7.68 (8.5, 2.0)

6.76 (8.5)

7.93(2.0)

6.39 Br 470 Br
LK-232-10C LK-232-10

8.02 (2.0)

BC.NMR (75 MHz, DMSO-d;, LK-232-10CC): 190.7 (C=0),
150.9 (C4-N), 133.0 (C2), 128.9 (C1), 123.2 (C6), 113.9 (C5),
106.1 (C3), 53.7 (CH,N3).

H2N 150.9 T106.1

6.39 Br
LK-232-10CC

FT IR (solid, cm™): 3466 (m), 3340 (s), 2903 (w), 2105 (s, N3), 1672 (m, C=0), 1601 (m),
1585 (s), 1424 (w), 1399 (m), 1355 (m), 1275 (m), 1211 (s), 1060 (m), 1047 (w), 949 (m),
896 (w), 805 (m), 674 (m).

e Priprava N-(4-(2-azidoacetyl)-2-bromfenyl)formamidu (31)

O 3.00/2.50 O
N3 HCoOH/AO o N3
THF abs
H,N 30 ft, 1h HTON 31
Br Br 99 %
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Roztok HCOOH 2.8 ml (70.2 mmol, 3.00 mol ekv) a Ac,O 5.6 ml (58.5 mmol, 2.50
mol ekv) sme zahrievali 2 h na 70 °C. Po ochladeni formyla¢nej zmesi na rt sme znej
odobrali 165 pl (HCOOH / Ac,0, 3.00 / 2.50 mol ekv) a prikvapkali k roztoku aminoazidu 30
109 mg (0.43 mmol, 1.00 mol ekv) v THF abs. Reak¢nt zmes sme potom nechali mieSat’ 1 h
pri rt. Nakoniec sme odparili THF, tuhy zvySok rozpustili v 10 ml EA a zmes sme extrahovali
nasytenym roztokom NaHCOs; (5 ml) andsledne H>O (2 x 5 ml). Organicku vrstvu sme
vysusili statim nad Na,SO, susidlo odfiltrovali, rozptstadlo odparili pomocou RVO a zvysny
podiel dosusili pomocou HV. Ziskali sme 121 mg (0.43 mmol, 99.4 %) zltej krystalickej
latky.

N-(4-(2-Azidoacetyl)-2-bromfenyl)formamid (31)

"H-NMR (300 MHz, CDCl;, LK-235-10): 6 8.61 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(5)), 8.57 (s,
1H, CHO), 8.18 (d, 1H, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(2)), 7.91 (br s, 1H, NH), 7.84 (dd, 1H, J(5,6) =
8.7 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(6)), 4.52 (s, 2H, COCH,N3).

CDCl3 784(87 20)0

AN _ 861(
857

452

8.18 (2.0)
TH ToL I TH0 TR OTHE TmM A PRM 7.91 BI‘ LK 235 1()
_H’I:II I.M A :__F"/\II"; ———h e S e e J::-w\..nx._._
o Priprava N-(4-(2-azidoacetyl)-2-bromfenyl)pivalamidu (32)
O 2.00
IR &
HQN@); ~ A w
Br - 20 °C.3h Br 80 %

K roztoku 91.0 mg (0.36 mmol, 1.00 mol ekv) aminoazidu (30) v 1.0 ml pyridinu abs.
sme za chladenia pri -20 °C (I'ad / sol’) prikvapkavali 87 ul pivaloyl chloridu (0.72 mmol, 2.00
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mol ekv) a zmes nasledne nechali miesat’ 3 h. Potom sme k nej pridali 1 M HCI (az do
neutrdlneho pH) a zmes sme extrahovali s EA (3 x 10 ml). Spojené organické vrstvy sme
premyli HO (2 x 10 ml), oddelili, vysuSili statim nad Na,SOs, suSidlo odfiltrovali,
rozpustadlo odparili pomocou RVO a zvySok dosusili pomocou HV. Ziskali sme 98.0 mg

(0.29 mmol, 80.6 %) Zltej krytalickej latky.

N-(4-(2-Azidoacetyl)-2-bromfenyl)pivalamid (32):

Elem. Anal. vypo¢. C;3H;sBrN4O; (339.19): C, 46.03; H, 4.46; Br, 23.56. Ziskané: C, 45.77,;
H, 4.59; Br, 23.48.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-256-10B): § 9.04 (s, 1H, NH), 8.18 (d, 1H, J(2,6) = 2.0
Hz, H-C(2)), 7.94 (dd, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(6)), 7.81 (d, 1H, J(5,6) = 8.5
Hz, H-C(5)), 4.89 (s, 2H, COCH:N3), 1.27 (s, 9H, 3 x CH3).

8.18 (2.0)

Br
LK-256-10B

e Priprava N-(4-(2-azidoacetyl)-2-bromfenyl)-2,2,2-triflucracetamidu (33)

o 3.70 O
N3 (cF,c0),0 o Na
HoN 30 TEas ke N 33
Br Br 87 %

K 100.0 mg (0.39 mmol, 1.00 mol ekv) aminoazidu 30 rozpusteného v THF abs (2 ml)
sme prikvapkavali 200.0 ul (300.0 mg, 1.43 mmol, 3.70 mol ekv) (CF;C0O),0 a zmes sme
potom nechali mieSat’ 1 h pri rt. Nasledne sme k nej pridali 10 % roztok K,COs a extrahovali s

EA (3 x 10 ml). Spojené organické vrstvy sme vysuSili statim nad Na,SOs, suSidlo sme
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odfiltrovali a rozptstadlo odparili pomocou RVO. ZvySok sme dosusili pod HV. Ziskali sme
119.0 mg (0.34 mmol, 87.2 %) zltej krystalickej latky.

N-(4-(2-azidoacetyl)-2-bromfenyl)-2,2,2-trifluéracetamid (33)

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-250-10B): 6 11.50 (s, 1H, NH), 8.17 (d, 1H, J(2,6) = 2.0
Hz, H-C(2)), 7.91 (dd, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(6)), 7.70 (d, 1H, J(5,6) = 8.5
Hz, H-C(5)), 4.89 (s, 2H, COCH,N;). F-NMR (282.2 MHz, DMSO-ds, LK-250-10F): § —
73.56 (s)

e DMSO-ds (85, 2.0)0
TrOrimTnorimmrExn PP 770 (85) N3
j\ 439
‘ FsC ” 8.17 (2.0)
- T N 1150 Br
: - - rl' lil.l' .'.J-.i";.'l..l.l-'.'li.l.l' .'.! I.'.: .H.!.l. " “I'i;M. LK-250-1 0 B
6.1900.1650, 180017501708, 165  PPM |

"-M.-Jp]_tl.—-/ I II\__...J‘II._..Ju,hu“KJ [ J.._

[ 5 4 3 2 1 FEM

e —

e Priprava N-(4-(2-azidoacetyl)-2-bromfenyl)acetamidu (34)

ACZO abs
rt noc

Br 96 %

K 130.0 mg (0.51 mmol, 1.00 mol ekv) aminoazidu 30 sme pridali 500.0 ul Ac,O abs
a roztok sme nechali stat’ pri rt cez noc. Po TLC kontrole sme k reak¢nej zmesi pridali 10 %
roztok K,COj; a extrahovali sme ju s EA (3 x 10 ml). Spojené organické vrstvy sme vysusili
statim nad Na,SOy, susidlo odfiltrovali, rozptastadlo odparili pomocou RVO a zvySok dosusili

pomocou HV. Ziskali sme 146.2 mg (0.49 mmol, 96.1 %) Zltej krystalickej latky.

N-(4-(2-Azidoacetyl)-2-bromfenyl)acetamidu (34)

"H-NMR (300 MHz, CDCls;, LK-244-10): § 8.57 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-C(5)), 8.15 (d,
1H, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(2)), 7.85 (br s, 1H, NH), 7.81 (dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(2,6) = 2.0
Hz, H-C(6)), 4.51 (s, 2H, COCH:N3), 2.29 (s, 3H, COCH3).
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e CDCls 0

7.81(8.7, 2.0)

|V 785 Br LK-244-10

LNy (WY S T SR (N _ _ IR |V S

e Priprava 1-(4-(2-azidoacetyl)-2-bromfenyl)mocovina (35)

0] 2.00 )

N3 1/Csl N3
1 h Q

HoN 30 2/H,O H,N~ N 35
Br rt, noc Ho g 55 %

K vychladenej zmesi 100.0 mg (0.39 mmol, 1.00 mol ekv) aminoazidu 30 v AN abs.
sme prikvapkavali 70.0 ul CSI (0.79 mmol, 2.0 mol ekv) a nechali miesat’ 1 h. Potom sme
k zmesi pridali 10 ml H,O a nechali mieSat’ pri rt cez noc. Extrahovali sme ju s EA (3 x 10
ml), spojené¢ organické vrstvy sme vysuSili statim nad Na,SOy4, suSidlo odfiltrovali,
rozpustadlo odparili pomocou RVO a zvySok dosusili pomocou HV. Trituraciou s CHCl; sme

ziskali 64.0 mg (0.215 mmol, 55.0 %) oranzovej krystalickej latky.

1-(4-(2-Azidoacetyl)-2-bromfenyl)mocovina (35)

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d;s, LK-247-10B2): 6 8.34 (d, 1H, J(5,6) = 8.8 Hz, H-C(5)), 8.20
(s, 1H, NH), 8.11 (d, 1H, J(2,6) = 2.1 Hz, H-C(2)), 7.86 (dd, 1H, J(5,6) = 8.8 Hz, J(2,6) = 2.1
Hz, H-C(6)), 6.73 (br s, 2H, NH,), 4.83 (s, 2H, COCH:N3).
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T80 7880 7670 7450 7050 THAD | FPM DMSO- d6 0

| I “ 7.86(8.8, 2.1)
| | ) ||‘| 8.34(8.8) N3
| | I|I|I |
.'l'; ,.l | ' _.'ll. || H 2N)LN 8.11(2.1)
o o Br kc2e7-1082
|
" |
A LJJ W4 I I\. Ji 1‘|

b) Syntéza navrhnutych aza derivatov obsahujucich oxazolovy heterocyklus

® Priprava p-NHCHO- arylamino-2-aryloxazolu

1.50

0 4
H—/< N3 0=8=0 ppph3
HN + \(
0 CH2C|2 abs
Os -rt, noc %
/Q)‘V 30 %

K zmesi polymémeho pPPh; 341.0 mg (0.55 mmol, 1.50 mol ekv) a formamidazidu 31
103.0 mg (0.36 mmol, 1.00 mol ekv) v CH,Cl, abs (10 mL) sme za chladenia (0 °C, l'adovy

kapel’) pocas 1 h prikvapkavali izokyanat 20 88.0 mg (0.36 mmol, 1.00 mol ekv) rozpusteny v
CH,Cl, abs (2 ml). Reakénu zmes sme nechali mieSat’ cez noc, pricom teplota vystipila na rt.
Polymérny PPh; sme zo zmesi odfiltrovali, dobre premyli EA a filtrat odparili dosucha
pomocou RVO a HV. Surovii zmes sme &istili pomocou stipcovej chromatografie na SiO; s
eluentom H / EA (1/4), pricom sme ziskali odchraneny nie tplne Cisty produkt oxazol-2-amin
36a 12.5 mg (0.028 mmol, 7.8 %) ako aj prislusny polarnejSi mocovinovy derivat 36b 44.2
mg (0.109 mmol, 30.3 %).

Pri reakcii dochadza k uvol'neniu formylovej skupiny z formanilidu 31.
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5-(4-Amino-3-bromfenyl)-V-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)oxazol-2-amin (36a)
DMSO-d "H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, K-237-10F3):

9.88

812(89) 760 (55, 20) H oo (I?/SQ?& 0 9.88 (br s, 1H, NH), 9.81 (br s, 2H, NH,),
RN O N S\\O 112 (7.3) ;o ,
2 w2 8.77 (d, 1H, J(4,6") = 2.3 Hz, H-C(6")), 8.12
8.81 \ N 752(8.5.2.3)

Br’ @9 7e0 <|> 726 (87) (d, 1H, J(5,6) = 8.6 Hz, H-C(5)), 7.92 (d, 1H,

38 LK-237-10F3) 72 6) = 2.0 Hz, H-C(2)), 7.60 (dd, 1H, J(5,6) =

8.5 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(6)), 7.60 (s, 1H, H-C(ox)), 7.52 (dd, 1H, J(3",4") = 8.5 Hz,
J(4',6") = 2.3 Hz, H-C(4")), 7.28 (d, 1H, J(3",4") = 8.7 Hz, H-C(3")), 3.98 (s, 3H, OCH3), 3.21
(q, 2H, J(CH,,CHs) = 7.3, SO,CHy), 1.12 (t, 3H, J(CH3,CH,) = 7.3, SO,CH,CHs).

1-(2-(4-Amino-3-brémfenyl)-2-oxoetyl)-3-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)mocovina (36b)
"H-NMR (300 MHz, LK-237-10F1, DMSO-

H H 864 20) 2\{3{”-“ ds): 0 NH; nevidno, 8.67 (br s, 1H, NH), 8.64
469 (5.1) \g/ @ O 1809 (d, 1H, J (4°,6") = 2.0 Hz, H-C(6")), 8.23 (d,

o (87L)K (Z;:O;om 1H, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(2)), 8.02 (dd, 1H,

J(5,6) = 8.3 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(6)),
7.61 (d, 1H, J(5,6) = 8.3 Hz, H-C(5)), 7.43 (t, 1H, JINH,CH) = 5.1 Hz, NH), 7.42 (dd, 1H,
J(3'4") = 8.7 Hz, J(4',6) = 2.0 Hz, H-C(4)), 7.22 (d, 1H, J(3"4") = 8.7 Hz, H-C(3")), 4.69
(d, 2H, J(CH,,NH) = 5.1 Hz, COCH,NH), 3.97 (s, 3H, OCHj), 3.14 (q, 2H, J(CH,,CH;) = 7.4

Hz, SO,CH,), 1.08 (t, 3H, J(CHs,CH,) = 7.4 Hz, SO,CH,CH).

DMSO-dg

8.02(8.3,2.0)

O 74361 867

® Priprava pivaloyl-NH- arylamino-2-aryloxazolu (37)

0
_ ( N
N3 0=8=0  pPPh,
HN

0] H A
S
N \
+ N 0 o)
o 4 CH,Cl, abs HN \TN( D/
Br \\C\\ rt, noc I}
Br 37 \

43 %

Zmes polymérneho PPh; 275.0 mg (0.44 mmol, 1.50 mol ekv), pivaloylazidu 32 98.0
mg (0.29 mmol, 1.00 mol ekv) a izokyanatu 20 69.0 mg (0.29 mmol, 1.00 mol ekv) sme
rozpustili v CH,Cl, abs (10 mL) anechali mieSat’ pri rt cez noc. Polymérny Ph;PO sme
nasledne zo zmesi odfiltrovali, dobre premyli EA a filtrat odparili dosucha pomocou RVO

azvy$ok sme dosudili pomocou HV. Surovy produkt sme &istili pomocou stipcovej
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chromatografie na SiO; s eluentom H / EA (1/2), pricom sme ziskali produkt oxazol-2-amin

(37) 66.0 mg (0.123 mmol, 42.4 %) a prisluSny mocovinovy derivat v stopovych mnozstvach.

Poznamka: Nakolko sme najskor nepozorovali vznik pozadované¢ho produktu podla
povodného postupu za chladenia a pridavania: a) izokyanatu ku zmesi azidu, kedy vznikal
nezelany otvoreny mocovinovy derivat, b) azidu ku zmesi izokyanatu vznikala dominantne
latka s izokyanatovym skeletom. Preto sme sa rozhodli odskusat’ aj iné postupy z literatary.
Ak sme reakciu robili pri 90 °C pocas 15 min pozorovali sme vznik dominantnej latky s
izokyanatovym skeletom (len jedna aromatika), ale aj zvySky po rozpade oxazolu. VysSia
teplota teda nie je vhodna pre dany oxazolovy typ zlucenin. Nakoniec sme uskutocnili
reakciu, kedy sme vSetky vychodiskové latky navazili a pridali CH,Cl, abs. Jedine v tomto
pripade sa nam podarilo pripravit oxazolovy produkt v doposial’ najlepsich vytazkoch (43
%).

N-(2-Brom-4-(2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)fenyl)pivalamid (37)
Tt: 187 — 190 °C [FLC, SiO, H/EA 1/2].
'"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds;, LK-258-

DMSO-d
o8 Q. 32173 10F1): 6 9.81 (br s, 1H, NH), 9.01 (br s, 1H,
0O 667547.61 (8.6, 1.4) H sme2 \8/1\12 73
%—/{ e o\(N b 7Pl NH), 8.78 (d, 1H, J(4',6") = 2.2 Hz, H-
°2°|
E @ Y 751(86,2.2) C(6")), 791 (d, 1H, J(2,6) = 1.4 Hz, H-
Br 791 (1.4) 7830r7.58 \ 7.28 (8.6) o 6 4d 1 6 06

7.66-7.5 H, J(5,6) = 8.6 Hz, H-

3.99 LK-258-10F1 ( ))5 ( 2 B ( s ) Z:

C(5)), 7.61 (dd, 1H, J(5,6) = 8.6 Hz, J(2,6)
= 1.4 Hz, H-C(6)), 7.63 alebo 7.58 (s, 1H, H-C(0x)), 7.51 (dd, 1H, J(3',4") = 8.6 Hz, J(4',6")
=2.2 Hz, H-C(4")), 7.28 (d, 1H, J(3",4") = 8.6 Hz, H-C(3")), 3.99 (s, 3H, OCH3), 3.21 (q, 2H,
J(CH,,CH3) = 7.3, SO,CHy), 1.12 (t, 3H, J(CH3,CH,) = 7.3, SO,CH,CHj).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds;, LK-258-
10F1C): 176.3 (NHCO), 156.0 (C2°), 151.4

383 126.7 or 126.1 1560N
>1763/< '“O (C2°-0), 142.3 (C5°), 135.2 (C4-NH), 130.0

DMSO- d6 981 496

1283\ N 1514 122.30r 122.0
1202 s 12230112209 110.8 (Clr-NH), 1285 (CS’), 1283 (Cl), 126.7 a
56.2 LK-258-10F1

126.1 (C5 alebo C6), 123.3 (C2), 1223 a
122.0 (C4” alebo C4°), 120.2 (C3), 115.6 (C6"), 110.8 (C3"), 56.2 (OCH;), 49.6 (SO,CH,),
40.3 — 38.3 (prekryv s DMSO, C(CHs)3), 26.9 (3 x CHs), 7.2 (SO,CH,CHs).
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o Priprava pivaloyl-NH-1Y6A (38) Stilleho couplingom

OMe 360/220/006

O H OMe
0 N BuszSnpy
HN e BugNBr
\_N Pd(PPh3)4
Br o
37 SO,Et AN, 100°C, SO,Et

48h, zatavené 75 %

Do zatavenej Pasteurovej pipety sme navazili oxazol-2-amin (37) 66.0 mg (0.123
mmol, 1.00 mol ekv), 2-(tributylstannyl)pyridin 125.0 pl (0.44 mmol, 3.60 mol ekv), BusNBr
93.0 mg (0.27 mmol, 2.20 mol ekv), Pd(PPh;)4 11.0 mg (0.007 mmol, 0.06 mol ekv) a pridali
acetonitril abs (0.7 mL). Po prefuknuti Ar a naslednym zatavenim sme reakénit zmes nechali
zahrievat’ v olejovom kupeli na 100 °C pocas 48 h. Po ochladeni sme k zmesi pridali EA (30
ml) a I M vodny roztok KF (20 ml) a nechali ju mieSat’ 2 h pri rt. Organick vrstvu sme
oddelili a vodnu premyli EA (2 x 10 ml). Spojené organické vrstvy sme premyli nasytenym
roztokom NaCl (2 x 20 ml), vysuSili staitim nad Na,SO4, suSidlo sme odfiltrovali a
rozpustadlo odparili pomocou RVO. ZvySok sme dosusili pomocou HV. Surovy produkt sme
Cistili pomocou FLC na silikagéli s EA ako eluentom. Ziskali sme 49.4 mg (0.092 mmol, 74.8
%) bledej krystalickej latky.

N-(4-(2-(5-(Etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)-2-(pyrid-2-yl)fenyl)pivalamid
(38) Tt: 226 — 228 °C [FLC, SiO; EA].

Elem. Anal. vypoc. C3H30N4OsS (534.63): C, 62.90; H, 5.66; S, 6.00. Ziskané: C, 62.72; H,
5.78; S, 6.16.

DMSO-ds "H-NMR (300 MHz, DMSO-ds;, LK-260-

9.75 322 (7.4)

; 0853(8»7)7.68(8.7, 22) H seo@s \S\/1\13(74> 10): 0 12.35 (br s, 1H, NH), 9.75 (br s, 1H,
HN

0 N
= © NH), 8.80 (d, 1H, J@4',6") = 2.3 Hz, H-
N 7.51 (8.7, 2.3)

1.24

1235 ? 7.28(8.7) C(6")), 8.76 (ddd, 1H, J(3*,4*) = 5.0 Hz,
1608 \46/ 8.10-8.06 899 J(3*,5%) = 1.8 Hz, J(3*,6%) = 0.9 Hz, H-
7.55-7.47 7.74-764 LK-260-10 C(3*)), 8.53 (d, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, H-

C(5)), 8.10-8.06 (m, 1H, H-C(6%)), 8.07 (d, 1H, J(2,6) = 2.2 Hz, H-C(2)), 7.74-7.64 (m, 1H,
H-C(5%)), 7.68 (dd, 1H, J(5,6) = 8.7 Hz, J(2,6) = 2.2 Hz, H-C(6)), 7.60 (s, 1H, H-C(ox)),
7.55-7.48 (m, 1H, H-C(4*)), 7.51 (dd, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, J(4',6") = 2.3 Hz, H-C(4")), 7.28
(d, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, H-C(3")), 3.99 (s, 3H, OCH3), 3.22 (q, 2H, J(CH,,CHs) = 7.4,
S0,CH,), 1.24 (s, 9H, 3xCHs), 1.13 (t, 3H, J(CHs,CH,) = 7.4, SO,CH,CH3).

- 105 -



: 33:0’3"'(‘8 &.E? 33"508 :\CI"I"M

| LA
13 .
DMSOd, o C-NMR (DMSO-ds, LK-260-10C): 176.3
0 ssH  ss g7 3. | (NHCO), 156.5 a155.7 (C1* alebo C2°),
?‘573663 126.7 or 126.1 01557 N 1309 - 5\\0 73
- X X o : - %k o
9_4272 H'\iaes . T 152_30r122_0 1513 (C2°-0), 147.6 (C3%), 143.7 (C5°),
Y o120 Q1108 138.4 (C5%), 136.5 (C4-NH), 130.0 (C1'-NH),
N’— 156.5 or 155.7 \
s % & %2 128.5 (C5°), 128.3 (Cl1), 126.7 a 126.1 (C5
70T LK-26010CT alebo ©6), 123.3 (C2), 123.0 (C4*), 1223 a

122.0 (C4” alebo C4°), 121.8 (C3), 120.2 (C6*), 115.5 (C6"), 110.8 (C3"), 56.2 (OCHs), 49.6
(SO,CH,), 39.6 (C(CHs)s), 27.2 (3 x CHs), 7.3 (SO,CH,CHs).

FT IR (solid, em™): 3419 (w), 2966 (m), 1733 (w), 1665 (w, C=0), 1619 (m), 1580 (s), 1508
(m), 1472 m), 1427 (m), 1408 (m), 1300 (m), 1262 (m), 1137 (m), 1122 (m), 1082 (m), 1024
(m), 917 (w), 797 (m), 715 (m).

e Priprava p-NHCOCF3-arylamino-2-aryloxazolu (39a)

O 1.50
F3C_< N3 0=S=0 pPPh3 FBC\‘( o H Q\S/\
HN + HN Y \
(o) o CH2C|2 abs \ ll\] (@]
Br Qc\\ rt, noc Br o)
N 39a | 10 %
33 20 O
(j“ W
6 %

Zmes pPPh3 336.0 mg (0.68 mmol, 1.50 mol ekv), trifludracetamidazidu (33) 156.6
mg (0.45 mmol, 1.00 mol ekv) a izokyanatu (20) 108.0 mg (0.45 mmol, 1.00 mol ekv) sme
rozpustili v CH,Cl, abs (10 mL) a nechali mieSat’ pri rt cez vikend. Polymérny pPPhs; sme zo

zmesi odfiltrovali, dobre premyli EA a filtrat odparili dosucha pomocou RVO a zvysSok
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dosusili pomocou HV. Surovi zmes sme Cistili pomocou stlpcovej chromatografie na SiO, s

eluentom H / EA (1/2), pricom sme dostali nie uplne Cisty produkt oxazol-2-amin (39a), ktory
sme nasledne cistili FLC na SiO; s eluentom H / EA (1/1). Takto sme ziskali 24.0 mg (0.044
mmol, 9.8 %) produktu (39a) a 14.0 mg (0.025 mmol, 5.6 %) mocovinového derivatu (39b).

N-(2-Brém-4-(2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)fenyl)-2,2,2-trifluér-

acetamid (39a)

DMSO- d6

F3C\< 7.54(84) 568 ( 8419)

7.99 (1.9} 7. 72

9.88

H
N

8.77 (2.2)

11.33

Br

7.28 (8.6)

o
|

3.99

O 321073

752(86,2.2)

LK-269-10S

I/\
\O 112 (7.3}

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d;, LK-269-
10S): 6 11.33 (br s, 1H, NH), 9.88 (br s,
1H, NH), 8.77 (d, 1H, J(4',6") = 2.2 Hz,
H-C(6")), 7.99 (d, 1H, J(2,6) = 1.9 Hz, H-
C(2)), 7.72 (s, 1H, H-C(ox)), 7.68 (dd, 1H,

J(5,6) = 8.4 Hz, J(2,6) = 1.9 Hz, H-C(6)), 7.54 (d, 1H, J(5,6) = 8.4 Hz, H-C(5)), 7.52 (dd, 1H,
J(3'47) = 8.6 Hz, J(4',6") = 2.2 Hz, H-C(4")), 7.28 (d, 1H, J(3',4") = 8.6 Hz, H-C(3")), 3.99
(s, 3H, OCH3), 3.21 (g, 2H, J(CH,,CH3) = 7.3, SO,CH,CH3), 1.12 (t, 3H, J(CH3,CH,) = 7.3

SO,CH,CH3).
| | ” .'. I
||| I| |II ||HI |I.|JiI||II’| ||| ||
B ol PP
] 78 ] 73 F;l'm
#7508 786 & 7508 118 1708 166 PEM |
_A J LUU L/ .l_,'l. _A_JJ;_L
DMSO-djg C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, LK-
s o o P 269-10SC): 156.5 (C2°), 155.4 (q,
3
0 O 5L 364 Hz, COCEs), 1516 (C27-0),
1285

56.4

155.4 132 01565 N 130.1
369 HN 1421
1516
121 5 12260r1224 O

111.0

LK-269-10S

1226 or 122.4

142.1 (C5°), 132.0 (C4-N), 130.1
(C1'-NH), 129.8, 129.1, 128.5 (C5"),

126.5, 124.6, 122.6 a 122.5 (C4°

alebo C4"), 121.5 (C3), 116.0 (C6"), 114.3 (q, 247.8 Hz, CF3), 111.0 (C3"), 56.4 (OCH3), 49.8
(-SO,CH>), 7.4 (-SO,CH,CH3). F-NMR (282.2 MHz, DMSO-ds, LK-269-10SF): 6 — 74.06

(s).
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N-(2-Brom-4-(2-(3-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)ureido)acetyl)fenyl)-2,2,2-trifludr-

acetamid (39b)
1
DMSO-dg o 746(53) oon . H-NMR (300 MHz, LK-269-10F3,
ros 03,19 H o ssips o 7 DMSO-dy): 6 11.50 (br s, 1H, NH), 8.68
0 \[f o 1.08 (7.3)
P 41269 (br s, 1H, NH), 8.64 (d, 1H, J (4',6") =
FsC N 8.30 (1.9) 7.42 (8.7,2.3)
N B 7267 2.3 Hz, H-C(6")), 8.30 (d, 1H, J(2,6) =
11.50 r 3.98 LK-269-10F3

1.9 Hz, H-C(2)), 8.07 (dd, 1H, J(5,6) =

83 Hz, J(2,6) = 1.9 Hz, H-C(6)), 7.68 (d, 1H, J(5.6) = 8.3 Hz, H-C(5)), 7.46 (1, 1H,
J(NH,CH,) = 5.3 Hz, NH), 7.42 (dd, 1H, J(3',4") = 8.7 Hz, J(4',6") = 2.3 Hz, H-C(4")), 7.22
(d, 1H, J(3',4) = 8.7 Hz, H-C(3")), 4.73 (d, 2H, J(CH,,NH) = 5.3 Hz, COCH,NH), 3.98 (s,
3H, OCHs), 3.14 (q, 2H, J(CH,,CHs) = 7.3 Hz, SO,CH), 1.08 (t, 3H, J(CHs,CHy) = 7.3 Hz, -
SO,CH,CHj3)

® Priprava p-NHCOCF;-1Y6A (40) Stilleho couplingom

0] 3.60/220/0. 06
F3C\< 5 H OMe oSy OMe
3
HN CTr BUNBr HN Ol Y
N _ Pd(PPh3)s _
Br R
39a SO,Et AN, 100°C, SO,Et

48h, zatavene

Do zatavenej Pasteurovej pipety sme navazili oxazol-2-amin 39a 23.0 mg (0.044

mmol, 1.00 mol ekv), 2-(tributylstannyl)pyridin 46.0 ul (0.16 mmol, 3.60 mol ekv), BusNBr
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34.0 mg (0.097 mmol, 2.20 mol ekv), Pd(PPh3)4 4.1 mg (0.0026 mmol, 0.06 mol ekv) a pridali
AN abs (0.7 mL). Po prefuknuti Ar a naslednym zatavenim sme reak¢énli zmes nechali
zahrievat’ v olejovom kupeli na 100 °C pocas 48 h. Po ochladeni sme zmes naliali do EA (10
ml), pridali 1 M vodny roztok KF (10 ml) a nechali mieSat’ 2 h pri rt. Organicku vrstvu sme
oddelili a vodnu premyli EA (2 x 10 ml). Spojené organické vrstvy sme premyli nasytenym
roztokom NaCl (2 x 10 ml), vysusili statim nad Na,SOs, suSidlo odfiltrovali, rozpustadlo
odparili pomocou RVO a zvysok dosusili pomocou HV. Surovy produkt sme ¢istili pomocou
FLC na silikagéli s eluentom H / EA (1/4). Ziskali sme 7.3 mg (30 %) oranzovej krystalickej
latky, ale "H-NMR potvrdilo pritomnost’ 3 latok, a to 58 % pozadovaného produktu (40), 23
% vychodiskovej latky (39a) a 19 % zvySkov pyridylu.

N-(4-(2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)-2-(pyrid-2-yl)fenyl)-2,2,2-
trifluéracetamid (40)

1
DMSO-d s 009 H-NMR (300 MHz, DMSO-dj, LK-
\\ VRS .
i C4{06'86 5405 2023 8.79(2.3) \\ 2o 270-10): 6 9.55 (br s, 1H, NH), 8.79
° 2\( )/ (d, 1H, J(4',6") = 2.3 Hz, H-C(6")),
) 747 (8.7,2.3) _

681 e 8.64 (ddd, 1H, J(3*4%) = 4.9 Hz,
6.64.(4.9 tos J(3*,5%) = 1.9 Hz, J(3*,6%) = 0.9 Hz,
1.9, 0.9) 7.93-7.85

H-C(3%*)), 7.93-7.85 (m, 1H, H-
pods T Terra LK-270-10 %) (

C(6%)), 7.81 (d, 1H, J(2,6) = 2.0 Hz,
H-C(2)), 7.47 (dd, 1H, J(3",4") = 8.7 Hz, J(4",6") = 2.3 Hz, H-C(4")), 7.57-7.44 (m, 1H, H-
C(5%)),7.40 (dd, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(6)), 7.34 (ddd, 1H, J(4*,5%) = 7.2
Hz, J(3*4%) = 4.9 Hz, J(4*,6%) = 1.3 Hz, H-C(4*))), 7.29 (s, 1H, H-C(ox)), 7.26 (d, 1H,
J(3',4") = 8.7 Hz, H-C(3")), 6.86 (d, 1H, J(5,6) = 8.5 Hz, H-C(5)), 3.98 (s, 3H, OCH3), 3.20
(q, 2H, J(CH,,CHs) = 7.3, SO,CH,CH3), 1.12 (t, 3H, J(CH;,CH,) = 7.3, SO,CH,CH).
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5.2.2 Priprava azidového ligandu pre “Click* kniZnicu

a) Syntéza prekurzorov oxazolazidu

e Priprava etyl 2-chlor-3-oxo-propiondtu (43)

o 1.50 1.00/4.00 o
\)J\ ‘BUOK
Cl O/\ + O&\O/\ tBUOH abs O/ O/\
4 42 Et,O Cl 43
0°C -rt, 20h 38 %

K roztoku tBuOK 10.10 g (90.0 mmol, 1.00 mol ekv) v tBuOH abs 34.0 ml (36.0
mmol, 4.00 mol ekv) a Et;O abs (50 ml) sme pri 0 °C (Tadovy kupel’) prikvapkavali HCOOEt
42 10.40 g (11.3 ml, 1.5 mol ekv) a etyl-2-chloracetat 41 11.40 g (10.0 ml, 1.00 mol ekv)

rozpustenych v Et,O abs (50 ml). Reakéni zmes sme miesali cez noc a teplotu sme nechali

vystpit’ na rt. Nasledne sme vzniknuta sol’ odfiltrovali, zrazeninu premyli Et,O a rozpustili

v H,O. Vodny roztok sme okyslili pomocou 1 M HCI na pH = 4 atuto sme nasledne

extrahovali s Et;0 (5 x 50 ml). Spojené organické vrstvy sme vysuSili nad Na,SO,,

odfiltrovali a zahustili na RVO. ZvySok sme dosusili pomocou HV. Ziskali sme 5.10 g (33.9

mmol, 38.0 %) mazl'avej bielej latky.

Etyl 2-chlér-3-oxo-propionat (43)71

6.35
5 CDCl,
oo

. 4.28 (7.2)
H O/Ez (7.2)
7.80 32(7.
Cl

9.52 (2.0)

H,_ O
I
o © 1.32(7.1)
Cl

LK-95.824

"H-NMR (300 MHz, CDCl;, LK-95.824): 6 7.80 (s, 1H, CH-OH),
6.35 (br s, 1H, -OH), 4.28 (q, 2H, J(CH,,CH;) = 7.2 Hz, COOCH)),
1.32 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.2 Hz, COOCH,CHj3).

"H-NMR (300 MHz, DMSO-dj): ¢ 9.52 (d, 1H, J(CHO,CHCI) = 2.0
Hz, CHO), 4.76 (d, 1H, J(CHO,CHCI) = 2.0 Hz, CHCI), 4.33 (q, 2H,
J(CH,,CH3) = 7.1 Hz, COOCH,), 1.32 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.1 Hz,
COOCH,CH;).”!

"' Yoffe, S. T.; Petrovsky, P. V.; Goryunov, Y. L; Yershova, T. V.; Kabachnik, M. 1. Tertahedron 1972, 28,

2783-2798.
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e Priprava etyl-2-aminooxazol-5-karboxylatu (44)

Cl

O
P

1.10 O

O/\ H2 NH2 H2N

H,O
100 °C, 5h

\(ﬂ o\

53 %

K zmesi etyl 2-chlor-3-oxo-propionatu 43 4.86 g (39.0 mmol,
a mocoviny 2.15 g (42.9 mmol, 1.10 mol ekv) sme pridali H,O (50 ml) a reakénti zmes sme
refluxovali poc¢as 5 h. Po ochladeni zmesi sme upravili pH na neutrdlne s 5 % HCI a zmes
sme extrahovali pomocou EA (5 x 50 ml). Spojené organické vrstvy sme vysusili statim nad

NaySOy4, odfiltrovali a zahustili na RVO a zvySok dosusili pomocou HV. Necistoty sme

odstranili trituraciou s EA a ziskali sme 3.25 g (20.8 mmol, 53.0 %) bledej krystalickej latky.

Etyl-2-aminooxazol-5-karboxylat (44) Tt: 153 — 155 °C [EA] (lit. Tt: 155 °C [EtOH])”

"H-NMR (300 MHz, CDCls): ¢ 7.48 (s, 1H, H-Coxazol), 5.62 (br s, 2H, NH>), 4.33 (q, 2H,

J(CH,,CHz) = 7.1 Hz, COOCH,), 1.36 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.1 Hz, COOCH,CHs).

BC.NMR (75 MHz, CDCls, LK-101.824): 163.0 (C=0), 158.4 (C2-NH,), 136.9 (C5), 136.1

(C4), 61.3 (COOCH>), 14.7 (COOCH,CH).

7

FT IR (solid, cm™): 3343 (m, NH,), 2982 (m), 1682 (s), 1609 (s), 1568 (m), 1494 (m), 1373

CDCl, o
Ij;lil 0] 4.33(7.1)
o\
N 748 1.36 (7.1)
LK-aminoox

(m), 1325 (m), 1240 (s), 1171 (s), 1070 (m), 1019 (m), 952 (m), 871 (w), 746 (m).

2 Dornow, A.; Frese, A Archiv der Pharmazie 1953, 286, 494 — 499.
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Priprava etyl-2-chloroxazol-5-karboxylatu (45)

1.50/1.50
0 'BUONO o)
o . CucCl
0 _CuClh _ ¢l
HzN\<\ J)J\ “AN abs \(
N 44 60 - 80 °C 45
2h 78 %

K zmesi CuCl, abs 2.60 g (19.2 mmol, 1.5 mol ekv) v AN abs (40 ml) sme
prikvapkavali ‘BuONO 2.28 ml (2.00 g, 19.2 mmol, 1.50 mol ekv). Nasledne sme pocas
zahrievania na 60 °C k zmesi pridavali po Castiach etyl-2-aminooxazol-5-karboxylat 44 2.00 g
(12.8 mmol, 1.00 mol ekv). Potom sme zmes zahrievali na reflux eSte 2 h a nakoniec ju
nechali ochladit’ na rt v priebehu 30 min. K reakcii sme pridali EA (50 ml), HO (30 ml)
a konc HCI (5 ml). Vodnu vrstvu sme extrahovali s EA (3 x 50 ml). Spojené organické vrstvy
sme extrahovali nasytenym roztokom NaCl a nasledne organicky podiel vysusili statim nad
NaySO4. Susidlo sme odfiltrovali, zmes zahustili pomocou RVO a zvySok dosusili
pomocou HV. Ziskali sme 1.71 g (9.7 mmol, 78.0 %) zelenej olejovitej latky. 'H-NMR
potvrdilo Struktaru a dostato¢ni Cistotu pripravenej latky. Produkt sme pouzili do

nasledujtcej reakcie bez Cistenia, nakol’ko sa tento teplom a na SiO, sa rozklada.

DMSO-d, Etyl-2-chléroxazol-5-karboxylatu (45)
CI\(JA 433071 '"H-NMR (300 MHz, CDCls, LK-103-08): 6 7.69 (s, 1H, H-
8.08

130 @n | Coxazol), 4.39 (q, 2H, J(CH,,CH3) = 7.1 Hz, COOCH,), 1.38 (4,
LK-111-08B

3H, J(CH,,CH3) = 7.1 Hz, COOCH,CH3). '"H-NMR (300 MHz,
DMSO-ds, LK-111-08B): 6 8.08 (s, 1H, H-Cox), 4.33 (q, 2H, J(CH,,CH;) = 7.1 Hz,
COOCHb>), 1.30 (t, 3H, J(CH,,CH;) = 7.1 Hz, COOCH,CH3)."”

7 Atkins, J. M.; Vedejs, E. Org. Lett. 2005, 7, 3351 — 3354,
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b) Syntéza designovaného oxazolazidu

o Priprava etyl 2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-karboxyldatu (46)

cl 'PrOHabs
*ﬂ - ot Q %

-0 19 45 61 %

0=S=0

K roztoku anilinu 19 2.05 g (9.50 mmol, 1.00 mol ekv) v 'PrOH abs (40 ml) sme
prikvapkavali etyl-2-chloroxazol-5-karboxylat 45 1.67 g (9.50 mmol, 1.00 mol ekv)
rozpusteny v 'PrOH abs (5 ml). Reaként zmes sme mieSali pri rt pocas 4 dni. Podla TLC
analyzy (aj NMR spektier) bola stale pritomnd aj vychodiskova latka (34 % anilinu), preto
sme do zmesi pridali d’alsi podiel etyl-2-chléroxazol-5-karboxylatu 1.67 g (9.50 mmol, 1.00
mol ekv) rozpusteného v 'PrOH abs a zmes sme miesali d’alsie 3 dni pri rt. Ked uz nebol
pritomny vychodiskovy amin, z reakénej zmesi sme odparili iPrOH. ZvySok sme rozpustili
v EA (50 ml), extrahovali nasytenym roztokom NaHCO; (30 ml) a H,O (2 x 30 ml). Spojené
organické vrstvy sme vysuSili nad Na,SO,, susidlo sme odfiltrovali aroztok zahustili
pomocou RVO. Surovy produkt sme dosuSili pomocou HV adostali sme tmavohnedu
olejovita latku, ktora sme krystalizovali zo smesi H / EA. Po Cisteni sme ziskali 2.06 g (5.8

mmol, 61.0 %) svetlohnedého krystalického produktu.

Poznamka: Reakcia podla literatury bola uskutotnena na inych substratoch v 'PrOH pri
teplote 80 °C pocas 5 h.' Tieto podmienky st pre nas nevhodné, lebo tak &inidlo, ako aj
produkt sa pri vyssej teplote rozkladaju. Okrem toho vznika aj otvoreny vedlajsi produkt,
o ktorom sme si mysleli, ze je intermediatom veducim k produktu. No ani napriek ré6znym

reakénym podmienkam sa nam nepodarilo tuto latku premenit’ na pozadovany produkt.

Etyl 2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-karboxylatu (46) Tt: 142 — 143 °C
[H/EA].

Elem. Anal. vypoc. C;5HsN,OgS (354.38): C, 50.84; H, 5.12; S, 9.05. Ziskané: C, 50.63; H,
5.48; S, 9.27.
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"H-NMR (300 MHz, DMSO-d,, LK-113-08D): & 10.32 (br s, 1H, NH), 8.66 (d, 1H, J(4,6) =
2.3 Hz H-C(6)), 7.88 (s, 1H, H-Cox), 7.57 (dd, 1H, J(3,4) = 8.7 Hz, J(4,6) = 2.3 Hz H-C(4)),
7.29 (d, 1H, J(3,4) = 8.7 Hz, H-C(3)), 4.29 (q, 2H, J(CH,,CH;) = 7.1 Hz, COOCH,), 3.94 (s,
3H, OCH3), 3.20 (q, 2H, J(CH,,CHs) = 7.3 Hz, SO,CH,), 1.29 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.1 Hz,
COOCH,CH3), 1.11 (t, 3H, J(CH,,CH;) = 7.3 Hz, SO,CH,CH3).

JUL Rz DMSO-dg
\ 320 (7.3)
=s=0 Q@

8.66 (2. 3) \,29 D

7z pem 3)
@ 5\ 429(71)
WL o
H

1032 LK-113-08D
. ‘_‘ | le I

2 6708 6658 6608 5558 6509 B‘EPM

72 DMSO-dg| “C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, LK-113-08DC): 158.7 (C=0),
Q o 157.1 (C27), 152.3 (C2), 135.9 a 135.6 (C1 alebo C5°), 129.9 a
“f/z&’ So | 127.7 (C4 alebo C5), 123.7 (C4), 117.4 (C6), 111.2 (C3), 60.5
SN 177 (COOCH,), 562 (OCH3), 49.6 (SO,CH,), 14.1
Lk-113-08Dc] (COOCH,CH3), 7.2 (SO,CH,CH3).

FT IR (solid, em™): 3477 (w, NH), 2980 (w), 2944 (w), 1702 (m), 1610 (s), 1570 (s), 1492
(m), 1424 (w), 1373 (m), 1321 (m), 1265 (m), 1206 (w), 1140 (m), 1122 (s), 1084 (m), 1014
(m), 980 (w), 920 (w), 794 (w), 722 (m).

e Priprava 2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)-metanolu (47)

// 6x050 |

L|AIH4 OH
THF abs
0°C,4h

63%

K vychladenej zmesi (0°C) ArNHoxazolesteru 46 354.4 mg (1.00 mmol, 1.00 mol
ekv) v THF abs 5.0 ml udrziavanej pod Ar sme kazdych 30 min prisypavali 19.0 mg LiAlH,4

(0.50 mmol, 0.50 mol ekv) az do hodnoty 3.00 mol ekv. Po poslednom pridani sme reak¢na

~114 -



zmes nechali mieSat’ 1 h pri 0 °C. Nasledne sme zmes pomaly naliali do 25 ml vopred
vychladeného nasytené¢ho roztoku NH4ClI a nechali miesat’ 10 min. Potom sme ju extrahovali
s EA (4 x 10 ml). Spojené organické vrstvy sme vysuSili stinim nad Na,SO,, suSidlo sme
odfiltrovali aprchavé podiely odparili na RVO. Ziskany surovy produkt sme dosusili
pomocou HV. Ziskali sme 197.0 mg produktu 47 (0.63 mmol, 63.0 %), ktory sme Ccistili

pomocou FLC na SiO, s EA ako eluentom.

2-(5-(Etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)-metanolu (47) Tt: 157 — 160 °C
[aceton].

Elem. Anal. vypo¢. C;3H;sN,OsS (312.34): C, 49.99; H, 5.16; S, 10.27. Ziskané: C, 50.19; H,
5.04; S, 10.46.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds, SK-red3): § 9.53 (br s, 1H, NH), 8.75 (d, 1H, J(4,6) = 2.3
Hz, H-C(6)), 7.46 (dd, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, J(4,6) = 2.3 Hz, H-C(4)), 7.23 (d, 1H, J(3,4) = 8.6
Hz, H-C(3)), 6.88 (s, 1H, H-Cox), 5.23 (t, 1H, J(CH,,0OH) = 5.5 Hz, OH), 4.38 (d, 2H,
J(CH,,OH) = 5.5 Hz, CH,OH), 3.94 (s, 3H, OCH3), 3.18 (q, 2H, J(CH,,CH3s) = 7.4 Hz,
SO,CH,), 1.10 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.4 Hz, SO,CH,CH3).

I"J'l jl\l I il | | 1.10(7.4) DMSO-dG
[RVARY AN ! J lL 3.18(7.4)

eSO e e 0=8-0 a5 BE9

7.50 745 740 735 730 7325 FFM . —9 - . OH

7.46 8:6,23) L_g75(2.3)

AN 0~
;_.' \‘-. /- ‘ 7.23(8.6) @ /@\/{:88
FERY J . N N

mem—m— 953 | K-SK-red3

:—*“”;% = 7 UL \AJ O H
) Juh.____ _,Uhuﬁ__.-_.. L _JULKJ ‘J. | L

3 2 ) PR

TTE.T0E T0R TOE TOE 748 TR TS PFL]

0 6

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d;, LC-65-10C): 155.9 (C2"), 151.3
(C2), 145.6 (C57), 130.0 (Cl), 129.0 (C5), 123.2 (C4"), 122.0
(C4), 115.4 (C6), 110.7 (C3), 56.1 (OCH3), 53.1 (CH,OH) 49.6
(SO,CH)), 7.2 (SO,CH,CHj).
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FT IR (solid, em™): 3458 (s, NH), 3224 (w, OH), 3076 (w), 2944 (w), 2839 (w), 1622 (s),
1596 (s), 1575 (s), 1544 (m), 1488 (m), 1422 (m), 1364 (w), 1292 (s), 1267 (s), 1183 (w),
1136 (m), 1114 (s), 1085 (m), 1009 (m), 993 (m), 927 (w), 814 (m), 716 (m).
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o Priprava 5-(chlormetyl)-N-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-oxazol-2-aminu

hydrochloridu (48)

oH 200

ODSZO

@\ 0/\{ soCl;
N/L\N 30°C, 16h

-0 H47

(bez izolacie)

K alkoholu 47 31.2 mg (0.10 mmol, 1.00 mol ekv) sme pridali 145 ul (238.0 mg, 2.00

mmol, 20.0 mol ekv) SOCI, a zmes sme zahrievali na 30 °C pocas 16 h pod Ar atmosférou.

Nadbyto¢ny SOCI, sme odparili a zvySok sme dosusili pomocou HV (pricom sme prchavé

podiely vymrazovali pri -190 °C). Produkt je citlivy na vodu (a iné nukleofily), preto sme ho

pouzili do nasledujucich reakcii bez d’alSieho Cistenia.

5-(Chlérmetyl)-N-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-oxazol-2-aminu hydrochlorid (48)
"H NMR (300 MHz, DMSO-dy5, LK-138-08): § 10.05 (br s, 1H, NH), 8.63 (d, 1H, J(4,6) =
2.2 Hz, H-C(6)), 7.53 (dd, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, J(4,6) = 2.2 Hz, H-C(4)), 7.27 (d, 1H, J(3,4) =
8.6 Hz, H-C(3)), 7.17 (s, 1H, H-Cox), 4.90 (s, 2H, CH»Cl), 3.94 (s, 3H, OCH3), 3.20 (q, 2H,
J(CH,,CH3) = 7.3 Hz, SO,CH»), 1.10 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.3 Hz, SO,CH,CH3).

k

T
4.02|

7550 7 560 7.500 7530 7520 7 EAOPPM

T T T T T
4910 44000 4890 4820 PPM

1.10(7.3)

3.20 (7.3)

0=8=0

8.63 (2.2)

7.53(8.6,2.2)
7.27 (8.6) @
N

394~

DMSO-dg

4.90 C|
2 {
AiN 717

H HCI 782

10.05

LK-138-08

2. 858 ESB 64@ 64(8 ESB BS!E EZB 6205 B1§PM |
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o Priprava 5-(azidometyl)-N-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-oxazol-2-aminu (49)

0=5=0 o 09 o=s=0 Ng
NaN3
A\ O™\
/L\ DMSO abs /L\
N~ N rt, 12 h N~ N
H H
O T Ho 48 O 49 g5,

K chloridu 48 pripravené¢ho z (0.10 mmol, 1.00 mol ekv) 31.2 mg alkoholu 47 sme
pridali 195.0 mg (3.00 mmol, 30.00 mol ekv, pocitané na alkohol) NaN3 a 0.5 ml DMSO abs.
Reaként zmes sme mieSali pri rt pocas 12 h (pri it moéZe zmes po ¢ase zatuhnut)). Vyslednt
zmes sme potom zriedili s H,O (10 ml) a extrahovali EA (4 x 5 ml). Spojené organické vrstvy
sme preextrahovali H,O (3 x 5 ml), vysusili stinim nad Na,SOs, susidlo odfiltrovali a prchavé
podiely odparili na RVO. Surovy produkt sme ziskali dosusenim pomocou HV. Ziskali sme

22.0 mg (0.065 mmol, 65.0 %) pozadovaného produktu.

5-(Azidometyl)-N-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-oxazol-2-aminu (49) Tt: 160 — 163 °C
[FLC, H/EA 1/2].

Elem. Anal. vypoc. C;3HsN5O4S (337.35): C, 46.28; H, 4.48; S, 9.50. Ziskané: C, 46.49; H,
4.30; S, 9.34.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, LK-136-08): 6 9.75 (br s, 1H, NH), 8.73 (d, 1H, J(4,6) = 2.2
Hz, H-C(6)), 7.49 (dd, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, J(4,6) = 2.2 Hz, H-C(4)), 7.25 (d, 1H, J(3,4) = 8.6
Hz, H-C(3)), 7.10 (s, 1H, H-Cox), 4.53 (s, 2H, CH,N3), 3.95 (s, 3H, OCHs), 3.19 (q, 2H,
J(CH,,CH3) = 7.4 Hz, SO,CHy), 1.10 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.4 Hz, SO,CH,CH3).

1.10(7.4) DMSO-dg
3.19 (7.4)

0=S=0 453 N

4'5‘0 4‘540 4‘530 4.‘52U 4.'51D A‘SUD 4!@0 F‘F’M
. ; . ; , ; ; : . 7.49(86,2.2) 8.73(2.2)
7.50 745 7.40 735 7.20 726 7.20 TAS 7A0PFM O
EAN
/L{ 710
7.25 (8.6)
N N
H
O

........ 395 7 975 LK-136-08
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-d,, LC-136-08C): 156.8 (C2°), 151.6
(C2), 139.6 (C5"), 130.0 (C1), 128.7 (C5), 126.1 (C4"), 122.4
(C4), 115.9 (C6), 110.8 (C3), 56.2 (OCH3), 49.6 (SO,CH,), 44.0
(CH,N3), 7.2 (SO,CH,CH).

FT IR (solid, em™): 3424 (m, NH), 2943 (w), 2841 (w), 2096 (m, N3), 1621 (s), 1582 (s),
1536 (m), 1484 (m), 1433 (m), 1355 (w), 1306 (m), 1261 (m), 1209 (m), 1119 (s), 1085 (m),
1024 (m), 988 (w), 889 (W), 848 (W), 808 (m), 718 (m).
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6 Diskusia a vysledky

6.1 Syntéza a vysledky biologickych testov NCI USA

6.1.1 Syntéza zluc¢enin s pyranochromenonovym skeletom

Jednym =z cielov dizertatnej prace bola priprava novych derivatov zlacenin
obsahujucich antineoplasticky aktivny 3-arylpyrdnochromenénovy skelet (L), ktory bol
nedavno indetifikovany v naSej vyskumnej skupine pomocou biologického testovania na 60
typoch l'udskych tumorovych bunkovych liniach v NCI USA. (Schéma 12, vl'avo)

Navrhnuté zlucCeniny obsahujuce skelet 3 sme pripravili kondenzaciou derivatov
kyseliny fenyloctovej] a 4-oxo-4H-chromén-3-karbaldehydu 1. Reakcia prebieha ako
kondenzacia Perkinovho typu s naslednou enolizaciou a intramolekulovou laktonizaciou za
vzniku produktu 3. Vychodiskovy chromén-3-karbaldehyd 1 sme pripravili z komeréného
orto-hydroxyacetofenonu za podmienok Vilsmeier-Haackovej formylacie. Vybrané derivaty
fenyloctovych kyselin sme ziskali z komerénych zdrojov (Fluka, Aldrich). Vybrali sme para-
substituované (H-, 4-F, 4-MeO, 3,4,5-(MeQO)s;, 4-NO, a 4-SO,Me) derivaty kyseliny
fenyloctovej dobre prenasajtce elektronové efekty substituentov, vhodné na stidium vzt'ahu
Struktura a biologicka aktivita. (Schéma 12, vpravo) Vzhl'adom na uzito¢nost’ opisané¢ho typu
kondenzacnej reakcie a réznorodost’ produktov sme sa rozhodli preskumat’ jej priebeh a zistit’

Struktiry produktov, ktoré pri nej vznikaji.
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Schéma 12: VTl'avo — objaveny nosny skelet (L) pomocou biologického testovania v NCI. Vpravo — navrh
zltcenin 3 s predpokladanou antineoplastickou aktivitou.

o
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Navrhli sme syntézu 2-oxopyranochromén-5-yl acetatov 3 z chromén-3-karbaldehydu
1 a fenyloctovych kyselin 2 v Ac,O za katalyzy AcONa podla postupu z predoslej publikéacie
v nasej skupine Lacova a kol.”*” Pokial’ sme latky 1 a 2 zahrievali pri 60 — 80 ° C pocas 2 - 3
h (Metoda A), izolovali sme pozadované produkty 3 v dobrych vytazkoch (49 — 81 %). Ak
sme syntézu robili ozarovanim v mikrovinnom reaktore pri teplote 80 °C (Metoda B),
vytazky produktov 3 boli o nieCo vyssie (68 — 85 %), ale skratil sa reak¢ny ¢as na 30 min
a poklesol obsah vedlajsich produktov. Rozhodli sme sa preverit' profil reakcie a teplotni
stabilitu acetatov 3 zahrievanim zmesi latok 1 a 2 pri 100 °C pocas 12 — 22 h v Ac,O (Metoda
C). (Tabulka 10) Hlavnymi produktami boli acetity 3 vo vytazkoch 11 — 54 %, ale
pozorovali sme aj vznik dvoch vedlajsich produktov 3-fenyl-5-(2-hydroxybenzoyl)-2H-
pyran-2-6nov (4) (1 — 5 %) a preSmyknutych 5-hydroxy-3-fenylpyranochromen-2-6nov (5) (2
— 4 %), ktoré sme izolovali pomocou FLC na SiO,. Zlu¢eninu Sa sme pripravili aj priamo,
zahrievanim acetatu 3a v AcOH pri 60 °C pocas 1 h v 77 % vytazku. Zliceninu 6b sme
izolovali stipcovou chromatografiou na SiO, v5 % vytazku. Pocas chromatografie sme
pozorovali vymenu HO- skupiny v zlucenine Sb za EtO- skupinu 6b. K adi¢no-eliminacne;j
vymene dochadza pravdepodobne vplyvom stdp etanolu v eluente za moznej katalyzy SiO,,
¢o otvara d’alSie moznosti derivatizacie takychto typov zlucenin. Dokazali sme, Ze zluc¢eninu
6b je mozné pripravit’ aj z latky Sb zahrievanim v EtOH za kalalyzy pTsOH. (Schéma 10)

Acetyloxy skupina v polohe C(5) 2-oxo0-3-fenyl-pyranochromen-5-yl acetatov 3 I'ahko
podlieha nukleofilnym substiticiam. Zistili sme, ze sa acetaty 3 hydrolyzuju na alkoholy 7 uz
pocas FLC na SiO,. Preto sme navrhli podmienky premeny AcO-C(5) skupiny na prislusné
alkoholy HO-C(5) 6. Kyslo katalyzovana reakcia acetatu 3a v zmesi dioxan-voda (3:1) pri 50
°C pocas 2 h poskytovala 74 % vytazok alkoholu 7a. Hydrolyzou acetatov 3 v zmesi H,O /
THF (1:1) poc€as 15 - 20 h pri rt sme ziskali prislusné alkoholy 7 v 26 — 98 % vytazkoch.
(Tabulka 11)

™ Lacova, M.; Stankovi¢ova, H.; Bohag, A.; Kotzianova, B.Tetrahedron 2008, 64, 9646-9653.
5 Lacova, M.; Gasparova, R.; Kois, P.; Bohac, A.; El-Shaaer, H. M.; Tetrahedron 2010, 66, 1410-1419.
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Tabulka 10: Vytazky acetatov 3 s vyuzitim roznych metdd ich pripravy.

R
o, one H | F | MeO | 3,45 (McO); | NO» | SO,Me
O/‘ x
W
R4
Metoda A (%) | 81 | 60 | - 53 - -
Mectoda B (%) | 85 | 70 | 68 : 7 -
Metoda C (%) 11 | 61 54 16 49 70

Tabulka 11: Vytazky hydroxy derivatov 7 po hydrolyze z acetatov 3.

H | F | MeO | 3,4,5-(MeO); | NO, | SO.Me

Metéda A (%) | 74 | - ; - _ 5
Metéda B (%) | - | 78 | 98 80 70 26

Vyssie uvedenymi metodikami sme pripravili 17 zlicenin, priCom 14 znich nie je
doteraz opisanych v literatire. VSetky zliCeniny sme podrobne spektralne charakterizovali.
Pri kondenzéacidch chromén-3-karbaldehydu 1 s kyselinou 4-fluorfenyloctovou 2b sme
izolovali a Strukturne identifikovali vSetky reakéné intermediaty. Zistili sme tiez, Ze pocas
Cistenia chromatografiou sa niektoré ztychto zluCenin menia. Na zaklade ziskanych
informécii sme navrhli a odskuSali podmienky na ich cielenti premenu. Uvedené metddy
(napr. premena AcO-C(5) na HO-C(2), resp. HO na EtO-) umoziuji pripravu novych
derivatov zlic€enin s identifikovanym skeletom. Pripravené latky sme pouzili na zistenie ich

antineoplastickych vlastnosti.

6.1.2 Vysledky biologickych testov NCI USA

Vsetkych 17 pripravenych zlicenin sme poslali na testovanie antineoplastickej
aktivity do NCI USA. Vybrané zluceniny boli najskér odoslané na in vitro One-dose pre-
skrining na 60 typoch l'udskych tumorovych bunkovych linidch pri jednej koncentracii 10°M
pocas 48 h. Dve zluceniny 3a a 7a boli eSte testované star§im pre-skriningom na troch

tumorovych liniach pri koncentracii 5.10* M pocas 48 h.
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Zistili sme, ze vedlajSie produkty reakcie, 3-(4-fludrfenyl)-5-(2-hydroxybenzoyl)-2H-
pyran-2-6n (4b), 3-(4-fludrfenyl)pyranochromen-2-6n (Sb) a 6b neboli aktivne; 4b (rast
buniek oproti kontrole 117 %), Sb (105 %) a 6b (98 %). Anti-tumorova aktivita bola zistena
pri 12 produktoch obsahujtcich pozadovany 3-fenylpyranochromenénovy skelet (3a-3e, 3f,
3g, 7a-7c, 7e a 7f). Na zéklade vysledkov prvotnych testov na 60CC sme zistili, Ze
antitumorova aktivita derivatov tohto typu nosnej zlti¢eniny klesa so zvac¢sujucim sa objemom
R' substituentov v para polohe bez ohl'adu na ich elektronické vlastnosti.

Aktivne zluceniny 3g, 3h, 3b a 7a z prvotného testovania postupili do testu s 5 roznymi
koncentraciami (Five Dose Assay) opat na 60CC. Zlucenina 3g bola zo vsetkych testovanych
latok najaktivnejsia. Jej Struktira obsahuje nesubstituovani fenylovu skupinu v polohe C(3) a
dve pre aktivitu vyznamné metylové skupiny v polohach C(8) a C(9). Tato latka ma sub-
mikromolarnu priemernt Glso aktivitu na vSetkych typoch 60CC ana niektoré tumorové
bunkové linie (napr. leukémia, NSCLC, melaném) je u€innd uz dokonca v nanomolarnej
koncentracii Glsp: 31 nM. NCI zaslala navrh na testovanie uvedenej zluceniny do BEC
(Biological Evaluation Commitee), kde sa rozhodne o jej dalSom antineoplastickom testovani
na zivych systémoch.

Pomocou testov v NCI na ludskych tumorovych bunkidch sa nam podarilo
identifikovat’ niekol’ko aktivnych zlucenin obsahujucih nedavno objaveny nosny skelet (L).

Z tychto zlucenin jedna bola svojou aktivitou zaujimava k d’alSiemu in-vivo testovaniu.

6.1.3 Vysledok Compare analyzy

Predpokladany antitumorovy mechanizmus uU¢inku sme identifikovali Statistickym
porovnanim (Compare analysis) profilu Glsp hodndt zlic¢eniny 3g na vSetkych danych
tumorovych bunkovych liniach (nie¢o ako daktyloskopickla stopa) s profilmi Standardnych
anti-tumorovych zlucenin ktorych mechanizmus antitumorového ucCinku je dokazany.
Pomocou on-line dostupnej moznosti uskutoCnit’ Compare analysis sme zistili podobnost’
medzi zluceninou 3g a latkami s typickymi antitubulinovymi interakciami napr. rhizoxin s
korelacnym koeficientom (0.597), maytansin (0.438), paklitaxel (0.400), S-trityl-L-cystein
(0.374) a vinblastin sulfat (0.358).

Takymto sposobom sa nam podarilo identifikovat’® predpokladany mechanizmus
antitumorového ucinku najaktivnejsej zlic¢eniny obsahujiicej nedavno objaveny nosny skelet.
Da sa predpokladat’, ze mechanizmus uc¢inku aj ostatnych derivatov nosnej zluceniny bude

podobny.
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6.2 Antiangiogenika

6.2.1 Vyvoj CAM testu

Nakol'ko d’alsim cielom dizertacnej prace bola priprava zlicenin s antiangiogénnym
biologickym ucinkom, bolo potrebné mat’ pristup aj k takymto druhom biologickych testov.
Tento typ testov nebol vol'ne ani komercne dostupny. Preto sme sa rozhodli zaviest’ na naSom
pracovisku testovanie na vtacich embryach (CAM) s cielom zabezpeCit dostupnost’ testu na
zistenie antiangiogénneho efektu novopripravenych zlucenin.

Pocas zavadzania a optimalizdicie CAM antiangiogénneho testovania sme najprv
optimalizovali pripravu embryi a naSli sme nasledovné podmienky na uskutoCnenie
experimentu. Cerstvé, oplodnené vajcia prepelice japonskej boli inkubované pri 37.8 °C a ca
60-70% vlhkosti. Overili sme, ze optimalnym ¢asom na vyklapanie predinkubovanych vajec
bolo 52-54 h. Pokial’ sme vyklapali skor nebol zarodok pripraveny na d’alsi vyvoj. Ak sme
vyklapali neskor, zltkovy vak sa staval krehkejSim a castejSie dochadzalo k jeho poskodeniu
pocas presunu z vajca do jamky plastového platu. Pri vyklapani vajec sme Skrupinu
dezinfikovali 70% EtOH a povrch vajca sme otvorili pomocou chirurgickych noznic tak, ze
sme najprv porusili Skrupinu vpichom ostrej $picky noznic a nasledne sme strihanim urobili
otvor ca do polovice priemeru vajca. Po vyklopeni obsahu vajec do 6 jamkovej plastovej
platne (priemer jamky bol 35 mm) s vrchnakom (Sarstedt a Orange Scientific) sme
pokracovali v inkubécii embryi za tych istych podmienok ako tomu bolo pri vajciach, len s
tym rozdielom, ze inkubdécia bola uskutocnend v inom sterilizovanom biotermostate.

Nésledne sme optimalizovali najvhodnejsi €as na aplikaciu aktivnej latky, ked CAM
membrana mala priemer 1.0 - 1.5 cm. Zistili sme, Ze CAM dosiahol u va¢§iny embryi tento
priemer po 5.5 dni od pociatku inkubacie vajec. Potom sme sa zaoberali hI'adanim podmienok
na ziskanie najlepsicho antiangiogénneho vizuélneho efektu (mm” alebo PAZ). Zistili sme, Ze
najlep$im systémom na aplikaciu je peleta, ktorti sme pripravovali nanesenim 10 pl roztoku
z1% MEC (metylcelulozy) v PBS (Phosphate Buffered Saline) na teflébnova platiu
umiestnenu v sterilnom laminarnom boxe. Po 1 h suSenim nanesenych peliet pri teplote 36 °C
sme ziskali polymérny materidl, ktory sa podoba o¢nej SoSovke s priemerom 4 mm. Takto
pripravené pelety sa dali l'ahko odobrat’ z teflonového povrchu pinzetou. Pelety s obsahom
aktivnej latky sme pripravovali tak, Ze ak bolo treba, sme najprv latku rozpustili v prisluSnom

obsahu DMSO a k tomuto roztoku sme za mieSania po Castiach pridavali prisluSny objem 1%
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MEC roztoku v PBS, aby sme ziskali pozadovanu findlnu koncentraciu latky v 10 pl takéhoto
roztoku. Postup suSenia kontrélnych peliet bol zhodny s pripravou peliet s aktivnou latkou
v laminamom boxe uvedenych vysSie. Nakolko sme najprv neboli uspesni s vizualne
pozorovanym antiangiogénnym efektom experimentdlnych ¢i komeréne dostupnych
aktivnych latok, zaobstarali sme si klinicky overené lieCiva Sutent a Nexavar. Tieto latky sme
pre ich cenovi nedostupnost’ vyziadali priamo od farmaceutickych firiem Pfizer a Bayer z
USA. Na Sutente a Nexavare sme optimalizovali antiangiogénny test z hl’'adiska rézneho typu
nosicov (MEC, zelatina, gelaspon, alginat, filtracny papier, sklo, kapilara, plastovy prizok
alebo priame zalievanie embrya). Podl’a literatiry sme skusali r6zne spdsoby aplikacie vzorky
na CAM membranu. Priamou aplikéciou (topicky) pri koncentracii 1.0 pg Sutentu v PBS
alebo v roztoku 1 % MEC na embryo sme nepozorovali vyraznu redukciu cievneho systému
CAM membrany. Pokial’ sa pouzili vyssie koncentracie, dochadzalo k thynu embryi. Preto
sme pristupili k aplikacii aktivnych latok na nosi¢i s pomalym uvolfiovanim. Pripravili sme
kapsule zo zmesi 1 % alginatu s obsahom 0.5 % - 2.8 % DMSO a 3.0 ug — 0.5 pg Sutentu.
Kapsule sa vytvorili kvapkanim uvedenych roztokov do roztoku CaCl,. Takto pripravena
zosietovanad matrica vSak neumoznila uvolnenie latky do okolia, len malokedy sme
pozorovali vyrazny antiangiogénny efekt, co si vysvtel'ujeme tak, Ze az pri poskodeni povrchu
kapsule doslo k uvolfiovaniu latky do jej okolia (PAZ: 1.5 - 0.3 %). Aj ked’ sa tento nosi¢
relativne 'ahko pripravuje, nie je pre dany experiment pouzitelny, lebo neumozni efektivne
uvolnovanie aktivnej latky do okolia nosica. Nanasat’ latky sme skusali aj pomocou inych
nosicov: gelaspon, ocna SoSovka, plast, sklo a filtracny papier. Tieto bud’ poskodzovali
membranu, alebo davali falo$nu inhibiciu, pripadne neumoznili efektivne uvoliiovanie latky
z nosica. Aplikacia vzorky v kapilare bola mechanicky nevhodna, lebo bola tazka a vnarala sa
do embrya, pricom antiangiogénny efekt bol pozorovany len niekedy.

Preto sme sa rozhodli pripravit’ pelety (transparentné nosice zelatinovej konzistencie)
z2 % zelatiny obsahujuce 3.0 - 1.0 pg Sutentu. Takéto aplikdcia uz umoznila dobre
pozorovat’ efekt tym, ze sa v okoli pelety vytvorila pocas 48 h avaskularna zéna (PAZ: 2.2 -
0.3 % z celkovej plochy pozorovanej CAM memebrany). Zistili sme, Ze vySsi obsah Zelatiny
(6 %) nebol vhodny na pripravu nosica, lebo tento nemal dobré vlastnosti a bol prili§ tuhy.
Pelety s niz§im obsahom Zelatiny (1 %) boli prili§ krehké a nevhodné na aplikaciu.

Hrladali sme vhodné koncentracie aktivnych latok, zistovali sme rozdiel medzi
liekovou formou (sol’ aktivnej bazy lieCiva sunitinib L-malat, resp. sorafenib tozylat), ako aj
ich izolovanou aktivnou bazou (sunitinib, sorafenib). Izolovanou bazou sme sa zaoberali

preto, lebo tato je z hladiska Struktary viac podobnd organickym zli¢enindm pripravovanych
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v laboratoriach. Na zaklade podmienok testovania baz (sunitinib, sorafenib) sme chceli
poznat" podmienky na testovanie aj inych organickych inhibitorov. Zitili sme, ZzZe
najvyhodnej$im nosi¢om pre prakticka aplikaciu testu je 10 pl peleta z1 % MECu v PBS.
Pokial’ bol obsah MEC pelety 0.5 %, boli prili§ krehké a teda nevhodné na aplikaciu. Naopak
2 % a3 % MEC roztoky boli prili§ hust¢ na vytvorenie peliet. Pri hl'adani vhodnej
koncentracie aktivnej latky v 1% MEC pelete sme pokusy vyhodnocovali aj z hladiska
toxicity a uhynu embryi. Nakoniec sme zistili, Ze pozorovany antiangiogénny efekt zavisi od
rychlosti uvolniovania latky zpelety. V pripade optimalneho uvolnovania sme dosiahli
najlepsie vysledky v priebehu 48 h. Rychlost uvolfiovania inhibitora zavisi od jeho
koncentracie, rozpustnosti, afinity k metylceluloze a pripadného obsahu DMSO. Intenzita
antiangiogénneho efektu zavisi okrem uvedeného riadeného uvolnovania aj od samotnej
inhibi¢nej sily danej zluceniny. Z uvedeného vyplyva, ze uskutocnenie CAM experimentu
s jednotnou metodikou nie je mozné. Kazda testovand latka musi byt minimalne
optimalizovana na jej vhodnu konecentraciu (kompromis efekt / thyn) a ako sme neskor
zistili aj na obsah DMSO v pelete. Prili§ vysoky obsah DMSO sice ulah¢uje rozpustnost’
latok vo fosfatovom pufri (PBS), ale tieZ urychl'uje uvoliiovanie aktivnej latky z pelety a tym
vplyva aj na zvySenu toxicitu, ithyn embryi, ¢i znizeny efekt nevhodnou dobou uvolfiovania.
Nizky obsah DMSO znizuje aj uvolfiovanie latky z pelety a ak je tato pomaly uvolnovana,
rychlost’ antiangiogénneho poOsobenia je mala atd je potom prekrytd rychlostou nativnej
neovaskularizacie CAM membrany. Z uvedeného vyplyva, zZe existuje najmd v pripade malo
rozpustnych — organickych latok optimalny obsah DMSO na prejavenie sa maximalneho
vizualneho efektu. V poslednej faze pri vyhodnocovani pokusu sme tento ukoncili po 48 h
inkubécie s aktivnou latkou v MEC pelete. Kvoli optickému oddeleniu vrchnych ciev CAM
membrany od ciev vnutri, alebo na opacnej strane embrya sme pod CAM membranu vstrekli
na konci experimentu 1-2 ml intralipozy (emulzia s6jového oleja vo vode). Intralipoza, ktora
predstavuje mlieku podobnu kvapalinu, oddelila vrchni ¢ast CAM membrany od zvysku
embrya. Nasledne sme snimali z kazdého embrya 2 fotografie s vysokym rozliSenim, ktoré
sme neskdr vyhodnocovali pomocou programu ImageJ.” Vyhodnotenie pokusu sme robili
tak, ze sme pocitacom zistili plochu vytvorenej avaskularnej zony. Avaskularne oblasti
z pokusu za rovnakych podmienok sa spriemerovali a priemerné hodnoty tychto ploch sme
navzajom v réznych experimentoch porovnavali.

Z optimalizacie experimentov liekovej formy Sutentu, ako aj jej izolovanej bazy
(generika sunitinibu) vyplynulo, Zze najvyhodnejSie z hladiska antiangiogénneho efektu

a relativne nizkej toxicity je pouzitie 1.5 pg Sutentu v 1 % MEC pelete z 10 ul bez DMSO (v
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pripade Sutentu) a s optimom 0.1 % DMSO v pripade 2.0 pg sunitinibu, ktory ma oproti
Sutentu niz8iu rozpustnost’.

Z optimalizacie experimentov liekovej formy Nexavaru, ako aj jej izolovanej bazy
(generika sorafenibu) vyplynulo, ze najvyhodnejSie z hladiska antiangiogénneho efektu
a relativne nizkej toxicity je pouzitie 3.0 pg Nexavaru v 1% MEC pelete z 10 ul bez DMSO
(v pripade Nexavaru) a s optimom 0.11% DMSO v pripade 4 pg sorafenibu, ktory ma oproti

Nexavaru nizsiu rozpustnost’. Samotny Nexavar je vSak menej rozpustny ako Sutent.

SUTENT sunitinib NEXAVAR sorafenib

Obr. 17: Obrazky CAM vaskulatiry (7.5 diiové embrya) s inhibi¢nou aktivitou (avaskularne zony) lie¢iv
Sutentu a Nexavaru a ich izolovanych baz sunitinibu a sorafenibu.

Na zaver tejto Casti treba zdoraznit, ze na vizualne pozorovanie inhibicného efektu v
in vivo CAM usporiadani treba zabezpecit' optimalne riadené uvolfiovanie latky z nosica v
priebehu 48 h. Rychlost’ uvolfiovania a antiangiogénny efekt zavisi od Struktiry latky, jej
koncentracie, inhibi¢nej sily, obsahu MEC a koncentracie DMSO v pelete. Kazdu
experimentalnu latku treba testovat’ pri jej réznej koncentracii (napr. 5-1 ug) najlepsie v 1
% MEC, ako aj pri roznom obsahu DMSO (napr. 3 — 0 %).

V tejto Casti nasej prace sa nam podarilo zaviest CAM metodiku, ziskat' prakticku
sktisenost’ s inkubaciou embryi za sterilnych podmienok, aplikaciou vzoriek na réznych
nosicoch a zistili sme tiez vyznam obsahu DMSO pre pozorovanie antiangiogénneho efektu.
Zaviedli sme jednak vizualne komparativne hodnotenie CAM testu, ako aj presnejSie
vyhodnotenie pomocou pocitatového spracovania nasnimanych digitdlnych fotografii,
porovnanim ploch avaskularnej zony k celkovej ploche pozorovaného embrya (PAZ: percento
avaskularnej zoény). Hoci zavadzanie in vivo CAM metodiky nebolo jednoduché (84
experimentov, kazdy ca 100 vajec), tento test je dolezity asvojou in vivo komplexitou
vyznamny, lebo ak je pozorovany dobry antiangiogénny efekt na CAMe, s vysokou
pravdepodobnostou sa jedna o zluceninu, ktora bude aktivna aj na vys$sich in vivo systémoch.

Na zédklade mnozstva uskuto¢nenych experimentov sme si dostato¢ne uvedomili, Ze
pri testovani novych zlucenin treba dodrzat’” postupnost’ od in vitro testov na enzymaticku

a bunkovu aktivitu, az po zlozitejsie in vivo testy (napr. CAM a iné).
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6.2.2 Analyza inhibitora 1Y6A

Objavenie a optimalizdcia nového typu antiangiogenik na baze 2-anilino-5-
fenyloxazolu, ktory ma priamy inhibi¢ny G¢inok na tyrozinkinazovu ¢ast VEGFR-2 receptora
sa podarilo vyvinut’ nanomolarne uc¢inny inhibitor 1Y6A s enzymatickou aktivitou ICsy = 22
nM a bunkovou ICsy = 370 nM (HUVEC/VEGF). Nasledne bola dok4zand priama interakcia
tohto inhibitora s KDR proteinom pomocou rontgeno-§truktirnej analyzy (PDB: 1Y6A).!

Nakol'ko nés Struktura a vlastnosti tohto inhibitora zaujali, uskuto¢nili sme analyzu
jeho nevdzbovych interakcii s aminokyselinovymi zvySkami VEGFR-2 proteinu. Zistili sme,
ze dusik z oxazolu a susednd ArNH skupina poskytujt HBA a HBD s Cys917 (-CONH-
a C=0) a kyslik etylsulfénovej skupiny dava HBA s Asp921(-CON H3). Aromatické jadro
v C(5) polohe oxazolu prispieva o,n interakciou s Val846, samotny oxazol je v o,n interakcii

s metylovou skupinou Leul033 aMeO- skupina poskytuje malu lipofilni interakciu

s Lys918.
vaigds-- =N N
ey N
Leu1033---2 L
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Pri syntéze inhibitora 1Y6A autori v literatire vychadzali z derivatu acetofenonu 53,
ktory daval vznik prislu§ného acetofenénového azidu 54. Dalsou vychodiskovou latkou bol
aromaticky amin 55, zktorého pripravili izotiokyanat 56. Azidovy aj izotiokyanatovy
prekurzor bol pouzity do dalSieho syntetického stupiia, pricom vznikol oxazolovy
medziprodukt 57 v 36 % vytazku. Findlny inhibitor 1Y6A pripravili pomocou Stilleho
couplingu s BusSnpy v 51 % vytazku.'

Prestudovanim znameho nanomolarneho inhibitora 1Y6A z hladiska jeho interakcii
v aktivnom mieste VEGFR-2 receptora aaj jeho syntézy, sme sa rozhodli navrhnut' a

pripravit’ jeho nové, vhodne substituované derivaty.
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6.2.3 Navrh novych O, N - inhibitorov odvodenych od 1Y6A

Analyzou inhibitora 1Y6A sme sa rozhodli vylepsit’ jeho inhibi¢nu aktivitu zavedenim
substituentov s novymi pridavnymi nevédzbovymi interakciami. Z rontgeno-Strukturnej
analyzy sme zistili, Ze vhodné na substitiiciu sa javi aromatické jadro v C(5) polohe oxazolu
nakol’ko sa nad nim nachadzaji vhodne usporiadané polarne aminokyselinové zvysky
tvoriace malé polarne vrecko. Metdédami molekulového modelovania sme navrhli vhodnu
para-substiticiu (OH, OMe, OMOM, OCHO a OCONH;) benzénového jadra skeletu
inhibitora 1Y6A. Polarne vrecko sme chceli vyuzit' na zavedenie novych interakcii, ako aj na
a overenie prediktivnych metod.

Kyslikaté derivaty: Skupina HO- (O’) ma prispiet’ svojou HBD a idonovou interakciou
s Lys866(NH;"), MeO- ma prispiet HBA s Lys866(NH;"), ako aj lipofilnou interakciou CH;
skupiny s blizkym Phe1045. MOMO- skupina by mohla prispiet’ dvomi kyslikmi cez HBA s
Lys866(NH;3"). V pripade MOMO- viak podl'a predikcie koncovd CHj; skupina presahuje
polarne vrecko a priestorovo si méze vadit’ s fenylom z Phe1045. Zavedenie HCOO- skupiny
a jej redukciou na HOCH,O- skupinu by sme ziskali analog MOMO- skupiny, pricom H by
nebol tak stéricky narocny ako je CHs skupina v MOMO-. Skupiny -CHO aj -CONH; viazané
cez kyslik na Ar jadro by mohli poskytnat HBA s Lys866(NH;"). Amidicka skupina
-CONH; ma potencial poskytnat’ aj HBD s Glu883(COO").

Dusikaté derivaty: Kedze zoskupenia ArOCOH a ArOCONH; naviazané cez kyslik
na aromatické jadro by mohli byt chemicky nestabilné, rozhodli sme sa kvoli stabilite viazat’
tieto skupiny aj cez N v podobe ArNHCHO a ArNHCONH,. Predpokladané interakcie: kyslik
formylovej a amidickej skupiny by mohli poskytnit HBA s Lys866(NH;") a OCONH, aj
HBD s Glu883(COO). Vplyvom bazickych vlastnosti blizkej pyridylovej skupiny by mohlo
dojst’ k odStiepeniu  amidického vodika za zvyraznenia enolickej formy formylovej
ArN=CHO" aj amidickej ArN=CNH,O" skupiny, ¢im by sa umoznila HBA a zaroven aj
ionova interakcia s Lys866(NH;"). (Obr. 19)

Phe1045

Mw

7
\/4:0
T 3
z,
Lys866 NN b—
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R predpokladané interakcie R predpokladané interakcie

OH iénova O” Lys866(NH;") NH, HBA Lys866(NH;")
HBA Lys866(NH;")
HBD Glu883(CO0")

OMe HBA Lys866(NH;") NHCHO  i6nova ArN=CHO" Lys866(NH;")
lipofilné CH3 skupina HBA Lys866(NH;"),
HBD Glu883(CO0)
OMeOMe  HBA Lys866(NH;')  NHCONH, iénova AIN=CNH,O Lys866(NH;")
lipofilné CHj3 skupina HBA Lys866(NH3"),
HBD Glu883(CO0")

Obr. 19: Navrhnuté p-substituované derivaty inhibitora 1Y6A s predpokladanymi interakciami v aktivnom
mieste receptora.

Vypoctami  védzbovych energii pomocou dokovaciecho programu Yassara
vyuzivajuceho semiempirické ab initio vypocty sme ziskali poradie najvhodnejSich para
substituovanych derivatov 1Y6A. Pre kyslikaté derivaty bol najvhodnejsi MeO- derivat (-58.7
kcal/mol), potom OH- (-57.3 kcal/mol) anajmenej vyhodnym MOMO- derivat (-52.6
kcal/mol). Pri dusikatych derivatoch najlepsim bol -NHCONH,; (-57.1 kcal/mol), -NHCHO (-
55.2 kcal/mol) a nakoniec nie moc vyhodny NH, derivat (-50.6 kcal/mol). V porovnani so
samotnym inhibitorom 1Y6A, Styri znavrhnutych derivatov (OMe, OH, NHCONH, a
NHCHO) by mali byt’ energeticky vyhodnejsie.

SOzEt so2 SOzEt SOZEt
\
Ay

-53.57 kcal/mol -57.32 -58.66 -52.62
1Y6A 3. 2. 1. 4,
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V tejto Casti sme molekulovym modelovanim a vypoctami potvrdili nové Struktary
derivatov inhibitora 1Y6A s vyhodnou substiticiou v para polohe aromatického jadra, ktoré
by svojimi novymi predpokladanymi interakciami s aminokyselinami objaveného polarneho

vrecka mali prispiet’ k vylepSeniu inhibi¢nej aktivity VEGFR-2 receptora.

6.2.4 Syntéza oxo-inhibitorov VEGFR-2 receptora

Pre predikované nové derivaty sme navrhli syntetickii cestu podla literatiry na
pripravu inhibitora z komplexu PDB: 1Y6A. Najskor sme pripravili prekurzory: azidové 15 a
11 a izokyanatovy 20, ktoré po reakcii s pPPhs poskytujii zliceniny s oxazolovym skeletom
21a a 22a. Zavedenim pyridylovej skupiny pomocou Stilleho couplingu sme ziskali
pozadované derivaty MeO- 23 aj MOMO- 24 inhibitora 1Y6A." Zitili sme, ze p-HO-1Y6A 25
nie je mozné pripravit uvedenym postupom (nevznikal oxazolovy heterocyklus), preto sme
tento museli pripravit’ hydrolyzou z pripraveného p-MOMO-1Y 6A 24.

a) Syntéza prekurzorov - a-azidoacetofenonovych a izokyanatového

Bromaciou na aromaticky skelet, aj do a-polohy 4-hydroxyacetofenonu 8 sme podla
literatary™ pripravili pozadovany dibrémderivat 9. Autori pouzivali elementarny Br,, AcOK
aladovi AcOH, ktora v nasom pripade prili§ aktivovala acetofenon, pricom dochadzalo
k prebrémovaniu jeho alifatickej ¢asti. Preto sme postup modifikovali podla literatary,’® kde
je opisana priprava 1-(5-brom-4-etyl-2-hydroxyfenyl)etanonu v CHCl;. My sme pouzili
dvojndsobné mnozstvo Br, (2.10 mol ekv) a reakciu sme kvoli rozpustnosti a polarite robili

v zmesi CHCl; / MeOH (85:15) od — 30 °C az do vystlpenia teploty na rt poc¢as 20 h. Po

® Bennett, C. J.; Caldwell, S. T.; McPhail, D. B.; Morrice, P. C.; Duthie, G. G.; Hartley, R. C. Bioorg. Med.
Chem. 2004, 12, 2079-2098.
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krystalizacii sme ziskali 60 % vytazok Zelaného dibromovaného produktu 9. Dalsim krokom
bola priprava 2-azido-1-(3-brom-4-hydroxyfenyl)etanénu 10. Tento sme ziskali v95 %
vytazku podla postupu opisujuceho pripravu 2-azido-1-(4-metoxyfenyl)-etanénu s NaNj;
v DMSO pri rt (lit. 93 %).”’

Druhym a-azidoacetofenonovym prekurzorom bol 2-azido-1-(3-brom-4-(metoxy-
metoxy)fenyl)etanon 11. Najskor sme uskutocnili reakciu zavedenia MOM- skupiny pomocou
NaH (1.1 mol ekv) v DMF (93 % podla litera‘uiry),78 ale podl'a TLC analyzy sme pozorovali
4 skvrny, pouzili sme preto alternativny postup z tej istej literatiry, kde sme reakciu robili
z hydroxyazidu 10 pomocou K,CO; a MOMCI v acetone pocas 30 min. Takto sme ziskali 93
% vytazok pozadovaného produktu 11 (lit. 86 %).”

Tretim pripravovanym prekurzorom bol 2-azido-1-(3-brém-4-metoxyfenyl)etanon 15.
Tento sa nadm nepodarilo pripravit priamo metyldciou 2-azido-1-(3-brém-4-
hydroxyfenyl)etanonu 10 s K,CO; abs a Mel v Et,O abs. Preto sme navrhli novu cestu, kde
prvym krokom bola acylacia aromatického jadra komer¢ne dostupného 1-brém-2-
metoxybenzénu 12. Najprv sme pripravili acylaéni zmes zahrievanim LiClO4 s Ac,O pri 60
°C pocas 20 h. Po jej ochladeni sme pridali 1-brém-2-metoxybenzén 12 a zmes sme zahrievali
na 100 °C pocas 72 h. Ziskali sme 1-(3-brom-4-metoxyfenyl)etanon 13 v 74 % vytazku.”
Tento sme nasledne brémovali do a-polohy. Pre bromaciu sme pouzili Br, (1.30 mol ekv)
v CCly za refluxu pocas 2 h a ziskali sme 85 % 2-brom-1-(3-brom-4-metoxy-fenyl)etanonu
14. Broméciu sme robili podla literatary opisujucej pripravu 2-brom-1-(4-
metoxyfenyl)etanonu.™ Iné podmienky Br, / Et,0 alebo Br, / AcOH* sa ukézali byt ako
menej vhodné, nakolko bola v zmesi stile pritomna aj VL, alebo vznikali polymérne
produkty. V pripade pouzitia AcOH v bromacnej zmesi, vznikali aj nezelané dibromované
derivaty. Poslednym krokom uvedenej syntézy bola priprava 2-azido-1-(3-brom-4-
metoxyfenyl)etandnu 15, ktory sme pripravili substitiiciou bromu s NaN3; v DMSO pri rt v 88

% vytazku podla postupu uvedeného pri syntéze hyroxyazidového derivatu 10.

7 Gong, P. K.; Blough, B. E.; Brieaddy, L. E.; Huang, X.; Kuhar, M. J.; Navarro, H. A.; Carroll, F. L
J. Med. Chem. 2007, 50, 3686-3695.

78 Siisse, M.; Johne, S.; Hesse, M. Helv. Chim. Acta, 1992, 457-470.

7 Bartoli, G.; Bosco, M.; Marcantoni, E.; Massaccesi, M.; Rinaldi, S.; Sambri, L. Tetrahedron Lett., 2002, 43,
6331-6334.

80 Kumari, S.; Parkash, S.; Goel, V. K. Ind. J. Chem. 1996, Org. Chem. Incl. Med. Chem., 35, 1329 — 1330.
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e Pokusy o zavedenie CHO a CONH, skupin na fenolicky kyslik azidu 10

Najskor sme sa snazili zaviest CONH,; skupinu pomocou CSI
(chlorosulfonylizokyanatu) podla patentovej literatury s vyuzitim K,CO3 a hydroxyazidu (10)
v acetone abs. za chladenia pocas 2 h a naslednou hydrolyzou H,O / HCl v MeOH pri 40 °C
po¢as 1 h.*' Napriek tomu, 7¢ sme reakciu opakovali viackrat a optimalizovali, pozorovali
sme stale len vychodiskovu zliceninu. Z dévodu vysokej spotreby azidového prekurzora (10),
sme sa rozhodli tieto reakcie robit na modelovom substrate 4-bromfenole. Sledovanim
reakcie na TLC platnicke pred hydrolyzou sme sa rozhodli sledovat’ stabilitu produktu.
V bazickych roztokoch (10 % NaHCO; a K,CO;) dochddza k vel'mi rychlej hydrolyze
produktu, statim reakénej zmesi v kyslom roztoku je hydrolyza produktu pomalSia (10 %
HCI) apo 1 h sa da pozorovat’ uz len VL. Vo vodnom roztoku dochadza k tiplnej hydrolyze
po 3 h. Takto sme zistili, Ze pozadovany produkt sa rozklada v pritomnsoti vody a rychlost’
reakcie je takmer okamzita v bazickom prostredi a pomerne rychla aj v kyslom prostredi.

Skusali sme zaviest CONH, skupinu aj inym sposobom. Nechali sme reagovat
vychodiskovu latku s K,COs3 v acetone, pricom sme za chladenia (-20 °C) pocas 2 h pridavali
COClL, (20% roztok v toluéne)™ a nasledne &pavkovu vodu. Pozorovali sme viak tiez len
pritomnost’ VL.

Dalej sme sa pokusili zaviest CONH, skupinu aj reakciou KNCO s HCI (g) v
CHzClz.83 Ziskali sme CONH; produkt a VL (10) v pomere 1:1.

Dalsou ciel'ovou molekulou bola zla¢enina s CHO skupinou na ArOH. Formylovany
derivat modelového 4-bromfenolu sa ndm podarilo pripravit pomocou HCOOH / DCC (3.0 /
3.3 ekv) pri rt pocas 2h.%* Problémy sme mali so separaciou zvyskovej DCU vznikajucej
zDCC. Dalej sme chceli zCHO redukciou s NaBH; v MeOH pripravit jeho OCH,OH
derivat.* Ziskali sme viak len vychodiskovy 4-bromfenol.

Uskutocnili sme aj reakciu s H;CO (10.0 mol ekv) zataven do Pasteurovej pipety bez

rozpustadla pri 130 °C pocas 6 h. Napriek ocakavanej formylécii na O, sme pozorovali

81 Tibotec Pharmaceuticals LTD. Patent: W0O2005/58873 A1, 2005.

%2 Pattison,V.A.; Colson, J.G.; Carr R.L.K. J. Org. Chem., 1968, 33, 1084 — 1087.

8 Modarresi-Alam, A. R.; Khamooshi, F.; Nasrollahzadeh, M.; Amirazizi, H. A. Tetrahedron 2007, 63, 8723-
8726.

8 Yasuhara, T.; Manse, Y.; Morimoto, T.; Qilong, W.; Matsuda, H.; Yoshikawa, M.; Muraoka O. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2009, 19, 2944-2946.

8 Stevens, C. L.; Glinski, R. P.; Taylor, K. G.; Blumbergs, P.; Gupta, S. K. J. Am. Chem. Soc., 1970, 92, 3160—
3168.
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zavedenie formylovej skupiny aj na aromatické jadro azaznamenali sme pritomnost’ aj
polymérnych produktov. Pri nizSom obsahu paraformaldehydu a nizSej teplote (90 — 110 °C)
bola pritomnd VL aaj ostatné produkty. Zatavili sme aj roztok formaldehydu 36 %
a zahrievali sme zmes na 110 °C cez noc. V tomto pripade sme pozorovali len VL.

Pokusili sme sa oreakciu benzyloxymetylchloridu s fenolickym kyslikom.
Hydrogenolyzou 10 % Pd/C/H, sme chceli pripravit O-formylovany derivat. Reakciou
modelového substratu 4-bromfenolu s K,CO; (1.3 ekv), BnOCH,Cl (1.7 mol ekv) v acetéone a
naslednou hydrogenolyzou sme ziskali olejoviti latku. Destilaciou na Buechi aparature
s postupnym zahrievanim do 100 °C nam z oleja vypadli krystaly BnOCH,Ar produktu v 18
% vytazku. Hydrogenolyza BnOCH, skupiny s 10 % Pd/C, ako sme neskor zistili, je
nevhodna kvdli citlivosti oxazolového jadra, priCom dochadzalo za danych podmienok k jeho
destrukecii.

Pokusili sme sa o mnozstvo syntetickych ciest ako zaviest na fenolicky kyslik
pozadované CHO a CONH; skupiny tak, aby sme ziskali designované derivaty HCO-1Y6A
a NH,COO-1Y6A. Zistili a dokazali sme, Ze na naSom substrate si takéto skupiny velmi
nestabilné a aj ked’ sa nam podarilo ich reakciou zaviest, dochadzalo k ich odstiepeniu uz
pocas miernych podmienok spracovania reakcnej zmesi. Preto sme sa rozhodli, ze tieto
z hl'adiska pridavnych interakcii vyznamné skupiny zavedieme do para polohy aromatického
jadra 1Y6A cez dusik. Nevyhodou tohto rozhodnutia je, Ze treba uskutocnit’ totalnu syntézu
celého skeletu.

Izokyanatovovy prekurzor 20 sme pripravili z 5-(etylsulfonyl)-2-metoxyanilinu 19.
Kedze vychodiskovy 5-(etylsulfonyl)-2-metoxyanilin 19 je dostupny, ale finan¢ne nakladny,
rozhodli sme sa pripravit’ ho z komercne viac dostupného 2-amino-4-(etylsulfonyl)fenolu 16 v
troch stupiioch (N-acylacia, O-metylacia, N-deacylécia) s celkovym vytazkom 80 % produktu
19. Nasledne sme pozadovany izokyanat 20 pripravili z anilinu 19 reakciou s 20 % roztokom
fosgénu v toluéne za refluxu v EA pocas 3 h. Nakol'ko presne tento typ izokyanatu 20 nie je
znamy, pouzili sme analogicky postup z literatury.*®

V Casti pripravy prekurzorov sa nam podarilo pripravit 3 nové doteraz neopisané
zluceniny 10, 11 a 20. Zistili sme, Ze pri bromacii do oboch poloh (na aromatiku a zaroven do
a-polohy) hydroxyacetofenonu 8 v zmesi rozpustadiel CHCI; / MeOH (85:15) ma dolezita
ulohu aj MeOH kvoli rozpustnosti a polarite. Pripravili sme hydroxy azidovy prekurzor 10

azneho aj MOMO-derivat 11. MeO-derivat 15 sme pripravili novou syntetickou cestou

% Brown, R. J.; Annis, G.; Casalnuovo, A.; Chan, D.; Shapiro, R.; Marshall, W. J. Tetrahedron, 2004, 60, 4361
—4376.
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z vychodiskového o-bromanizolu (12). Vdaka mnoZstvu uskutoCnenych experimentov
zavedenia CHO a CONH, skupiny na modelovy 4-Br-fenol sme zistili, ze dochadza
k hydrolyze vzniknutych produktov na vychodiskové latky. Kvoli nestabilite tychto
produktov sme sa rozhodli tieto skupiny zaviest' cez N a pripravit’ tak analogy prekurzorov-

aminoazidov.

b) Syntéza navrhnutych O-zlicenin obsahujucich oxazolovy heterocyklus

Pri syntéze oxazolovych zlu¢enin sme postupovali podl'a reakcie autorov s vyuzitim
prisluného izotiokyanatu a PPh; v CH,Cl, abs.! V nafom pripade sme vychadzali z
izokyanatu 20 a ako vhodnejsi vzhl'adom na jednoduchsiu separaciu sme pouzili polymérny
pPPh;.

Pri MOMO-derivate azidu 11 sme pouzili najskor klasicky PPhs s vytazkom 29 % v
prospech oxazolového produktu 22a, avSak produkt bol aj napriek Cisteniu pomocou FLC
zneCisteny zvySkami PPh; a PPh;O, preto sme museli tento produkt eSte prekrystalizovat
a ziskali tak konecny 17 % vytazok oxazolu 22a. Na reakciu sme pouzili aj BuzP namiesto
Ph;P, kvoli lepsej moznosti separacie. Po chromatografii sme v tomto pripade pozorovali len
stopy produktu 22a. Nakoniec sme zvolili polymérmy pPPh;, pricom sme po FLC dosiahli
lepsie vytazky 34 % oxazolového produktu 22a a 28 % vytazok otvoreného mocovinového
produktu 22b.

Pri MeO-derivate azidu 15 sme pouzili polymérny pPPh; a ziskali sme 11 % vytazok
pozadovaného oxazolového produktu 21a, pricom dominantou latkou (63 %) bol otvoreny
mocovinovy derivat 21b.

Uvedenou syntetickou cestou sme sa pokusili z PPh; pripravit’ aj OH-derivat, ale
oxazolovy produkt 25 a jeho mocovinovy derivat sme ziskali len v stopovych mnozstvach.
Preto sme zvolili iny postup, hydrolyzu uz pripraveného findlneho p-MOMO-inhibitora 24.
Tato reakcia bola uspesna (text nizsie).

Z uskuto¢nenych oxazolovych reakcii vyplyva, ze rektivita kless od MOMO- 22a,
MeO- 21a az po HO-derivat. Kyslik z MOM-skupiny pravdepodobne zvysSuje reaktivitu
substratu v porovnani so samotnou CHj skupinou MeO derivatu.

Finalne inhibitory sme ziskali po reakcii (Stilleho couplingu) v zatavenej Pasteurovej
pipete pri 100 °C pocas 48 h.' Po FLC ¢isteni na SiO, sme ziskali p-MeO-derivat 23 v 63 % a
p-MOMO-derivat 24 inhibitora 1Y6A v 79 % vytazku.
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Vzhl'adom na neuspesnu pripravu HO-oxazolového skeletu z hydroxyazidu 10 za
podmienok PPh; v CH,Cl, abs, sme sa rozhodli jednoduchSou cestou pripravit’ pozadovany
HO-produkt. Hydrolyzou z uz pripraveného inhibitora p-MOMO-1Y6A 24 v 30 % roztoku
HCI v zmesi HO/MeOH (konc. HCI riedend s MeOH na 30% obsah HCI) pri rt pocas 30 min
podla analogického postupu z litera‘a.'lry87 sme ziskali 98 % pozadovaného findlneho p-HO-
1Y6A inhibitora 25.

V tejto Casti sa nam podarilo pripravit’ 7 doteraz neopisanych zlucenin (21a, 21b, 22a,
22b, 23, 24 a 25). Zaviedli sme vyuzivanie pPPh;s v reakcii pripravy oxazolovych derivatov
kvoli jednoduchej separacii PhsPO. p-MeO- 21a aj p-MOMO- 22a derivaty 1Y6A sme
pripravili reakciou s pPPh; a naslednym Stilleho couplingom. Derivat p-HO-1Y6A 25 sme
ziskali hydrolyzou z pripraveného p-MOMO-1Y6A 24. Podarilo sa ndm teda pripravit’ 3 nové
derivaty inhibitora 1Y6A (23, 24 a 25).

6.2.5 Syntéza aza-inhibitorov VEGFR-2 receptora

a) Syntéza a-azidoacetofenénovych prekurzorov

Nakol'ko sa nam navrhnuté CHO- a -CONH, skupiny nepodarilo zaviest’ cez —O,
pripravili sme novu synteticka cestu zavedenia tychto skupin cez -N.

Navrhnuté aza derivaty prekurzorov sme sa rozhodli pripravit’ z vychodiskového 4-
aminoacetofenonu 26 jeho dvojnasobnou bromaciou podobne ako tomu bolo pri priprave
dibromhydroxy derivatu 9. V tomto pripade sme vSak kvoli vyssej reaktivite aromatickych
aminov pozorovali vznik jedin¢ho, a to nezelaného produktu 1-(4-amino-3,5-dibromfenyl)-
etanonu. O zavedenie dvoch bromov do molekuly sme sa pokuSali aj na vychodiskovom
formylom chranenom 4-aminoacetofenone. Aj v tomto pripade sme ziskali len nezelany 1-(4-
amino-3,5-dibrémfenyl)etanén. Prednostne dochddzalo k odchraneniu formylovej skupiny
vplyvom vznikajiicej HBr a teda naslednej bromacii do oboch orto poldh na aktivovanom
aromatickom systéme. Tato bromécia bola ovela rychlejsia ako je bromacia na alifatickom
zvysku takéhoto acetofenonu.

Vzhladom na uvedené skutocnosti sme navrhli pripravu zelaného dibromhydroxy-
derivatu 29 z o-brémanilinu. Prvym krokom bolo zavedenie formylovej skupiny pomocou
HCOOH / Ac,0. Nasledne sme uskuto¢nili reakciu s BrCH,COBr / AlICl;, ale tato acylaciu sa

nam nepodarilo uskutocnit’ a izolovali sme len VL. Zahrievanim na 80 °C v DMF cez noc

87 Manabe, K.; Okamura, K.; Date, T.; Koga, K. J. Org. Chem., 1993, 58, 6692—6700.
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dochadzalo pravdepodobne k acylacii na N, lebo v '"H-NMR sme pozorovali zachovani o-
substiticiu.

Z predchadzajucich sktisenosti sme sa rozhodli selektivne bromovat najskor polohu na
aryle a potom a-polohu acetofenénu 26. Podl'a postupu z patentovej literatary®® sme z 4-
aminoacetofenonu 26 a NBS v toluéne abs pri 40 °C pocas 15 min pripravili poZzadovany
monobromovany derivat 27. Nakolko jednym =z cielovych inhibitorov mal byt N-
formylovany derivat inhibitora HCONH-1Y6A, rozhodli sme sa vtomto kroku zaviest
formylova skupinu. Podla patentovej literatiry (kde substrat bol 2-bromanilin),* sme si
najskor pripravili formylacn zmes zahrievanim HCOOH a Ac,0 pri 70 °C pocas 2 h, po jej
ochladeni sme pridali aminoacetofenon 27 apo 1 h pri rt sme pripravili N-(4-acetyl-2-
bromfenyl)formamid 28 v 99 % vytazku. Jeho selektivnou broméaciou s CuBr, doslo
k zavedeniu bromu do a-polohy acetofenonu pri rt cez noc. Ziskali sme pozadovany dibrom
derivat 29 v 57 % vytazku po kryétalizélcii.90 Za podmienok uvedenej reakcie vSak dochadza
k odchraneniu formylovej skupiny vplyvom vznikajiicej HBr. Chranenie amino skupiny sa
ukazalo byt ddlezité, nakolko pri bromacii neformylovaného 4-amino-3-bromacetofenénu 27
s CuBr; sme pozorovali vznik aj nezelané¢ho produktu bromovaného v oboch orto polohach
na aromatickom jadre vedl'a NH, skupiny.

Rovnakym postupom ako pri priprave hydroxy-azidu 10 sme s NaN3; v DMSO pocas
30 min pri rt ziskali 99 % pozadovaného amino-azidového produktu 30.

Opétovnou formylaciou (ako v predchédzajucich stupnioch reakcie) s HCOOH a Ac,O
sme ziskali 99 % vytazok -NHCHO azidu 31.

Pripravili sme aj azid s -CONH; skupinou 35 pomocou CSI v AN abs pri 1t cez noc
v 55 % vytazku po krystalizécii.

Pripravené derivaty azidu -CHO 31 aj -CONH, 35 sme pouzili do dalSieho
syntetického stupnia — vytvorenie oxazolového jadra. Zistili sme, ze v pripade pouzitia
ArNHCHO azidového derivatu 31 dochadzalo k deprotekcii formylovej skupiny, pri¢om
vytazok NH;-oxazolového produktu 36a bol nizky (8 %). Pri azide s NHCONH, skupinou 35
sme nepozorovali vznik pozadovaného produktu. Z tohto dévodu sme sa rozhodli zmenit
synteticku stratégiu a pripravit’ derivaty aminoazidu 30 s takymi chraniacimi skupinami, ktoré

by boli stabilitou vhodné pre nasledujice dva reakéné stupne (zavedenie oxazolu a nasledne aj

% American Cyanamid Company Patent: US4404222A1, 1983.
¥ Eisai RandD Management Co., Ltd. Patent: EP1832580 A1, 2007.
% King, L. C.; Ostrum, G. K. J. Org. Chem., 1964, 29, 3459-3461.
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pyridylu cez couplingovu reakciu). Z finalneho produktu by sme potom deprotekciou
pripravili NH, derivat, ktory by sme nasledne formylovali na p-NHCOH derivat a reakciou
s KNCO / HCl pripravili aj p-NHCONH; derivat inhibitora 1 Y6A.

Reakciou aminoazidu 30 v Ac,O pri rt sme pripravili N-acetylovany azid 34.
Podobnym spdsobom, reakcia s (CF3CO),0 v THF pri rt poskytovala -NHCOCF; derivat 33.
Z pivaloyl chloridu v pyridine za chladenia pocas 3 h sme pripravili NHCOC(CHj3)s produkt
azidu 32 v 80 % vytazku.

Pokusali sme sa pripravit’ aj mezylovany derivat s MsCl podl'a réznych postupov
s pouzitim Et;N,”! NaHCO; alebo pyridinu ako bazy’® arozptstadiel AN, aceton prip.
CH,Cl,. Aj napriek viacerym reakciam sa nam pozadovany produkt nepodarilo pripravit.
V reakcii Ms,O a pyridinu v THF sme pozorovali len VL.”> Neuspeiné experimenty sme
dosiahli aj pri pokuse o zavedenie Boc skupiny v reakcii s Boc;O a pyridinom (DMAP)
v THF.”* S pouzitim silnej bazy DBU dochadzalo k odstiepeniu vodikov aj z metylénu vedl'a

azidovej skupiny.

V tejto Casti pripravy aza-azidovych prekurzorov sme zistili, ze kvoli vyssej reaktivite
aromatickych aminov (oproti fenolom) sme museli selektivne broémovat’ najskor aromatické
jadro apotom a-polohu N-chraneného aminoacetofenonu. Cielene pripravené azidy
s NHCHO a NHCONH; skupinami neboli vhodné¢ do nasledujuceho reakéného stupia
vybudovania oxazolového skeletu. Preto sme pripravili sériu d’alSich troch azidov 32, 33 a 34
s takymi chraniacimi skupinami, ktoré by boli vhodnejsie do d’alSej reakcie. Podarilo sa nam

pripravit’ 8 doteraz v literatire neopisanych zlucenin (28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 a 35).

b) Syntéza navrhnutych N-zlicenin obsahujicich oxazolovy heterocyklus

Vsetky pripravené derivaty aminoazidov 31, 35, 34, 33 a 32) (NHCHO, NHCONH,,
NHAc¢, NHCOCF; a NHCOC(CH3);3) sme pouzili do reakcie s izokyanatom 20 a pPPhs
v CH,Cl, pri 1t cez noc. Len formylovany 31, pivaloyl 32 a trifluéracetylovany-derivat 33
poskytovali oxazolové produkty reakcie. V pripade NHCHO azidu dochadzalo pri tejto

reakcii k deprotekcii formylu, pricom sme pozorovali vznik oxazolu 36a s Ar-NH, skupinou

ol Zarghi, A.; Praveen Rao, P. N.; Knaus, E. E. Bioorg. Med. Chem. 2007, 15, 1056 — 1061.

°2 Lim, J.-0.; Jin, M.-K; Ryu, H.Ch.; Kang, D. W.; Lee, J.; Pearce, L. V.; Tran, R.; Toth, A.; Blumberg, P. M.
Eur. J. Med. Chem., 2009, 44,322 —331.

% Suh, Y. G.; Oh, U. T.; Kim, H. D.; Lee, J. W.; Park, H. G.; Park, O. H.; Lee, Y. S.; Park, Y. H.; Joo, Y. H.;
Choi, J. K.; Lim, K. M.; Kim, S. .; Kim, J. K.; Koh, H. J.; Moh, J. H.; Jeong, Y. S.; Yi, J. B.; Oh, Y. L.
Patent: US2003/153596 A1, 2003.

%% Abdellatif, K. R. A.; Chowdhury, M. A.; Knaus, E. E. J. Heterocyc. Chem. 2008, 45, 1707 — 1710.
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v8 % vytazku. NajlepSie vytazky (43 %) sme dosiahli v pripade -NHCOC(CHs);
oxazolového derivatu 37. Tu sme odskusSali r6zne podmienky reakcie, ak sme pridavali
vychodiskové latky (azid 32 a izokyanat 20) do zmesi za chladenia (-20 °C) v r6znom poradi,
dochadzalo k vzniku nezelaného otvorené¢ho produktu. Podla literatiry sme urobili reakciu aj
so zahrievanim na 90 °C v dioxane, no oCakavany produkt sme neziskali. Ak sme reakciu
uskutocnili pri rt zmieSanim vsSetkych latok naraz a rozpustenim v CH,Cl,, ziskali sme
dominantny oxazolovy produkt 37 v 43 % vytazku.

Reakcia Stilleho coupningu v zatavenej Pasteurovej pipete pri 100 °C pocas 48 h
v pripade NH; derivatu 36a nebola uspesna. Derivat NHCOCF3 oxazolu 39a poskytoval
nizky 30 % vytazok. Jedine s N-pivaloyl derivatom 37 sme po FLC ¢isteni ziskali o¢akavany
produkt 38 v 75 % vytazku a dobre;j Cistote.

Problémom je vSak odchranenie pivaloylovej skupiny zo skeletu latky 38.
Podmienkami z literatiry kyslou katalyzou v MeOH (EtOH) so zahrievanim,” reakciou
s BuNBr v THF ani pomocou DIBALu sa nam dosial nepodarilo pripravit pozadovany
derivat p-NH,-1Y6A. Tento sme planovali pripravit’ aj oxidaciou pivaloylu na Boc skupinu
a jeho naslednou deprotekciou. Avsak oxidacia s MnO, v CH,Cl, nebola ispesnd, najprv sme
pri rt nepozorovali zmenu, pokial’ bola reakcia zahrievana, pri vys$sich teplotach dochadzalo
k rozpadu oxazolového kruhu.

V tejto Casti sme pripravili 8 doteraz neopisanych zlucenin. Aj napriek 5 odskasanym
reakciam pripravy oxazolového skeletu s roznymi chraniacimi skupinami na N, len 3 z nich
poskytovali pozadované oxazolové produkty 36a, 37 a 39a. Nasli sme vhodné podmienky
pripravy pivaloyl-oxazolového produktu 37 v 43 % vytazku. V couplingovej reakcii jedine
pivaloyl-derivat 37 poskytoval Zelany produkt 38 v 75 % vytazku. Doteraz sa nam nepodarilo
odchranit’ tato pivaloylovi skupinu. Preto pripravu p-NH,, p-NHCHO a p-NHCONH,
derivatov 1Y6A sa nam dosial’ nepodarilo uskutocnit’ a tato oblast’ zatial’ ostava otvorend pre

d’alsi vyskum.

6.2.6 Testovanie O-derivatov 1Y6A

Pocas nasho vyskumu sme ziskali pristup aj k in vitro testovaniu zlicenin na ich

inhibi¢nu enzymatickt (VEGFR-2) a bunkova (HUVEC) aktivitu.

% Kozikowski, A. P.; Ma, D.; Du, L.; Lewin, N. E.; Blumberg, P. M. J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 6666 —
6672.
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Tak nesubstituovany 1Y6A ako aj tri jeho navrhnuté a pripravené derivaty (MOMO,
MeO, HO) boli testované na inhibiciu enzymatickej aktivity, pricom pre HO 25 a MeO 23
sme ziskali hodnoty 1Csp: 12.8 a 14.7 nM vztazne. Dosiahnuta aktivita samotného 1YG6A je
17.1 nM (lit. 22 nM)." Derivat MOMO-1Y6A 24 mal zhorSenu inhibi¢ni aktivitu (87.3 nM)
pravdepodobne kvoli stéricky narocnej metoxymetyloxyskupine, ktora si zavadzala v malom
polarnom vrecku s Phel045. Na porovnanie sme zistili aj ICso hodnoty klinickych liekov

Sutentu (31.2 nM) a Nexavaru (12.6 nM).

SO,Et SO,Et

SOEt SO,Et

@] N\ Q N\ o A\
J% /[§ .
NH N NH N NH N
OMe 1Y6A OMe 25 OMe 23 OMe 24
|C50 =17.1 nM |C50 =12.8 nM |C50 =14.7 nM |C50 = 87.3 nM
@]
7 NH SN CFs

| 0
0O O N
NH OH~on NH NH Z

O OH —~ »-sogH

Sutent Nexavar

ICso = 31.2 NM ICsq = 12.5 nM

V spolupréci s kolegami z Belgickej University of Liege sme uskutocnili aj bunkové
testy, ktoré potvrdili inhibiciu fosforylacie sekundarneho posla (ERK), ktorého mediator je
prave VEGF/VEGFR-2 signalna draha. Experimentdlne bolo dokadzané, ze nase 3 nové
derivaty 1Y6A (23, 24 a 25) znizuju intenzitu fosfo-ERK signalov, ¢o bolo sledované blot
analyzou. Fosforylacia ERK vedie k aktivacii jeho vlastnej kinazovej aktivity. V HUVEC
bunkach bez VEGF nedochadza k fosforylacii ERK. Preto sme sledovali intenzitu fosfo-ERK

signalov so zvySovanim koncentracie VEGF za pritomnosti naSich inhibitorov. (Obr. 20)
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Obr. 20: Vlavo: zniZzovanie intenzity p-ERK vplyvom aktivnej latky a vpravo: rovnaka intenzita signalov
kontroly.

Mozno zhrnut’, ze sa ndm v tejto Casti podarilo navrhnut’ a pripravit’ 2 inhibitory 23 a
25 s vybornou enzymatickou aktivitou, ktoré st z hl'adiska inhibicie VEGFR-2 rovnako alebo

viac ucinné ako je to v pripade lieciv Nexavar a Sutent.

Syntéza azidového ligandu

Identifikdciou 2-anilino-5-fenyloxazolu ako nového nosného skeletu vhodného pre
d’al$iu optimalizaciu inhibi¢nej aktivity pomocou SAR s$tadie sme navrhli nahradit’ benzénové
jadro v polohe C(5)-oxazolu na za iny aromaticky systém. Vymenou za triazolovy kruh je
mozné ,,Click® reakciou prislusnych ligandov azidov a alkinov spéjat’ r6zne Casti inhibitorov

a pripravit’ sériu novych derivatov potencidlnych inhibitorov. (Obr. 21)

Obr. 21: Vlavo — znazornené spajanie dvoch Casti réznych inhibitorov s vyuzitim Click reakcie (modrym je
vyznaceny nami pripravovany ligand azidu navrhnuty z inhibitora 1Y6A), vpravo — superimpozicia oboch
inhibitorov s proteinmi s novonavrhnutym triazolovym kruhom.

Cielom mojej prace pocas 5 tyzdiovej COST CMO0602 zahranicnej staze

v Strasbourgu bola priprava jednouhlikatého arylaminooxazol-azidového a alkinového
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ligandu. Nakol’ko sa nam doteraz alkinovy ligand nepodarilo pripravit, uvadzam pripravu len
azidového produktu 49.

Vychadzali sme z 2-aminooxazol-5-karboxylatu 44, ktory sme pripravili podla
literatury reakciou pripraveného etylchlorformylacetatu 43 s mocovinou za refluxu v H,O
pocas 5 h v53 % V}'/t’aiku.26 Amino skupinu na oxazole sme substituovali podla literarneho
postupu (podobny substrat, ale iny regioizomér - 2-aminooxazol-4-karboxylat) za chlor
diazotaénou reakciou s BuONO a CuCl, v AN abs zahrievanim na 80 °C pocas 2 h a ziskali
sme produkt 45 s vytazkom 78 %.”® Chloroxazolovy derivat 45 sme pouzili do reakcie so
substituovanym anilinom 19. Tato reakcia bola kluicova, nakolko autori podla literatury
reakciu anilinov s chléroxazolovym derivatom uskuto¢novali v 'PrOH pri 80 °C." V nasom
pripade boli podmienky nevhodné, lebo dochadzalo tak k rozkladu chlérovaného Ccinidla,
ako aj oxazolového produktu. Okrem toho pocas reakcie vznikal aj otvoreny vedlajsi produkt,
ktory sa nam napriek viacerym pokusom nepodarilo premenit’ na pozadovany oxazol 46.
Zjemnenim reak¢nych podmienok (rt namiesto 80 °C) na ukor reak¢ného Casu (5-7 dni)
a va&sicho mnozstva chlérovaného &inidla (2.00 mol ekv) v 'PrOH sme dosiahli takmer uplnu
konverziu VL 19, pricom zelany produkt 46 sme ziskali v 61 % vytazku po krystalizacii.

Dalsim syntetickym krokom bola redukcia etylesterovej skupiny v C(2) polohe
oxazolu 46 na prislusny alkohol 47. Ako sme pozorovali vo vicSine pripadov redukénych
¢inidiel NaBH4, LiAlHs, DIBAL aj BH;. THF dochddzalo prednostne k redukcii na
oxazolovom skelete. Nakoniec sa ndm podarilo pripravit pozadovany alkohol 47 redukciou v
THF s LiAlH4 postupnym pridavanim (6 x 0.5 mol ekv) kazdych 30 min za staleho chladenia
pri -20 °C v 63 % vytazku.”

Z alkoholu 47 sme reakciou s SOCl, pri 30 °C cez noc ziskali chlorovany derivat
48.”® ktory sme bez izolacie pouzili do posledného reakéného kroku pripravy azidu 49 s NaNs
v DMSO pri rt. Takto pripraveny azidovy ligand (65% vytazok pocitany na alkohol) sme

pouzili do ,,Click® reakcie a vyuzili pri tvorbe Click chemistry kombinatoridlnych kniznic.

V tejto Casti prace sa ndm podarilo pripravit' 4 doteraz neopisané zluceniny 46, 47,
48 a 49. Optimalizovali sme reakciu pripravy ArNHoxazol-5-karboxylatu 46 s vyuzitim
miernych podmienok za vzniku jediného pozadovaného produktu. Podarilo sa nam navrhnut’

podmienky redukcie oxazolesteru postupnym pridavanim c¢inidla LiAlH4 za vzniku alkoholu

% Hodgetts, K. J.; Kershaw, M. T. Org. Lett. 2003, 5,2911 —2914.
o7 Aguado, A.; Boulos, J.; Carreras, A.; Montoya, A.; Rodriquez, J. J. .Heterocyc. Chem. 2007, 44, 1517 — 1520.
% Yamane, T.; Mitsudera, H.; Shundoh, T. Synthesis 2004, 17, 2825 — 2832.
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47. Pripraveny azidovy ligand 49 bude d’alej sluzit’ pri priprave novych inhibitorov VEGFR-2

receptora pomocou Click chemistry kombinatoridlnych kniznic.
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7 Zaver

Antineoplastika:

Prostrednictvom biologického testovania v NCI USA bola v nasej skupine objavena
Struktiira nového nosného skeletu s antitumorovou aktivitou (L). Navrhli, pripravili a testovali
sme sériu 17 zlicenin skriningom v NCI USA. Z tychto latok, je 14 chemicky novych a
doteraz neopisanych v literatire. Skumali sme antineoplasticku aktivitu tychto zlicenin
obsahujucich substituenty vo vhodnych polohach nosného skeletu tak, aby sa mohli prejavit’
ich mezomérne elektronické vplyvy. Zistili sme, Ze zavedenie akceptornych aj donornych
skupin v para polohe na Ph-C(3) acetatov 3 nie je z hladiska zlepSenia antineoplastickej
aktivity vyhodné. Najlepsim z hl'adiska aktivity bol nesubstituovany derivat 3g. Zistili sme, Ze
priemerna Glsg aktivita zla¢enin s HO-C(5) 7 a AcO-C(5) 3 je podobna pravdepodobne kvoli
relativne rychlej hydrolyze AcO-C(5) derivatov vo vodnom prostredi, alebo interakcénej
nevyznamnosti molekuly s biologickym cielom v tejto Casti molekuly. Pozorovali sme, Ze na
zvySenie aktivity ma vyznamny vplyv pritomnost’” malych lipofilnych Me-substituentov na
inom aromatickom kruhu v polohe 8 a 9 produktov 3g a 3h.

Zo 17 testovanych zlicenin (One Dose Screening), boli 4 aktivne (3g, 3h, 3b a 7a) a
postupili do d’alsicho testu s ich roznymi koncentraciami (Five Dose Screening 107-1 0’ M) na
60 Tudskych tumorovych bunkovych linidch. V tomto teste sme zistili Glso inhibiciu rastu
buniek v uM az nM Skale. Najlepsia zo vSetkych testovanych zlucenin 3g bola poslana do
BEC (Biological Evaluation Commitee) na rozhodnutie o jej d’alSom testovani vin vivo
experimentoch.

Pomocou programu Compare sa ndm podarilo identifikovat’ mozny antitubulinovych

mechanizmus posobenia tohto typu antineoplastickych latok.

Antiangiogenika:

Podarilo sa nam zaviest CAM metodiku antiangiogénneho testovania na prepeli¢ich
embryach pomocou Standardnych lie¢iv Sutent a Nexavar, ako aj na ich izolovanych
generickych bazach (sunitinib a sorafenib). Zoptimalizovali sme inkubaciu embryi za
sterilnych podmienok v biotermostate. Osktsali sme vhodnu aplikaciu vzoriek na réznych
nosicoch, pricom ako najvhodnejSiu sme identifikovali metylcelulozovi peletu. Zistili

a vysvetlili sme vyznam obsahu DMSO pre pozorovanie dobrého antiangiogénneho efektu.
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Zaviedli sme vizudlne komparativne hodnotenie CAM testu, ako aj presnejSie pocitacové
vyhodnotenie velkosti ploch avaskularnej zony z digitalnych fotografii. Zavadzanie CAM
metodiky bolo pracné acasovo narocné (84 experimentov kazdy tyzden, ca 100 vajec
v jednom pokuse). Tento test je vSak vyznamny jeho in vivo biologickou komplexitou. Ak je
na CAM teste pozorovany dobry antiangiogénny efekt, jedna sa v takom pripade o zluceninu,
ktora bude pravdepodobne aktivna aj u zvierat, resp.na 'ud’och.

Analyzou komplexu PDB: 1Y6A a interakcii jeho inhibitora s VEGFR-2 proteinom
sme identifikovali malé polarne vrecko v blizkosti vol'nej p-polohy benzénového jadra aryl-
amino-aryloxazolov. Pomocou molekulového modelovania a vypoctom védzbovych energii
sme ako vhodné substituenty zvolili -OH, -OMe a —-OMOM skupiny. Vzhl'adom na obavu, ze
-OMOM derivat bude svojou koncovou metylovou skupinou zasahovat’ prili§ hlboko do tohto
polarneho vrecka, sme ako alternativu zvolili stéricky menej naro¢né -OCONH, a -OCHO
skupiny. Pri syntéze sme zistili, Ze posledne spomenuté dva derivaty s chemicky natol'ko
nestabilné, ze nie je mozné uskutocnit efektivne ich syntézu a ani testovanie. Preto sme
navrhli stabilnejSie dusikaté analogy inhibitora 1Y6A s -NHCHO a -NHCONH,; skupinami.

Sytézu navrhnutych zlicenin sme uskuto¢nili najprv pripavou azidovych 10, 11 a 15
a izokyanatového 20 prekurzora. Zluceniny s oxazolovym heterocyklom sme pripravili
reakciou jednotlivych organickych azidov 11 a 15 aizokyanatu 20 a pritomnosti pPPh;
v CH,Cl,. Naslednou Couplingovou reakciou sme do takychto molekil zaviedli pyridylovia
skupinu a pripravili tak pozadované derivaty MeO-1Y6A 23 a MOMO-1Y6A 24. Planovany
HO-1Y6A derivat 25 sme pripravili hydrolyzou z MOMO-1Y6A 24.

Vsetky novopripravené kyslikaté derivaty inhibitora 1Y6A (MOMO-, MeO- aj HO-)
boli spolu s 1Y6A (H-), Sutentom a Nexavarom testované na inhibiciu enzymatickej
VEGFR-2 aktivity. Stanovili sme aj ICso hodnoty Standardov Sutentu a Nexavaru, ktoré
neboli v literatire dostupné. Zistili sme, ze inhibicia ICsy VEGFR-2 enzymatickej aktivity je
pre 1Y6A 17.1 nM, pre Sutent 31.2 a pre Nexavar 12.5 nM. Nase zluceniny HO-1Y6A 25 a
MeO-1Y6A 23 mali ICsy hodnoty 12.8 a 14.7 nM vzt'azne. Derivat MOMO-1Y6A 24 mal
zhorSenu inhibicnu aktivitu (ICsp = 87.3 nM), ¢o potvrdilo predpokladany problém so
stérickou repulziou predikovany tak molekulovym modelovanim, ako aj dockingovym skore.
Dizajnom asyntézou sa nam podarilo pripravit derivaty inhibitora 1Y6A 23 a 25
s vylepSenou inhibi¢nou aktivitou oproti samotnému inhibitoru 1Y6A. Dokazom inhibicie
VEGFR-2 receptoru bola tiez experimentidlne stanovena inhibicia fosforylacie ERK

signalneho proteinu, ktory prenasa signal z VEGF aktivovaného VEGFR-2 receptora. Tieto
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testy na naSich zluceninach boli robené v ramci COST spoluprace s Univerzitou v Belgickom
Liege.

Pri de novo syntéze navrhnutych dusikatych derivatov 1Y6A sme sa aj napriek snahe
o pouzitie viacerych azidovych prekurzorov (HCO-, Piv-, F3CCO-, Ac- a H,NCO-) 31, 32,
33, 34 a 35 stretli s problémom, bud’ pri ich priprave alebo pri samotnej naslednej syntéze
oxazolového heterocyklu. Nakoniec sa nam uspeSne podarilo pripravit’ pivaloylovy derivat
PivNH-1Y6A 38, no problémom zostalo odchranenie tejto skupiny a planované zavedenie -
NHCHO a -NHCONHj; skupin na NH,-1Y6A. Preto syntéza tychto derivatov inhibitora 1Y6A
vyzaduje d’alsie vyskumné usilie.

V nasej skupine sa zaoberame aj pripravou Click chemistry kniznic farmakofornych
ligandov ur¢enych na identifikdciu u¢innych inhibitorov. VEGFR-2 receptora. Doélezitou
suCastou tohto vyskumu bola priprava N-arylaminooxazolmetylazidového ligandu 49.
V ramci COST spoluprace a STSM staze v Strasbourgu sa nam podarilo vyvinut' vhodnu
metodiku na syntézu pozadovaného ligandu 49. KIicovym pri syntéze bolo uvedomenie si
vlastnosti a termickej nestability oxazolového intermediatu 46, kde sa podarilo néjst’ vhodné
podmienky (rt, 7 dni) na jeho pripravu v 61 % vytazku a po krystalizacii.

Pri syntéze antiangiogénnych zlucenin sme pripravili 24 novych doteraz v literature
neopisanych zlucenin. Navrhli a syntetizovali sme inhibitory 1Y6A skeletu so substiticiou na
fenyle v para polohe v snahe vyuzit' na zlepSenie aktivity identifikované malé polarne vrecko.
Biologickymi testami v Nemecku (ProQuinase, GmbH; ICsy VEGFR-2) sme potvrdili
predpokladanti vyborni enzymovu inhibiciu tychto derivatov 23 a 25. Inhibitory, ktoré¢ sme
pripravili, mali inhibi¢nu aktivitu na urovni klinickych lieciv Sutentu a Nexavaru. Predikcie,
ktoré sme realizovali az do podoby organickych inhibitorov boli uspesne a nové zluceniny
inhibuji VEGFR-2 receptor v nM koncetraciach 23, 24 a 25.

Vysledky nasho vyskumu v oblasti vyvoja novych antiangiogenik boli v roku 2009
ocenené farmaceutickou spolocnostou Pfizer (1. cena - Pfizer Research Award 2009).
Vysledky tohto vyskumu boli tieZ prezentované na zahrani¢nych konferenciach v ramci

projektu COST CMO0602.
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8 Suhrn

V nasej vyskumnej skupine bola objavena Struktira nového nosného skeletu (L) s
antitumorovou aktivitou prostrednictvom biologického testovania v NCI USA. Pripravili sme
sériu 17 zlucenin (14 z nich doteraz neopisanych v literatare), ktoré boli testované skriningom
v NCI USA. Z tychto 17 testovanych zlucenin, boli 4 aktivne (3g, 3h, 3b a 7a) a postupili do
dalsicho testu s piatimi roznymi koncentraciami (107°-10°M) na 60 Tudskych tumorovych
bunkovych liniach. V teste sme zaznamenali Glsg inhibiciu rastu buniek v uM az nM $kale.
Zistili sme, Ze zavedenie akceptornych aj donornych skupin v para polohe na Ar-C(3) (3) nie
je z hladiska zlepsSenia antineoplastickej aktivity vyhodné, nakolko najlepSiu aktivitu mal
nesubstituovany derivat 3g. Tiez sme zistili, ze priemerna Glsy aktivita zlucenin s HO-C(5) a
AcO-C(5) je podobna pravdepodobne kvoli relativne rychlej hydrolyze AcO-C(5) derivatov
vo vodnom prostredi. Pozorovali sme, Ze na zvySenie aktivity md vyznamny vplyv
pritomnost’ malych lipofilnych Me-substituentov na inom aromatickom kruhu v polohe 8 a 9.
Z hladiska d’alsieho zlepSenia antineoplastickej aktivity by bolo vhodné prestudovat’ prave

tuto oblast’ aromatického jadra.

PYCHRONES

Y: OH alebo OAc

R1: H, 4-F, 4-OMe, 3,4,5-(OMe)s3,
4-NO,, 4-SO,Me

Z: H alebo Me

Najlepsia zo vSetkych testovanych zlucenin 3g bola poslanda do BEC (Biological
Evaluation Commitee) na rozhodnutie ojej dalSom testovani v zlozitejSich in vivo
experimentoch.

Pomocou programu Compare, porovnanim vysledkov nasich experimentalnych latok a
zliCenin so zndmym mechanizmom uc¢inku a ich korelaciou sa nam podarilo identifikovat’

mozny antitubulinovych mechanizmus pésobenia tohto typu antineoplastickych zli¢enin.

Podarilo sa nam zaviest CAM metodiku antiangiogénneho testovania na prepeli¢ich
embrydch pomocou Standardnych lieCiv Sutent a Nexavar, ako aj na ich izolovanych
generickych bazach (sunitinib a sorafenib). Zoptimalizovali sme inkubaciu embryi za

sterilnych podmienok v biotermostate. Pomocou réznych metdd aplikacie vzoriek sme ako
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najvhodnejsiu identifikovali metylcelulozova peletu. Zistili a vysvetlili sme vyznam obsahu
DMSO pre pozorovanie dobrého antiangiogénneho efektu.

Zaviedli sme vizudlne komparativne hodnotenie CAM testu, ako aj presnejSie
pocitacové vyhodnotenie vel'kosti ploch avaskularnej zony z digitalnych fotografii. Napriek
naro¢nejSiemu zavadzaniu CAM metodiky, je tento test vyznamny svojou in vivo biologickou
komplexitou. Ak je na CAM teste pozorovany dobry antiangiogénny efekt, jedna sa v takom
pripade o zluceninu, ktora bude pravdepodobne aktivna aj na vyssSich organizmoch.

Analyzou komplexu PDB: 1Y6A a interakcii jeho inhibitora s VEGFR-2 proteinom
sme identifikovali malé polarne vrecko v blizkosti vol'nej p-polohy benzénového jadra aryl-
amino-aryloxazolov. Pomocou molekulového modelovania a vypoctom vézbovych energii
sme ako vhodné substituenty zvolili -OH, -OMe a —OMOM skupiny. Vzhl'adom na
predpokladanii objemnti -OMOM skupinu, ktora zasahuje prili§ hlboko do polarneho vrecka,
sme ako alternativu zvolili stéricky menej naro¢né -OCONH,; a -OCHO skupiny. Pri syntéze
sme zistili, Ze posledne spomenuté dva derivaty su chemicky natol’ko nestabilné, Ze nie je
mozné uskutoCnit’ efektivne ich syntézu aani testovanie. Preto sme navrhli stabilnejSie
dusikaté analogy inhibitora 1Y6A s -NHCHO a -NHCONH, skupinami.

Syntézu navrhnutych zlic¢enin sme uskutoc¢nili najprv pripavou azidovych 10, 11 a 15
a izokyanatového 20 prekurzora a tieto nasledne pouzili do reakcie s pPPhs v CH,Cl,, priCom
sme ziskali oxazolové produkty 21a a22a. Naslednou Couplingovou reakciou sme do
molekul zaviedli pyridylova skupinu a pripravili tak pozadované derivaty MeO-1Y6A 23 a
MOMO-1Y6A 24. Derivat HO-1Y6A 25 sme pripravili hydrolyzou z MOMO-1Y6A 24.

Vsetky pripravené kyslikaté derivaty inhibitora 1Y6A (MOMO-, MeO- aj HO-) boli
spolu s 1Y6A (H-), Sutentom a Nexavarom testované na inhibiciu enzymatickej
VEGFR-2 aktivity (ICso hodnoty Sutentu a Nexavaru v literature nedostupné) v Nemecku
(ProQuinase, GmbH; ICsy VEGFR-2). Zistili sme, Ze inhibicia ICs; VEGFR-2 enzymatickej
aktivity je pre 1Y6A 17.1 nM, pre Sutent 31.2 a pre Nexavar 12.5 nM. Nase zluceniny HO-
1Y6A 25 a MeO-1Y6A 23 mali ICsy hodnoty 12.8 a 14.7 nM vzt'azne. Derivat MOMO-1Y6A
24 mal zhorSent inhibi¢nu aktivitu (ICso = 87.3 nM), Co potvrdilo predpokladany problém so
stérickou repulziou predikovany molekulovym modelovanim a dockingom. Podarilo sa nam
navrhnit’ a pripravit’ derivaty inhibitora 1Y6A 23 a 25, ktoré su aktivne na Grovni klinického
lieku Sutent. Dokazom inhibicie VEGFR-2 receptora bola tiez experimentdlne stanovena
inhibicia fosforylacie ERK signalneho proteinu, ktory je priamo spojeny a prenasa signal
z VEGF aktivovaného VEGFR-2 receptoru. Tieto testy na naSich zluc¢enindch boli robené

v rdmci COST spoluprace s Univerzitou v Belgickom Liege.
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Pri syntéze navrhnutych dusikatych derivatov 1Y6A s pouzitim viacerych azidovych
prekurzorov (HCO-, Ac-, F3CCO-, H,NCO- a Piv) 31, 32, 33, 34 a 35 sme zistili, Ze
oxazolové produkty poskytuju len niektoré z nich. Nakoniec sa nam tuspesSne podarilo
pripravit’ pivaloylovy derivat PivNH-1Y6A 38, no problémom zostalo odchranenie tejto
skupiny a planované zavedenie -NHCHO a -NHCONH; skupin na NH»-1Y6A. Syntéza tychto
dusikatych derivatov inhibitora 1Y6A vyzaduje d’alsi vyskum.

V nasej skupine sa zaoberame aj pripravou Click chemistry kniznic farmakofornych
ligandov urcenych na identifikdciu G¢innych inhibitorov VEGFR-2 receptora. Ddlezitou
sucastou tohto vyskumu bolo vyvinit vhodni metodiku pripravy N-arylaminooxazol-
metylazidového ligandu 49. Termicka nestabilita oxazolového intermediatu 46 vyzadovala
najst’ vhodné reakéné podmienky (rt, 7 dni) na jeho pripravu. Podarilo sa nam navrhnut
podmienky redukcie oxazolesteru postupnym pridavanim ¢inidla LiAlH4 za vzniku alkoholu
47. Pripraveny azidovy ligand 49 bude d’alej sluzit pri priprave novych inhibitorov VEGFR-2

receptora pomocou Click chemistry kombinatoridlnych kniznic.
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9 Summary

A new leading structure (L) has been recently discovered in our experimental group
through antitumor activity screening on the sixty human tumour cell lines in NCI USA.
Within this experimental work we prepared series of 17 selected derivatives possessing (L)
structure that were tested in USA. Four from this compounds 3g, 3h, 3b and 7a active in pre-
screening (5.10° M) were further tested on Five Dose Screening (10™ - 10 nM) on 60 type
of human cancer cell lines. We found out, that acceptor and donor groups present in para
position on Ph-C(3) of 3 were not advantageous in term of enhancement of antineoplastic
activity. Mean activity of AcO-C(5) and HO-C(5) was similar probably due to the hydrolysis

AcO-C(5) in aqueous conditions.

PYCHRONES

Y: OH alebo OAc

R1: H, 4-F, 4-OMe, 3,4,5-(OMe)s,
4-NO,, 4-SO,Me

Z: H alebo Me

The best activity compound 3g with H in para position on Ph-C(3) has been delivered
to the next step decision on BEC (Biological Evaluation Committee). Presence of small
lipophilic Me substituents at C(8) and C(9) positions on the other aromatic ring significantly
enhanced its antineoplastic activity. Following this fact and the results of SAR study of p-Ph-
C(3) substitution is a good point for further scientific study.

A compare analysis allows us to proposed potential antitubuline mechanism of this kind
of screened compounds.

In next part of this work, we established and studied the biological antiangiogenic
activity in vivo CAM assay on Japanese quail embryos with standard drugs Sutent and
Nexavar (and their sunitinib and sorafenib free bases). We optimized incubation of embryos
in a sterile conditions in biotermostat and proved MEC (methylcellulose) pellets as optimal
slow releasing vehicle for application of organic compounds. We found and explained the
importance of DMSO in the pellets for better observation of antiangiogenic effect. Visual
comparative evaluation and more accurately computer interpretation of CAM results were

introduced. The measurement of avascular zones surfaces through computer based digital
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picture processing has been implemented. CAM assay has an important predication value due
to its in vivo complexity.

Interaction analysis ligand-proteine of the crystal complex structure PDB: 1Y6A
(VEGFR-2 receptor) allowed us to identify new inhibitors by implementation of oxo
substituents in para-position of phenyl group. Molecular modelling and in Silico methods
selected five appropriate oxygen derivates of inhibitor 1Y6A (OH, OMe, OMOM, OCHO and
OCONH,;). Because substituents OCHO and OCONH2 are unstable, we proposed their
nitrogen substituted bioisosters.

Finally, we synthesized new types of designed antiangiogenic compounds. All proposed
compounds were prepared from organic azide precursors 10, 11 and 15 and arylisocyanate 20.
Further, reaction with pPPh; in CH,Cl, by rt and subsequent cyclization to give appropriate
oxazolic derivates 21a and 22a. Final step of synthesis was Stille coupling to provide
derivates (MeO and MOMO) of inhibitor 1Y6A 23 and 24. p-HO-1Y6A 25 was prepared by
hydrolysis in 30 % HCl in MeOH of MOMO-1Y6A 24.

1Y6A and all obtained derivates 23, 24 and 25 together with standard drugs Sutent and
Nexavar were tested for their enzymatic KDR antiangiogenic activity. Inhibition was as
follows: 1Y6A 17.1 nM, Sutent 31.2 nM, Nexavar 12.5 nM, MOMO-1Y6A 24 87.3 nM
(worse inhibition activity regarding to the bulky MOMO- group predicted by molecular
modelling and also docking), HO- 25 and MeO-1Y6A 23 12.8 and 14.7 nM were on the level
of clinic drug Sutent. Derivates 23, 24 and 25 were also tested on inhibition of

phosphorylation ERK signalling protein within our COST cooperating University in Liege,

Belgium.
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Synthesis of nitrogen derivates started from m-bromo-p-aminoacetophenone azide
precursors (HCO-, Ac-, F3CCO-, H,NCO- and Piv) 31, 32, 33, 34 and 35. Only compound 31,
33 and 35 provided the oxazole derivates 36a, 37 and 39a). Finally the pivaloyINHAr derivate
38 has been successfully prepared. The very problematic deprotection of the pivaloyl group
from arylamine has been observed. Contemplated introduction of p-NHCHO and p-
NHCONH; groups remains open for the further investigation.

We have been successful with the preparation of designed azide ligand of
arylaminooxazole 49 useful for utilization in the Click Chemistry combinatorial library. We
developed conditions for its synthesis. Thermal instability of the oxazole intermediate 46

required to use a mild reaction condition (7 days, rt) for the synthesis of ligand 49.
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10 PRILOHA

10.1 Graficky abstrakt "H-NMR spektier
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