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Abstrakt

Miroslav Murar: Syntéza inhibitora s amidickou skupinou vyuzivajiceho sol'no-
mostikové vrecko VEGFR2 receptoru
Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra organickej chémie
Diplomova praca, 77 stran, 2014

V praci sme skamali pripravu cielovej molekuly 2-(4-(2-(5-(etylsulfonyl)-2-
metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)-2-(pyridin-2-yl)fenyl)acetamidu (TM). Syntéza molekuly
TM nebola doposial’ opisana a ani testovana vo¢i VEGFR2 TK. Poéitacové predikcie ukazali
TM ako molekulu s inhibi¢nou aktivitou vo¢i VEGFR2 potencialne vyuzitelnt pri liecCbe
nadorovych ochoreni utlmenim nadorovej angiogenézy. Prvy sposob pripravy obsahuje
perspektivny synteticky postup ako ziskat’ latku TM.

V préaci sme sa venovali aj optimalizacii nizkovytazkovému syntetickému stupiiu pri

ktorom vznikd oxazolové jadro.

Abstract

Miroslav Murar: Synthesis of amidic group possesing inhibitor exploiting a salt bridge
containning pocket of VEGFR2 receptor.
Comenius University in Bratislava, Faculty of Natural Science, Department of Organic
Chemistry
Diploma work, 77 pp., 2014

The diploma work is focused on a preparation of 2-(4-(2-(5-(ethylsulfonyl)-2-
methoxyphenylamino)oxazol-5-yl)-2-(pyridin-2-yl)phenyl)acetamide (TM). Synthesis of this
compound has not been described in the literature or tested on VEGFR2. Computer
calculations predicted TM as VEGFR2 inhibition and its potential use in the treatment of
cancer by inhibition of angiogenesis. The first proposed synthetic pathway describes a
prospective procedure to prepare TM.

In diploma work, we also investigated optimization of low yielding oxazole formation

reaction step by ,,azaylide method*.



1 Graficky abstrakt

1.1 Prvy navrh syntézy acetamidu TM
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1.2 Druhy navrh syntézy acetamidu TM
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1.3 Abstrakt ‘H-NMR spektier
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KLUCOVE SLOVA

VEGFR2 tyrozin kindza, SBCP doména (soI'ny mostik obsahujuce vrecko), VEGFR2

inhibitor, oxazol, syntéza
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POUZITE SKRATKY

(BzO), dibenzoylperoxid

1VR2 VEGFR2 tyrozin kindza

1Y6A VEGFR?2 kinaza v komplexe s N-[5-(etylsulfo-
nyl)-2-metoxyfenyl]-5-[3-(pyrid-2-
yl)fenyl]Joxazol-2-aminom

3C7Q VEGFR2 kinaza v komplexe s metyl (E)-3-(2-{4-
[N-metyl-3-(4-metylpiperazin-1-yl)propanami-
do]fenyl}-1-fenyletylidén)-2-oxoindolin-6-
karboxylatom

AAZ ligand VEGFR2 komplexu (PDB: 1Y6A): N-(5-
(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-5-(3-(pyrid-2-
yl)fenyl)oxazol-2-amin)

ABL1 protein, ktory je kodévany génom ABLI na
chromozoéme 9

AIBN azobis(isobutyronitril)

AN acetonitril

Asn asparagin

ATP adenozintrifosfat

CSCs Cancer Stem Cells (rakovinové kmeiiové bunky)

DFG fragment predstavujuci prvé tri aminokyselinové
zvysky aktivacnej slucky kinazy (Asp/Phe/Gly)

EA etyl acetat

EGF epidermalny rastovy faktor (Epidermal growth
factor)

EGFR epidermalny rastovo faktorovy receptor
(Epidermal growth factor receptor)

Fyn kinaza skupiny Src

HBA akceptorna vodikova vizba (hydrogen bond
acceptor)

HBD donorna vodikova vizba (hydrogen bond donor)

HGF hepatocytovy rastovy faktor

1Csg koncentracia inhibitora, ktora je potrebna na
polovi¢né spomalenie enzymovej aktivity

MEK protein signaliza¢nej cesty Ras-Raf-MEK-ERK

MET kinazovy receptor pre hepatocytovy rastovy
faktor (HGF)

NOS3 syntetaza oxidu dusnatého typ 3

NRPs Neurofiliny (neuropilins)

PDB databaza 3D struktir biomakromolekul (Protein
Data Bank)

PTK2/FAK protein tyrozin kinaza 2 alebo aj fokalna adhézna
kindza

Ras protein signaliza¢nej cesty Ras-Raf-MEK-ERK

SBCP Salt Bridge Containing Pocket (vrecko
obsahujice sol'ny mostik )

TBAF tetrabutylaménium fluorid

TEBA benzyltrietylamoénium chlorid

TK tyrozinkinaza

VEGFR1/2/3 vaskularny endotelialny rastovy faktorovy

receptor 1 /2 /3 (Vacular Endothelial Growth
Factor Receptor)
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CIELE DIPLOMOVEJ PRACE

Diplomové praca je zamerana na

a/ vyhladanie a oboznamenie sa s biologickymi poznatkami ohladom receptorov
VEGFR2 a NRPs

b/ vyvoj syntetickej metodiky na pripravu inhibitora napr. 2-(4-{2-[5-(etylsulfonyl)-2-
metoxyfenylamino]oxazol-5-yl}-2-(pyrid-2-yl)fenyl)acetamidu (TM). TM je pocitacovymi
predikciami navrhnuty tak, aby vyuzival SBCP doménu VEGFR2 tyrozinkindzy. Nové
interakcie by mali viest' k zlepSeniu inhibi¢nych vlastnosti tejto latky v porovnani s jej
prekurzorom AAZ, znamym z VEGFR2 komplexu PDB: 1Y6A, ¢im sa umozni dosiahnut
lepSia GCinnosti a znizenie terapeutickej davky tejto latky v porovnani s pribuznym AAZ
inhibitorom.

¢/ optimalizaciu pripravy aminooxozalového fragmentu, vyznamnej farmakoforicke;

¢asti inhibitorov VEGFR2 TK.

2 UVOD

S predlzovanim l'udského Zivota predstavuju onkologické ochorenia Coraz véacsSie
nebezpecenstvo kedy sa nazbierané mutdcie mézu zmenit do vzniku zhubného nadoru.
V sucasnej dobe sa investuje velké usilie do efektivnej liecby rakovinovych ochoreni. Jedno
z moznych terapeutickych pristupov je dosiahnutie zastavenia rastu a novotvorby ciev, ¢oho
dosledkom je nedostatok zivin a kysliku pre nador, potlacenie progresie onkologického
ochorenia a tvorby metastaz.

Ak vSak chceme efektivne inhibovat’ proces angiogenézy (novotvorby ciev) musime
tomuto procesu porozumiet’ aj z molekuldrno-biologického hl'adiska. Je tiez potrebné vybrat
kl'icovy biologicky ciel’, ktorym je Vtomto pripade transmembranovy receptor VEGFR2
s tyrozinkindzovou aktivitou, povazovany za hlavny regulator neovaskularizacie. Podla
najnovS§ich poznatkov z molekularnej biolégie VEGFR2 je zapojeny aj do regulacie
rakovinovych aj rakovinovych kmenovych buniek.

VEGFR2 TK tvori komplexy s inhibitormi. Niektoré z nich st dostupné on-line v PDB
databaze.! Na zaklade analyzy VEGFR2 komplexov, molekulového modelovania a dokovania

bola navrhnuté Struktara ligandu TM, ktory by mal vyuzivat’ nedavno spolocnostou Biomagi

! http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do (3.5.2014)
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objavenu védzobnu oblast’, ktora bola nazvana Salt Bridge Containing Pocket (SBCP). 2-(4-
{2-[5-(Etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-yl}-2-(pyrid-2-yl)fenyl)acetamid ~ (TM)

predstavuje jednu z takto navrhnutych Struktar.

Cast’ diplomovej prace venujeme priprave TM, ktor po jej ziskani dame testovat’ na

VEGFR?2 inhibi¢nu aktivitu.

3 TEORETICKA CAST

3.1 Proteinova databanka (PDB)

PDB je volne dostupna databdza sustred’'ujuca experimentalne 3D Struktury hlavne
proteinov a nukleovych kyselin zalozenych na RTG, pripadne NMR S$truktirnych meraniach
aich analyze.! V PDB databize mozeme okrem priestorového usporiadania v komplexoch
biomakromolekul ndjst aj informécie o Struktare ich ligandov (inhibitorov, alebo
promotorov), ich interakciach, aktivite, vizbovom mieste atd. PDB databaza ma velky
vyznam pre medicinsku chémiu, molekuldrnu biolégiu, farméciu, medicinu a iné¢ vedné
oblasti z oblasti vied o zivote ,,/ife sciences*. Prinos PDB databazy je nezastupitelny pre
Stidium Struktury proteinov, pri vyhl'adavani vhodnych vizbovych domén, nosnych skeletov
buducich lieciv, posudzovani vhodnych skupin ligandov na interakcie atd’.

Aktudlne PDB databaza obsahuje informacie o viac ako 99 775 Strukturach (udaj
k 3.5.2014) aich pocet neustale narasta. Struktiry v PDB databaze st volne pristupné a je
mozné s nimi pracovat’ vo viacerych zobrazovacich programoch napr.: VMD, MDL Chime,

Pymol, UCSF Chimera, Rasmol, Swiss-PDB Viewer, Discovery Studio...
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Vzhladom na ciele diplomovej priace, PDB datab4dza bola vyuZzitd na komplexnu
analyzu vSetkych publikovanych 34 VEGFR2 TK struktir a na navrh Struktiry inhibitora TM
vyuzivajiceho interakciu S novou, nedavno objavenou vidzobnou oblastou SBCP. SBCP sa
nachadza len v urcitych, vzacne opisanych, konformaciach inaktivnej (DFG-out) VEGFR2

tyrozin kinazy ktora ma otvorenu aktivagnu sludku (A-slucka) a obsahuje inhibitor typu 1.2

3.2 Ludsky kinom

Kiném je grafické vyjadrenie stiboru l'udskych proteinkinaz. Ako priklad zlozitosti a
komplexnosti kindzovej skupiny enzymov moézeme uviest, Ze zatial Co sa u kvasiniek
vyskytuje 50 proteinkindz, v 'udskom kinéme je ich opisanych az 518. VSetky protein kinazy
Vv l'udskom tele mézeme rozdelit’ do skupin, rodin, a podrodin. (Obr. 1) Kinazy v kinome st
charakterizované ich DNA sekven¢nou pribuznostou a nasledne aj podobnostou primarnej
sekvencie aminokyselin v konkrétnej protein kinaze voéi ostatnym ¢lenom kindmu. V praxi
mozno tieto poznatky vyuzit’, ak vieme protein kindzu zaradit’ do charakteristickej skupiny na
ktort pozname efektivne inhibitory, potom na zaklade podobnosti aktivneho, alebo
alosterického miesta vieme predpovedat’ aj Struktiru modulatora k tejto kinaze.

Na kindzovom dendrograme (Obr. 1) vidime niekol’ko farebne odlisnych skupin, pricom
ich vzajomna vzdialenost’ je imerna nepodobnosti primarnej sekvencie aminokyselin. Cim st
od seba kinazy, alebo ich skupiny d’alej, tym st si menej podobne a naopak. Ako priklad
mozno uviest tyrozinkinazy, ktoré tvoria samostatn skupinu, pretoze fosforyluju proteiny na
tyrozinovych zvyskoch, zatial ¢o ostatnych 6 kindzovych domén, uvedenych v kindme,
fosforyluje serinové / treoninové aminokyselinové zvysky. V dendrograme sa nachadza aj 40
atypickych kindz, ktor¢ nemaju sekvenéni podobnost’ s predoslymi skupinami, avsak je

0 nich zname, e maju kindzovi aktivitu.?

? Lintnerova,L.; Garcia-Caballero, M.; Gregan, F.; Melicherc¢ik, M.; Quesada, A. R.; Dobias, J.; Lac, J.;
SaliSova, M.; Boha¢, A. Eur J. Med. Chem. 2014, 72, 146-159.
% http://www.cellsignal.com/reference/kinase/index.html/ (5.1.2014)

15


http://www.cellsignal.com/reference/kinase/index.html

Inahvidusl groups are finkad to
rafarance kKeys.

Obr. 1. Kindzovy dendrogram vyjadruje, pomocou vzajomnej vzdialenosti jednotlivych kinaz v grafe,

sekvenéni podobnost” aminokyselinovych zvySkov medzi katalytickymi doménami.

Proteinkinazy su vo vSeobecnosti enzymy, ktoré zaradujeme do skupiny transferaz.
Katalyzuju prenos fosfatovej skupiny z ATP na molekulu akceptora (proteinu) za vzniku
fosfoesterovej vizby. Dolezitym faktom je uvedomenie si vyznamu fosfatovej skupiny. Fosfat
predstavuje naboje nesucu skupinu, ktord po naviazani sa na protein moze spdsobit’ vyznamnu
konformaéni zmenu jeho $truktary, a teda aj moznu zmenu jeho biologickej funkcie. Preto su
kindzy vyznamnou stcastou mnohych biologickych signalnych drah, a predstavuji klacové
regulatory bunkovych funkeii.* Ked'ze kinazy riadia taky zlozity systém ako je bunka, patria

medzi jednu z funkéne najviac diverzifikovanych skupin.

* Hidehisa, 1.; Shinichi, I.; Akira, H.; Hixon, M. S.; Hiroyuki, K.; Hiroshi, M. Biol. Med. Chem. 2011, 19, 5342-
5351.
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3.3 Tyrozinkinazy

Tyrozinkinazy (TK) st enzymy, ktoré selektivne katalyzuju prenos koncovej fosfatove;

skupiny ATP na tyrozinové zvysky niektorych biomakromolekul v bunke. (Obr. 2 a 3)

Obr. 2. Komplex PDB: IR3 ziskany kokrystalizaciou kinazy (activated insulin receptor tyrosine kinase) so
stabilnym ATP analégom (mostikovy kyslik v termindlnej difosfatovej vizbe v ATP bol kvoli stabilite
nahradeny NH skupinou). Striebornym je na TK vyznafeny naviazany cytosolicky protein ktory ma byt
fosforylovany na jeho tyrozinovom zvysku (Tyr je vyznaceny zIltym). Aktivna kindza ma A-slucku vyznacenu
zltou farbou so $trukturou DFG-in fragmentu (Z1té AA aminokyselinové zvySky na zaciatku A-slu¢ky). Asp1046
zvySok z DFG: chelatuje dva Mg?" iény, ktoré napoméhaji prenosu fosfatu. Katalyticka slutka obsahuje
Asp1132 aminokyselinovy zvySok (vyznaceny Cervenou). Tato aminokyselina je nevyhnutnd pre katalyticka

aktivitu kinazy. (publikované s dovolenim spolo¢nosti Biomagi)
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Obr. 3. Navrhnuty chemicky mechanizmus prenosu fosfatu z ATP na tyrozinovy zvySok substratu.
Aminokyselinové zvysky su sekvenéne &islované ako v PPD: 1VR2 (VEGFR2 kinaza).> (publikované s

dovolenim spolo¢nosti Biomagi)

Normalne o aktivite transmembranovych kindz rozhoduje naviazanie sa rastového
faktoru na ich extracelularnu doménu. Nésledne sa aktivovany TK receptor konformacne
zmeni, homodimerizuje a naviaze ATP do jeho intracelularneho aktivneho miesta S kindzovou
aktivitou. Potom dochadza k vzajomnej autofosforylacii oboch kinaz v homodiméri
anasledne aj k prenosu fosfatu na substrat (iny protein z cytosolu). Fosfatova skupina sa
pritom prenasa z ATP pomocou kinazového katalyzatora (kinazy obsiahnutej v receptore)
K tyrozinovému aminokyselinovému zvySku substratu. Tato fosfatova skupina nasledne
sposobi zmenu v biologickej funkcii fosforylovaného proteinu. Fosforylacia proteinov
ovplyviiuje mnozstvo ich biologickych vlastnosti napr. zapnutie alebo vypnutie ich

katalytickej aktivity, alebo umoznuje interakcie fosforylovaného proteinu s inymi

> prevzaté od Biomagi s.r.0., Bratislava, 2013.
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biomakromolekulami bunky, ¢i presnos signalu az do bunkového jadra. V jadre sa takto
ovplyvni expresia prislusnych génov. Tyrozinkindzy funguji na principe prenosu signalu
v signalizacnej kaskade. Informacia pochadzajica z rastového faktoru sa prenesie
Z extracelularnej Casti transmembranového kindzového receptoru do cytoplazmy bez toho, aby
rastovy faktor musel prejst’ cez membranu do vnutra bunky.

Niektoré mutacie tyrozinkindz mézu znamenat vazne nebezpecenstvo. Kritické su
najmd mutacie, ktoré maji za nasledok permanentne zapnutu, od rastového faktoru nezavislu
aktivitu kinaz spojenti s neregulovanou fosforylaciou prislusnych proteinov v bunke. Dal§im
problémom mutacie kinaz je ich ziskana rezistencia na lie¢ivo (TK inhibitor), ¢o néasledne
vedie Kk necitlivosti na liecbu ochoreni. Z tohto dovodu je dolezity vyvoj rdznych typov PK
inhibitorov. Kinazy predstavuju mimoriadne vyznamné biologické ciele pre vyvoj lie€iv

, , , . 4
zameranych napr. na nadorové ochorenia.

3.3.1 VEGFR receptory

VEGEFR st receptory, ktoré v organizme plnia rézne funkcie:

VEGFRL1 je dolezity pri zachyteni VEGF, proliferacii buniek a ich diferencovani
VEGFR2 je ddlezity pre angiogenézu a vaskulogenézu
VEGFR3 je kI'i¢ovy pri lymfangiogenéze

Receptory VEGFR sa vyskytuju hlavne na povrchu endotelovych buniek. Po ¢ase sa
zistilo, ze st pritomné aj na niektorych druhoch nadorovych buniek, kde pomahajt zabezpecit
rast a prezivanie tumoru. VEGFR su schopné ovplyvnit’ aj funkciu rakovinovych kmenovych
buniek kde sa zistilo, ze blokovanie VEGFR2 zastavuje autoreplikaciu (selfrenewal)
rakovinovych kmenovych buniek a znizuje mnozstvo a vel’kost’ ich kolonii.°

Rakovinové bunky pouzivaji VEGFR2 ako signalizacny kanal. Avsak ich odpoved’ na
VEGEF signalizéciu (rastovy faktor pre VEGFR) je podl'a najnovsich §tudii neadekvatna. To
znamena, ze procesy ktoré sprostredkiva VEGFR musia pochadzat’ aj z inej interakcie ako s
VEGF. VEGFR2 je regulovany pomocou VEGFRI, ktory ma vacsiu afinitu k VEGF ako
jemu pribuzny VEGFR2, av§ak VEGFRI mé v porovnani snim ovela menSiu (1/10)

schopnost’ prenosu signalu (fosfatu z ATP na substrat). Preto VEGFR1 pdsobi hlavne ako

® Goel, H.; Mercurio, A. Nature Reviews Cancer 2013, 13, 871-882.
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zasobaren (pasca) VEGF cytokinu. Pri neddvnych vyskumoch reguldcie VEGFR sa zistilo, Ze
VEGFR mozu interagovat’ aj s inymi bunkovymi receptormi napr. MET. MET je receptor pre
hepatocytovy rastovy faktor vylu¢ovany mezenchymalnymi bunkami. Miestom jeho vyskytu
su endotelové, epitelidlne a krvné kmenové bunky. Interakcia VEGFR / MET sa pozoruje
napr. v glioblastdme, ¢o je jeden z najzhubnejSich nadorov mozgu. VEGFR interaguju aj
S integrinmi (transmembranové receptory zabezpecujuce napr. adhéziu a prezivanie buniek),
¢im aktivuju a zlepSujt signalizaciu v tumore. Pozorovana bola aj tvorba komplexu VEGFR

S NRPs, ktorym venujeme osobitni ¢ast’. !

3.3.1.1 Struktira VEGFR2

VEGFR2 (KDR, flk1) je transmembranovy tyrozinkindzovy receptor, ktory je zlozeny
z 1356 aminokyselin. Receptor pozostava z extracelularnej oblasti, ktora ma sedem
imunoglobulinovych (Ig) domén sluckovitého charakteru, z kratkej transmembranovej

domény a z intracelularnej oblasti obsahujtcej tyrozin kinazu (TK).

Extracelularna oblast’ sa skladd zo 745 aminokyselin. Je miestom kde prichadzaju
podnety vo forme rastovych faktorov (napr. VEGF z medzibunkového priestoru). Nasledne
sa tieto ligandy aktivne viazu na receptorovu extracelularnu cast. S VEGFR2 interaguju 4
typy rastovych faktorov: VEGF-A, C, D a E. Rastové faktory st produkované napriklad
tumorovymi bunkami, dostickami alebo lymfocytmi.

Transmembranova cast' receptoru je relativne mala, skladd sa z25 aminokyselin

lipofilného charakteru a spaja extracelularnu s intercelularnou Castou. Zabezpecuje prenos
informacie z mimobunkového priestoru do bunky a ukotvuje receptor v membrane.

Intracelularna oblast pozostdva z 567 aminokyselin, pricom 329 znich tvori

tyrozinkindzovi doménu, ktord moézeme charakterizovat ako miesto, kde prebicha uz
spominana transfosforylacia z ATP na tyrozinové zvysky substratu.?

Pri zov§eobecneni celého procesu je mozno povedat, ze prvotne dochadza k naviazaniu
rastového faktoru VEGF v extracelularnej Casti. Tato interakcia spdsobi dimerizaciu VEGFR2
receptoru, zmeny jeho konformécie, narast afinity extracelularnych ¢asti VEGFR2 receptoru
voci extracelularnej ¢asti v membrane blizkeho druhého VEGFR2 receptoru v dosledku ¢oho
receptory homodimerizuji. Po dimerizacii je mozna vdzba ATP na receptor a aktivécia jeho

kindzovej aktivity. ATP sa v aktivnom mieste kinazy Stiepi, odchadza ADP a fosfat sa viaze

" Shibuya, M.; Claesson-Welsh, L. Exp. Cell. Res. 2006, 312, 549-560.
8 Ruch, C.; Skiniotis, G.; Steinmetz, M.O.; Walz, T.; Ballmer-Hofer K. Struct. Biol. 2007, 14, 249-250.
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na tyrozinovy zvysok z receptora (autofosforyldcia). V dosledku polarnej fosfatovej skupiny
sa receptor konfiguracne zmeni. Tu dochadza ku klI'iCcovému procesu, kedy konformacné
zmeny umoznia pristup substratov (proteinov z cytosolu) do blizkosti aktivnheho miesta
kinazy, kde dochadza aj kich fosforylécii.7’9 V skutocnosti je proces pripravy receptoru
komplikovanejsi. Vedci uskuto¢nili autofosforylaény experiment, kde sa im podarilo
nezavisle fosforylovat’ receptorové tyroziny 1054 a 1059, ktoré st sucast’ou aktivacnej slucky.
Takto vznikli dva r6zne aktivne receptory.4

Dlho sa predpokladalo, Ze prave konformacna zmena aktivacnej slucky v intracelularne;j
Casti rozhoduje o aktivite receptoru. Flexibilny charakter A-slucky vSak ¢asto znemozioval
jej priamu lokalizaciu pomocou X-ray analyzy. Preto sa na urcenie aktivnej, alebo inaktivne;j
konformécie receptoru vyuzil rigidny evolu¢ne konzervovany zaliatok aktivacnej slucky
DFG fragment predstavujuci prvé tri aminokyselinové zvySky A-slu¢ky (Asp/Gly/Phe). Podl'a
jednopismenkovych skratick aminokyselin bol tento region pomenovany ako DFG. Pre
aktivny receptor sa ustalil pojem DFG-in a pre neaktivny receptor DFG-out. V stcasnosti sa
ako najsmerodajnejsi ukazovatel’ aktivnej resp. neaktivnej formy receptoru berie do tvahy
poloha fenylalaninu z DFG fragmentu pricom A-slu¢ka moZe mat’ otvorenu konformaéciu aj
Vv niektorych pripadoch pri inaktivnej kindze. Tento fakt bol neddvno dokazany publikovanou

pracou nasej vyskumnej skupiny.’
3.3.2 Biologicka funkcia VEGFR2

VEGFR2 je receptorom, ktoré¢ho primarna funkcia je zabezpecenie angiogenézy.
U dospelych jedincov je najviac zastupeny na endotelovych bunkach.’® VEFGR2 zohrava
zasadnu Ulohu v regulacii novotvorby ciev a cievnej permeability. VEGFR2 zohréava tiez
kl'icovu tlohu vo vyvoji embrya, ¢o dokazuje skutocnost, Ze mysi, ktoré tento receptor
nemaju zomieraju v 8. az 10. dni embryogenézy v dosledku chybného vyvoja krvnych
ostrovéekov z endotelidlnych a hematopoetickych buniek."* VEGFR2 podporuje proliferaciu,
prezitie, migraciu a diferencidciu endotelidlnych buniek. Medzi d’alSie funkcie VEGFR2 patri

napr. fosforylacia Fyn, NOS3, PIK3R1, PTK2/FAK1.%?

% Drevs, J. Eur. J. Cancer Supplements 2008, 6, 7-13.

19 ee, K.; Jeong, K.-W.; Lee, Y.; Song, J. Y.; Kim, M. S.; Lee, G. S.; Kim, Y. E. J. Med. Chem. 2010, 45, 5420-
5427.

" Holmes, K. Cell. Signaling 2007, 19, 2003-2006.

12 http://www.uniprot.org/uniprot/P35968
21


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DLee,%2520Kyungik%26authorID%3D7501503551%26md5%3D0c4fb32623e937fd4d9cbc5c9eb1d52a&_acct=C000053045&_version=1&_userid=5677561&md5=8a73b80f4f2395809dd1818f5fb82a67
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DJeong,%2520Ki-Woong%26authorID%3D23990547400%26md5%3Df72afa78837ad4e863b5b1bd41e88924&_acct=C000053045&_version=1&_userid=5677561&md5=edf482573baa8fe3078bc604d31e6be8
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DLee,%2520Yeonjoo%26authorID%3D35268738400%26md5%3D077d775f5acb67483a232ede649cea1b&_acct=C000053045&_version=1&_userid=5677561&md5=88bcd8b984b9498f6d772112f86052b9
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DSong,%2520Ji%2520Yeon%26authorID%3D35270178100%26md5%3D4c518e5a059358614f8893fd4b897578&_acct=C000053045&_version=1&_userid=5677561&md5=df80d03a51faa404b91045c5a173fc9d
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DKim,%2520Maeng%2520Sup%26authorID%3D8242965300%26md5%3D0b3c7c7622607937746061d8b327335e&_acct=C000053045&_version=1&_userid=5677561&md5=19447042a2675378d88632bf2f68bccb
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DLee,%2520Gwan%2520Sun%26authorID%3D17341102900%26md5%3D2ddf607d2e456bd94e415572a35ca0b0&_acct=C000053045&_version=1&_userid=5677561&md5=dc378299c97f9817503cdf940f66e89e
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DKim,%2520Yangmee%26authorID%3D35248709700%26md5%3D4abfd2ad3954937ac2fdab4e638d016c&_acct=C000053045&_version=1&_userid=5677561&md5=f456ccb6b3b4777a7ae4e346a5096656
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02235234

Inhibicia VEGFR2 mdéze spomalit’ tumorovu angiogenézu a spolu s chemoterapiou
pomdct’ liecit’ onkologické ochorenia. VEGF signalizacia prostrednictvom VEGFR2 TK
predstavuje najdodlezitejSiu biochemicku drahu aktivujicu uz spominani angiogenézu
podnecovanim proliferacie, prezivania, migracie a diferenciacie endotelialnych buniek, a tiez
zvySovanim priepustnosti cievnych stien. Deje sa to prostrednictvom VEGF / VEGFR2
signalizacie pomocou drdhy napr. Ras / MEK / ERK pricom dochadza k expresii génov
anaslednej bunkovej odpovedi. Deaktivicia VEGFR2 vedie k preruSeniu angiogénnej
signalnej kaskady. Vyhoda inhibicie VEGFR2 receptora je v tom, Ze je na poc€iatku prenosu
informécie do bunky a naraz sa takto blokuju vsetky nim spojené signdlne drahy (doteraz
objavenych 5. (Obr. 4)

Extracellular
matrix

Actin

Gene expression

Vascular cell
Cell proliferation permeabilty Cell migration

Cell survival

Obr. 4. Zobrazenie Glohy VEGFR2 pri VEGF signalizacii v procese angiogenézy. Aktivaciou VEGFR2
dochadza k proliferacii, zvySeniu cievnej priepustnosti, bunkovej migracii a k umozneniu preZivania

endotelidlnych buniek.
3.3.3 Struktiira SBCP (Salt Bridge Containing Pocket)

SBCP bolo objavené vyskumnou spolo¢nostou Biomagi. Toto vrecko pozostiva z
Lys866, Glu883 and Phel045 a nachadza sa v blizkosti ATP vdzobného miesta VEGFR2
receptoru. SBCP bolo vybrané¢ ako miesto vhodné pre dodato¢né interakcie ligandu s
receptorom. Bolo objavené nedavno pri analyze komplexu PDB: 1Y6A (AAZ ligand /
VEGFR2 TK). SBCP je stabilizované pomocou sol'ného mostika a vodikovej vizby medzi
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Lys866 a Glu883 atiez indukovanym dipélom medzi Lys866 a polohou blizkym
aromatickym kruhom Phe1045, ktory pochadza z DFG fragmentu. Polarne vrecko je mozné
najst’ napr. vo VEGFR2 komplexoch PDB: 1Y6A, 1Y6B a 3C7Q. SBCP sa nachadza nad
para-polohou vnutorného fenylového kruhu AAZ ligandu. (Obr. 5 a 6)
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Obr. 5. Struktira, tvar a intramolekulové interakcie SBCP vreciek zlozenych z Lys866, Glug83 a Phel045
v komplexoch PDB: 1Y6A, 1Y6B a 3C7Q, vztazne. (publikované s dovolenim spolo¢nosti Biomagi)

Asn921(CONH,)
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0 N N 21 Phe9t6
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v Cys917(NH)
Cys917(C=0)

AAZ (PDB: 1Y6A)
ICsp: 22 nM (VEGFR?2)

Obr. 6. AAZ ligand (PDB: 1Y6A) z komplexu s VEGFR2 TK a jeho pozicia vo¢i SBCP doméne.
Interakcie AAZ ligandu s VEGFR2 TK su zobrazené.

Zatial' je znamych len pat’ derivatov N-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)-5-fenyloxazol-
2-aminov, ktoré obsahuju para-substituenty na arylovej skupine: (4-Cl, 4-CN, 4-CONH,, 4-
OMe a 4-F; ICsy (VEGFR-2) v tomto poradi: 81, 51, 18, 87 a 79 nM). Z uvedenych aktivit je
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jasné, Zze amidovy substituent (Obr. 7) najlepsie interaguje s VEGFR2 TK pravdepodobne
vdaka SBCP pomocou dipélovych a ionovych interakcii, nakol'ko poloha pre CN derivat,
podla dokovacich experimentov, nie je dostato¢nd na priamu interakciu cez vodikovi védzbu
s Lys v SBCP doméne. Tato diplomova praca je zamerana na syntézu ligandu, ktory umozni

priamu interakciu s SBCP doménou s cielom ziskat’ dodato¢né interakcie ligandu k VEGFR2
receptoru.

SBCP
Glu833
Asn921(CONH,)
2.2 \\
0:=S:=0
" Phe1045
2K\
/L~ ~<. 5.5(I,I) —_—
NN
H \ o~ R
-0 N9 Phests 0 Pheo16
70 )
\ Cys917(NH) N Cys917(NH)
Cys917(C=0) Cys917(C=0)
ICs0: 18 "M (VEGFR2) ~ -CONH, / SBCP
score: -50.24 (PDB: 1Y6A)  fonic interactions

Obr. 7. Predpovedané interakcie amidovej skupiny inhibitora s SBCP doménou VEGFR2 TK.*

Nizsie uvadzame $truktiru SBCP fragmentu z VEGFR2 komplexu s ligandom AAZ,

ako aj Strukturu navrhnutého inhibitora TM, ktory ma potencial priamej interakcie s SBCP.
(Obr. 8)

1 L ’ . .
® prevzaté s dovolenim Biomagi, s.r.0.
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The Salt Bridge Containing Pocket (SBCP)
Biomagi
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Obr. 8. Vlavo: struktira SBCP (Lys866, Glu883, Phel045) najdena v komplexe PDB: 1Y6A (VEGFR2 TK /
ligand AAZ s vypocitanym skore asexperimentilne zistenou inhibiénou aktivitou). Vpravo: Struktira
navrhnutého inhibitora TM s predpovedanym interakénym skore a biodostupnostou. (publikované s dovolenim

spolo¢nosti Biomagi)

3.3.4 NRPs receptory

NRPs (neuropilins) st proteinové receptory, ktoré boli objavené pri rozvoji nervového
systému. St zname dva typy NRP1 a NRP2 aich izoformy. NRPs su transmembranové
glykoproteiny so 4 extracelularnymi doménami, ktoré viazu ligand. NRPs maju tiez jednu
intracelularnu doménu, ktora vSak nemé enzymatickt aktivitu aslizi na viazanie inych
intracelularnych proteinov napr. ABL1 (cytosolicka nereceptorovd TK). NRPs pdsobia casto
ako ko-receptory k inym receptorom pri¢om ovplyviujt ich funkénost’ a aktivitu. NRPs tvoria
s VEGFR dimérne komplexy, ¢im zvySujt ich afinitu k VEGF. NRPs st promiskuitné a maju
mnoho interakcii sinymi receptormi. Tym, Ze tvoria komplexy niekedy aj znemoziuju
funkciu receptorov, ktoré by mohli branit’ rakovinovému bujneniu. NRP1 intereaguje aj
s MET tyrozinkindzou a zlepSuje jej citlivost’ k jej signalnej molekule (horménu HGF) ¢im
stimuluje invaziu rakovinovych buniek (napr. v pankreatickom karcinome). Bola pozorovana
aj priama interakcia medzi epidermalnym rastovym faktorom EGF a NRP1 ¢o vedie
k aktivacii EGFR signalnej drahy. Kazdy takyto vplyv do aktivacie rastového mechanizmu je
nebezpecny z hl'adiska rozvoja a agresivity nddorovych ochoreni. NajdolezitejSim zistenim je,

ze na rozdiel od endotelidlnych aj nddorové bunky exprimuju VEGFR receptory a ze su tiez
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citlivé na VEGF signalizaciu, ktora tumor ovplyviluje nezavisle od angiogenézy. VEGF
signalizacia v tumorovych bunkach prebieha cez interakcie VEGFR2 s NRPs receptormi.
NRPs mézu mat’ dominantny vplyv pri VEGF signalizaciu pre tumorové bunky, lebo NRPs
ovplyviuju aktivitu viacerych TK receptorov. VEGF signalizacia méze byt nevyhnutnou pre
vznik nadorov nakolko tato signalizacia reguluje pocet a vlastnosti najagresivnejsich buniek
tumoru - rakovinovych kmenovych buniek (CSCs). Lie¢iva zacielené na NRPs a VEGFRs u
tumorovych buniek mo6zu byt’ uzitoné pre regresiu tumorov a potlacenie navratu ochorenia.

VEGEF je trieda rastovych hormoénov, ktorych je doposial’ znamych pét. Okrem tvorby
komplexov s VEGF receptormi, interaguju aj s NRPs a inymi receptormi. Nové je zistenie, Ze
VEGF prispieva ku genéze naddoru a ovplyvituje rakovinové kmenové bunky. Tento jav je
nezavisly od angiogenézy. Genetické odstranenie VEGF-A spdsobilo redukciu a degradaciu,
proliferacie rakovinovych kmenovych buniek. Odstranenie NRP1 zabranilo VEGF aby
podporovalo CSCs a ich autoobnovovanie.®

3.4 Oxazolové inhibitory VEGFR?2 opisané v literatire

VEGFR2 patri medzi atraktivny terapeuticky ciel’ pre lieCbu tumorovych ochoreni.
Vzhl'adom na objavenu existenciu polarneho vrecka (SBCP) v komplexoch VEGFR2 s
ligandami obsahujliicimi oxazolovy fragment (PDB: 1Y6A, 1Y6B) sme uskutocnili prehlad
znamych oxazolovych inhibitorov tohto receptoru. Kvoli zjednoduseniu sme vybrali len tie z

nich, ktoré maju ICsg < 150 nM. (Tabulka 1.)
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3.4.1 Prehlad Struktir aktivnych inhibitorov VEGFR2 obsahujicich oxazol

Tabulka 1. Prehl'ad aktivnych inhibitorov VEGFR2 obsahujticich oxazolovy skelet (zdroj databaza Reaxys).
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Z prehl'adu je znamych iba pét’ latok ktoré obsahuju para-substituovany fenylovy kruh
viazany na oxazolové jadro. Najlepsiu ICsp hodnotu mé amidovy derivat (18 nM, Tabulka 1,
¢. 3). Podla in silico predikcii je mozné SBCP efektivnejSie vyuzit' ato pridanim
metylénového fragmentu medzi amidova skupinu a fenylovy kruh. N-(5-(Etylsulfonyl)-2-
metoxyfenyl)-5-fenyloxazol-2-aminy st vhodné nosné skelety nakolko v aktivnom mieste
VEGFR2 pdsobia ako kotviaci fragment. Dévodom st vodikové vizby, HBA medzi dusikom
oxazolu s Cys917 (NH,) a HBD NH vodika Ar-NH-OXAZOL-ovej skupiny s Cys917 (-CO),

¢i HBA EtSO,- skupiny s Asp921. (Obr. 7) Tieto poznatky mozno vyuzit' pri navrhu a

optimalizécii novych Struktur pre zlepSenie VEGFR2 inhibi¢nej aktivity.

3.5 Predpovedané interakcie VEGFR2 TK ligandu TM

Cielom praktickej Casti je priprava inhibitora VEGFR2 ktory by okrem znamych
interakcii vyuzival tiez interakciu s SBCP doménou. Jedna z molekul, ktora by podla
prediktivnych vypoctov efektivne vyuzivala SBCP je TM. Latka TM by sa mala viazat
nasledovnymi interakciami s VEGFR2: HBA vodikovou vizbou medzi Asp921(-NHs")
a kyslikom etylsulfonovej skupiny z TM. Dvomi vodikovymi vézbami medzi dusikom
oxazolu spolu s vodikom susediacej ArNH skupiny s Cys917 (NH;) a Cys917 (-CQO). MeO-
skupina intereaguje lipofilne s Lys918. Aromatické jadra poskytuju dve o, m interakcie:

oxazol s metylom Leul033, substituovany fenyl v polohe 5 na oxazole s izopropylom Val846
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(nezobrazené). Struktira konforméru TM je navySe stabilizovna intramolekulovou o, =
interakciou etylu z EtSO; s pyridinovym jadrom. Tieto interakcie st zname pre AAZ
Z komplexu PDB: 1Y6A. Vzhl'adom na pritomni SBCP doménu, ofakavame pridavné
interakcie -CONH, amidovej skupiny z TM s Arg840 a -CONH; z TM s Lys866. Na zaklade
konforma¢nych zmien by mohla vzniknut aj nova +,m interakcia medzi Lys866
a pyridylovym jadrom z TM. (Obr. 9)
1.3«(t6fsm‘l’)
509 A (+rl),,--"'/ :"..‘ 2.08 A (HB)

o}

 Arg840
270 A (HB)
NH, Al
Asn921
205A " _5.09 A (F1T)
Et
=0 = Phel045 (SBCP)
o
/. 568 A (ITIT)
N N
N ; Phe9l6
OMe
29amB) J225amB)  TM
Cys917

Obr. 9. Vlavo: VEGFR2/AAZ komplex (PDB: 1Y6A) so zvyraznenou polohou SBCP vrecka (biely povrch)
ayvpravo: Struktira navrhnutého inhibitora TM s predpokladanymi interakciami v ATP aktivnom mieste

s aminokyselinovym zvyskami SBCP domény vo VEGFR2 TK. (publikované s dovolenim spolo¢nosti Biomagi)
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3.6 Prvy navrh syntézy acetamidu TM

Br NC
Br Br Br
Br, / AlCI4 NBS KCN Br,
CCly EtOH CHClj4
RT, noc reflux, 3 d 55°C,1d 40 °C, noc
1 2 3 4
NC NC
ArNCO
B
Br NaN3 r ppph3 SO,Et
aceton / H,0 1 1/1 dioxan abs
N )
o Br rt, 1 h o 3 100 °C, noc
5 6
N\\
(Bu)3;SnPy
PAPPhs). N=\_ dioxan / HCI 36 %
BusNBr N/ 301 /
1OOeCN 24 reﬂUX, 4 h
, o}
Ky A >
N~ N
OMe H 8 ™

Schéma 1. Prvy navrh na 8 stupiiova syntézu pozadovaného acetamidu TM.

3.6.1 Priprava acetofenonu 2 bromaciou substratu 1

Reakcia zo Schémy 1 bola opisand v literatire. Autori uskutocnili elektrofilnii
aromatickl substituciu s Br, v nadbytku AICl;. Reakéni zmes nechali mieSat’ cez noc pri

laboratorne;j teplote a po spracovani ziskali 87 % bromovaného acetofenonu 2.1

1% in, Ch.; Luo, F.-T. Tet. Lett. 2003, 41, 7565-7568.
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Br,, AICl; Br

rt, cez noc
87 %

Schéma 2. Priprava acetofenonu 2 bromaciou komer¢ne dostupného metylacetofenonu 1.

3.6.2 Priprava acetofenénu 3 bromaciou substratu 2

Reakcia uvedend na Schéme 3 nie je v literatire opisand. Ako priklad pre radikalové

bromacie sme Cerpali z literarnych zdrojov, kde autori pripravovali Struktirne podobné latky.

Br

Br Br

Schéma 3. Predpokladana priprava latky 3.

Autori bromaciou toluénu (13) pomocou NBS ziskali 84 % vytazok benzylbromidu
(14). (Schéma 4) Reakcia prebichala 40 min pri refluxe v CCl, za katalyzy radikalovym

iniciatorom (Bz0),. Ako ¢&istiacu metodu vyuzili stipcovi chromatografiu.*

1> Courtieu, J.; Meddour, A. Tetrahedron: Asymm. 2000, 11, 3635-3644.
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( )

1.00 molekv 1.10 0.21
Br
NBS (BzO),
CCly 84 %
reflux, 40 min
13 14
. J

Schéma 4. Reakéné podmienky radikalovej bromacie toluénu (13) do benzylovej polohy.

Ini autori uskuto¢nili podobni bromaciu na substrate (15) uvedenom v Schéme 5.
Podarilo sa im uskuto¢nit’ bromaciu do benzylovej polohy aj napriek pritomnosti acetylove;j
skupiny. Ako Ccistiacu metodu pouzili flash chromatografiu a ziskali produkt v 83 %

vytazku.'®

4 N\
1.00 mol ekv 1.10 0.20
Br
NBS AIBN
CCly 83 %
reflux, 4 d
(@) (e}
15 16
. J

Schéma 5. Priprava latky 16.

Na radikalovli bromaciu mozno pouzit’ aj iné reakéné ¢inidla napr. Brp / UV. Vicsina
publikacii tykajucich sa radikalovych bromacii vyuziva NBS pre jeho dobru reaktivitu a
I'ahka manipulovatel'nost’ s tymto ¢inidlom.

Vzhl'adom na radikdlovy priebeh reakcie nepredpokladdime vznik neZelaného
bromacetylového derivatu 17 (Schéma 6), nakol’ko o NBS je zname, Ze obsahuje len malé
mnozstvo vol'ného Br,, pricom Samotny Br; S acetofenonmi reaguje za vzniku a-brémovanych
derivatov. Nezelany jav a bromacie by vSak nastat’ nemal vzh'adom na pomalé uvolfiovanie
Br, z NBS a aj kvoli pritomnosti radikalového iniciatora, ktory urychli radikalova reakciu.

Nevyhodou nasej vychodiskovej latky je acetylovy substituent na aromatickom jadre v para

% Diniz, A. M.; Parola, A. J.; Petrov, V.; Pina, F.; Pinheiro, C. Chem. Eur. J. 2011, 17, 6359-63681.
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polohe voci metylu, ktory chceme brémovat. Tato skupina bude deaktivovat’ vznikajuci

radikal benzylového typu a preto mézeme ocakavat spomalenie reakcie, alebo dosiahnutie

nizsieho vytazku.

Schéma 6. Struktira pozadovanej zlaéeniny 3 a nezelaného produktu 17.

3.6.3 Priprava acetonitrilu 4 nukleofilnou substituciou z 3

Br
Br Br
----- >
O O
2 3
Br
Br
O
17

Doteraz nebola publikovana reakcia uvedena v Schéme 7. Nasli sme vSak priklady

Z literatury, kde autori pripravili Struktirne podobné substraty.

Br NC

Br Br

Schéma 7. Zamysl'ana priprava navrhovaného arylacetonitrilu 4.
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Autori v ¢lanku na pripravu latky 19 vyuzili NaCN, ktory rozpustili vo vode a nasledne
pridali k dioxanovému roztoku latky 18. (Schéma 8) Potom zmes 2 h zahrievali na reflux. Po

stipcovej chromatografii ziskali 67 % istého produktu 19.Y7

4 N\
1.00 mol ekv 1.10
Br NC
NaCN
joxan : H 1:1
dioxan : H,O ( ) 67 %
reflux, 2 h
(@) O
18 19
|\ J

Schéma 8. Podmienky pripravy substratu 19.

Pocas uskuto¢nenia reakcie zo Schémy 7 moze dojst’ k niekolkym komplikaciam
z dovodu dvoch moznych reakénych centier. Vzhl'adom na Struktaru vychodiskovej latky 3
moze dojst’ k substiticii bromu za 'CN ako aj k nezelanej nukleofilnej adicii ‘CN na karbonyl.
Karbonylovy uhlik by vSak mal byt menej reaktivny vzhl'adom na blizkost' aromatického
jadra, ktoré svojim mezomérnym efektom znizuje parcidlny kladny néboj karbonylového
uhlika a na druhej strane sa zvysi parcialny kladny naboj na benzylovom metyléne nesticom
brom, ktory chceme substituovat’. Preferovanou by preto mala byt’ substitucia bromu za CN.

Experimentalne bude potrebné testovat’ aké rozpustadlo, resp. zmes rozpustadiel pouzit
kvoli rozdielnej rozpustnosti organického a anorganického reaktantu. MozZzné rieSenie je
pouzit’ mieSatel'nti zmes organického rozpustadla a vody, alebo katalyzator fazového prenosu

(napr. TEBA).
3.6.4 Priprava 5 bromaciou nitrilu 4
V literature nie je opisana konkrétna reakcia na substrate 4 uvedenom v Schéme 9. Ako

priklad uskutocnenych bromacii do a polohy voci karbonylovej skupine uvddzame reakéné

podmienky z literatury.

T carell, T.; Grolle, F.; Haas, C.; Kuch, D.; Linne, U.; Pieck, J. C. J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 1404-1405.
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NC

NC

Br

Br

Schéma 9. Zamysl'ana priprava latky 5.

Ako vzor reakénych podmienok sme vybrali pripravu bromacetofenonu 21 pomocou

Br, v CHCI3. (Schéma 10) Autori za uvedenych podmienok po 2.5 h pri rt ziskali 72 %

o¢akavaného produktu 21.'

-
1.00 mol ekv 1.05
Br2

CHCl;,

0°C-rt,2.5h
(@)
20
_

21

72 %
Br

Schéma 10. Opisany postup pripravy latky 21.

Ako jemnejsiu bromac¢nu metddu je mozné pouzit’ pripravu latky 23 pomocou CuBr; zo

Schémy 11. Reakciu sme V naSej vyskumnej skupine robili v zmesi suchych rozpustadiel EA
/ MeOH (5 / 1) pri rt po¢as 20 h. Takto sa podarilo ziskat' 57 % brémovaného produktu 23.*

¥ Liao, S.; Tang, Y.; Wang, P.; Zhu, J.-B. Org. Lett. 2013, 15, 3606-3609.

9 Kovagikova, L. Dizertaéna praca, 2010, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave.
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1.00 mol ekv 2.10
H
HN/&O NH,
Br CuBr, Br
EA / MeOH abs 57 %
rt, 20 h Br
(e} (e}
22 23
_ Y,

Schéma 11. Spdsob pripravy latky 23.

3.6.5 Priprava azidu 6 z bromidu 5

Latka 6 zo Schémy 12 nie je v literature opisana. V literatire su zndme metody pripravy

Struktirne podobnych produktov, ktoré uvadzame.

NC NC

Br Br

Br N3

Schéma 12. Navrhnuta priprava azidu 6.

Priklad pripravy azidu 25 je uvedeny v Schéme 13. Autori tu vychadzali z bromderivatu
24. Substrat 24 nechali reagovat’ s NaN3 pri rt pocas 10 min. Po spracovani ziskali takmer

kvantitativny vytazok ocakavaného produktu.20

% Dos Santos, A.; El Kaim, L.; Grimaud, L.; Ronsseray, C. Chem. Comm. 2009, 26, 3907-3909.
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1.00 mol ekv 3.00
NaN3
DMSO 98 %
rt, 10 min N
o Br o 3
24 25

Schéma 13. Publikovany postup pripravy latky 25

Reakciu zo Schémy 12 by bolo mozné podl'a literatiry uskutocnit’ s NaNs3 vo viacerych

rozpustadlach (napr. DMF, DMSO, zmes aceton / H,0).

Vzhladom na vytazky uvedené v literatire, priprava azidu 6 by nemala predstavovat

vaznej$i problém, pretoze autori uz pri kratkych reakénych cCasoch a teplotdch dosiahli

kvantitativne vytazky

na Struktirne podobnych substratoch.

3.6.6 Priprava aminooxazolu 7 reakciou izokyanatu 28 a azidu 6

V literatlre nie je priamo opisana reakcia uvedena v Schéme 14. Z literarnych zdrojov

uvadzame niekol'’ko moznych sposobov ako pripravit’ pozadovany aminooxazolovy fragment.

26

Schéma 14. Navrhnuté podmienky na pripravu latky 7.
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Autori patentu pripravili aminooxazol 29 a 32 za reakénych podmienok uvedenych v
schémach 15 a 16. Zo schém je zrejmé, ze je mozné pripravit aminooxazoly pomocou

organického azidu a izokyanatu napr. 28 alebo izotiokyanatu 31.%

( \
1.00 mol ekv 1.00 1.00
N3 o] |
N NH
C, PPhj
O + . >
dioxan N//
NP 100 °C, 30 min ON
O=N* 45 %
o
27 28 29
\ J

Schéma 15. Podmienky na pripravu oxazolu 29.

4 N\
1.00 mol ekv 1.00
S\\
N C\‘
3 N
PPh,
o + _
dioxan NZ
Z
N o 100 °C, 30 min
31 %
30
. J

Schéma 16. Spdsob pripravy oxazolu 32.

V naSej vyskumnej skupine sme sa uz syntézou aminooxazolov touto metédou venovali.
Podarilo sa nam pripravit' oxazoly 35 a 36, ako aj otvorené mocovinové derivaty 37 a 38.%°

(Schéma 17)

21 Ab Science; Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS); Institut Curie Patent:
W02006/106437 A2, 2006.
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1.00 mol ekv 1.00 1.50 N
o, [ >~NH o
0 . o 0
N3 N O— pPPh;
+ > RO
RO CH,ClI, abs Br O:SQO
Br 0°C-rt, noc
O=S)=O
R: Me 33 35 11 %
MOM 34 26 36 34 %
(@] O
H H Il
N_ _N S
T
(@]
RO (@]
Br I
37 63 %
38 29%
\ Y,

Schéma 17. Podmienky reakcie azidu 33 a 34 s izokyanatom 26.

Ako alternativa priamej pripravy aminooxazolového fragmentu je priprava latky 41 z a-
aminokarbonylovych zlu¢enin napr. 39. (Schéma 18) Reakciou 39 s CS; vznika oxazol-2-tiol

41, ktory je moZzné premenit’ na 2-chloroxazol 41. Chléroxazol 41 mozZe byt vhodna zlucenina

na pripravu ciel'ovej latky TM. 22

f N
1.00 mol ekv 2.00 1.05 6.00 11.00
SH Cl
0 cs 0/\< o~
NH, 2 NaxCOs ~ POCI; EtN <N
EtOH / H,0 (10 /3) 70 % 100 °C, cez noc 39 %
80 °C,18h
39 40 41

- J

22 Harris, P. A.; Cheung, M.; Hunter IlI, 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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Schéma 18. Publikovany postup pripravy oxazolu 41.

Vo vytazku 36 % sa podarilo pripravit’ diaryloxazol 44 reakciou azidu 42 s chloridom

kyseliny 43. (Schéma 19) Ako &istiacu metddu autori pouzili stipcovii chromatografiu.?

e “
1.00 mol ekv 1.40 1.00
O O I \
N3 PPh3
PhM
Cl © 36 %
100 °C, 2 h

|\ J

Schéma 19. Priprava oxazolu 44.

Vznik aminooxazolového jadra je mozné uskutocnit podla ¢lanku publikovaného nasou
vyskumnou skupinou $tyrmi metodikami.”® Vzhladom na pripravu latky TM je vhodna
priprava pomocou ,,azaylidovej* metddy, pri ktorej reaguje azid s PPhs za vzniku azaylidu
atento vytvara sizokyandtom intermediatny ketokarbodiimid. Tautomérna forma ketonu,
ketokarbodiimidu nasledne atakuje elektrofilny karbodiimidovy uhlik za vzniku
patélankového heterocyklického kruhu, ktory po tautomerizacii vodika produkuje
pozadovany aminooxazolovy fragment. Vytazky reakcie zavisia od elektronovych vplyvov
substituentov na aromatickych kruhoch reaktantov. Zda sa, Ze s elektrondonornymi

substituentmi sa dosahuju lepsie vytazky. (Tabul'ka 2)

N
O RZ R /,x
Nj / PPh; (alebo pPPhg) 2 R
_ 1l P CH,Cl, noc, rt
NCz (alebo dioxan, 90 °C, 30 min) =
45 46 47
Z:SorO 1-95%

23 Lintnerova, L.; Kovacikova, L.; Hanquet, G.; Bohac, A. J. Het. Chem. (v tla¢i)
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Tabul’ka 2. Prehl’'ad vytazkov reakcii pri priprave oxazolov pomocou ,,azaylidovej metody*.

R'z 45 R%z 46 reakéné podmienky % vytazok 47
1 2-Cl 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 25
2 3-Cl 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 3
3 4-Cl 5-SO,Et, 2-OMe PPh;, A 10
4 3-F 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 27
5 4-F 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 19
6 3-MeO 5-SO,Et, 2-OMe PPhy, A 49
7 4-MeO 5-SO,Et, 2-OMe PPhy, A 58
8 3-Br 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 36
9 3-CN 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 1
10 4-CN 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 6
11]2-N(Me)COCH,0Ac 3-MeO, 4-(oxazol-4-yl) pPPh;, B 95
12 2-NO, 3-MeO, 4-(oxazol-4-yl) pPPh;, B 70
13 2-COOEt 3-MeO, 4-(oxazol-4-yl) pPPh;, B 50
14 H 3-MeO, 4-CN pPPhs, B 67
15 H 3-MeO, 4-COOEt pPPhs, B 69
16 H 3-CF;, 4-CN pPPhs, B 50

Vytaznost reakcie ovplyviuje aj rozptastadlo a teplota. V lepsom vyt'azku sa autorom

podarilo pripravit’ oxazoly V pripade, Ze pouzil suchy dioxan pri teplote 90 °C na rozdiel od

dlhodobej reakcie v CH,Cl, pri rt. V Schéme 20 uvadzame mechanizmus pripravy oxazolov

pomocou ,,azaylidovej“ metody.
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Schéma 20. Mechanizmus vzniku aminooxazolového fragmentu ,,azaylidovou metédou.

3.6.7 Priprava 8 z brém derivatu 7 couplingovou reakciou

Reakcia v Schéme 21 nebola publikovana. Uvadzame priklady z literatiry, kde autori

pripravili Struktirne podobné derivaty.

4 N\
N
NC N
5 N=
;
SO,Et SO,Et \_7
----- »
O™\ P\
s s
N N N N
OMe 1 ome M
7 8
\_ J

Schéma 21. Zamysl'ana priprava produktu 8.

43



Reakcia zo Schémy 22 opisuje pripravu analogu 55. V pripade pripravy latky 55 ziskali
73 % produktu.?

( 1.00 mol ekv 3.60 0.06 2.20 )
0=5=0 Br 0=5=0 \
/8 { CH,=CHSnBu; Pd(PPhs), Bu,NCI ,8 {
N"SN CH,CN abs NN
o H o H
- 100 °C -
\ 54 55 73 % )

Schéma 22. Priprava vinylarylu 55 za podmienok Stilleho couplingu.

Vyuzitie Suzukiho couplingu je alternativnou reakciou pri priprave cielovej molekuly
TM. Bromderivatu 56 saromatickou borénovou kyselinou 57 poskytuje produkt 58 vo
vysokom 90 % vytazku.?* (Schéma 23)

( )
1.00 mol ekv 260 002 0.06 16.00
|
Br O O Ns
| X
NN _N
©)\\N' O Br + Pd(OAc), 'BugP NaOH
HO.5 PhMe, THF, H,O
OH reflux, 19 h
56 57

Schéma 23. Spdsob pripravy 58.

Vela odbornych zdrojov opisuje couplingové reakcie na arylhalogenidoch. Stilleho
coupling je reakcia, ktorou zamysl'ame pripravit’ latku 8 nakol’ko v nasej vyskumnej skupine

mame zvladnuti metodiku pripravy obdobnych substratov.

? Tosoh Corporation, Sagami Chemical Research Institute, Patent: EP/2361909 A1, 2011.
44



3.6.8 Priprava amidu TM kyslou hydrolyzou nitrilu 8

Konkrétna priprava produktu TM nie je dosial zndma. (Schéma 24) Z literatury
uvadzame priklady kyslo katalyzovanej hydrolyzy nitrilov.

. 0
N H,N

N= N=

SO,Et \_/ SO,Et \_/
—————————————— > o \
N/L\N

OMeH
™

Schéma 24. Zamyslana priprava produktu 8.

Vzhl'adom na funkéné skupiny pritomné na substrite 8 a naSe predoslé skusenosti
S tymto typom zli¢enin vieme, ze bazicka hydrolyza moéze spdsobit’ rozklad oxazolovych
derivatov. Nasli sme reakciu, kde autori patentu uskutocnili kyslu hydrolyzu karbonitrilu 59
na kyselinu 60. Vzhl'adom na dlhy reakény ¢as a tvrdé reakéné podmienky predpokladame
zachytenie amidového intermedidtu po zmierneni podmienok. Autori ziskali 90 % latky 60

ako je uvedené v Schéme 25.%°

(1,00 mol ekv

N

Il O.__OH

HCI (6M)
—_— >
(0] reflux, 7 h 0
90 %

59 60

\_ J

% Kalindjian, S. B.; Buck, I. M.; Steel, K. I. M. Wright, P. T.; Tozer, M. J.; Pether, M. J.; Low, C. M. R. Patent;
US2003/199565 Al, 2003.
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Schéma 25. Podmienky pre pripravu latky 60.

V literatare je vela prikladov hydrolyzy nitrilov. Na bazicki hydrolyzu nitrilov sa
vyuziva H,O, a alkalicky hydroxid. Mechanizmus reakcie spociva v acidobazickej reakcii
medzi hydroxidom a H,O,, ¢im vznika aniéon HO;', ktory je nukleofilnejsi ako HO". Vyhodou
st miernejSie podmienky a teploty, ako v pripade kyslej hydrolyzy (7 h reflux v konc HCI).
V nasom pripade sme vsak vylucili postupy vyuzivajice bazickti hydrolyzu z dévodu na tiu
citlivej aminooxazolovej skupiny. V literatire sa kysla hydrolyza nitrilov pouziva v pripade,
ze Zelany vysledny produkt je kyselina. Reakénym intermediatom je amid, ktory by sme

mohli zachytit’ pouzitim optimalizovanych reakénych podmienok.

3.7 Druhy navrh na syntézu acetamidu TM

Prvé syntetické stupne uvedené v Schéme 26 st totozné s prvym navrhnutym postupom.
(Schéma 1) Druha syntéza sa lisi od prvej hydrolyzou substratu 4 na amid 9. Budovanie
oxazolového fragmentu sa potom dalej uskutociiuje s latkou obsahujucou amidovy
substituent. Uprednostiiujeme vSak prvy synteticky postup (Schéma 1) z dovodu moznej
reaktivnosti substratu 10 s Br v a polohe voc¢i karbonylovej skupine, ktory méze pocas reakcie
poskytovat’ vedl'ajSie produkty (polyméry) reakciou s amidovou skupinou latky 9 ale aj 10.
(Schéma 26)
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Br NC
Br Br Br dioxan / HCI 36 %
Bry / AICI; NBS KCN 3:21
—_— —_— — >
CCly EtOH
RT, noc reflux, 3 d 55°C,1d reflux, 4 h
) ) ) (@)
1 2 3 4
o) 0} o]
HoN HoN H,N
Br Br Br ArNCO
Br2 NaN3 pPPh3
e —_— —_—
CHCl; acetéon/voda:1/1 dioxan abs
40 °C, noc Br rt, 1h Na 100 °C, noc
9 0] O
9 10 11
2 O
Br (Bu)3SnPy N=
SO,Et Pd(PPhs), SO,Et \_/
BuyNBr
s AN
H N 12
OMe 100 °C, 2d OMe

Schéma 26. Druhy navrh na syntézu cieleného acetamidu TM.

3.7.1 Priprava 2-(4-acetyl-2-brémfenyl)acetamidu (9)

Reakcia zo Schémy 27 nebola opisand v literatire. Uvadzame priklady reakcii

Z literatury na Strukturne podobnych substratoch.
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NC

Br Br

Schéma 27. Zamyslana priprava acetamidu 9.

Autori reakciou v Schéme 28 pripravili amid 62 vo vysokom vytazku. Pouzili 30 %
peroxid vodika a K,CO3; v DMSO. DMSO, okrem funkcie rozpustadla, zabezpecovalo
zvySenie bdzicity uhli¢itanu anéaslednu generaciu nukleofilného peroxidového anionu.

Kvantitativny vytazok sa dosiahol uz pri 20 °C po¢as 30 minut.”®

4 N\
1.00 mol ekv
o)
@/\\\N 1O, KCO:_ Q/Y
DMSO NH,
(|) 20 °C, 30 min C|) 98
61 62 °
L J

Schéma 28. Priprava amidu 62 hydrolyzou nitrilu 61 S peroxidom vodika.

Na Struktirne podobnom substrate 63 v Schéme 29 autori patentu pripravili amid 64
pomocou kyslej hydrolyzy. Ako ¢inidlo pouZzivali koncentrovanti HCI v zmesi s THF kvoli

zlepSeniu rozpustnosti. Podarilo sa im ziskat’ 70 % pozadovaného amidu 64.%

% Katritzky, A. R.; Pilarski, B.; Urogdi, L. Synthesis 1989, 12, 949-951.
2T AstraZeneca, Patent: WO2007/30061 A1, 2007.
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1.00 mol ekv

~ o
AN HCl konc / THF (1 /1) _

(o) T 0 NH,

rt, cez noc
0] O 709
- 63 - 64 &
\\ J

Schéma 29. Postup pripravy amidu kyslou hydrolyzou 63.

Vzhl'adom na na$ substrat 4 by sme mohli vyuzit’ ako kyslé, tak aj bazické podmienky,
pretoze sa v tomto skelete nenachddza na bazu citlivy aminooxazolovy fragment. Bazické
podmienky vSak mozu robit’ problém, nakolko latka 4 ma vplyvom CN skupiny kyslé

metylénové vodiky a zéroven v molekule elektrofilny karbonyl.

3.7.2 Priprava acetamidu 10 bromaciou acetofenénu 9

Bromacia substratu 9 zo Schémy 30 doposial’ nebola publikovana. Uvadzame literarne

zdroje obdobnych reakcii na pribuznych substratoch.

Br Br

Br

Schéma 30. Zamyslana priprava intermediatu 10.

VSeobecne st zname bromdécie do o polohy voci karbonylovej skupine. Reakénym
¢inidlom je obycajne Bry v neutrdlnom alebo kyslom prostredi. V nasom pripade (Schéma
30), vzhl'adom na reaktivitu bromacetofenénového fragmentu v produkte 10 sa obavame jeho

naslednej reakcie s amidovu skupinou v 9, alebo aj 10 (mozna polymerizacia).
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3.7.3 Priprava azidu 11 nukleofilnou substiticiou bromderivatu 10

Reakcia zo Schémy 31 nie je znama. Uvadzame vSak prehlad literatiry aj so substratmi,

kde boli uskuto¢nené substitucie bromidovej skupiny za azid.

HoN H,N
Br Br

Br N3

10 1

Schéma 31. Predpokladana priprava navrhnutého azidu 11.

Ako je uvedené v Schéme 32 autorom sa v ¢lanku podarilo pripravit’ z bromderivatu
imidu 65 azidovy derivat 66. V prvom kroku pripravili bromid 65 a nasledne do reakéne;j

zmesi prisypali tuhy NaN3 pricom ziskali 79 % vytazok produktu 66. 2

1.00 mol. ekv.
O (@]
N NaN3 N
[e) H,O / THF e}
Br rt, 90 min N
o o) 3
65 66
. J/

Schéma 32. Priprava azidu 66.

Podarilo sa nam v literature n4jst’ aj pripravu azidu na substrate s aminosulfénovou
skupinou. (Schéma 33) Pri reakcii vSak reagoval vicinalny dibromoderivat 67 za vzniku

produktu 68. Autoroi ¢lanku ponechali zmes reagovat’ pocas 24 h pri réznych teplotach.?

% Ballentine, S. K.; Barrish, J. C.; Chen, P.; Dhar, T. G. M.; Fleener, C. A.; Gu, H. H.; Hollenbaugh, D. L.;
Iwanowicz, E. J.; Norris, D.; Rouleau, K. A.; Shen, Z.; Townsend, R.; Watterson, S. H.; Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2003, 13, 3557-35601.
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1.00 mol ekv

NaN3

O H
od N -
DMF
rézna teplota, 24 h

67 68

82 %

Schéma 33. Spdsob pripravy azidu 68.

3.7.4 Priprava oxazolu 12 z azidu 11

Reakcia zo Schémy 34 nebola V literatiire opisand. Podrobnej analyze priprave oxazolov
sme sa venovali v prvom syntetickom postupe. Napriklad postup zo Schémy 15 opisuje

pripravu oxazolového fragmentu z0 Struktrne podobnych vychodiskovych latok ako

uvadzame vV Schéme 34.

N
O]
HoN
O
Br
H,N SO,Et
Br
.......... - O™\
s
N N
H
Ng OMe
© 12
. 11 )

Schéma 34. Predpokladana priprava oxazolového derivatu 12.

? Litkei, G.; Szilagyi, L.; Tokés, A. L. Synthetic Commun. 1992, 22, 2433-2445,
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3.7.5 Priprava TM couplingovou reakciou z 12

Reakcia zo Schémy 35 nie je opisana. Uvadzame

nasa vyskumna skupina na pribuznom substrate.

priklad z literatury, ktory publikovala

HoN

Br
SO,Et

OMe

12

SO,Et

OMe
™

Schéma 35. Zamysl'and priprava TM.

Na pripravu latky 70 autori vyuZili Stilleho coupling a reakciu uskutocnili v zatavene;j

ampuli pri teplote 100 °C v acetonitrile po¢as 2 dni. Reakcia viedla Kk pozadovanému

produktu 70 vo vytazku 52 %.? (Schéma 36)

( N\
1.00 mol ekv
Br Br
g 1-00 0.06 1.00 N=
;
SO,Et py-2-yISnBus, (PPhg),Pd, Bu/NBr  SO,Et \_7/
0 \ AN 0
/g 100°C 2d /g \
N N N N 52 %,
H H
OMe OMe
_ 69 70 )

Schéma 36. Podmienky pre pripravu 70.
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4 Experimentalna Cast’

4.1 Metody a pouzity material

Potrebné chemikalie a ¢inidla sa kupovali od firiem Sigma Aldrich, Merck, Fluka, alebo
Acros. Rozpustadla sme susili pomocou CaH,, alebo sodiku (nie halogenované) ana
skladovanie takychto rozpustadiel sme pouzili molekulové sitd 4A. Reakcie vyzadujuce suché
podmienky sa uskuto¢nili pod atmosférou argéonu. Na TLC analyzu sa pouzivali produkty
Merck Fys4 S vrstvou SiO; na hlinikovej platni. Na detekciu $kvin sme pouzili UV lampu (254
nm) alebo jodové pary. Na stipcovii chromatografiu sme pozivali SiO; Silica, Merck 60 (40 -
63 um). Teploty topenia boli stanovované na Koflerovom aparate a neboli korigované. IC
spektra boli merané na pristroji FT-IR-ART REACT IR 1000 (ASI Applied Systems) v
oblasti 650 - 4002 cm™ na diamantovom detektore bez rozptitadiel referentne oproti
vzduchu. Elementovné analyzy (C, H, N) sa ziskali pomocou pristroja Carlo Erba
Strumentazione Model 1106. *H-NMR a *C-NMR spektra boli merané na Varian Gemini
spektrometri (300 MHz pre *H, alebo 75.4 MHz pre **C) v CDCl; alebo DMSO-dg. Chemické

posuny udavame v ppm vzhl'adom na zvoleny standard TMS a interak¢né konstanty J v Hz.

4.2 Priprava 1-(3-brém-4-metylfenyl)etanénu (2)

[ 1.00 molekv 1.08 2.25 )
FW: 159.81 FW: 133.34
d: 3.10 /
Br,, ACl, Br Br Br
—_— +
CHCI5 abs
rt, 24 h
o) O 87 % o)
1 2 2A
FW: 134.18 FW: 213.07 FW: 291.97
d: 1.01
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Experiment:*°

Do 50 ml CHCI; abs sme pridali 22.2 g (166.5 mmol, 2.20 mol ekv) AICl;. Za miesania
sme do zmesi v priebehu 5 min pridali 10.0 ml (10.13 g, 75.50 mmol, 1.00 mol ekv)
acetofenonu 1. Pocas prikvapkavania acetofenonu 1 sa reak¢na zmes samovolne zahriala. Po
jej ochladeni na rt sme do reakcie pridavali 4.2 ml (13.02 g, 81.47 mmol, 1.08 mol ekv) Br;
pocas 10 min a zmes sme potom nechali mieSat’ pri rt cez noc. Nasledujuci defi Sme pomocou
TLC analyzy uz nepozorovali vychodiskovi latku 1 apreto sme reakénu zmes spracovali.
Obsah banky sme naliali do 250 ml roztoku 1 M HCI a vodnua fazu sme extrahovali s CHCI;
(3 x 50 ml). Spojené organické fazy sme premyli nasytenym roztokom NaCl a oddelenu
organickil fazu sme suSili pomocou Na;SO,. Po odfiltrovani suSidla sme filtrat zahustili
pomocou RVO a dosusili prostrednictvom HV. Ziskany surovy produkt sme destilovali na
Biichi KGR a pri 125 °C / 3 Torr pricom sme vydestilovali 13.93 g (65.38 mmol, 86.6 %)
produktu 2. Ako minoritny vedl'aj§i produkt sme v *H NMR surového produktu identifikovali
aj signaly vodikov pre 1-(3,5-dibrom-4-metylfenyl)etanén (2A) v 9 mol % zastapeni voci
latke 2.

1-(3-brém-4-metylfenyl)etanon (2). Latka 2 ma v literatire opisana T.t.: 43 °C [aq. etanol],*
ako aj 'H, ®*C-NMR, IR a MS spektra.®

T.t.: 39.7 - 41.0 °C [po destilacii, biela krystalicka latka].
'H NMR (300 MHz, CDCls, MUR-67b-12): § 8.11 (d, 1H, J(2,6) = 1.8 Hz, H-C(2)), 7.78 (dd,

1H, J(5,6) = 7.9 Hz, J(2,6) = 1.8 Hz, H-C(6)), 7.32 (d, 1H, J(5,6) = 7.9 Hz, H-C(5)), 2.57 (s,
3H, ArCHs), 2.45 (s, 3H, COCHb).

%0 Luo, Fen-Tair,; Patent;US2006/4216; 2006. (identicka VL aj postup aZ na to, Ze sme pri spracovani reakcie
pouzili 1 M HCI, na rozdiel od patentovaného postupu s 3 M HCI ).

% Lutz, R. E.; Allison, K. R.; Ashburn, G.; Bailey, S. P.; Clark, T. M.; Codington F. J.; Freek, A. J.; Jordan, H.
R.; Leake, H. N.; Martin, A. T.; Nicodemus, C. K.; Rowlett, J. R.; Shearer, H. N.; Smith, D. J.; Wilson, W. J.
J. Org. Chem. 1947, 12, 617-680.
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-
]

3

2.57 CDClj
Br
7.32(7.9)
8.11 (1.8)
7.78 (7.9, 1.8)
o 2.45
2 MUR-67b-12

T
PPM

*2.13 ppm, patri chemickému posunu acetonu, ktory zostal po umyvani NMR kyvety

FT IR (solid, cm™): 3333 (w), 2949 (w), 2920 (w), 1909 (w), 1677 (s, C=0), 1597 (m), 1555 (m),
1422 (w), 1380 (m), 1352 (m), 1282 (m), 1247 (s), 1210 (w), 1035 (m), 1006 (w), 966 (w), 890

(w), 818 (m).

1-(3,5-dibrom-4-metylfenyl)etanén (2A)

O latke 2A je z databazy Reaxys znama len jej T.t. 94 - 98 °C [PrOH] a IR spektrum.®

Charakteristikou latky 2A sme sa vzhladom na primarny ciel' diplomovej prace dalej

nezaoberali.

4.3 Priprava 1-(3-brom-4-(brommetyl)fenyl)etanénu (3)

(1.00molekv  1.10 0.20

Br \Bs, AIBN
—_—
cCl,
reflux, 72 h
o)
2
FW: 213.07

Br
Br
®) 64 %
3
FW: 291.97

Experiment:®

%2 Boehringer Ingelheim Pharma GmbH and Co. KG Patent: US7230001 B1, 2007.
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Zmes 2.65 g (12.5 mmol, 1.00 mol ekv) 2, 2.40 g (13.5 mmol, 1.10 mol ekv) NBS a
0.41 g (2.4 mmol, 0.20 mol ekv) AIBN sme rozpustili v 10 ml CCl, a zahrievali na reflux
pocas 3 dni, kedy sme pomocou TLC uz nepozorovali vychodiskovu latku 2. Potom sme
reakénu zmes ochladili na rt avzniknuty tuhy podiel odfiltrovali. Filtrat sme odparili
pomocou RVO a HV. Ziskany zIty olej krystalizovali zo zmesi H / EA a ziskali sme 2.32 g
(8.00 mmol, 64 %) bielej krystalickej latky 3.

1-(3-brom-4-(brommetyl)fenyl)etanén (3). Latka 3 nie je doposial v literatire opisana.
Biela krystalickd latka, T.t.: 67.1 - 68.4 °C [H / EA].
'H NMR (300 MHz, CDCls, MUR-80c-12): ¢ 8.15 (d, 1H, J(2,6) = 1.7 Hz, H-C(2)), 7.87 (dd,

1H, J(5,6) = 7.9 Hz, J(2,6) = 1.7 Hz, H-C(6)), 7.56 (d, 1H, J(5,6) = 7.9 Hz, H-C(5)), 4.61 (s,
2H, ArCH,Br), 2.60 (s, 3H, COCHpy).

CDCl,

JA_T"NJ ‘ ‘ ‘ ‘ A UL___ 7.56 (7.9)

7.87(7.9,1.7)

3 MUR-80c-12

'H NMR (300 MHz, CDCl;, MUR-67b-12): uskuto¢nili sme aj NOE experiment ako dokaz

pozicie Br na aromatickom jadre latky 2.

33 Gugel, H.; Zeller, K-P.; Wentrup, C. Chem. Berichte 1983, 116, 2775-2784. (v literatire je opisana reakcia
toluénu s NBS a AIBN za vniku benzylbromidu v 64 % vytazku).
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461 g
T.56(7.8) H . Br
TET(79.1.7) H ; H. 8.15(1.7)
¢ "2 60 3

V spektre je zobrazenych pit po sebe idacich 'H NMR spektier. Prvé z nich (horné) je $tandardne namerané
vodikové spektrum latky 3 kvoli uréeniu posunu jednotlivych vodikov v skimanej molekule 3. Druhé spektrum
je vysledkom experimentu Nuklearneho Overhauserovho Efektu (NOE), kde sa pocas merania vyziarili tri
vodiky metylu s chemickym posunom 2.60 ppm. V spektre sme identifikovali signaly s chemickymi posunmi
8.15 a 7.87 ppm, ktoré z prvého vodikového spektra na zaklade interakéného S$tiepenie prisluchaju vodikom
nachadzajtcim sa v orto polohe vzh'adom COCHjs. Pri vyziareni aromatickych vodikov s chemickymi posunmi
8.15 a 7.87 ppm, sa objavil signal troch vodikov s chemickym posunom 2.60 (piate spektrum).

Tretie spektrum je vysledkom NOE experimentu, kde boli vyziarené metylénové vodiky s chemickym posunom
4.61 ppm. V spektre sme nasledne identifikovali predpokladany aromaticky signal vodika s chemickym
posunom 7.56 ppm. Stvrté spektrum je overenim vysledku tretieho spektra, kde bol vyziareny aromaticky vodik
S chemickym posunom 7.56 ppm. Podl'a oc¢akavania sme pozorovali signal pre aromaticky vodik s chemickym
posunom 7.56 ppm.

Na zaklade experimentu NOE, ktory vyuZziva interakcie cez priestor sme potvrdili predpokladant Strukttru latky
3.

57



BC-NMR (75 MHZ, CDCl;, MUR-80C-12): § 196.1 (s, C=0), 141.8 (s, C(4)), 138.3 (s,

C(1)), 133.2 (d, C(2)), 131.4 (d, (C5)), 127.7 (d, C(6)), 124.8 (s, C(3)), 32.2 (t, CH,Br), 26.7

CDCl,

1314

127.7

3 Mur-C80-12
N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 150 100 a0 PPM

J

FT IR (solid, cm™): 3352 (w), 3098 (w), 3062 (m), 2998 (), 2854 (w), 1681 (s, C=0), 1600
(W), 1555 (m), 1487 (w), 1435 (m), 1416 (w), 1383 (m), 1357 (m), 1280 (m), 1253 (s), 1226
(m), 1203 (m), 1142 (w), 1084 (m), 1040 (m), 963 (m), 912 (m), 876 (w), 838 (m).

MS (ESI m/z): 292.9[M+H]"

4.4 Priprava 2-(4-acetylfenyl)acetonitrilu (4)

( N
1.00 mol ekv  1.00 0]
Wt
Br NC
Br KCN Br + NC Br
EtOH
55°C,1d
57 % o 41 %
@) o)
3 4 4A
L FW: 291.97 FW: 238.08 FW: 449.14
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Experiment:**

Latku 3 200.0 mg (0.69 mmol, 1.00 mol ekv) sme rozpustili v 2.0 ml EtOH. Nasledne
sme do reakcnej zmesi pridali 44.0 mg (0.69 mmol, 1.00 mol ekv) KCN azmes sme za
mieSania zahrievali na teplotu 55 °C pocas 1 d. Na druhy den sme na zaklade TLC uz
nepozorovali vychodiskovu latku 3. Potom sme reakénu zmes nechali ochladit’ na rt a prchavé
podiely z nej sme odparili pomocou RVO. K zahustenej zmesi sme pridali EA a vzniknuty
roztok sme extrahovali s vodou. Organické vrstvy sme spojili a vysusSili pomocou Na;SO4. Po
filtracii sme organickua vrstvu zahustili na RVO a nasledne dosusili pomocou HV. Ziskali sme
hnedu olejovita latku, ktora sme Eistili pomocou FLC na SiO; v zmesi (H/ EA, 2/ 1). Ziskali
sme 64.0 mg (0.39 mmol, 56.5 %) produktu 4 v podobe bielej krystalickej latky a 123.4 mg
(0.28 mmol, 40.6 %) vedlajSieho produktu latky 4A.

2-(4-acetyl-2-bromfenyl)acetonitril (4). Latka 4 nie je doposial’ v literatlre opisana.
Biela krystalicka latka, T.t.: 62.0 - 63.7 °C [MeOH]

'H NMR (300 MHz, CDCls, MUR-82F1-12): ¢ 8.18 (d, 1H, J(3,5) = 1.8 Hz, H-C(3)), 7.93
(dd, 1H, J(5,6) = 8.0 Hz, J(3,5) = 1.8 Hz, H-C(5)), 7.65 (d, 1H, J(5,6) = 8.0 Hz, H-C(6)), 3.90
(s, 2H, ArCH,CN), 2.61 (s, 3H, COCHpy).

CN CDCI3
3.90
Br
2 o A A 7 - [ 7.65 (8.0)
7.93 (8.0, 1.8) 8.18 (1.8)

] I o 2.61
[ l " O I | . 4 Mur-82F1-12

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

% Pieck, J. C.; Kuch, D.; Grolle, F.; Linne, U.; Haas, C.; Carell, T. J. A. Chem. Soc. 2006, 128, 1404-1405. (v
literature opisuju reakciu KCN so Struktirne podobnym substratom (1-(4-(brommetyl)fenyl)etanénom) za

vzniku poZadovaného produktu v 67 % vytazku).
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¥3C NMR (75 MHZ, CDCl;, MUR-C82F1a-12): J 195.9 (s, C=0), 138.4 (s, C(4)), 134.7 (s,
C(1)), 132.8 (d, C(3)), 129.8 (d, C(6)), 127.8 (d, C(5)), 124.0 (s, C(2)), 116.2 (s, CN), 26.7 (q,
CH5CO), 25.0 (t, CH,CN).

CDCl,

3 Mur-C82F1a-12

T T
180 160 W 120 100 80 2] 4@ 0 PPN

FT IR (solid, cm™): 3334 (w), 3080 (w), 3002 (w), 2922 (s), 2901 (w), 2250 (m, CN), 2096
(W), 1970 (w), 1737 (m), 1671 (s, C=0), 1599 (m), 1558 (m), 1431 (m), 1397 (m), 1384 (m),
1357 (m), 1284 (m), 1248 (s), 1141 (m), 1085 (m), 1037 (m), 962 (M), 926 (m), 880 (m), 834
(m).

MS (ESI m/z): 238.1 [M]

2,3-bis(4-acetyl-2-bromfenyl)propannitril (4A)
Latka 4A nie je zatial' v literatire opisana. Latkou 4A sme sa z hl'adiska d’alSich fyzikalnych
charakteristik nezaoberali, vzhl'adom na Gas a primarny ciel’ diplomovej prace. Uvadzame 'H

NMR spektrum a priradené posuny vodikov pre 4A.

cDCl,
'"‘"',__j‘ﬁfff\ull—_%uuk “‘ - — v —"! - /] B - .)“l‘J‘k

P da

|
L A L — e L Mur-82F2-12 |

4.5 Priprava 2-(2-brom-4-(2-bromacetyl)fenyl)acetonitrilu (5)
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1.00 mol ekv 1.02
NC NC
Br Br, Br
CHCI3, 40 °C
0 noe 0 96 %
4 5 Br
FW: 238.08 FW: 316.98

Experiment:*®

Nitril 4 800 mg (3.36 mmol, 1.00 mol ekv) sme rozpustili v 30 ml CHCls. Nasledne sme
do zmesi pridali 0.17 ml (0.54 g, 3.42 mmol, 1.02 mol ekv) Br; a zmes sme nechali miesat’
cez noc pri 40 °C. Na druhy den sme na zdklade TLC analyzy uZ nepozorovali ziadnu
vychodiskovu latku 4 a preto sme reakéni zmes spracovali odparenim prchavych zloziek na
RVO anasledne na HV. Zo zahusteného roztoku sme ziskali zI1t( tuht latku, ktort sme cistili
trituraciou z CHCI3 acetonom. Ziskali sme 980 mg (3.23 mmol, 96 %) produktu 5 v podobe
bielej tuhej latky.

2-(2-bromo-4-(2-brémoacetyl)fenyl)acetonitril (5). Latka 5 nie je doposial v literature

opisana.
Biela tuha latka, T.t.: 134.7 - 135.8 °C [CDCls].

'H NMR (300 MHz, CDCls, MUR-129a-13): ¢ 8.22 (d, 1H, J(3,5) = 1.8 Hz, H-C(3)), 7.97
(dd, 1H, J(5,6) = 8.0 Hz, J(3,5) = 1.8 Hz, H-C(5)), 7.71 (d, 1H, J(5,6) = 8.0 Hz, H-C(6)), 4.41
(s, 2H, COCH;,Br), 3.92 (s, 2H, -CH,CN).

3 Liao, S.; Tang, Y.; Wang, P.; Zhu, J.-B. Org. Lett. 2013, 15, 3606-3609. (Autori v literatire opisuju
bromdciu acetofenonu v CHCI3 s Brypocas 2.5 h pri teplote 20 °C. Po disteni ziskali 72 % produktu.)
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| ",‘ r;\ “| I 7.71 (8.0)

7.97 (8.0, 1.8)

J ‘ 4.41
| 5  Mur-129a-13

PR\ J

Fuh‘

¥C NMR (75 MHZ, DMSO, MUR-226C-14): 6 190.7 (s, C=0), 137.0 (s, C(4)), 135.8 (s,
C(1)), 133.3 (d, C(3)), 131.3 (d, C(8)), 128.9 (d, C(5)), 124.2 (s, C(2)), 117.8 (s, CN) 34.6 (t,
CH,Ns3), 24.7 (t, CH.CN).

DMSO

5 Mur-226C-14

(& J

FT IR (solid, cm-1): 3069 (m), 2993 (m), 2938 (m), 2885 (s), 2123 (m), 1950 (m), 1693 (s),
1630 (s), 1540 (m), 1469 (m), 1446 (m), 1389 (s), 1362 (M), 1313 (m), 1289 (M), 1265 (M),
1246 (m), 1189 (s), 1151 (m), 1134 (m), 1117 (m), 1067 (s), 1035 (m), 1002 (s), 927 (m), 876
(m), 824 (), 779 (m), 730 (m), 705 (M), 668 (M).

MS (ESI m/z): 315.9 [M-H]
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4.6 Priprava 2-(4-(2-azidoacetyl)-2-bromofenyl)acetonitrilu (6)

1.00 mol ekv 2.50
NC NC
Br NaN; Br
aceton /H,O (1/1)
1h,rt
O Br O N3 90 (y
5 6 °
FW: 316.98 FW: 279.09

Experiment:*®

Latku 6 100 mg (0.27 mmol, 1.00 mol ekv) sme rozpustili v 7 ml aceténu. Nasledne
sme rozpustili 53 mg (0.81 mmol, 2.50 mol ekv) NaN3 v 7 ml H,O. Potom sme organicka
a vodnu zmes zliali @ mieSali pocas 1 h pri rt. Nasledne sme zmes zahustili pomocou RVO
aextrahovali s EA (2 x 25 ml). Organické vrstvy sme spojili a vysusili nad Na;SO4. Po
odfiltrovani suSidla sme roztok odparili pomocou RVO a HV. Ziskali sme 67.82 mg (0.22
mmol, 90 %) latky 6 v podobe Zltej krystalickej latky.

2-(4-(2-azidoacetyl)-2-bromfenyl)acetonitril (6). Latka 6 nie je doposial v literatiure

opisana.
Svetlozlta krystalicka latka, T.t.: 102.7 - 103.6 °C [H/ EA, 1/ 2].
'H NMR (300 MHz, CDCls, MUR-149a-13): § 8.16 (d, 1H, J(3,5) = 1.8 Hz, H-C(3)), 7.89

(dd, 1H, J(5,6) = 8.0 Hz, J(3,5) = 1.8 Hz, H-C(5)), 7.71 (d, 1H, J(5,6) = 8.0 Hz, H-C(6)), 4.55
(s, 2H, COCH,Ns3), 3.92 (s, 2H, -CH,CN).

% Dos Santos, A.; El Kaim, L.; Grimaud, L.; Ronsseray, C. Chem. Comm. 2009, 26, 3907-3909. (Literatira
opisuje pripravu azidu z (brémmetyl)benzénu v kvantitativnom vytazku pocas 10 min pri rt).
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7.71 (8.0)

7.89 (8.0, 1.8)

CDCl,

6 Mur-149a-13

J

13C NMR (75 MHZ, DMSO, MUR-228aC-14): J 193.6 (s, C=0), 137.1 (s, C(4)), 136.2 (s,
C(1)), 132.5 (d, C(3)), 131.3 (d, C(6)), 128.2 (d, C(5)), 124.2 (s, C(2)), 117.8 (s, CN), 55.4 (,

COCH;Ns3), 24.7 (t, CH,CN).

DMSO

Mur-228aC-14

J

FT IR (solid, cm™): 3066 (w), 2934 (W), 2914 (W), 2254 (W), 2197 (w), 2107 (s, Ng), 1697
(s), 1598 (m), 1557 (w), 1480 (w), 1407 (m), 1393 (m), 1346 (m), 1283 (m), 1236 (M), 1207
(s), 1153 (w), 1135 (w), 1037 (m), 916 (m), 898 (m), 813 (m).

MS (ESI m/z): 279.0 [M]

4.7 Priprava 2-(2-bromo-4-(2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxaz-

ol-5-yl)fenyl)acetonitrilu (7)
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NC
1.00 mol ekv 1.00
NC Br
SOE 110 SO,Et
o PPh
n prFns . 0\
NCO dioxan abs /K
N N
OMe 100 °C, noc H
© OMe 205 %
N3
6 26 7
L FW: 279.09 FW: 241.26 FW: 475.34 )

Experiment:®’

Do vysuSenej aparatary sme navazili 710 mg (2.56 mmol, 1.00 mol ekv) azidu 6, 610
mg (2.56 mmol, 1.00 mol ekv) izokyanatu 26 spolu s 1.76 g (2.82 mmol, 1.10 mol ekv) pPPh;
(1.6 mM / g, Sigma-Aldrich) ak zmesi sme pridali 25 ml suchého dioxanu. Néasledne
sme reak¢énu zmes nechali miesat’ v kaipeli pri teplote 100 °C cez noc. Na druhy den sme na
zaklade TLC zistili, ze Ziadne vidite'né zmeny v porovnani s TLC po 30 min priebehu reakcie
nenastali. Tuhé podiely reakénej zmesi sme odfiltrovali a z filtratu sme odparili prchavé
zlozky pomocou RVO a HV. Ziskanti hnedu olejovitd zmes sme ¢istili pomocou FLC (H /
EA, 1/3). Ziskali sme 250 mg (0.52 mmol, 20.5 %) 7 v podobe bielej krystalickej latky.

2-(2-brémo-4-(2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)fenyl)-acetonitril (7).

Latka 7 nie je doposial’ v literature opisana.
Biela krystalicka latka, T.t.: 210.4 - 212.0 °C [H / EA].

'H NMR (300 MHz, DMSO, MUR-208-14): 5 9.84 (br s, 1H, NH), 8.76 (d, 1H, J(4"",6"") =
2.3 Hz, H-C(6°")), 7.94 (d, 1H, J(3,5) = 1.7 Hz, H-C(3)), 7.69 (S, 1H, CHoxazol, H-C(4")), 7.66
(dd, 1H, J(5,6) = 8.1 Hz, J(5,3) = 1.7 Hz, H-C(5)), 7.61 (d, 1H, J(5,6) = 8.1 Hz, H-C(6)), 7.51
(dd, 1H, J(3",4") = 8.6 Hz, J(4"",6"") = 2.3 Hz, H-C(4"")), 7.28 (d, 1H, J(3"",4"") = 8.6 Hz,

% Ab Science; Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS); Institut Curie Patent:
W02006/106437 A2, 2006. (Na rozdiel od autorov patentu sme prediZili reakény cas z 30 min na noc,
pouczili sme namiesto 1.00 1.10 mol ekv pPPhs, a zniZili sme reakcnu teplotu z povodnych 100 °C na 90 °C)
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H-C(3")), 4.10 (s, 2H, -CH,CN), 3.98 (s, 3H, -OMe), 3.21 (g, 2H, J(CH,,CHz)= 7.4 Hz,
SOQCHz), 1.21 (t, 3H, J(CHz,CHg) =74 HZ, SOchzc_Hg).

14 12 10 8 6 4 2 0 PPM

7.51 (8.6, 2.3)

7.28 (8.6)

0 9.84(br) 7

MUR-208-14

13C NMR (75 MHZ, DMSO, MUR-C208-14): J 156.4 (s, (C27), 151.7(s, (C2°)), 142.1 (s,
(C57), 131.1 (s, (C1°7), 130.2 (d, (C3)), 129.5 (s, (C5"")), 129.3 (s, (C4)), 128.5 (d, (C6)),
126.5 (s, (C1)), 124.3 (s, (C2)), 123.9 (d, (C5)), 122.7 (d, (C4")), 122.3 (d, (C4™")), 117.8 (s,
(CN)), 116.1 (d, (C6'")), 111.0 (d, (C3°")), 56.4 (g, (OCHs)), 49.8 (t, (CH,CH3)), 23.7 (t,
(CH2CN)), 7.3 (0, (CH2CH)).
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T
140 120 100 8 60 40 0 PPM

FT IR (solid, cm™): 3217 (m), 3127 (m), 2919 (m), 2255 (w), 1735 (w), 1687 (s), 1605 (s),
1573 (s), 1528 (m), 1506 (m), 1486 (m), 1459 (m), 1425 (m), 1405 (m), 1343 (m), 1299 (s),
1268 (s), 1227 (m), 1145 (s), 1123 (s), 1082 (m), 1020 (s), 948 (m), 916 (m), 871 (m), 816 (s),
734 (m), 720 (m).

MS (ESI m/z): 474.1 [M-HJ'

4.8 Priprava 2-(4-(2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)-2-
(pyridin-2-yl)fenyl) acetonitrilu (8)

( N
1.00 mol ekv 3.60 0.06 2.20
N
N\\ \\
" BusSnPy Pd(PPhs), Bu,NB \_/
SO,Et Saahitd 3)4 BUBT_  SO,Et N
AN
O™ . 0\
/k\ 100 °C, 2 d /g
H N ” N 59 %
OMe 7 OMe 8
FW: 476.34 FW: 474.54
\ J

Experiment:*®
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Do vysusenej sklenej ampule sme navazili 30.0 mg (0.06 mmol, 1.00 mol ekv) 7, 45.0 mg
(0.24 mmol, 2.20 mol ekv) BusNBr, 4.6 mg (0.004 mmol, 0.06 mol ekv) Pd(PPhs), a 82 uL
(0.23 mmol, 3.20 mol ekv) BusSnPy. Nasledne sme pridali 1 ml AN abs. Potom sme ampulku
zatavili pod Ar atmosferou a ponorili do 100 °C predhriateho olejového kupel'a. Reakciu sme
uskutocnili pri danej teplote pocas 2 d. Po ochladeni a otvoreni ampule sme reakéni zmes
vyliali do 15 ml EA, pridali 15 ml 1 M vodného roztoku KF a zmes nechali mieSat’ 3 h.
Organicku vrstvu sme oddelili a vodny roztok extrahovali EA (2 x 15 ml). Spojené organické
vrstvy sme premyli nasytenym vodnym roztokom NaCl (2 x 15 ml). Organicktl fazu sme
susili nad Na;SO4. Zmes sme prefiltrovali a prchavé podiely odstranili pomocou RVO a HV.
Zahusteny produkt sme &istili pomocou stipcovej chromatografie (H / EA, 1/ 2). Ziskali sme

18 mg (0.04 mmol, 59 %) tuhej bledozltej latky.

2-(4-(2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)-2-(pyrid-2-yl)fenyl) acetonitril

(8). Latka 8 nie je doposial’ v literatre opisana.
T.t.: 225.7 - 228.8 °C [H/ CHClg, 2/ 1]

'H NMR (300 MHz, DMSO, MUR-198F23-14): 5 9.88 (br s, 1H, NH), 8.85 (d, 1H, J(4",6"")
= 2.3 Hz, H-C(6"")), 8.79 (ddd, 1H, J(5*,6%) = 4.8 Hz, J(4*,6%) = 1.8 Hz, J(3*,6%) = 0.9 Hz,
H-C(6%)), 8.06 (ddd, 1H, J(3*,4%) = 9.7 Hz, J(4*,5%) = 7.7 Hz, J(4*,6%) = 1.8 Hz, H-C(4*)),
7.84 (d, 1H, J(3,5) = 1.7 Hz, H-C(3)), 7.78 (d, 1H, J(5,6) = 8.1 Hz, H-C(8)), 7.68 (dd, 1H,
J(3*4%) = 9.7 Hz, J(3*,5%) = 1.1 Hz , J(3*,6%) = 0.9 Hz, H-C(3%)), 7.73 (5, 1H, H-C(4")oxazo),
7.68 (dd, 1H, J(5,6) = 8.1 Hz, J(3,5) = 1.7 Hz, H-C(5)), 7.53 (ddd, 1H, J(4*,5%) = 7.7 Hz,
J(5*,6%) = 4.8 Hz, J(3*,5%) = 1.1 Hz, H-C(5%)), 7.56 (dd, 1H, J(3"",4"") = 8.6 Hz, J(4"',6"") =
2.3 Hz, H-C(4"")), 4.24 (s, 2H, -CH,-CN), 4.04 (s, 3H, -OMe), 3.27 (g, 2H, J(CH,,CHz)= 7.4
Hz, SO,CH>), 0.94 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.4 Hz, SO,CH,CHs).
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T T T T
2.0 8.8 88 8.4

T
T4 PPM

14 12 10 8 6 4 2
(
DMSO
N\
N\ 778 (9.7,1.1,0.9)
0.94 (7.4) 4.24 \ 8.06 (9.7, 7.7, 1.8)
3.27 (7.4) 7.78 (8.1) :
K 7.68 (8.1, 1.7) 7.53(7.7,4.8,1.1)
0=s=0 8.79 (4.8, 1.8, 0.9)
7.84 (1.7)
7.73

7.56 (8.6, 2.3) 8.85 (2.3)
@ O 5'\
P
7.34 (8.6) A
N N
H
O_ 9.88(br) 8

N
4.04

MUR-189F23-14

PPM

3C NMR (75 MHZ, DMSO, MUR-219C-14): § 157.7 (s, (C2")), 156.7 (s, (C2*)), 152.0 (s,
(C277)), 149.5 (s, (C5")), 143.9 (d, (C6*)), 140.4 (d, (C4*)), 137.9 (s, (C1"")), 131.2 (s, (C2)),
130.6 (s, (C5°)), 129.2 (s, (C1)), 2 x 128.3 (s, (C4)) and (d, (C6)), 124.9 (d, (C3)), 124.5 (d,
(C5*)), 123.9 (d, (C5)), 123.3 and 123.4 (2 x d, (C4" and C4"")), 122.9 (d, (C3*)), 119.3 (s,
(CN)), 116.3 (d, (C6"")), 111.4 (d, (C3")), 56.8 (s, (OMe)), 50.2 (t, (CH,-CH3)), 21.7 (t,

(CH,-CN)), 7.8 (g, (CH2-CHg)).
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// ’ N DMSO

FT IR (solid, cm™): 2957 (m), 2927 (m), 2247 (w), 1612 (s), 1573 (s), 1491 (m), 1471(m),
1427 (m), 1308 (s), 1264 (s), 1235 (m), 1144 (s), 1122 (s), 1086 (m), 1050 (m), 1009 (s), 890
(s), 810 (m), 794 (m), 757 (m), 734 (m), 710 (m), 658 (m).

MS (ESI m/z): 473.1 [M-H]

4.9 Priprava 2-(4-acetyl-2-brémfenyl)acetamidu (9)

1.00 mol ekv 9]
N

C H,oN

dioxan : HCI (3 : 2.1) Br
reflux, 4 h -
39 %
@) @)
4 5

FW: 238.08 FW: 256.10

Experiment:®
Latku 4 1.00 g (4.22 mmol, 1.00 mol ekv) sme rozpustili v 25.5 ml zmesi dioxan : konc HCI

(3 :2.1). Zmes sme za mieSania refluxovali 4 h. Potom sme reak¢nu zmes naliali na podrveny

% Astrazeneca, Patent:W02007/30061 A1, 2007. (Patent opisuje reakciu na struktiirne podobnom substrdte ako
nitril 4. Reakcné podmienky sme upravili pridanim dioxdnu kvéli rozpustnosti, zvySenim teploty a dlhsim
reakcnym casom).
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lad a extrahovali EA (3 x 40 ml). Spojené organické vrstvy sme premyli s H,O (2 x 50 ml).
Organickd vrstvu sme vysusili nad Na,SO4. Po odfiltrovani susidla sme zmes odparili na
RVO a HV. Ziskali sme 860 mg zltej olejovitej latky, z ktorej sa nam podarilo vytriturovat’
(zmesou H/ EA) 420 mg (1.65 mmol, 39 %) bledozltej tuhej latky.

2-(4-acetyl-2-bromfenyl)acetamidu (9). Latka 9 nie je doposial’ v literature opisana.
'H NMR (300 MHz, CDCl3, MUR-114-12): 6 8.16 (d, 1H, J(3,5) = 1.8 Hz, H-C(3)), 7.86 (dd,

1H, J(5,6) = 7.9 Hz, J(3,5) = 1.8 Hz, H-C(5)), 7.41 (d, 1H, J(5,6) = 7.9 Hz, H-C(6)), 3.90 (s,
2H, ArCH,CONHj), 2.59 (s, 3H, COCHs).

O CDCly
HoN

7.41(7.9)

7.86 (7.9, 1.8) 8.16 (1.8)

2.59

' ll“ Jo 7! 7: hi‘ -! J | ” W 9 Mur-114-12

4.10 Priprava 2-(4-(2-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino)oxazol-5-yl)-2-
(pyrid-2-ylfenyl)acetamidu (TM)

1.00 mol ekv
N
\

SO,Et N/ dioxan/1MHCI(1/1)

O N\ rt°C,1.5h -
HAN
OMe
8

FW: 476.34 FW: 492.55
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Experiment:

Do banky sme navazili 50 mg (0.11 mmol, 1.00 mol ekv) latky 8 do ktorej sme pridali
5 ml dioxanu a za mieSania latku 8 rozpustili. Nasledne sme do zmesi prikvapkavali 5 ml 1 M
HCI. Potom sme reakénu zmes ponechali mieSat’ pri rt pocas 1.5 h. Nasledne sme odobrali
vzorku, ktorti sme neutralizoval, extrahovali s EA. Pomocou TLC analyzy sa nam nepodarilo
sledovat’ priebeh reakcie. Preto sme vzorku odparili na RVO a nasledne na HV. Tuhu latku
sme podrobili IC analyze kde sme pozorovali vibracie pre amidicku skupinu. Nasledne sme
reak¢éntl zmes neutralizovali nasytenym roztokom NaHCOj3 a extrahovali s EA (4x 10 ml). Do
vodnej fazy sme potom pridali 10 ml 4 M roztoku NaOH pri¢om sa z roztoku vyzrazala tuha
¢ierna latka, ktord sme odsali pomocou vodnej vyvevy. Filtraény kola¢ sme triturovali
SCHCI; ( 3x 7 ml ) pricom sme ziskali 22 mg (0.04 mmol, 42 %) hnedej tuhej latky.
Spektralna "H NMR nepotvrdila pritomnost’ cielenej molekuly TM, ale zmes rozkladnych
produktov.

5 Diskusia

V diplomove;j praci sme sa zamerali na pripravu ciel'ovej zlu¢eniny TM, ktora bola pocitatom
navrhnutd tak, aby sluZzila ako inhibitor VEGFR2 receptoru. Zaoberali sme sa aj
optimalizaciou problematickych reakénych krokov ako aj reakcii, pri ktorej vznika oxazolové
jadro. Boli navrhnuté dva postupy ako pripravit’ cielovy produkt TM. Druhy synteticky
postup (Schéma 26) bol navrhnuty tak, aby sme sa vyhli pdsobeniu baz resp. kyselin na
citlivy oxazolovy fragment pocas hydrolyzy nitrilu. Zistili sme, Ze problematickou bola uz
reakcia premeny acetamidu 9 na jeho bromovany derivat 10 z dévodu vzniku reaktivneho
centra (o—brommetylkarbonylu) ktoré mohlo reagovat’ s dusikom amidu, resp.
pravdepodobnejsie amidicky dusik mohol reagovat’ s bromovym ¢inidlom. Pri priprave latky
10 doslo k degradacii produktov v zmesi a preto sme druhy navrhnuty postup pripravy latky
TM zastavili.

Zluceninu TM sme sa pokusili pripravit’ podl'a prvého navrhu. (Schéma 1)
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V prvom kroku sme pomocou Sg premenili substrat 1 na produkt 2 v 87 % vytazku uz
pri rt. Ani pri dvojnasobnej navazke nebol pozorovany odlisny priebeh reakcie.

Druhy krok pozostdval zradikadlovej bromacie alifatického retazca substratu 2
pomocou NBS v CCl,. Reakcia bola pomala a neprebichala pri rt ani pocas niekol’kych dni.
Pri zahrievani na reflux bolo treba nechat’ reakciu prebiehat’ 3 dni. Za tychto podmienok sme
ziskali 64 % vytazok produktu 3. Pri 5 nasobnom zvySeni navazky nebol pozorovany odlisny
priebeh reakcie.

Treti krok pozostaval z nukleofilnej substiticie bromu z 3 s KCN. Reakcia je citlivd na
zmeny reakénych podmienok. Zistili sme, Ze vhodnym reakénym prostredim bola zmes
dioxan / voda. Zistili sme Ze, pri vySSich teplotach prebicha prednostne substitiicia za vzniku
pozadovaného produktu 4, pri nizsej teplote je pozorovany aj vznik kondenza¢ného produktu
4a. Pri vacsej navazke sme sa snazili optimalizovat’ reakéné podmienky, nahradili sme dioxan
etanolom z dévodu jednoduchsieho spracovania (odparenie) a finan¢nej dostupnosti. Reakciu

sme uskutoénili v zmesi EtOH / voda ( 1/ 4 ). Pouzili sme nadbytok KCN (5.00 mol ekv). Pri

73



Cisteni latky 4 kryStalizaciou sme v roznych zmesiach pozitych rozpusStadiel pozorovali
tvorbu krysStalov az po 3-4 dnoch. Ztohto dovodu je vel'mi vhodné naockovat’ zmes
kryStalom produktu, kedy latka nasledne kryStalizovala cez noc. Latka 4 neochotne
krystalizuje a preto je ako alternativa istiace] metody vhodna aj FLC.

Pri $tvrtom kroku sme sa pokusili pripravit’ z latky 4 jej alfa brom derivat 5. Reakciu
sme uskutociiovali najskor pomocou CuBr; zahrievanim v MeOH s EA. Pozadovany produkt
5 sa nam nepodarilo ziskat’. Preto sme vyskusali aj bromaciu 4 s Br, v CHCI3, ako aj HOAC,
prifom sme Voboch pripadoch pozorovali jednozna¢ny priebeh reakcie za vzniku
bromderivatu 5. Rozhodli sme sa vylucit HOAc, pretoze toto sposobovalo zbytoéné
komplikacie pri Cisteni. Pri reakcii vo vidcSej navazke (10 nasobok) sme pozorovali
znizovanie vytazku v dosledku vzniku vedlajSich zrejme polymérnych produktov. Tento
problém sme sa rozhodli obist’ paralelnou pripravou latky 5 prostrednictvom viacerych
mensich reakcii pri 2 g navazkach vychodiskovej latky 4. Podarilo sa ndm ziskat’ pozadovany
bromderivat 5 v znizenom 70 % vytazku.

Nasledne sme sa pokusili nukleofilnou substiticiou transformovat’ bromderivat 5 na
azid 6. Zistili sme, ze najvhodnejsie je do roztoku NaN3 vo vode pridavat’ bromid 5 v acetone.
Pri reakcii vo vi¢Som sme pozorovali aj vznik vedlajsich produktov. Moznou alternativou by
bolo vyskusanie reakcie v dvojfazovej ststave nemiesate'nych rozpustadiel s katalyzatorom
fazového prenosu.

Klacovym krokom zvolenej syntetickej cesty bola tvorba oxazolového fragmentu
Vv intermediate 7. Z literatury je zname, Ze substituenty s elektrondonornymi vlastnost'ami na
aromatickom jadre azidu preferujo vznik oxazolového kruhu anaopak akceptorné
substituenty vytazky oxazolacie zniZuju. V naSom pripade mame -CN skupinu viazant na -
CH,Ar anie priamo na aromatické jadro. Tato skupina by mala preto mat mensSie
deaktivujuce ucinky kvoli znemoZnenej mezomérnej interakcii s aromatickym kruhom.
Reakciu sme uskutoc¢nili v dioxane za zvysenej teploty. Tieto podmienky, ako je zname
z literatury, poskytuju lepsie vytazky v porovnani s reakciami uskutoénenymi v DCM pri rt.
Zo spektier surovej zmesi ziskanej z pokusu v dioxane sme idenifikovali pozadovany oxazol
7 ako majoritny produkt. Pokial' reakcia prebiehala v dioxane pri rt, vznik oxazolu 7 sme
nepozorovali, pricom doslo k spotrebovaniu vychodiskovych latok na iné produkty. V pripade
uskutocnenia reakcie pri RT v DCM sme tiez vznik oxazolu 7 nepozorovali, ale pozorovali
sme vznik mocovinového derivatu obdobného ako je uvedené v Schémach 17 a 20. Potom
sme sa snazili reakciu pripravy oxazolového derivatu uskutocnit’ pri RT aj za refluxu

v dioxane pridanim DMAP bazy po 5 min, 30 min a 1 h od pociatku reakcie. Pridana baza
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mala zvysit' podiel enol formy oxometylkarbodiimidového intermediatu 51 (Schéma 20)
nevyhnutného pre vznik oxazolového cykloaduktu. ZlepSenie reakcie s pridavkom DMAP
sme vsak nepozorovali, ale doslo k vzniku vacSieho mnozstva vedl'ajSich produktov, ktoré
znizili celkovy vytazok oxazolu 7. V literatire®® prikvapkavali roztok azidu do roztoku zmesi
izokyanatu s PPhs;. Ztohto dovodu sme aj my vyskusali vSetky kombinacie usporiadania
reakcie v dioxane pri rt, 60, 100 °C (pridavanie azidu 6 do zmesi suspenzie pPPhs
s izokyanatom 26, pridavanie izokyanatu 26 do suspenzie pPPhs s azidom 6, pridavanie pPP3
do zmesi izokyanatu 6 aazidu 26), avSak najvhodnejSia vzhl'adom na vytazok reakcie sa
ukazal postup opisany v nasej experimentalnej Casti (f.j. zmieSanie reaktantov v dioxane a
rychle ponorenie banky s r. zmesou do horuceho kipel'a a nasledné zahrievanie 4 h na 100
°C). Sledovali sme tiez stabilitu azidu 6 anezavisle aj izokyanatu 26 V prostredi pPPhs
pomocou TLC a' H-NMR analyzou. Zistili sme, Ze obe latky sa v pritomnosti pPPhs menia
uz pri RT. Pozorovali sme vznik neznamych produktov, ktorych minoritné zastiipenie sme
pozorovali aj v spektre surovych reakénych zmesi uskuto¢nenych reakcii pripravy oxazolov.
Z experimentov je jasné, ze vychodiskové latky 6 a 26 reaguji v priebehu 2 h az 1 d s pPPhs
pri rt za vzniku nezelanych vedlajsich produktov, ktoré znizuju vytazok pozadovanej reakcie.
Nasledne sme reakciu vyskusali aj S BusP, ktory by mal byt reaktivnejsi ako pPPhs. Niektoré
iminofosforany, vznikajice zPPh; su dostato¢ne stabilné, aby sa dali izolovat
chromatografiou. Stabilita molekuly je mozna kvoli delokalizacii naboja na troch
aromatickych systémoch. Napriek reaktivnejSiemu ¢inidlu BusP sme na TLC nepozorovali
vznik oxazolu 7. Vzhl'adom na uvedené optimaliza¢né reakcie mozno uzavriet, ze reakcia
organického azidu a izokyanatu zostava aj nad’alej problematicka a najlepSie vytazky tejto
reakcie sme ziskali v dioxane za refluxu tak, ako ich opisujeme v experimentalnej Casti.
Stilleho coupling sme uskuto¢iovali v zatavenej ampuli na substrate 7 pri teplotach
kupela od 100 °C v AN. Reakcia prebieha s vytazkom 59 %. Pri va¢sich navazkach (3x, 150
mg) sa ndm podarilo ziskat' vytazok az 78 % latky 8. Ako vhodna Cistiaca metdda je okrem

flash chromatografie aj trituracia a krystalizacia, kvoli tendencii latky 8 vytvarat’ krystaly.

Hydrolyzu substratu 8 sme uskuto¢niovali v bazickych aj kyslych podmienkach.

V bazickych podmienkach sme robili reakciu pomocou NaHCO3 (8.00 mol ekv) a 30
% roztoku H,O, (8.00 mol ekv) v 500 pL DMSO na 10 mg latky 8. TLC po 3 h pri rt
neukézalo ziadne zmeny a preto sme reakénll zmes postupne zahrievali na teplotu 85 °C. Po 5

h sme v zmesi pozorovali vznik novej latky a po 20 h sa pozorovali len novu latku. Vodikové
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spektrum vSak ukdzalo nezname rozkladné produkty. Pri priebehu reakcie pri rt pocas 20 h
ostala v reak¢nej zmesi pritomna len vychodiskova latka 8.

V kyslych podmienkach sme uskutociiovali hydrolyzu s IM HCl. Ako organicka
primes kvoli zlepsSeniu rozpustnosti sme pouzili dioxan. Pri kyslej hydrolyze za rt a 85 °C sme
pozorovali pomocou TLC vznik troch novych latok. HPLC MS nepotvrdil vznik Zelaného
produktu. V 1 H NMR sme pozorovali zmes rozkladnych produktov.

Dovodom neuspesnej hydrolyzy je zrejme citlivost’ substratu 8 na bazické a kyslé
prostredie. Navrhované rieSenie moze byt vo vyuziti jemnejsich ¢inidiel, alebo uskuto¢nenie
hydrolyzy na menej komplikovanom substrate 7, ktory sa v prostredii koncentrovanej HCI (36

%) pocas 2 d nerozklada a az nasledne uskutoc¢nenie Stilleho couplingu.

Cinidla Reakéné podmienky Vystup
NaHCO; / H,0, rt, 3h vychodiskova latka
NaHCO; / H,0, rt, 20 h vychodiskova latka
NaHCO; / H,0, 85°C,20 h degradaéné produkty

1 M HCI rt, 1.5h degradaéné produkty

1M HCI rt, 14 h degradaéné produkty

1M HCI 85°C,5h degradaéné produkty

6 Zaver

V teoretickej Casti diplomovej prace sme opisali vlastnosti a biologické funkcie VEGFR2
a NRPs receptorov. Navrhli sme aj dva spdsoby syntézy pocitacom predpovedaného
inhibitora VEGFR2 kin4dzy TM. Pri navrhovani syntetickych postupov sme vyuzili dostupné
databazy Reaxys a SciFinder ako aj odbornt literataru.

V experimetalnej Casti diplomovej prace sme sa venovali priprave cielovej molekuly TM
a optimalizacii jednotlivych stupiiov, ako aj reakéného problémového kroku pripravy
aminooxazolov ,,azaylidovovou metédou®. Druhy navrhnuty synteticky sposob pripravy TM,
pomocou ktorého by sme sa vyhli pdsobeniu kyselin, resp. baz na vzicny oxazolovy
intermediat sa ukdzal byt experimentdlne neschodny. Preto sme sa zamerali na prvy
navrhnuty synteticky postup. ZlepSenie syntézy pripraveného oxazolu sa nam aj napriek
mnozstvu uskutocnenych experimentov nepodarilo dosiahnut z dovodu komplexnosti
odohréavajucich sa chemickych procesov. Prvym navrhnutym spdsobom syntézy ciel'ového

produktu sa ndm sedemstupniovou syntézou podarilo pripravit' vSetky intermediaty az po

76



oxazolovu zluceninu 8, ktora je prekurzorom TM. Vsetkych sedem novo pripravenych
zltcenin (3-8, 9) sme charakterizovali pomocou ich fy-ch vlastnosti a spektier. Cieleny amid
TM sa nam zatial’ nepodarilo pripravit, pretoze s uvedenymi ¢inidlami na latke 8 prebiehaju
degrada¢né reakcie, substrat 7 je vSak v kyslom prostredii stabilny, ktory mozno

hydrolyzovat’ a nasledne pripravit’ latku TM Stilleho couplingom.
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