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Abstrakt

Marek Ondrus: Syntéza prekurzorov a N-arylaminooxazolkarboxamidovych
inhibitorov VEGFR2 TK
Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra organickej chémie

Bakalarska diplomova praca, 85 stran, 2014

Tyrozin kinazové receptory (RTK) st trans-membranové proteiny, ktorych
inhibicia je vyznamna pri liecbe nadorovych ochoreni. Rodina TAM je jedna z 20 rodin
TK receptorov, ktorej signalne drahy sprostredkovavaji rozne bunkové funkcie, vratane
angiogenézy, bez ktorej nie je progres nadorového tkaniva mozny. Na rozdiel od
tradiénych, vysoko cytotoxickych chemoterapeutik, ktoré neSpecificky zabijaju vsetky
aktivne sa deliace bunky, inhibitory TK receptorov predstavujii selektivne rieSenie
likvidacie nadorového tkaniva. V ramci teoretickej Casti je vypracovana reSerS vlastnosti
TK receptorov, ich vyskyt vréznych tkanivach a vplyv inhibitorov na ich aktivitu.
Nadmerna expresia génov kodujucich receptory TK je priamo spojend s patogenézou
a vznikom nadorovych ochoreni. Z toho doévodu sme aj my vramci praktickej casti

uskutocnili syntézu potencidlnych inhibitorov rodiny VEGFR2 TK.

KPaéové slova: tyrozin kindza, TAM rodina, Axl, Mer, Tyro3, angiogenéza, fagocytdza,

oxazol, amid, pyrimidin



Abstract

Marek Ondrus: Synthesis of precursors and N-arylaminooxazolcarboxamid VEGFR2
TK inhibitors

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

Bachelor diploma work, 85 pages, 2014

Tyrosine kinase receptors (RTKS) are trans-membrane proteins, whose inhibition is
an important goal in a treatment of cancer. TAM family belongs to one of 20 families of
TK receptors, whose signalling pathways mediate diverse cellular functions including
angiogenesis, without which a progress of tumour tissue is not possible. Unlike traditional
high cytotoxic chemotherapeutics, that non-specifically kill all actively dividing cells,
inhibitors of TAM receptors represent selective solution of cancer treatment. Within
diploma work theoretical part we described TK receptors properties, their occurrence in
various tissues and the effect of inhibitors on their activity. Over-expression of genes
encoding TK receptors is directly linked with pathogenesis and cancer development.
Within the practical part of the diploma work we performed synthesis of some potential
inhibitors of VEGFR2 TK.

Key words: tyrosine kinase, TAM family, Axl, Mer, Tyro3, angiogenesis, phagocytosis,

oxazole, amide, pyrimidine
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Schéma 1. Synteticky navrh a priprava prekurzoru 6, ako aj niektorych z predpovedanych VEGFR2 TK

inhibitorov 7, 8 a 9.
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Schéma 3. Navrh a realizacia syntézy predpovedaného inhibitora VEGFR2 TK 17.
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Pouzité skratky

A alanin

AcOH kyselina octova

ALL akutna lymfoblasticka leukémia

AMK aminokyselina

AML akutna myeloidné leukémia

ATP adenozintrifosfat

Boc,O di-terc-butyl dikarbonat

CML chronicka myeloidna leukémia

E kyselina glutimova

EA etyl acetat

ECD extracelularna doména (,,Extracellular Domain®)
EDC 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid
EGF epidermalny rastovy faktor (,,Epidermal Growth Factor*)
DC dendricka bunka (,,Dendric Cell*)

DCM dichlormetan

DFG »aspartat-fenylalanin-glycin®

DIPEA N,N-diizopropyletylamin

DMAP 4-N,N-dimetylaminopyridin

DME 1,2-dimetoxyetan

DMF dimetylformamid

DMSO dimetylsulfoxid

-14 -



EC

EtOH

FDA

FLC

FN

HATU

HGFR

HOBt

HUVEC

HV

LDA

MeOH
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endotelialna bunka (,,Endothelial Cell*)

etanol

urad pre kontrolu potravin a lie¢iv (,,Food and Drug Administration Office®)
strednetlaka kvapalinova chromatografia (,,Flash Liquid Chromatography*)
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(1-[bis(dimetylamino)metylén]-1H-1,2,3-triazol[4,5-b]pyridinium 3-oxid
hexafluorofosfat

rodina receptorov tyrozin kinazy (,,Hepatocyte Growth Factor Receptor®)
hydroxybenzotriazol

I'udské pupocnikové endotelialne bunky (,,Human Umbilical Vein Endothelial
Cell®)
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izoleucin
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imunoglobulin
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diizopropylamid litny
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NRTK nereceptorové tyrozin kindzy
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PR fotoreceptor (,,Photoreceptor®)
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UvVOoD

Vyvoj nadorového tkaniva je spojeny s celou radou biochemickych procesov v tele
I'udského organizmu. Sucastou tychto procesov su aj signdlne drahy enzymov tyrozin
kinaz. Kazda signalna draha vyuastuje v réznu biologickli odpoved’, priCom jednotlivé
drahy mézu pdsobit’ paralelne. Nadmerna expresia receptorovych tyrozin kindz je priamo
spojena s patogenézou a Vznikom nadorovych ochoreni. Tento fakt z nich robi zaujimavé
terapeutické ciele, a predmety zaujmu mnohych vyskumnych prac. Ich aktivitu je mozné
ovplyvnit’ prostrednictvom inhibitorov, ktoré pdsobia na molekulu enzymu. Nedostatkom
tychto inhibitorov je ich selektivita ¢i toxicita. V stcasnej dobe sa na zaklade pocitacovej
predikcie, samotnej syntézy a d’alSich postupov pripravuju a testuju inhibitory, ktoré sa
viazu do menej konzervovanych miest tychto proteinov. Vyvoj takychto selektivnych

inhibitorov predstavuje moznost’ G¢innejsej liecby réznych foriem rakovinovych ochoreni.

1 Ciele bakalarskej diplomovej prace

a) Spracovat’ vybrant literatru ohl’adom vlastnosti a biologickej funkcie TAM TK
receptorov.

b) Spracovat’ vybranu literatiru tykajicu sa vyvoja TAM tyrozin kinazovych
inhibitorov.

c) Navrhnit’ metodiku syntézy a pripravit’ intermediaty 2, 3, 5, 6, 11, 12, 15 a 16, ako
aj niektoré z predpovedanych inhibitorov 7, 8, 9, 13 a 17.
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2.1.

2.1.1.

Teoreticka ¢ast’ k medicinskej chémii

Vlastnosti a biologicka funkcia TAM receptorov

Enzym tyrozin kinaza

Tyrozin kindzy (TKsS) su enzymy, ktoré selektivne katalyzuju fosforylaciu

tyrozinovych zvyskov cielovych proteinov vyuzivajic energiu ulozenti v makroergickych

vizbach adenozintrifosfatu (ATP). Takato modifikacia proteinov je stcastou bunkovej

komunikacie a tkanivovej homeostazy. Okrem toho je nadmernd aktivita TKs niekedy

spojena s vyvinom rakovinovych ochoreni. TK reprezentuji hlavna ¢ast’ onkoproteinov a

su esencialnymi mediatormi procesu signalnej transdukcie, ¢im zohravaju ddlezita ulohu

v bunkovej diferenciacii, migracii, proliferacii, apoptoze a metabolizme organizmu. Ich

aktivita ovlada proliferaciu buniek a prispieva tiez kich citlivosti pre programovanu

bunkovu smrt’ (apopt(’)zu).l

TK pozostavaji z dvoch hlavnych skupin:

Nereceptorové tyrozin kinazy (NRTKS) st cytoplazmatické proteiny so
Struktirnou variabilitou, ktora zabezpecuje samotna kindza a jej protein-proteinové
interak¢éné domény (SH», SHs, PH).l

Receptorové tyrozin kinazy (RTKS) predstavujii trans-membranové proteiny
aktivované naviazanim ligandu na ich extracelularnu domeénu. Ligandy su signalne
molekuly, ktoré indukuju dimerizaciu TK, ktora vedie Kk autofosforylacii
intracelularnych tyrozin kindzovych domén. Takto vzniknuta aktivna forma kinazy
je schopna fosforylovat” d’alSie cytoplazmatické proteiny, a tym spustat’ kaskadu
biochemickych signalov vyustujicich do aktivacie resp. represie cielovych génov

a nakoniec do celkovej bunkovej biologickej odpovedi.*?

Y Paccez, J. D.; Vogelsang, M.; Parker, M. I.; Zerbini, L. F. Int J Cancer 2013, 134, 1024-1033.
Z Linger, R. M. A.; Keating, A. K.; Earp, H. S.; Graham, D. K. Adv Cancer Res 2008, 100, 35-83.
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RTKs predstavuju Siroka triedu trans-membranovych proteinov, ktoré st
kategorizované podla roznych kritérii. Na zaklade sekvencnej podobnosti aminokyselin
(AMKSs) v ramci kinazovych domén a Struktirnej podobnosti v ramci extracelularnych
domén ich rozdelujeme do 20 tzv. ,rodin“ RTKS, pricom c¢lenovia TKs rodin viazu
podobné ligandy. VsSetky receptory RTKS pozostavaju z extracelularnej (ECD), trans-
membranovej a intracelularnej (ICD) kinazovej domény. V tejto diplomovej praci sa
zameriame konkrétne na TAM rodinu RTKSs, ktora sa od ostatnych rodin lisi sekvenciou
KW (I/L) A (I/L) ES v ramci intracelularnej kinazovej domény a adhéziou molekuly v
ramei extraceluldrnej domény.? Sekvenciou AMKs kinazovej domény sa TAM rodina
najviac podoba rodine MET RTK. (Obrazok 1) TAM rodina, spomedzi 58 l'udskych
RTK, pozostava z troch jednotlivych TK receptorov: Axl, Mer a Tyro3. Kazdy ¢len
tejto rodiny obsahuje 2 imunoglobulinové (Ig) a 2 fibronektinové (typu III) (FNIII)
domény, ktoré zohravaju esencidlnu ulohu pri regulacii bunkovych procesov a pri
zabezpeCeni kontaktov medzi bunkami. Extracelularne domény TAM TKs sa svojou
Struktirou podobajii adhéznej molekule nervovej bunky (NCAM), ktord obsahuje 5 Ig a 2
FNII?

FGFR2 FGFR3

__________ FGFR1 FLT1 KDR  CSFR/FMS
KIT EphA7

PDGFR«
PDGFRj

FLT4

e o - ————

TYRO3/SKY \
ceka/ \|
ROR2 RYK pTK7 \.‘,\

TRKB noR1
TRKA \\
\ \

MUSK Ty

IRR SN
INSR S— am—— :
IGF-1R D( 7 yZ
ALK v
LTK ROS 7 ;
|

LMR2

LMR1 | mR3 SuRTK106

Obrazok 1. Fylogeneticky strom TKs vyplyvajuci zo sekvenénej analyzy AMKs.®

% http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=kinases (naposledy navitivené 20.5.2014).
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V ramci rodiny TAM maji najvacsiu podobnost’ genomickej Struktiry receptory
Axl aTyro3 na zaklade pocétu a velkosti exonov, ktoré koduju signalny peptid. Rozne
varianty exonov moézu ovplyvnit' post-transkripéné procesy, lokalizaciu a funkciu
receptora. Axl a Tyro3 st kédované 20 exonmi, pri¢om treti receptor, Mer je kodovany 19
exonmi.? (Obrazok 2) Axl disponuje 2 variantmi vyplyvajicimi z alternativneho
splicingu exénu 10, ktory koduje ¢ast’ druhej FNIII domény. Vysledkom alternativneho
splicingu receptora Tyro3 st 3 rozli¢né varianty obsahujuce exén 2A, 2B alebo 2C.
Splicing receptora Mer nebol zatial’ dostato¢né charakterizovany. Na rozdiel od podobnosti
genomickych Struktar Axl a Mer maju najviac podobnu sekvenciu AMKSs tyrozin
kinazovej domény (54-59 % sekvencnej identity), zatial’ co extracelularne domény majt
31-36 % sekvencne rovnakych AMKS. Proteiny Axl, Mer a Tyro3 obsahuju jednotlivo
894, 890 a 999 AMKSs aich molekulové hmotnosti su v rozmedzi 100-140 kDa pre
Axl, Tyro3, a 165-205 kDa pre Mer, pricom 1 Da =1 g/mol.?

COOH

L

—
2A

EXON: 1 2B 3 4 5 B 78 9 1011121314 15 16 17 18 19
2C

Obrazok 2. Organizacia domén receptora Tyro3.*

2.1.2. Nomenklatira TAM receptorov

Celé rodina TAM receptorov bola objavena v rdmci 3 rokov. Kazdy gén receptora
bol klonovany viacerymi nezadvislymi skupinami, ¢oho vysledkom bola metlca
nomenklatura. Axl bol prvykrat identifikovany v roku 1988 ako transformujici gén
u pacientov s chronickou myeloidnou leukémiou (CML). Vedecka skupina O'Bryana ho
vroku 1991 pomenovala gréckym slovom anexelekto, v preklade nekontrolovatelny.

Janssenova vedeckd skupina ho pomenovala Ufo gén, nazov nazmacdujuci neznamu

* Migdall, J.; Graham, D. K. Atlas Genet Oncol Haematol 2010, 14, 1065-1069.
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funkciu jeho proteinového produktu. Daldim nezavislym pomenovanim skupinou
Rescigna bolo Ark (adhesion related protein). V rovnakom ¢ase Lai a Lemke vyizolovali
13 novych PCR fragmentov z potkaniecho mozgu, ktoré dostali oznacenie Tyrol az Tyrol3,
pricom Tyro3, Tyro7 a Tyrol2 boli zoskupené do jednej rodiny na zaklade unikatnej
AMKSs sekvencie. Neskor sa zistilo, ze Tyro7 je rovnaky gén ako Axl, Tyrol2 ako Mer,
a Tyro3 predstavoval treticho Clena tejto rodiny. Zatial' ¢o na zaciatku vyskumu bolo
V literatire pouzivanych mnoho z tychto mazvov, pre zvySok skimania s najCastejSie
zverejiiované¢ a doteraz pouzZivané pomenovania Axl, Mer a Tyr03.2 Dalsie

pomenovania tychto proteinov zobrazuje (Tabulka 1).

Tabul’ka 1. Nomenklatara TAM receptoroV.

kinaza synonyma Zdroje

AxI Ark (m), Ufo, Tyro7 (r) Resigno (1991); Janssen (1991); Lai a Lemke (1991)

Mer Eyk (ch), MerTK, Nyk, Jia a Hanafusa (1994); Weier (1999); Link a Kung (1995); Lai
Tyrol2 (r) a Lemke (1991)

Tyro3 Brt (m), Dtk (m), Rse, Sky,  Fujimoto a Yamamoto (1994); Crosier (1994); Mark (1994);
Tif, Etk2 (m), Rek (ch) Ohashi (1994); Dai (1994); Biesecker (1993); Biscardi (1996)

ch — kura, m — mys, r — potkan

2.1.3. Expresia TAM receptorov

Axl je povodne izolovany od pacientov s chronickou myeloidnou leukémiou
(CML) a je identifikovany vo viacerych bunkach a organoch, vratane tkaniv epitelialneho,
mezenchymového a hematopoetického povodu, ako aj v nediferencovanych bunkéch.
Nadmernd expresia receptora je pozorovana v mnohych typoch néadorovych buniek,
vratane nadoru zaludka, hrubého Creva, Stitnej zl'azy, prsnika, semennikov, vajec¢nikov,
pecene, pltc, pankreasu, prostaty, obliciek ahypofy’lzy.2 Z tohto dovodu je AxI
povazovany za potenciadlny terapeuticky ciel’ pre liecbu rakoviny. Onkogénny (nadorovy)
potencial receptora Axl je ulozeny v tyrozin kinazovej doméne, ktorej ¢innost’ je niekedy
mozna aj bez stimuldcie extracelularnej domény tohto receptora.”*

Mer je izolovany od pacientov s akuatnou lymfoblastickou leukémiou (ALL),
pricom v Tludskych T aB Ilymfocytoch v akomkol'vek S§tadiu vyvoja rakoviny

identifikovany nie je. Je pomenovany podla miesta svojho posobenia — monocytes,
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epithelial and reproductive tissue. Testy ukazali expresiu receptora Mer v nezhubnych
nadoroch (adenémoch) a monocytickych bunkovych liniach. Jeho transformujuca
schopnost’” ho istym sposobom odliSuje od ostatnych receptorov. Je potrebny pre
pohltenie apoptickych buniek fagocytmi aje schopny vyvolat’ reorganizaciu
cytoskeletu, ktora je pre fagocytézu apoptickych buniek potrebna. Jeho funkcia bola
testovana na mysSiach, ktoré obsahovali mutacie vsetkych 3 receptorov rodiny TAM
(,,triple knockout®). Preukazal sa narast apoptickych buniek a zvySena hladina protilatok,
Z ¢oho vyplyva zasiahnutie procesov fagocytdzy a autoimunitnej odpovede. V skuto¢nosti,
mutacia receptora Mer spdsobi taky fenotypovy prejav, ktory zdoérazni jeho doblezitost
V imunitnej homeostaze. Nadmerné expresia tohto receptora bola pozorovana v tkanivach
rakoviny Zaludka, prostaty, prsnika, mozgu a pri melanome.>*

Tyro3 je najmenej preStudovanym receptorom rodiny TAM, pricom jeho
genomicka Struktira je podobna receptoru Axl. Nachadza sa v osteoklastoch kosti, kde
plni funkciu pri resorpcii kostného tkaniva. Taktiez bol identifikovany v bunkovych liniach

akutnej myeloidnej leukémie (AML).

TabuPka 2. Nadmerna expresia receptorov TAM pozorovana v niektorych l'udskych nadoroch.

nador AxI Mer Tyro3
Myeloidné leukémia (CML, AML ) + +
Lymfoblasticka leukémia (ALL) +

Myelom +
Maternica +

Hrubé ¢revo +

Prostata + +

Pltca +

Prsniky + +

Melaném + +

(+) nadmerna expresia
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2.1.4. Ligandy TAM receptorov

Pre rodinu receptorov TAM TK su charakteristické dva podobné, na vitamine
K zavislé biologické ligandy, Gas6 (Growth Arrest Specific gene 6) a Protein S (ProS).
Gasb bol prvykrat identifikovany ako ligand pre Axl, ProS ako ligand pre Tyro3. Mnohé
Studie vSak potvrdzuju, Ze Gas6 viaze a aktivuje vSetkych troch ¢lenov rodiny TAM,
zatial’ ¢o ProS ako ligand len Tyro3 (Sky) a Mer. (Obrazok 3) Doposial’ neexistuje Ziaden
dokaz, ze by ProS aktivoval aj receptor Axl. Axl a Tyro3 viazu ligand Gas6 priblizne
rovnakou afinitou, pri¢om afinita receptora Mer na ligand Gas6 je v porovnani 3-10 krat

mengia.

== === -smmm- I FTToTTomTes | = mmmm o I
. e i .

: Pr.ezn{e' ! , Fagocytoza |
b-mmmmmmmmm 1 Proliferacia ! b--mmmmm - ‘

1 .,

1 Migracia

[

Obrazok 3. Interakcie ligandov Gas6, ProS s ¢lenmi TAM rodiny a biologicka signalizacia jednotlivych
TKs.7
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Gas6 a ProS zdiel'aji 43 % rovnakej sekvencie AMKS a maja ta ista Struktiru
domén s vynimkou miesta trombinovej Strbiny v slu¢kovej oblasti, ktora je pritomna len
V ProS. N-termindlne oblasti oboch proteinov obsahuji 60 post-translacne modifikovanych
AMKSs zvyskov kyseliny y-glutamovej (Gla doména). Za doménou kyseliny y-glutamove;j
sa nachadza sluckova oblast’ (,,Loop Region®) a Styri epidermalne rastové faktory (EGF).
C-termindlne oblasti proteinov obsahuju gulovity pohlavny hormén viazuci globulin

(SHBG doména), ktora pozostava z 2 domén lamininov G (LG1 a LG2).? (Obrazok 4)

R —
= :: Gla doména
P i EGFdomény
1
D i SHBG doména
|

NHy = ( ) COOH

Obrazok 4. Organizacia domén ligandov Gas6 a ProS.

1
1 oblast
-

Ligandy posobia ako molekuly, v ktorych Gla doména sprostredkovava vizbu
ligandu na negativne nabitu fosfolipidovi membranu apoptickych buniek za
spoluucasti vapenatych ionov. Sluckova oblast’ je citliva na trombinové Stiepenia
zohravajice dolezitd ulohu v zrazanlivosti krvi. Tato schopnost’ ligandu Gas6 chyba.
LG domény (SHBG doména) sa viazu do Struktary v tvare pismena V, ktora je
stabilizovana viazucim sa Ca®" i6nom. (Obrazok 9) Naviazanim sprostredkovavajt
interakciu s receptorom, priCom vzniknutd vézba je nevyhnutnd pre samotni aktivaciu
receptora. Fischer v roku 2005 objavil, ze iba LG1 doména ligandu Gas6 sa viaze na
receptor Axl, tzn., Ze LG2 doména receptor neaktivuje. Jedna molekula ligandu Gas6 viaze
jednu molekulu receptora Axl vysokou afinitou medzi doménami LG1-1gl anizsou
afinitou medzi doménami LG1-1g2. (Obrazok 6) Vznika tzv. 2:2 izoméria bez interakcii
ligand-ligand alebo receptor-receptor. Kazdy kontakt je charakterizovany antiparalelnym
zoskupenim B-vldkien tak, Ze spojené B-listy vytvaraji molekulové spojenie. Aktivacia
receptorov TAM je spojena s viacerymi mechanizmami. (Obrazok 5) Vedci ukazali, Ze
Gas6/Axl vizbovy systém ma jednoznacny vplyv na bunkové prezitie, proliferaciu,

migraciu a adhéziu.’
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Obrazok 5. Sposoby aktivacie TAM receptorov: (i) ligandovo nezavisla dimerizacia, (ii) ligandovo zavisla
dimerizacia, (iii) heterodimerizacia 2 réznych receptorov rodiny TAM, (iv) heterodimerizacia s receptorom
inej rodiny TK (V) trans-bunkova vizba extracelularnych domén.

Obrazok 6. 2:2 izoméria Gas6/AxI systému zobrazena (i) z boku a (ii) z vrchu.

2.1.5. Signalizaicia a signalna transdukcia

Vizba ligandu s monomérom receptora RTK indukuje konformacnu zmenu, ktora
vedie k dimerizacii receptora a aktivacii intracelularnej kinazy. Aktivovana kinaza trans-
fosforyluje tyrozinové zvysky na susednej monomérnej jednotke z homodiméru, pricom
vysledkom takejto autofosforylacie je:

(1) Zvysena katalyticka ucinnost’ veduca k fosforylacii d’alSich substratov.

(i)  Tvorba dokovacich miest, ktoré viazu signalne molekuly obsahujuce SH2
(,,Src-homology 2°) a PTB (,,Phosphotyrosine Binding“) domény umozujice
receptorom RTKSs a d’alSim proteinom vytvarat makromolekulové signélne
komplexy.

Pre receptor Mer boli identifikované 3 tyrozinové zvysky (Y-749, Y-754 a Y-753) v
ramci kinazovej domény ako primarne miesta autofosforylacie, pricom Y-749 je
oznacované ako prednostné miesto autofosforylacie. Mutacie v tyrozinoch 749, 754 a 753
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na fenylalanin (Phe) znizujt kinazovua aktivitu receptora Mer jednotlivo na 39, 6 a 10 %.
Kinazova aktivita receptora Mer vyzaduje fosforylaciu vsetkych troch tyrozinov, ktoré
zodpovedaju za kompletne funk¢ént aktivitu kinazy. Takéto tyrozinové trio ma stalu

poziciu medzi TAM receptormi. Pre_Axl je koreSpondujice trio Y-703, Y-702 a Y-698,

pre receptor Tyro 3 Y-686, Y-685 a Y-681. Experimenty preukazali, Ze niektoré signalne
molekuly sa spéjaju s fosforylovanym tyrozinom Y-872 prostrednictvom ich SH2 domény.
Signéalne drahy receptora Mer vedu k agregacii krvnych dosticiek, prezitiu bunky,
regulacii produkcie prozapalovych cytokinov a aktinového cytoskeletu. Finalne ciele
signalnych drdh sa mo6zu liSit' v zavislosti od rdéznych faktorov, vratane typu bunky
a mikroprostredia (tkaniva), pricom Vv niektorych bunkach moézu jednotlivé signalne drahy

pdsobit’ paralelne.” (Obrazok 7)

Obrizok 7. Molekularna , krajina“ signalnych drah TK receptorov.’

® Hornbeck, P. V.; Kornhauser, J. M.; Tkachev, S.; Zhang, B.; Skrzypek, E.; Murray, B.; Latham, V.;
Sullivan, M. Nuclei Acids Res 2012, 40, 261-270.
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Pre Axl boli navrhnuté 3 alternativne tyrozinové zvysky (Y-866, Y-821 a Y-779) ako
potencidlne miesta autofosforylacie. Y-821 predstavuje multisubstratové dokovacie
miesto, ktoré sprostredkovava interakciu receptora Axl so signalnymi molekulami PLC-y,
PI3K, Grb2 aSrc. Tyrozin Y-779 vykazuje afinitu kPI3K aY-866 predstavuje
dokovacie miesto pre PLC-y. Signalne drahy receptora Axl vedu k agregacii krvnych
dosticiek, bunkovému prezitiu, proliferacii, regulacii produkcie prozapalovych
cytokinov a regulacii aktinového bunkového cytoskeletu.z’4

Tyro3 predstavuje ligandovo nezavisly receptor, je schopny samostatne sa
autofosforylovat® za vzniku konstitutivneho diméru. Pre Tyro3 je charakteristicka
varianta, ktord je schopnd fungovat’ ako dimérna tyrozin kindza aj v pripade absencie
extracelularneho spojenia. Ako védzbovi partneri pre tento receptor boli identifikované
proteiny PI3K, Src a RanBPM. Rovnako ako Axl, aj Tyro3 aktivuju ligandy Gas6 a ProS.
Signalne drahy receptora Tyro3 su spomedzi vSetkych TAM receptorov najmenej
prestudované.  Sprostredkovavaji  agregaciu  krvnych doSti¢iek, bunkovu
transformaciu a resorpciu kostnych osteoklastov.?

Mnohé tyrozin kinazy st deaktivované fosforylaciou inhibi¢ného tyrozinového zvysku
Y-527, ktory po jeho fosforylacii mechanicky brani vdzbe na aktivne miesto kinazy.
Druhym sposobom inhibicie je receptorova defosforyldcia proteinom tyrozin fosfatdzou
CI1-TEN. Pri nadmernej expresii tohto proteinu bola pozorovanid znizend schopnost

prezitia, proliferacie a migracie buniek.?

2.1.6. Angiogenéza a clearance apoptickych buniek

Angiogenéza predstavuje proces tvorby novych ciev, ktory je dolezity pocas vyvoja
a hojenia ran. Okrem toho podporuje rast nadorov a zhubné transformacie buniek. Pocas
angiogenézy su klicovymi procesmi proliferacia (bujnenie) a migracia buniek hladkej
svaloviny ciev (VSMC). Proliferacia je ovplyvnenad aktivitou receptora Axl, jeho
nadmernou expresiou je migracia VSMC buniek zvySena o 2-5 %.° Receptor Axl
regulaciou apoptozy VSMC buniek zohrdva znac¢nu ulohu v cievnej remodelacii, a tiez v
regulacii rastu endotelidlnych buniek (EC), ktoré tvoria sucast cievneho tkaniva.
(Obrazok 8) Na stadium funkcii a patologie endotelidlnych buniek sa pouzivaju bunky

HUVEC. Ide o l'udské endotelidlne bunky ziskané z pupocnej $Sniry matky po narodeni

® Fridell, Y. W.; Villa, J. R.; Attar, E. C.; Liu, E. T. J Biol Chem 1998, 273, 7123-7126.
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plodu. Nadmerna expresia receptora Axl zvysuje rast HUVEC buniek a tvorbu ciev’. Hoci
Mer a Tyro3 su taktiez zapojené do procesu angiogenézy, ich vplyv v tomto procese zatial

nebol preskimany.

Obriazok 8. Zakladné zlozenie ciev krvného riedista.

Clearance (odstranovanie) predstavuje posledny krok fagocytdzy apoptickych
buniek, ktord zohrdva doleziti tlohu v biologickych procesoch, vratane vyvoja tkaniv,
udrziavania tkanivovej homeostazy a taktiez pri vzniku patologickych stavov. Pre
optimalnu fagocytézu apoptickych buniek v imunitnom, nervovom a reprodukénom
systétme dospelych jedincov je potrebnad optimalna hladina aktivity TAM receptorov.
Receptory rodiny TAM st majoritne obsiahnuté v makrofagoch, v minoritnej miere
v dendrickych, NK (,,Natural Killing®) bunkach imunitného systému, Sertoliho bunkach,
Vv bunkéch sietnicového pigmentového epitelu (RPE) a v endotelialnych bunkach (EC).
Rozpoznanie apoptickej bunky receptorom je sprostredkované interakciou Gla domény
ligandov (Gas6 a/alebo ProS) s fosfatidylserinom (PS/PtdSer) vonkajSich membran
apoptickych buniek. (Obrazok 9) PtdSer sluzi ako tzv. ,,zjedz ma signal®. Je dolezitym
rozpoznavajucim znakom pocas fagocytézy apoptickych buniek, pri ktorej nedochadza k
uvolfiovaniu vlastnych imunogénnych antigénov. Dochadza vSak k uvolfiovaniu
protizapalovych cytokinov (IL-10 a TGF-b), ktoré zabezpefia odolnost” makrofagov

a dendrickych buniek voci d’alsej stimulécii.”

"Holland, S. J.; Powell, M. J.; Franci, C.; Chan, E. W.; Friera, A. M.; Atchinson, R. E. Cancer Res 2005, 65,
9294-9303.

8 http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d0/Endotelijalna_%C4%87elija.jpg (naposledy

navstivené 20.5.2014).

% Lemke, G.; Burstyn-Cohen, T. Ann Ny Acad Sci 2010, 46, 23-29.
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Obrazok 9. Funkcia ligand/receptorového systému.

Udrzanie symetrie membranovej distribucie fosfolipidu fosfatidylserinu zdravych
buniek vyzaduje zlozité enzymatické mechanizmy. Flipadzy st enzymy zabezpecujlce, ze
PS sa nachadza vyhradne len na vnutornej strane fosfolipidovej dvojvrstvy plazmatickej
membrany buniek. Pocas apoptdzy su flipazy blokované. Nefunkcnost’ tychto enzymov
zabezpeci, ze PS sa buda nachadzat’ aj na vonkajSej membrane bunky, kde buda uc¢innym
rozpoznavajucim prvkom apoptickych buniek. TAM receptory rozpoznavaju PS
prostrednictvom svojich ligandov Gas6 a ProS, ktoré zabezpecia premostenie fagocytu S
cielovou apoptickou bunkou.

Pre udrzanie tkanivove] homeostazy je rozhodujuca efektivna fagocytoza
apoptickych buniek (eferocytéza). Tkanivova homeostaza si vyzaduje vznik novych
asmrt’ netypickych, starych alebo infikovanych buniek aich nésledné odstranenie
(,,Clearance®) ztkaniva. Systétm TAM receptorov TK aich ligandov je vyvinuty
a Specializovany pre pravidelné odstrafiovanie apoptickych buniek z plne diferencovanych
tkaniv a organov. VSetky receptory TAM st velmi dynamické a podliehaji regulacii
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extracelularnym stresom a cytokinom (interleukinom). Cytokiny predstavuji signalne
mediatory, ktoré plnia funkciu sprostredkovania informacii medzi bunkami imunitného
systému. Aktivita intracelularnych tyrozin kinaz TAM receptorov je v ustalenom stave
nizka. Aktivaciu tychto kinaz zabezpecCuje vizba ligandov Gas6/ProS a nasledna homo
alebo hetero dimerizacia receptora. Vzhladom kich Struktire a pdsobeniu pocas
fagocytozy su ligandy Gasé a ProS oznacované ako spojovacie molekuly (opsoniny)
medzi fagocytom a apoptickou bunkou, ktoré ul’'ah¢ujt a urychl'uju fagocytoézu. Ligandy
sa vV rovnakom c¢ase viazu na fosfatidylserin vonkajSej membrany apoptickej bunky a na
receptor fagocyticky aktivnej bunky, ¢im dochédza k aktivécii intracelularnej tyrozin
kinazy. (Obrazok 9) V makrofagoch a dendrickych bunkach (DC) su najviac zastipené
receptory Axl a Mer. Ich aktivacia spusta signalnu transdukénu kaskadu, ktora mobilizuje
ameni konfigurdciu aktinovych komponentov cytoskeletu. Takato transformacia je
nevyhnutnd pre pohltenie apoptickej bunky. V pripade, ze neddjde k aktivacii tyrozin

kinazy a naslednej signalnej transdukeii, neddjde ani k procesu efektivnej fagocytozy.”’

Nedostatky v rozliSovani, signalizacii a clearance, mézu mat’ za nasledok chronické
ochorenia, ako napr. 'udska retinalna distrofia (RD), ateroskler6za, diabetes, systemovy
lupus erythematosus (SLE), vznik nadorov a d’alSich autoimunitnych ochoreni. Takéto
fenotypové prejavy su vysledkom hromadenia apoptickych buniek a naslednej nekrozy
tkaniv. Ide o dosledok straty funkcie TAM receptorov fagocytickych buniek. Makrofagy
izolované zo SLE pacientov prejavuju defektny clearance. Ich signélne drahy obsahuju
viac nez 40 receptorov, vratane rozpustnych spdjajucich proteinov, vnutrobunkovych
adaptorov a signalnych proteinov. U pacientov so SLE bola pozorovana znizena expresia

ProS, pri¢om expresia ligandu Gas6 nebola ovplyvnené.9
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Obrazok 10. Fagocyticky aktivne bunky so schopnost'ou pohlcovat’ apoptické bunky prostrednictvom TAM
receptorov.’®

Ulohy, ktoré TAM receptory a ich ligandy zohravaju vo fagocytoze apoptickych
buniek boli preukdzané genetickymi testami na mysSiach. Mysi s timiacimi mutaciami vo
vSetkych troch génoch kodujacich TAM receptory (,,Triple Knockout®) st prvé 2-3 tyzdne
od narodenia nerozoznateI'né od nemutantnych jedincov, pretoze gény TAM receptorov
nemaji vplyv na embryonalny vyvin. Tato charakteristickd vlastnost’ je v kontraste
s mnohymi ostatnymi receptormi TK, ktoré zohravaji esencidlne Uulohy prave
Vv embryondlnom vyvine. Na zacCiatku 3. tyzdina sa vSak objavuje rad degenerativnych
fenotypov sietnice, reprodukéného systému samcov, hematopoetického a imunitného
systému. Takéto mutanty si schopné dozivat sa viac nez jedného roka Zzivota z toho
dovodu, ze fenotypové prejavy st casom utlmené. Priblizne v 5. tyzdni od narodenia
mutanta, jeden tyzden po zaciatku produkcie spermii, sa v kanalikoch semennika
produkujiceho semeno, nahromadia zvysky miftvych apoptickych buniek. Zoskupenim
takychto zvyskov dochadza k smrti takmer vsetkych zarodo¢nych buniek, ktoré boli urcené
pre vznik spermie. U dospelych mutantnych samcov sa to prejavi neplodnost'ou a priblizne
1/3 velkosti normalnych semennikov. Takyto degenerativny fenotypovy prejav je bunkovo

neautondmny a je sposobeny stratou funkcie TAM receptorov v Sertoliho bunkach. Ide o

19| emke, G.; Rothlin, C. V. Nat Rev Immunol 2008, 8, 327-336.
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bunky vyskytujice sa v semenotvornych kanalikoch, okolo ktorych prebieha samotny
proces tvorby spermatu. (Obrazok 10) Funkciou tychto somatickych podpornych buniek
je chranit’, vyzivovat’ spermatické bunky, odstraniovat’ priblizne 108 nepotrebnych zvyskov
apoptickych buniek vyvijajucich sa spermii denne. Odhaduje sa, Ze viac ako polovica
spermatogenetickej populacie podlieha apoptoze este pocas spermatogenézy.’

Vel'mi podobny degenerativny fenotypovy prejav TAM receptorov je pozorovany
na mysSiach v sietnici. V tomto pripade vytvara hlavny podiel receptor Mer, ktorého
genetickd mutacia sposobi slepotu mysi kvoli tiplnej nepritomnosti fotoreceptorov (PR). Po
2 tyzdhoch od narodenia je sietnica v mutantnom anemutantnom type od seba
nerozliSitelna. Zaciatkom 3. tyzdia dochadza Kk vyskytu apoptickych buniek vo
fotoreceptorovej vrstve, ktoré po 10 tyzdhoch odumrt a dojde k ich hromadeniu. Ide opat
0 neautonémny efekt vzhl'adom k fotoreceptorom. Tak, ako Sertoliho bunky
v semennikoch, aj bunky sietnicového pigmentového epitelu (RPE) st vysoko fagocytické,
s tym rozdielom, ze sa nepohlcuji apoptické bunky, ale sa ,,len* metabolizuju zivé distalne
konce fotoreceptorov obsahujtce rodopsin. (Obrazok 10) V tychto rodopsin obsahujucich
koncoch dochadza k detekcii svetla. Fotoreceptory vytvaraju kazdy den nova rodopsinovu
membranu, priCom staré Casti tychto membran s RPE bunkami fagocytované v dennom
cykle pre zachovanie konstantnej dizky distalnych koncov fotoreceptora. RPE fagocytdza
sa od ostatnych clearance systémov lisi v tom, Ze membranové casti fotoreceptorov, ktoré
sa odstranuju, su Casti zivych buniek. Mutacia v géne Mer receptora spdsobi, ze RPE
bunky nevykonavaji dennt fagocytézu distdlnych koncov fotoreceptora, ¢o ma za
nasledok neautondémnu apoptickt smrt’ vSetkych fotoreceptorov v sietnici. Strata vSetkych
fotoreceptorov je pricinou slepoty. Mutacia v Pudskom Mer géne sa fenotypovo prejavi
ako vzacna forma dedi¢ného zapalu sietnice — retinalna pigmentéza (RP). RP predstavuje
degenerativne ochorenie o€i, ktoré vazne poskodzuje zrak a ¢asto vedie k slepote. Je
sposobend abnormalitami fotoreceptorov (tyCiniek a ¢apikov) alebo buniek sietnicového
pigmentového epitelu (RPE). Toto ochorenie mdZeme prirovnat’ k obrazovke, ktora
obsahuje vypalené pixely. (Obrazok 11) Na toto degenerativne a progresivne ochorenie

neexistuje Ziaden znamy liek.""

1 Nguyen, K-Q.; Tsou, W.; Kotenko, S.; Birge, R. B. Autoimmunity 2013, 46, 294-297.
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Obrazok 11. Fenotypovy prejav retinilnej pigment6zy (vpravo).*?

Jednotlivé fagocyticky aktivne bunky obsahuji r6zne kombinacie TAM receptorov.
V Sertoliho bunkach sa vyskytuju vSetky 3 receptory TAM, v RPE bunkach receptory
Mer a Tyro3. Vo vicsine dendrickych buniek a makrofagoch st obsiahnuté receptory
Axl a Mer. Intravenéznym podanim toxického mnozstva Dexamatazonu, steroidu so
zakladnymi protizépalovymi Gc¢inkami, alebo priamym podanim apoptickych buniek, bola
pozorovana znizena rychlost’ odstranovania apoptickych buniek makrofagmi. Tento proces
je zavisly na aktivacii Mer kinazy, ktorda vyzaduje pritomnost’ ligandov ProS/Gas6.
Mutantné makrofagy, ktoré nie su zavislé na fosfatidylserinom oznacenych apoptickych
bunkach, nevykazuji Ziadne poskodenia vo fagocytickych procesoch. V tomto pripade

. , TR 1
fagocytoza nie je ohrozena stratou signalizacie TAM receptorov.

2.1.7. Homeostaticka fagocytéza

Fagocytéza apoptickych buniek zavisla od signalizacie TAM receptorov je
Specializovany proces vyhradeny pre plne diferencované tkaniva a organy dospelych
jedincov, nie pre obrovsky pocet apoptickych buniek vytvorenych pocas embryonalneho
vyvinu. V §tadiu embryondlneho vyvinu sa prejavuje iba mierna expresia TAM receptorov.
Samotny proces fagocytozy predstavuje pohltenie a spracovanie baktérii a mftvych buniek
do membranovych vackov nazyvanych fagozomy. (Obrazok 10) Za fagocyt povazujeme
akukol'vek bunku schopnu priameho posobenia, vratane ,,profesionalnych fagocytov, ako
su makrofagy a dendrické bunky. Signalna transdukcia, ktora sa spuSta aktivaciou
receptorov rodiny TAM, zohrdva teda esencidlnu ulohu vo vidcSine fagocytickych

clearance mechanizmov apoptickych buniek.

12 http://quidedogsofthedesert.org/education.html (naposledy navitivené 20.5.2014).
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Stimulacia expresie TAM receptorov u mysi nastava iba po narodeni, medzi prvym
a druhym post-natdlnym tyzdiiom. Potom je expresia TAM receptorov pocas celého zivota
jedinca udrziavana na vysokej urovni. Plne diferencované tkaniva podliehajuc fagocytdze
st predmetom neustalej remodelacie aobnovy. Rovnako je tomu aj V pripade
spermatogenézy arastu fotoreceptorov, ktorych remodelizaéné procesy st Casto
vykonavané v cyklickom obehu, ¢asto cirkadidlnom (24-hodinovy cyklus). Takato forma
remodelacie je pomenovand pojmom ,homeostaticka fagocytéza“, ktora je priamou
sucastou usporiadanych procesov tkanivovej rovnovahy. Pozoruhodnym pripadom je
kazdodenna generdcia novych cervenych krviniek, kde pocas posledného stupia
diferenciacie erytrocytov su jadra zrejucich erytrocytov pohltené Specidlnymi makrofagmi
kostnej drene. Odhaduje sa, Ze u I'udi je kazdy deti generovanych 2.10™ novych &ervenych

krviniek.®

2.1.8. DalSie clearance mechanizmy

Chordaty a predstavovce, napr. Ciona intestinalis, maji priamo spojent
intracelularnu kindzu a trans-membranovi doménu s Gla oblast’ou. Tento zmieSany protein
kombinuje TAM receptor a ligandové domény v jednej molekule, ktora funguje ako
priamy fosfatidylserinovy receptor. Rozsiahlou analyzou sa zistili nové rozpoznavajice
(,,Find Me*) a pohlcujuce (,,Eat Me*) systémy apoptickych buniek, z ktorych niektoré
nezavisia od naviazania PS. Ide napr. o rodinu TIM proteinov (Tim-1, Tim-3 a Tim-4)

a MFG-ES8 spojovaci protein, ktory viaze tieto TIM proteiny na fosfatidylserin.9

2.2. Vyvoj vybranych TK inhibitorov

Signalne drahy receptorov rodiny TAM sprostredkovavaji rozne bunkové funkcie,
vratane makrofagovej fagocytozy apoptickych buniek, zhlukovania krvnych dosticiek
(aglutinacia) a prirodzeného likvidovania infikovanych a nadorovych buniek. TAM
receptory sa oznaCuju ako potencialne onkologické ciele, vzhl'adom k tomu, Ze ich

nadmerna expresia bola identifikovana v mnohych typoch nadorov.?
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Zvysend expresia a/alebo aktivita RTK je priamo zapOjena V patogenéze vzniku
ludskych nadorov, ¢o vedie k intenzivhemu zaujmu o vyvoj a testovanie inhibitorov

tyrozin kinaz, ako formy lie¢by rakoviny.*®

2.2.1. VSeobecna Struktira tyrozin kinaz a typy inhibitorov

Kinazy st vo vSeobecnosti enzymy katalyzujuce fosforylaciu proteinov, pri¢om
zdrojom fosfatu je ATP. Strukturdlne pozostavaji z men$iecho N-koncového laloku
S prevahou Struktury B-skladaného listu, zo zavesného regionu a vicSieho C-koncového
laloku s charakteristickymi a-helixami. (Obrazok 12) Medzi jednotlivymi lalokmi sa
nachddza ATP vézbové miesto (v blizkosti zavesného regionu). Neaktivna konformacia
kindzy sa nazyva aj DFG-out (podla konzervovanej sekvencie AMKS: aspartat,
fenylalanin, glycin), ktora sa aktivuje, najcastejSie autofosforylaciou, na aktivnu DFG-in
konformaciu. V tejto aktivnej konformacii sa aspartat (D) orientuje kK ATP vdzbovému
miestu enzymu, kde chelatuje Mg?* i6n. Fenylalaninovy (F) zvySok smeruje naopak von
z aktivneho miesta pod a-helix tak, aby priestorovo nezavadzal.

ATP kompetetivne inhibitory, ktoré atakuji aktivnu formu kinazy (DFG-in
konformaciu), oznacujeme ako inhibitory typu I, pre ktoré¢ je charakteristicka tvorba 1-3
vodikovych vézieb s aminokyselinovymi zvySkami zavesného regionu a tvorba
hydrofobnych interakcii v hydrofébnom vrecku. Vysoko konzervativha povaha ATP
vézbovej oblasti v rdmci kindmu mé Casto za nasledok zlu kindzovua selektivitu, a S tym
spojent toxicitu inhibitorov typu 1.2

Druhou skupinou kinadzovych inhibitorov, ktoré atakuju inaktivnu formu kinazy
(DFG-out konformaciu), su inhibitory typu II. Tieto inhibitory sa viazu aj do hydrofébneho
vrecka spristupneného konforma¢nou zmenou DFG motivu (ktory je za¢iatkom aktivacnej
slucky). Zmena polohy A-slu¢ky (zatvorena konformacia bezne znama pri DFG-out
kindzach) brani naviazaniu ATP do vdzbového miesta kinazy. Okrem hydrofobnych
interakcii vytvara vacSina inhibitorov typu II aj 2 pary vodikovych vézieb. Jeden par
vytvara s AMKS zdvesnej oblasti (rovnako ako inhibitory typu I), druhy par vodikovych
vézieb vytvara s bocnym ret'azcom glutamatu a hlavnym ret'azcom aspartatu alosterického

miesta.*®

13 Suérez, R. M.; Chevot, F.; Cavagnino, A.; Saettel, N.; Radvanyi, F.; Piquel, S.; Bernard-Pierrot, I.; Stoven,
V.; Legraverend, M. Eur J Med Chem 2013, 61, 2-25.
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N-lalok

C-lalok

Obrazok 12. DFG-in/DFG-out konformacia tyrozin kinazy. Aktivaéné sluc¢ky (zelena, fialova), fenylalanin
(modra), ATP-kompetetivny inhibitor SRC-ABL typ I (zelend), ATP-kompetetivny inhibitor SRC-ABL typ
IT (Cervena).

2.2.2. Syntéza TK inhibitorov pre HGFR/TAM receptory

Existuje niekol’ko zndmych inhibitorov, ktoré ovplyviiuji aktivitu receptorov TAM.
Sunitinib predstavuje inhibitor typu I, ktory inhibuje viaceré receptory TK, vratane rodiny
TAM. Aj napriek jeho nizsej Specificite bol administraciou FDA schvaleny pre liecbu
rakoviny obli¢iek a zaludo¢no-¢revného vizivového tkaniva. Vandetanib, inhibitor
schopny viazat’ vSetky 3 receptory TAM, bol schvaleny pre lie¢bu rakoviny Stitnej zl'azy.
Inhibitor s oznacenim C-52 ma slabt afinitu voci receptoru Mer, svojou Struktirou vSak
predstavuje vhodnti vychodiskovl zla¢eninu pre dizajn inhibitorov typu I. (Schéma 4)
Nedavno patentovany Diaminopyrimidin predstavuje $pecificky inhibitor receptora Axl,*

Spiroindolin selektivny inhibitor receptora Tyro3.13
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Sunitinib Vandetanib C-52
PDB: 3GOE (Zactima, ZD-6474) PDB: 3BPR
Axl ICs0 9nM Axl K4 250 nM Axl ICsq nd
Mer IC5; 26nM Mer Ky 1400 nM Mer IC5q 11.3 mikroM
Tyro3 IC5p 49nM Tyro3 Ky 93 nM Tyro3 ICsq nd

Diaminopyrimidin BMS-777607 Spiroindolin
Axl IC50 27 nM PDB: 3F82 PDB: 3QUP
Mer > 90% inhibition at 200 nM Axl ICg 1.1 1M Tyro3 ICsy 476 M
Tyro3 > 50% inhibition at 200 nM Mer ICso 14 nM

Tyro3 ICsq 4.3 nM

Schéma 4. Struktiry a aktivity znamych inhibitorov ovplyviujuce aktivitu TAM receptorov.

Ako inSpiraciu pre vyvoj nového inhibitora typu II tyrozin kinadzy pouZzil Sudrez
ajeho skupina zluceninu BMS-777607, ktora sa do aktivneho miesta kindzy viaze cez
viaceré interakcie charakteristické pre inhibitory typu II. Zlucenina BMS-777607 vytvara
hydrofobne interakcie s hydrofobnym vreckom, pyridinovy postranny retazec zluceniny
interaguje s alosterickym miestom, aminopyridinové jadro vytvara 2 vodikové vizby so

r I4 r & 4 . .1 ,
zavesnou oblast'ou a centralne benzénové jadro vytvara - interakciu.'® (Obrazok 13)

Hydrofobne vrecko

M1131
A1221 O 7
Fd _ I/’ o Alosterické miesto
F1134 i
D1222

E1127 > .!/ \&11 _ Zé4vesna oblast

g J IR e

Alosterické miesto F1223

Obrizok 13. Struktura zla¢eniny BMS-777607 a jeho interakcie s jednotlivymi oblastami enzymu.
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Suarez a kolegovia pripravili a testovali 4 série zlucenin, ktoré sa lisia vo vdzbe
na 6. pozicii purinu. V prvej sérii je purinové jadro spojené so zvySkom Struktury cez
étericky mostik (zlac¢enina T6), v druhej a Stvrtej cez aminovy mostik (zIu¢eniny T13/T14

a T26-T29) a V tretej sérii su jadra spojené napriamo (T18).2 (Obrazok 14)

FD/H\[(];N (FD/HTN H\H/Ar @R

0) HN
10 > | \ k A
r
k\N N L\N N k\N N />_
H H H
1. séria (O vazba) 2. séria (NH vazba) 3. séria (C-C vazba) 4. séria (NH vazba)
T6 T11/T12 T16 T24 - T27

Obrizok 14. Styri zakladné série zliGenin s réznym typom vizby na 6. pozicii purinu.

Analégy T6 a T12 obsahuju v orto polohe na fenylovej Casti Struktiry atom
fludru, ktorého pritomnost’ predoslé stidie uznali za opodstatnent pre interakcie s tyrozin
kinazovymi receptormi. (Schéma 5) Stvrta séria inhibitorov je charakteristicka analogmi
T24 - T27, ktoré obsahujui v pozicii 6 na purine aminoarylova skupinu a Vv pozicii 8 maji
viazany aroylamid. (Schéma 7) Syntéza tychto analogov vychadzala zréznych
aromatickych karboxylovych kyselin a aminofenylpurinovych medziproduktov, ktoré boli

pripravené zo spoloéného prekurzoru 6-chloro-9-THP-purinu (T1)."
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Schéma 5. Syntéza analogov T6, T11l a T12. Reakéné podmienky: (i) 2-fluor-4-nitrofenol, K,CO3z;, DMF,
100 °C, 12 h (58 %), ii) PA(OAC),, X-fos, 4-nitroanilin alebo 2-fluéro-4-nitroanilin, t-BuOH/H,0, 110 °C, 15
h (91 alebo 94 %), iii) Fe prasok, NH,4CI, EtOH/H,0, 90 °C, (65-89 %), 2 h, iv) karboxylova kyselina,
HATU, CH,Cl,, DIPEA, RT, 3 h (71-99 %), v) TFA, CH3CN/H,0, RT, 4 h (65-98 %).

g Ar-COOH ,\% \> %
THP

Ar 4a-i

. ¢ T13:R=NO ; .
i C 12: R = NFLZ T15a-i T16a-i

Schéma 6. Syntéza analégov T16. Reakéné podmienky: i) Pd(PPhs),, K,COj3, 3-nitrofenyl borova kyselina,
dioxan / H,0, 100 °C, 15 h (73 %), ii) Fe prasok, NH,CI, EtOH/H,0, 90 °C, 2 h (65-89 %), iii) karboxylova
kyselina, HATU, CH,CI,, DIPEA, RT, 3 h (71-99 %), v) TFA, CH;CN/H,0O, RT, 4 h (65-98 %).
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PN HN HN
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kN/ L Ar-COOH Ar N7 N Ar

Ar 4a-c, 4e
P THP HNH\QO HN«O
T20d-h T24f-h
T17a-d: R" = H T21e-h T25e-h
¢ T18ad R = | T19a-d T22e-f, 22h T26e-f, T26h
T17a, T18a: R = H T23e-h T27e-h
T17b, T18b: R = m-CF, T24f R = H. Ar = 4a T26e: R = m-F, Ar = 4b
T17¢c, T18c: R=m-F s - N T N
T17d T18d: R = p-F T24g: R=H, Ar = 4c T26f: R =m-F, Ar=4a
! : T24h: R = H, Ar = 4e T26h: R = m-F, Ar = 4e

T25e: R = m-CF;, Ar=4b T27e:R=p-F, Ar=4b
T25f: R=m-CF;, Ar=4a T27f:R=p-F, Ar=4a
T25g: R = m-CF3, Ar=4c T279:R=p-F, Ar=4c
T25h: R = m-CF3, Ar=4e T27h:R=p-F, Ar=4e

Schéma 7. Syntéza analdgov T24-T27. Reakéné podmienky: i) Pd(OAc),, X-fos, t-BuOH/H,0, 100 °C, 1
min, potom (T1), anilinova zli¢eninu, K,COs3, 110 °C, 15 h, (84-97 %) ii) LDA, THF, -78 °C, 1 h, potom I,
-78 °C (48-84 %), iii) Pd(PPh3),, K,CO3, dioxan/H,0O/(1), 85 °C, 5 min, potom 3-aminofenylborova kyselina,
100 °C 3 h, (71-84 %) iv) HATU, DIPEA, CH,Cl,, 0 °C do RT, 12 h, (29-92 %) v) TFA, CH3CN/H,0, RT, 3
h (39-99 %).
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Pripravené derivaty boli testované voc¢i 5 tyrozin kindzam, vSetkym trom z rodiny
TAM, ako aj Met (kvoli pribuznosti s TAM rodinou) a Abll (kvoli dostupnosti
biologickych testov pre aktivnu aj neaktivnu formu kinazy).

Analyzou inhibi¢nych profilov chceli autori stanovit’ selektivitu inhibitorov pre
TAM rodinu receptorov. Dve formy receptora Abll pouzili na stanovenie typu inhibitora (I
alebo I1). Vysoka afinita inhibitora vo¢i nefosforylovanej kinaze (DFG-out) a nizka afinita
voci fosforylovanej (DFG-in) kinaze Abll bola dokazom toho, ze pripravené analdgy
st inhibitory TK typu II. Takéto prejavy vykazovali derivaty T6g a T6f. Vysledky testov
ukazali, Ze pritomnost’ 3-fluormetylovej skupiny v para polohe v zlaceninach T6h a T12h
silno znizuje inhibiciu nefosforylovaného Abll a Tyro3, zatial’ ¢o rovnaka skupina v meta
polohe T12i poskytuje silnt inhibiciu, rovnako ako d’alsie analogy: T6g, T6f, T12f a T11f.
Analyza inhibi¢nych aktivit v rdmci rodiny receptorov TAM preukdazala, Ze receptor Tyro3
je inhibovany iba zlu¢eninami T6g, T6f a T6h, ktoré maju v 6. polohe purinu éterovy
substituent. Derivat T6cC neinhibuje receptory rodiny TAM, napriek tomu vykazuje vysoka
selektivitu pre receptor Met TK. Pre najaktivnej$ie inhibitory T6g, T6f a T6h kinaz
receptorov. TAM boli stanovené percentudlne hodnoty disociacnej konStanty Ka.
(Tabulka 4) Zluceniny T16a-i zo série s C-C vidzbou viazanych substituentov boli voci

receptorom rodine TAM inaktivne.™®

Tabul’ka 3. Hodnoty afinity (%) najaktivnejSich inhibitorov kK TKSs pri koncentraciach 1 a 75 uM.

zli¢enina Struktara Abl1l Abl1l AxI Mer Met Tyro3

Typ Il Typ |
1 75 1 75 1 75 1 75 1 75 1 75

Té6g Hm/@ 40 80 0 35 99 99 99 99 96 99 83 100
F. N N
PORRAGE
N
”ﬁ\>
Tof H W@ 75 73 4 18 93 99 89 97 51 98 20 94
F. N N F
N
DN
T6h Hm);? 0 35 0 0 88 99 84 99 92 99 0 92
F. N N
Y0,

o (o]
NN
mﬁ>

NN

Typ | je fosforylovana TK (DFG-in) a Typ Il je TK nefosforylovana (DFG-out).
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TabulPka 4. Hodnoty Ky (nM) pre najaktivnejsie inhibitory.

Kinsza Tég Tof Téh
Abl1 — nefosforylovana 6 600 320 nd
ADbI1 — fosforylovana 40 000 3300 nd
AxI 39 210 170
Mer 42 190 260
Met 65 440 150
Tyro3 200 900 2900

nd — nezisteny

Aktivity inhibitorov T6g, T6f a T6h boli hodnotené voci S§tyrom Tludskym
tumorovym liniam: nadoru ust (KB), ¢reva (HT29), prsnika (MCF7), prostaty (PC3) a proti
jednej netumorovej linii (obli¢ky, Vero bunky). Pre vSetky analogy nebola pri koncentracii
10 uM identifikovana Ziadna toxicita, rychlost’ rastu tumoru sa zniZila menej ako 10 %.

Pre dalSiu optimalizdciu navrhnutych inhibitorov a hlbsiu SAR interpretaciu
pouzili krystalovu Struktiru Met TK v komplexe s BMS-777607 (PDB: 3F82), do ktorej
dokovali zli€¢eninu T6g. Obe Struktiry vytvaraju vodikové vizby s M1160 a hydrofobne
interakcie s M1211. Okrem tychto interakcii charakteristickych pre inhibitory typu I,
zluceniny vytvaraju aj vodikova vizbu s D1222, ,m-m stacking® interakciu s F1223,
hydrofobne interakcie v alosterickom mieste definované pomocou M1131, A1221, F1134,
a vodikovu vdzbu s boénym ret'azcom alosterického miesta K1110. (Obrazok 15)

Na zéklade komplexu 3F82 vytvorili homologicky DFG-out model receptora
Tyro3, do ktorého dokovali povodny inhibitor BMS-777607 z 3F82, pricom vizbovy
sposob a interakcie zostali podobné, ako v strukture receptora Met. (Obrazok 15)
V aktivnom mieste receptora Tyro3 vytvara inhibitor BMS-777607 vodikové vizby
s M606 a hydrofobne interakcie s L524 a L603. TaktieZ zostavajii zachované interakcie
charakteristické pre inhibitory typu II. Ide o vodikové vézby v alosterickom vrecku
s D673, ,m-m stacking™ interakcia s F674 ahydrofobne interakcie s F575 a A672.
Interakcie pozorované medzi receptorom Tyro3 a inhibitorom T6g st velmi podobné
interakciam, ktoré vytvara s receptorom Tyro3 inhibitor BMS-777607. Inhibitor T6g
vytvara v aktivnom mieste receptora Tyro3 dve vodikové viazby s M606 a hydrofobne

interakcie s L524. Vytvara tiez interakcie typické pre inhibitory typu II. Ide o interakcie
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v alosterickom vrecku, tj. ,,n-7 stacking® interakcia s F674, dve vodikové viazby s D673 a
hydrofébne interakcie v alosterickom mieste s F575 a M571.'% (Obrazok 15)

Met606 L
C

Leu524 ol
LeuB03 ( €

Asp673 }%\ §'§ Phe674
W “{\7 {.:)\
g
F575 Alas72 (O3

Phe575

BMS-777607

/ :;ssso

F .
Phe575 y‘_,-'l\(Asp673

Met571( £

Z

Phe674

T6g

Leu524

N F575

Met606 /
X F674 F674 % j/ﬁ

-

Obrazok 15. DFG-out model receptora Tyro3 s naviazanym inhibitorom BMS-777607 (PDB: 3F82)
a inhibitorom T6g. ATP vidzbové miesto receptora Tyro3 (panel A,D), detail na alosterické miesto receptora
Tyro3 (B,E), interakéna mapa komplexov receptora Tyro3 s inhibitorom BMS-777607 / T6g (C,F).

Potencialne inhibitory DFG-out Struktiry receptora Tyro3 analyzovali dokovanim
do modelu receptora Tyro3, pricom najlepSie skore dosiahol analog T6g. (Tabul’ka 5)
Najlepsou Struktirou spomedzi vSetkych Styroch sérii bol purinovy derivat T6g, ktory
preukazuje zo vSetkych derivatov najsilnejSiu a najselektivnejSiu inhibiciu TAM RTK.
Najvacsiu inhibi¢nu aktivitu prejavuje voci receptorom Axl a Mer, 0 nie¢o mensiu voci
testovanému Tyro3. Jeho TKSs selektivitu dokazuje radovo niZ$ia afinita k receptoru Abl1.
Inhibitor T6g predstavuje inhibitor typu II, co dokazuje viac nez 30 krat vécsia afinita k
nefosforylovanej kinaze v porovnani s fosforylovanou. Takyto inhibitor viaze DFG-out
konformaciu kindzy, ktord umoznuje pristup k hlbokému, menej konzervovanému
hydrofébnemu vrecku, ¢o predstavuje hlavny dovod selektivity. Nizka cytotoxicita robi

tento inhibitor vhodnym kandidatom pre in vivo inhibiciu rastu nadorovych buniek.™
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Tabulka 5. Hodnoty dokovacich skore najaktivnejSich analogov.

nazov dokovacie skore
T6g -133.6
BMS-777607 -130.1
Tef -129.4
T6h -121.0

Rovnako ako Suérezova skupina, aj skupina Traorého sa zaoberala syntézou
aminopyrimidinovych inhibitorov typu II vychadzajic z BMS-777607, ktoré maji posobit’
ako ucinné a selektivne inhibitory tyrozin kindz receptorov Met a Tyro3 s cielom lieCby
rakoviny mocového mechtra. Vedcov motivoval fakt, Ze do dnesného dna nie je na trhu
schvaleny selektivny inhibitor tyrozin kinaz rodiny HGFR/TAM. Ich cielom bolo
zavedenie substituentov zvysujucich selektivitu inhibitorov.**

Dokazom, ze molekuly kindzovych inhibitorov mézu byt Gfinnymi liekmi
nadorovych tkaniv bolo schvalenie Imatinibu pre liecbu chronickej myeloidnej leukémie
(CML) a Erlotinibu pre liecbu rakoviny pl'ic (NSCLC). Medzi terapeutické ciele roznych
typov nadorov patria aj receptory rodiny HGFR/TAM, pricom rodinu HGFR zastupuje
receptor Met. Selektivita inhibitora je velmi ddlezity aspekt pre jednotlivé onkogénne
drahy Specifickych nadorov, na rozdiel od tradicnych vysoko cytotoxickych

chemoterapeutik, ktoré neSpecificky zabijaju vSetky aktivne deliace sa bunky.14

Zlt¢enina BMS-777607 predstavuje inhibitor receptora Met TK. V stucasnej dobe
sa nachadza v 2. faze klinickych §tadii, a zaroven predstavuje vhodnt vychodiskovu latku
pre vyskum selektivnych inhibitorov. (Schéma 4) Predoslé biochemické a dokovacie
Studie ukazali, Ze pritomnost amidopyridonového systému a étericky typ vizby
substituenta je smerodajny pre aktivitu takéhoto typu inhibitora. (Obrazok 16) Traoré
cheel selektivitu inhibitorov docielit zmenou pyridinového skeletu za pyrimidinovy,
substitiiciou termindlneho fenylu a pritomnostou NH; skupin, ktoré maju slazit' ako

donorové skupiny vodikovych védzieb potrebnych v protein-ligandovych interakciach.

14 Traoré, T.; Cavagnino, A.; Saettel, N.; Radvanyi, F.; Piguel, S.; Bernard-Pierrot, I.; Stoven, V. Eur J Med
Chem 2013, 70, 789-801.
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Obrazok 16. Inhibitor BMS-777607 so zakrazkovanymi navrhmi pre zvysenie selektivity inhibitorov na TK
receptory.

V praci sa autori zaoberali nahradou terminalneho p-fluoérfenylu kvoli
¢omu pripravili derivaty T30 nukleofilnou substitiiciou 4,6-dichlopyrimidinu T28 so 4-
nitrofenolom. Naslednou redukciou NO; skupiny ziskali intermediat T29. (Schéma 8)

R NO, R NH,
R NO,
eal o
Ny HO NS N7
m ~ m “ m =
N~ >l (@) N~ >cl (b) N >cl
T8 T29a: R=H T30a: R = H
T29b: R=F T30b:-R=F

Schéma 8. Syntéza analogov T30. Cinidla a podmienky: (a) K,CO;, DMF, 80 °C, 3 h, 87 % (T29a), 93 %
(T29b). (b) Raneyov Ni, H,, MeOH, RT, 5 h, 47 % (T30a), 75 % (T30b).

Reakcia anilinov T3la-e s pyranonkarboxylatom poskytla fenyl-2-pyridonové
estery T32a-e. Tie boli nasledne hydrolyzované na pyridonkarboxylové kyseliny T33a-e.
(Schéma 9)
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\{(@ R- NH2 (T31a-e) \[(Q\l
(ii)

T32a-e T33a-e
F Me F
N F \);5
N Ty LY
F
F F F OMe
T28a T28b T28c T28d T28e

Schéma 9. Syntéza pyridonovych karboxylovych kyselin T33a-e. Cinidla a podmienky: (i) 1) DMF, 7 h, 0
°C 2), EDC, DMAP, 12 h, RT, vytazky: T32a-e (30, 34, 27, 52 a 21 %), (ii) LiOH, THF, 3 h, RT. vytazky:
T33a-e (98, 96, 90, 96 a 92 %).

Reakcia zluceniny T30b s pyridonkarboxylovymi kyselinami T33a-e viedla pri 0
°C k zelanému 6-chlérpyrimidinovému derivatu T34d a pri teplote 60 °C k benzotriazolyl
pyrimidinovym derivatom T35a-e, ktoré vznikli substiticiou chléru za HOBt uvol'neného
z TBTU. Dalsim krokom bola substiticia chloru p-metoxybenzylaminom, ktora
v zltcenine T34d neprebehla a zelané produkty T36a-e, T38 a T39 boli pripravené z
HOBt analégov T35a-e vyuzitim benzotriazolylu ako dobre odstupujicej skupiny.
Hydrolyza zlicenin T36a-e s TFA viedla k aminoderivatom T37a-e.** (Schéma 10)

X

F NH, i ¢ )

I ryre

? o o

T33a-e Q
Nét oo ToAd” N&/L e 120
1) pre
N (i) pre T35ae U (iii) z T34d

T30b T34d:R,=Cl

\

T35a-e: R, =\O/N

(iii)
T36a-e: R4 =\N|_P-Me0-benzyl

(iv) (
T37a-e:R; =

“NH,

O O
o F amin o (0] O
Y
L "
— _N
N o \Q kN/ H,R

0
Tas:R::“f\/N\)

T39: R =Me
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Schéma 10. Reakcia karboxylovych kyselin T33a-e s anilinom T30b a syntéza T34d, T35, T36, T37, T38
a T39. Cinidla a podmienky: (i) TBTU, DIPEA, DMF, 0 °C, 4 h; (ii) TBTU, DIPEA, DMF, 60 °C, 4 h,
vytazky: T35a-e (82, 82, 84, 88 a 84 %); (iii) p-MeO-benzylamin, Cs,CO;, DME, reflux, 6 h, vytazky:
T36a-e (85, 90, 77, 94, 83 %); (iv) TFA, DCM, reflux, 6 h, vytazky: T37a-e (74, 55, 83, 68 a 91 %); (v)
Cs,CO3, DME, reflux, 2 h, amin: 4-(2-aminoetyl)morfolin alebo metylamin, vytazky 76 % (T38) a 55 %
(T39).

Na preskumanie vhodnej polohy NH, skupiny v pyrimidinoch boli syntetizované
aminofenoxypyrimidiny T43a,b reakciou 2,4-dichlorpyrimidinu  T40 s 2-fluor-4-
nitrofenolom, néslednou substiticiou d’alSieho chléru 4-metoxybenzylaminom za vzniku
medziproduktov T42a,b, ktorych redukcia nitro skupiny viedla k analogom T43a,b.
(Schéma 11)

(@)
N"™ Ho
Cl N (i) | (ii) R. | (iii) R |
“ N N °N N
CI” N N N
T40 T41 T42a, b T43a, b

a: R = p-MeO-benzyl
b: R = Me

Schéma 11. Syntéza 4-amino-2-fluorfenoxy-pyrimidinovych intermediatov T43a a T43b. Cinidla
a podmienky: (i) K,CO3;, DMF, 80 °C, 3 h. Vytazky: 58 % (T41); (ii) K,CO3, DMF, 60 °C, 30 min, p-
MeOebenzyl-NH,. Vytazky: 26 % (T42a) alebo MeNH,, vytazok: 16 % (T42b); (iii) Zn, NH,CI,
MeOH/THF 1/1, RT, 1 h. Vytazky: 96 % (T43a), 99 % (T43b).

Reakcia zlucenin T43a a T43b s kyselinou T33d viedla k analogom T44a a T44b.
Hydrolyzou T44a s kyselinou TFA autori pripravili 2-aminopyrimidinova zluc¢eninu T45,
ktor& mé& v porovnani s inhibitorom BMS-777607 nahradeny pyridinovy kruh
pyrimidinovym. (Schéma 12) Analég T47 bol pripraveny na porovnanie s T37d, aby bolo

mozné vyhodnotit’ délezitost’ orto substituovaného fluéru na fenylétere.** (Schéma 13)
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Schéma 12. Syntéza 2-amino derivatu T45. Cinidla a podmienky: (i) TBTU, DIPEA, DMF, 0 °C, 4 h.
Vytazky: 85 % (T44a), 40 % (T44b); (ii) TFA, DCM, reflux, 12 h, Vytazok: 85 % (T45).
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N~ “NH,

T46 T47

Schéma 13. Syntéza 6-aminopyrimidinového derivatu T47. Cinidla a podmienky: (i) TBTU, DIPEA, DMF,
0 °C, 4 h, potom 60 °C, 12 h. Vytazok: 72 % (T46); (ii) 1) p-MeOebenzyl-NH,, DME, reflux, 6 h. 2) TFA,
DCM, reflux, 12 h. Vytazok pre 2 kroky: 69 % (T47).

Prvé testy ukazali, Zze analogy T34d, T35a-e, T36d, T37b, T37e, T39, T44a
aT44b st pri testovani do 50 puM inaktivne. Do dalSieho kola optimalizacie bolo
vybranych 6 zlucenin T37a, T37c, T37d, T38, T45 a T47, ktoré vykazuju aktivitu voci
vSetkym receptorom rodiny HGFR a TAM. (TabuPka 6) Testy odhalili, Ze pritomnost’
etoxy substituenta na pyridonovom kruhu v BMS-777607 nie je pre inhibi¢nu aktivitu
receptorov potrebna. Zluceniny T37d a T45 maju vel'mi podobné selektivne profily. Pri
vysokej koncentracii st oba v porovnani s BMS-777607 menej aktivne voci receptorom

Braf a EGFR, ¢o je dokazom toho, ze substiticia pyridinového kruhu pyrimidinovym
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zvySuje Specifitu inhibitorov voci receptorom rodiny HGFR a TAM. Zluceniny T47
a T37d, ktoré sa od seba lisia pritomnost'ou fluorového atdbmu na fenylovej skupine, maja
velmi podobné aktivity, Co naznacCuje nevhodnost’ tejto funkcionality. Zamena fluéru
metoxy alebo CF3; skupinou viedla K strate inhibi¢nej aktivity. Pridanie dalSieho
substituentu do polohy orto terminalneho fenylu (T37a —F, T37¢c —CH3) nema na ucinnost’
inhibitorov voci receptorom Axl a Met vplyv, ale aktivita vo¢i Tyro3 a Mer bola zruSena.
Pridanie rovnakych substituentov do polohy meta T37b vedie k uplne;j strate aktivity voci
receptoru Tyro3. VSetky zltéeniny bez donorovej skupiny vodikovej vazby T35a, T34d
vratane zlucenin, ktoré nes —NH skupinu T36d, T39, T44a a T44b na pyrimidinovom

kruhu (namiesto NH; skupiny) st neaktivne. Jedinou vynimkou je zlu&enina T38.

Tabulka 6. Hodnoty afinity (%) najaktivnejSich analégov voci vybranym TKs pri koncentraciach 0.5 a 75

uM
zli¢enina Struktara Tyro3 AxI Mer Met Braf EGFR
057 0575 057 0575 057 0575
F N N
T37c ojg/ 6 o \©\F 48100 93100 53 99 99 99 0 29 4 19
N

AN
I
KN/ NH,

X

i

F N N

T37d ojg/ o0 O \©\F 77 100 97 100 89 83 98 98 4 21 5 14
N

CL

N7 NH,
H |\
F@NT‘Q\I\Q\ 5075 95100 9049 9899 6 11 9 8
o 0 o .
SIS
LAy~
H
X
oj©/ o o [:LF
N
0

H,NT N

T38

41 81 85100 73100 95 97 00 0 9
T45

Pre rozsiahlejSiu analyzu boli jednotlivé analdégy dokované do Met proteinu
z komplexu 3F82 (PDB) a homologickej DFG-out struktiry Tyro3 TK. Vsetky analogy
s NH, skupinou vytvarali vodikové viazby s M606. (Obrazok 17) Nizsia aktivita derivatov

so substituovanou NH, skupinou bola vysvetlena obmedzenim vodikovych vézieb v ATP
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vizbovom mieste. Zamena F v para polohe terminalneho fenylu metoxy skupinou vedie
K posunu dokovacej pozicie, stratdam hydrofébnych interakcii v alosterickom vrecku

a nasledne k strate aktivity.14

Alosterické miesto

No==)\ R
X By Yy A\
ol N R HeN
\\5 ‘\_-_l’ K’
N - H remmmmmmems o=
., HI
Q R
. \\
M606

Zavesna oblast’

Hydrofobne vrecko

M572 A672

Obrazok 17. Protein-ligandové interakcie medzi inhibitorom T37d a TK receptorom Tyro3.

Cielom vedeckej prace Traorého skupiny bolo upravit, pomocou pripravenych
analogov, selektivitu inhibitora BMS-777607 voci receptoru Tyro3. Autori identifikovali
analogy T37c, T37d, T38 a T45, ktoré st inaktivne voéi vSetkym inym kinazam, okrem
kinaz receptorov Axl a Met. Dal§im déleZitym zistenim tejto §tidie bolo, Ze pritomnost’

vol'nej NH; skupiny je pre inhibiciu, nevyhnutna.'*
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3 Experimentalna ¢ast’

3.1. Syntéza potencialneho inhibitora (7) VEGRF2 TK

3.1.1. Syntéza di-terc-butyl (2-metoxy-5-nitrofenyl) imidodikarbonatu (2)

1.00 mol ekv 1.50
2.50

OMe
NH DMAP
BOCZO
THF abs
reflux, 5 h
NO,

122.17 (DMAP) 2 98 %
MW: 168.15 218.25 (Boc,0)  368.38

Literatara:™ Postup prevzaty z literatary pribuznej VL aplikovany na nasom substrate 1.

Experimentalny postup: Do roztoku 100.0 mg (0.59 mmol, 1.00 mol ekv) 2-metoxy-5-
nitroanilinu (1) rozpusteného v 10 ml THF abs, sme pridali 109.0 mg (0.89 mmol, 1.50
mol ekv) DMAP a zmes sme refluxovali 1 h. Reakénti zmes sme ochladili na RT, pridali
324.5 mg (1.49 mmol, 2.50 mol ekv) Boc,O a opit’ zahriali na reflux po dobu 4 h. Po
ochladeni zmesi na RT sme pridali 5 ml H,O a upravili pH pridanim 2 ml 1 M roztoku HCI
na pH = 4. Zmes sme extrahovali 3 x 20 ml EA, spojené organické fazy sme premyli
nasytenym roztokom NaCl, vysu$ili statim nad bezvodym Na,SO,4 zmes prefiltrovali,
filtrat zahustili na RVO a zvysky prchavych podielov odstranili pomocou HV. Ziskali sme
215.0 mg (0.58 mmol, 98.1 %) produktu 2 vo forme Zltej krystalickej latky.

TLC (produkt 2): (SiO, H/ EA (2/1), 1 x vyvolané), Rg = 0.63 (UV2s4).

TLC (produkt 2.1): (SiO2, H/ EA (1 /1), 1 x vyvolané), Rg = 0.19 (UV254).

Poznamka: V niektorych pripadoch sme v surovej zmesi identifikovali aj vedlajsi
(monoBoc) produkt reakcie 2.1. Po predizeni reakéného Gasu na 48 h sa produkt 2

rozpadava.

15 Schnuerch, M.; Khan, A. F.; Mihovilovic, M. D.; Stanetty, P. Eur J Org Chem 2009, 19, 3228-3236.
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Zlucenina 2 nie je v literatire opisana.

M.p.: 115.1-119.8 °C [EA], #lta krystalicka latka.

CDCI3 (300 MHz)

OMe

7.27 (8.6
7868624)¢/>\O 1.41

7 78 (2.4)
2 MO01-01.fid

L o -

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

'"H-NMR (300 MHz, CDCls, MO01-01.fid): ¢ 7.86 (dd, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, J(4,6) = 2.4
Hz, H-C(4)), 7.78 (d, 1H, J(4,6) = 2.4 Hz, H-C(6)), 7.27 (d, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, H-C(3)),
3.94 (s, 3H, -OCHa), 1.41 (s, 18H, (-COO'Bu),).

Posuny rozpust'adiel: CHCI; (7.27), EA (4.12, 2.05, 1.26).

CDCl; (300 MHz)

7.36 (br)
3.98 /
1.54
OMeH \N/
8.27 (9.0) NWO
7.92 (9.0, 2.4) o)
NO, 7.73 (2.4)
21 MO01-02.fid
L_A_J\' {_.IU.JUL A \Jb L

e s S I e e I e e e e A s e e e N S — T
8 7 6 5 4 3 2 1 0 PPM
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'H-NMR (300 MHz, CDCls, MO01-02.fid): 6 8.27 (d, 1H, J(3,4) = 9.0 Hz, H-C(3)), 7.92

(dd, 1H, J(3,4) =

9.0 Hz, J(4,6) = 2.4 Hz, H-C(4)), 7.73 (d, 1H, J(4,6) = 2.4 Hz, H-C(6)),

7.36 (br s, 1H, -NHCOO-), 3.98 (s, 3H, -OCHs), 1.54 (s, 9H, -COO'Bu).
Posuny zvy$kovych rozpustadiel v spektre: CHCI; (7.27), EA (4.12, 2.05, 1.26).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, MO01-01U fid): ¢
154.9 (s, C(2)), 150.6 (2 x s, -NH-COO-), 147.8 (s,
C(5)), 134.5 (s, C(1)), 130.3 (d, C(3)), 116.0 (d, C(4)),
107.2 (d, C(6)), 83.0 (2 x s, -OC(CHs)3), 56.9 (q, -

OCHs), 27.8 (6 X g, -OC(CHa)s).

134 5 DMSO- d6 (75 MHz)
56. 9

1549
130.3
116.0

147. 8
No2
107.2

2 MO01-01U.fid

N1506 278

830

FT IR (solid, cm™): 3457 (m), 2973 (s), 1755 (s), 1593 (w), 1519 (m), 1280 (s), 1153 (s),

1025 (m), 870 (w), 802 (w).
MS (ESI+): 391.1 ([M+Na]™).

3.1.2. Syntéza di-terc-butyl (5-amino-2-metoxyfenyl) imidodikarbonatu (3)

1.00 mol ekv

OMe
.B
N ocC
Boc

NO,
2
MW: 368.38

5.00

SnCl,
—_—

MeOH
40°C,18h

189.60

OMe
.Boc

Boc

NH,

3 95%
338.40

Literatiara:'®

Experimentalny postup: Do roztoku 50.0 mg (0.14 mmol,

Postup prevzaty z literatiry aplikovany na nas substrat 2.

1.00 mol ekv) latky 2

rozpustenej v 5 ml MeOH sme pridali 128.7 mg (0.68 mmol, 5.00 mol ekv) SnCl, a zmes

sme miesali 18 h pri teplote 40 °C. Po ochladeni zmesi na RT sme upravili pH pridanim 5

ml 1 M roztoku NaHCO3; na pH = 10. Zmes sme extrahovali 3 x 15 ml EA, spojené

18 satoh, T.; Mitsuo, N.: Nishiki, M.: Inoue, Y.: Ooi, Y. Chem Pharm Bull 1987, 29, 1443-1445,
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organické fazy sme premyli nasytenym roztokom NaCl a vysusili nad bezvodym Na,SOs,
zmes sme prefiltrovali, filtrat zahustili na RVO a zvysky prchavych podielov odstranili
pomocou HV. Ziskali sme 43.7 mg (0.13 mmol, 95.1 %) produktu 3 vo forme hnedé¢ho
oleja, ktory v chladni¢ke poskytol hnedd tuhi latku.

TLC (produkt 3): (SiO,, H/EA (1/3), 1 x vyvolané), Re = 0.70 (UVsa).

Zluenina 3 nie je V literatire opisana.

M.p.: 95.1-97.4 °C [EA], hneda tuha latka.

DMSO-d (300 MHz)
3.65

OMe

0 o%
N
6.65 (8.3)
6.07 (8.3, 2.2) ‘o}\o%\ 1.35
NH\

2
516  621(22)

3 MO04-01.fjd

MJMM i :

T T T T
3 2 1 0 PPM

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, MO04-01.fid): 6 6.65 (d, 1H, J(3,4) = 8.3 Hz, H-C(3)),
6.21 (d, 1H, J(4,6) = 2.2 Hz, H-C(6)), 6.07 (dd, 1H, J(3,4) = 8.3 Hz, J(4,6) = 2.2 Hz, H-
C(4)), 5.16 (s, 2H, -NH,), 3.65 (s, 3H, -OCHs), 1.35 (s, 18H, (-COO'Bu)y).

Posuny zvySkovych rozpust’adiel v spektre: EA (4.03, 1.99, 1.17), H,O (3.33), MeOH
(4.01, 3.17), DMSO (2.50), (CH3),CO (2.09).
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375 CDCl; (300 MHz)

OMe AV
6.83 (9.0)
6.23 (9.0, 2.2) %\
6 22 (2.2)
3 M002-01.fid

J
I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
T 6 5 4 3

T T T T T T
2 1

.uLA_JJJLM — JL

T T T
0 PPM

'H-NMR (300 MHz, CDCl3, MO02-01.fid): ¢ 6.83 (d, 1H, J(3,4) = 9.0 Hz, H-C(3)), 6.23
(dd, 1H, J(3,4) = 9.0 Hz, J(4,6) = 2.2 Hz, H-C(4)), 6.22 (d, 1H, J(4,6) = 2.2 Hz, H-C(6)),

3.75 (s, 3H, -OCH3), 1.41 (s, 18H, (-COO'BU),).

Posuny zvy$kovych rozpust’adiel v spektre: CHCI; (7.26), EA (4.12, 2.05, 1.26).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, MO02-01U.fid): &
155.2 (2 x s, -NCOO-), 152.4 (s, C(2)), 149.8 (s,

C(5)), 129.3 (s, C(1)), 117.1 (d, C(3)), 105.7 (d, C(4)),

97.9 (d, C(6)), 81.4 (2 x s, -OC(CHs)3), 55.5 (q, -
OCHs), 28.0 (6 x g, -OC(CHs)s).

1293
555

1524
1171
105.7

149. 8
NH2
97.9

3

N1552

DMSO-d
(75 MHz)

280

814

MO02-01U.fid

FT IR (solid, cm™): 1741 (s), 1717 (s), 1619 (m), 1521 (m), 1433 (w), 1364 (m), 1213

(m), 1116 (s), 1035 (m), 877 (w).
MS (ESI+): 699.4 ([2M+Na]").
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3.1.3. Syntéza N-[3-(di-terc-butyl imidodikarbonat)-4-metoxyfenyl]-2-[5-
(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-karboxamidu (5)

1.00 mol ekv 1.00 1.10 OMe
1.10 /Boc
N\
( o K o Boc
0=S=0 OH OMe I|300 HOB 0=S=0 NH
N.
(0] \ Boc EDC (@] \
+ J\
NA\N DMF abs SN
H RT, 18 h H
OMe NH, OMe
4 3 135.12 (HOBY) 5 95 %
MW: 326.33 338.40 155.24 (EDC) 646.71

Literatara:'’ Postup prevzaty z literatiry aplikovany na nas substrat 4.

Experimentalny postup: Do roztoku 100.0 mg (0.31 mmol, 1.00 mol ekv) kyseliny 4
rozpustenej v 5 ml DMF sme pridali 103.7 mg (0.31 mmol, 1.00 mol ekv) anilinu 3, 45.5
mg (0.34 mmol, 1.10 mol ekv) HOBt, 52.3 mg (0.34 mmol, 1.10 mol ekv) EDC a reakénu
zmes sme miesali 18 h pri RT. Prikvapkavanim 20 ml H,O vypadla z roztoku krystalicka
latka. Krystaly produktu sme prefiltrovali na Biichnerovom lieviku, premyli 20 ml H,0,
dosusili na vzduchu a zvySky prchavych podielov odstranili pomocou HV. Ziskali sme

189.0 mg (0.29 mmol, 95.4 %) produktu 5 vo forme bielo-hnedej krystalickej latky.
TLC (produkt 5): (SiO2, H/EA (1/2), 1 x vyvolané), Rg = 0.33 (UV2s4).

Zlucenina 5 nie je v literatire opisana.

M.p.: 163.7-166.2 °C [EA], bielo-hneda krystalicka latka.

7 Kohda, K.; Kouketsu, A.; Matsuura, A.; Miyata, N.; Suzuki, T.; Kohara, A.; Ninomiya, S. Bioorg Med
Chem Lett 2004, 14, 3313-3317.

-55-



CDCI, (600 MHz)
7.12 (8.4,2.2) 3.86
1.32 (7.6) /
N 1.41
3.17 (7.6) ( ” Boc
o)
0=S=0 \
8 76
7.59 (8.6, 2.2) (o ;\ a 7.62 (2.2)
7.02 (8.6) /&E 7.64
a: 7.93 (br), 7.89|(br
e (br), 7.89| ()
5 MO06-02.fid

| uﬂuu h .NML ! 5

'H-NMR (600 MHz, CDCls, MO06-02.fid): 6 8.76 (d, 1H, J(A2,As) = 2.2 Hz, H-Ca(6)),
7.93a7.89 (2 s, 2 X 1H, -NH- a -CONH-)), 7.64 (s, 1H, H-Cg(4)), 7.62 (d, 1H, J(C»,Cs)
= 2.2 Hz, H-C¢(2)), 7.59 (dd, 1H, J(A3,A4) = 8.6 Hz, J(A4,As) = 2.2 Hz, H-Ca(4)), 7.12
(dd, 1H, J(Cs,Cg) = 8.4 Hz, J(C,,Cs) = 2.2 Hz, H-C¢(6)), 7.06 (d, 1H, J(Cs,Cs) = 8.4 Hz, H-
Cc(5)), 7.02 (d, 1H, J(As,Ag) = 8.6 Hz, H-CA(3)), 4.04 (s, 3H, Ca(2)-OCHj3), 3.86 (s, 3H,
Cc(4)-OCHs), 3.17 (g, 2H, J(CH2,CHs) = 7.6 Hz, -SO,CH,-), 1.41 (s, 18H, (-COO'Bu),),
1.32 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.6 Hz, -SO,CH,CHy).

Posuny zvy$kovych rozpustadiel v spektre: DMF (8.02, 2.96, 2.88), CHCI; (7.26), EA

(4.12, 2.04, 1.26). Svsoa T
\d }L

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, MOO03- 1041 y\/o

01U fid): & 162.8 (s, -CONH-), 158.4 (s, | 502 ( 1;75

Ca(2)), 155.6 a 154.5 152.7 a151.7 (3 x s, 1 X " 162% 1041 279
(304 1240

d, Ca(2) a Cs(4) a Cc(4) a -NCOO, 139.4 (s, 1556 1505 1527, 1517

Cs(5)), 132.32130.52129.32128.5 (3 x d 1 X (()1Me 1584 E iigjsig 51203 1265

s, Ca(l) aCa(4) a Ca(5) aCc(1)), 124.0 (s, 5 T M003-01Ufid

Cc(3)), 117.5 (s, Cc(6)), 112.1 2 111.7 (2 X d, Ca(3) a Ca(6)), 104.1 (2 x d, Cc(2) a Cc(5)),
80.2 (s, -OC(CHs)3), 56.8 55.9 (2 X , Ca(2)-OCHs a Cc(4)-OCHs), 50.2 (t, -SO,CH,-),
27.9 (4, -C(CHs)s3), 7.8 (g, -SO,CH,CHs).
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FT IR (solid, cm™): 3297 (m), 2980 (s), 2937 (m), 1699 (w), 1571 (m), 1514(m), 1454
(w), 1366 (w), 1265 (m), 1140 (s), 737 (w).
MS (ESI-): 645.2 ([M-H]).

3.1.4. Syntéza
oxazol-5-karboxamidu (6)

N-[3-amino-4-metoxyfenyl]-2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]-

1.00 mol ekv
OMe OMe
,Boc
N NH,
( o Boc K o
0=S=0 NH 0=S=0 NH
0 N\ 1M HCI o N
P 1,4-dioxan P
” N 40°C,12h ” N
OMe OMe
5 6 87 %
MW: 646.71 36.46 446.48

Literatara:*® Postup prevzaty z literatry upraveny predizenim reakéného Gasu na 12h,

zvySenim teploty na 40 °C a aplikovany na nas substrat 5.

Experimentalny postup: Do roztoku 100.0 mg (0.15 mmol, 1.00 mol ekv) latky 5
rozpustenej v 5 ml dioxanu sme pridali 5 ml 1 M HCI a reakénti zmes sme miesali 12 h pri
40 °C. Po prebehnuti reakcie sme pH upravili pridanim 5 ml nasyteného roztoku NaHCO3
na pH = 10, zmes sme extrahovali 3 x 10 ml EA, spojené organické fazy sme premyli
nasytenym roztokom NaCl a vysuSili nad bezvodym Na,SO,. ZvySok sme prefiltrovali,
filtrat zahustili pomocou RVO azvysky prchavych podielov odstranili pomocou HV.
Surovy produkt sme precistili triturdciou zo zmesi EA / Hex. Ziskali sme 60.0 mg (0.13

mmol, 86.9 %) produktu 6 vo forme bielej krystalickej latky.

TLC (prOdUkt 6) (SIOz, EA,2x VYVOIaIlé), Rg=0.45 (UV254).

'8 Hashimoto, Y.; Ishikawa, M.; Mita, Y.; Noguchi-Yachide, T.; Dodo, K. Bioorg Med Chem 2013, 21, 993-
1005.
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Poznamka: Zvysenim teploty reakénej zmesi na 50 °C sa produkt reakcie 6 rozpadaval. S

TFA pri 40 °C dochadza k odstraneniu len jednej Boc chréniacej skupiny.

Zlucenina 6 nie je Vv literatire opisana.

M.p.: 208.7-211.4 °C [EA], biela krytalicka latka.

DMSO-d (300 MHz)

7.03 (8.3, 1.9)

) 12N8 3 OMe 3.76
322(7 4)( NH, 4.60 (br)

8.70 (2.1 lz’
7.55 (8.6, 2.1)
7.28 (8.6) ¢\ 7.82

OMe a: 9.96 (br), 9.72 (br)
3.96

714(1 9)

6 MOO07-06.fi

| |
\
*‘fquUpw‘ WU}” v Vv UWDU\:

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, MO07-06.fid): 6 9.96 a9.72 (2 x s, 2 X 1H, Ca(1)-NH-
Cg(2) a -CONH-), 8.70 (d, 1H, J(A4,As) = 2.1 Hz, H-CA(6)), 7.82 (s, 1H, H-Cg(4)), 7.55
(dd, 1H, J(As,Ag) = 8.6 Hz, J(A4,As) = 2.1 Hz, H-Ca(4)), 7.28 (d, 1H, J(A3,A4) = 8.6 Hz,
H-Ca(3)), 7.14 (d, 1H, J(C,,Cs) = 1.9 Hz, H-C¢(2)), 7.03 (dd, 1H, J(Cs5,Cs) = 8.3 Hz,
J(C,,Ce) = 1.9 Hz, H-C¢(6)), 6.59 (d, 1H, J(C5,Cs) = 8.3 Hz, H-C¢(5)), 4.60 (br s, 2H, -
NH,), 3.96 (s, 3H, Ca(2)-OCHj3), 3.76 (s, 3H, Cc(4)-OCHg), 3.22 (q, 2H, J(CH,,CH3) = 7.4
Hz, -SO,CH,-), 1.12 (t, 3H, J(CH2,CH3) = 7.4 Hz, -SO,CH,CH3).

Posuny zvySkovych rozpustadiel v spektre: EA (4.03, 1.99, 1.17), EtOH (4.01, 3.17),
H,0 (3.33), DMSO (2.50).

—?
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg,

MOO07-06U.fid): § 157.3 (s,

7.2
CONH-), 154.5 (s, Cg(2)), 151.9 (s, 49, 6
Ca(2)), 145.8 (s, Cc(4)), 139.2 (d, o= s o)

Cs(4)), 1340 al1304 al129.9 | 123.1
al28.1 al27.7 (5x s, Ca(l) a
CA(5) a CB(5) a Cc(l) a Cc(3)),

123.1 (d, Ca(4)), 116.6 al13.3

151
OMe

56.2

8

1545 b: 134.0, 130.

6

a

1573
1392

a:

551 DMSO-dg (75 MHz)

OMe
145.8
NH2

104.5

116.6, 113. 2,111.0

3,113
4,129.9,128.1,127.7

MO07-06U.fid

2113.2 a111.0 (4x d, Ca(3) a Ca(6) a Cc(5) a Cc(6)), 104.5 (d, Cc(2)), 56.2 (4, Ca(2)-
OCHs), 55.1 (g, Cc(4)-OCHs), 49.6 (t, -SO,CH,-), 7.2 (4, -SO.CH,CHs).

FT IR (solid, cm™): 3295 (s), 1605 (s), 1571 (s), 1514 (s), 1443 (w), 1422 (m), 1265 (m),

1121 (s), 1087 (w), 738 (w).
MS (ESI+): 447.1 ([M+H]").
MS (ESI-): 445.1 ([M-H]).

3.1.5. Syntéza

fenyl)oxazol-5-karboxamidu (7)

2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]-N-(4-metoxy-3-ureido-

1.00 mol ekv 2.00
OMe
g Q
& o
0=s=0 N
o N KNCO (aq)
N sy ACO: 4 (?sHi)ZCO
ome H ’
6
MW: 446.48 81.11

ome H

O

/i\/NH O
A\
NJQN

7
489.50

18 %

. , 1
Literatara:*®

rozpustnosti a aplikovany na nas substrat 6.

9 | audien, R.; Mitzner, R. J. Chem Soc 2001, 11, 2226-2229.
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Experimentalny postup: Do roztoku 100.0 mg (0.22 mmol, 1.00 mol ekv) N-[3-amino-4-
metoxyfenyl]-2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-karboxamidu 6
rozpusteného v5 ml AcOH av 5 ml (CHj3),CO, sme pri RT pocas 18 h prikvapkavali
roztok 36.3 mg (0.45 mmol, 2.00 mol ekv) KNCO v 10 ml H,0. Pridanim 10 ml H,O
a neutralizaciou reakénej zmesi s 20 ml 5 M NaOH, vypadla z roztoku zrazenina, ktora
sme prefiltrovali na Biichnerovom lieviku, premyli 20 ml H,O, dosusili na vzduchu
a zvysky prchavych podielov odstranili pomocou HV. Surovi zmes sme precistili
pomocou FLC. Pomocou EA ako elu¢ného ¢inidla sme na kolone oddelili acetamid 7.1
spolu s vychodiskovou latkou 6 . Produkt 7 bol ziskany az po pridani MeOH do eluénej
zmesi (5 % MeOH / 95 % EA). Po precisteni zmesi sme ziskali 20.0 mg (0.04 mmol, 18.2
%) produktu 7 vo forme sivej krystalickej latky.

TLC (produkt 7): (SiOy, EA, 2 x vyvolané), R = 0.25 (UVss).

Zluenina 7 nie je V literatire opisana.

M.p.: 205.2-206.9 °C [EA], sivé krystalicka latka.

DMSO-d (300 MHz)

3.86
7.56 (8.6, 2.2) OMe

7.29 (8.6)
7.
1.12 7‘2\ N?f 6.13 (br)

3.22( 72) NH,
_& o)
o-s-o NH \ o

8.69 (2.1)
7.15 (8.8, 2.1) o5 7.38(2.2)
£By 7.
8.00 (8.8) N)\N 7.88

OMe a: 10.00 (br), 9.92 (br)
3.96
7 MO14-02C.fid
\\l \ ,‘“\ ) ﬂ It
4 M UM
\ \

| ol | A.‘

JUL - | -Jul\._._lu»JUlL_. I ,__J" Al'lJ\__...aj L-/ L;L.‘u A “

1 0 Peu

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds, MO14-02C fid): 6 10.00 29.92 (2 X s, 2 X 1H, Ca(1)-
NH-Cg(2) a -CONH-), 8.69 (d, 1H, J(As,Aq) = 2.1 Hz, H-Ca(6)), 8.00 (d, 1H, J(As,A4) =
8.8 Hz, H-Ca(3)), 7.88 2 7.88 (2 X s, 2 X 1H, H-Cg(4) a Cc(3)-NH-), 7.56 (dd, 1H, J(Cs,Cs)
= 8.6 Hz, J(C5,Cs) = 2.2 Hz, H-Cc(6)), 7.38 (d, 1H, J(C5,Ce) = 2.2 Hz, H-Cc(2)), 7.29 (d,
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1H, J(Cs,Cs) = 8.6 Hz, H-Cc(5)), 7.15 (dd, 1H, J(As,As) = 8.8 Hz, J(AsAg) = 2.1 Hz, H-
Ca(4)), 6.13 (br, 2H, -NH,), 3.96 (s, 3H, Ca(2)-OCHs), 3.86 (s, 3H, Cc(4)-OCHs3), 3.22 (g,

2H, J(CH,,CH3) = 7.2 Hz, -SO,CH,-), 1.12 (t, 3H,

J(CH2,CH3) = 7.2 Hz, -SO,CH,CHs).

Posuny zvyS$kovych rozpuast'adiel v spektre: EA (4.03, 1.99, 1.17), H,O (3.33), DMF

(7.95, 2.89, 2.73), DMSO (2.50), (CH3),CO (2.09), AcOH (1.91).
BC-NMR (75 MHz, e DMSO-d; (75 MHz)
OMe
DMSO-dg, MO14- 73 d__(147.4
: NH
02U.fid): ¢ 157.7 a156.0 | 497 ¢ by NH,
0=8-0 o B~1037 42
al548 al522 (4x s A a)—NH
Ca(2) a Cg(2) a CONH- a b ¢ OB\ a: 157.7, 156.0, 154.8, 152.2
d /@B\ 139.2 1 132.3,131.1, 130.1, 128.2, 125.6, 123.4
-NH-CO-NH,), 147.4 (s, a] b'N"a N c:118.3,116.9
OMe d: 112.2, 111.2
Cc(4)), 139.2 (d, Cg(4)), e , e: 56.4, 55.7 MO 14.020.fid

1323 al3ll a1301

a128.2 2125.6 a123.4 (6x s, Ca(1) @ Ca(4) a Ca(5) a Cg(5) a Cc(1) a Cc(3)), 118.3
a116.9 (2x d, Ca(6) a Cc(6)), 112.2 a111.2 (2x d, Ca(3), Cc(5)), 103.7 (Cc(2)), 56.4

a55.7 (2x g, Ca(2)-OCHa, Cc(4)-OCHsa)), 49.7 (t, -

FT IR (solid, cm™): 3330.4 (s), 1608.7 (m), 157

802CH2-), 7.3 (q, -SOzCHzQH3).

0.7 (m), 1515.8 (s), 1409.6 (w), 1265.5

(m), 1145.6 (M), 1123.6 (m), 1021.1 (w), 807.7 (W), 716.5 (w).

MS (ESI+): 490.1 ([M+H]").
MS (ESI-): 488.0 ([M-H]).

3.1.6. Syntéza 5-nitro-1, 10-fenantrolinu (11)

1.00 mol ekv
X
|
N A HNO; / H,SO,
N H,SO,
| 170 °C, 20 h
10
MW: 180.21

| X
N__~
N NO,
! =
1M1 64%
225.20
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Literatiira:*° Postup s rovnakym substratom 10 uvedeny v literature.

Experimentalny postup: Do roztoku 2.00 g (0.01 mol, 1.00 mol ekv) 1,10-fenantrolinu

(10) rozpusteného v 20 ml 96 % H,SO,4 sme za chladenia a miesania prikvapkavali 50 ml

nitra¢nej zmesi (96 % H,SO,4 a 65 % HNO3, 1/1). Reaként zmes sme refluxovali 20 h pri

170 °C. Reakéna zmes sme za chladenia 'adom neutralizovali 10 M roztokom NaOH (150

ml) na pH = 8 a extrahovali 4 x 100 ml EA. Spojené organické fazy sme premyli

nasytenym roztokom NaCl a vysu$ili nad bezvodym Na,SOy, prefiltrovali, zahustili na

RVO a zvysky prchavych podielov odstranili pomocou HV. Ziskali sme 1.60 g (7.1 mmol,

64.0 %) produktu 11 vo forme Zzltej krystalickej latky.

TLC (produkt 11): (SiO,, EA, 1 x vyvolané), Rg = 0.24 (UV3sy).

Poznamka: Pri pH = 2 zacne z roztoku krystalizovat’ nerozpustny NaHSOj.

Zluenina 11 je Vv literature kompletne spektralne opisana.

M.p.: 201.8-202.3 °C [EA], Zlta krystalicka latka.

9.32 (4.4, 1.7)

9.37 4.4,1.7) 12 2

7.80 (8.1, 4.4)

CDCI; (300 MHz)

8.44 (8.1, 1.7)

8.70

N NO,
9.04 (8.7, 1.7)
7.84 (8.7, 4.4)
11 MO08-04.fid

N

-

A

7PM

-

|

IH-NMR (300 MHz, CDCls, MO08-04.fid): 6 9.37 (dd, 1H, J(2,3) = 4.4 Hz, J(2,4)

T
0PPM

=17

Hz, H-C(2)), 9.32 (dd, 1H, J(8,9) = 4.4 Hz, J(7,9) = 1.7 Hz, H-C(9)), 9.04 (dd, 1H, J(3,4) =

20 xu, C. Monatsh Chem 2010, 141, 631-635.
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8.7 Hz, J(2,4) = 1.7 Hz, H-C(4)), 8.70 (s, 1H, H-C(6)), 8.44 (dd, 1H, J(7,8) = 8.1 Hz,
J(7,9) = 1.7 Hz, H-C(7)), 7.77 - 7.89 (m, 2H, H-C(3) a H-C(8)).

Posuny zvySkovych rozpuast'adiel v spektre: CHCI; (7.27), EA (4.12, 2.05, 1.26), H,O
(1.64).

DMSO-d (300 MHz)

7.99 (8.2, 4.2)
9.30 (4.2, 1.6) 5, 8.83 (8.2, 1.6)

9.09

. NO
934 44,17 U2 2 89486 1.7)

8.02 (8.6, 4.4)
1 MO08-05.fid

M “ EA 02 50 us 5o o a2 =
J Lo . JL\_. Il i e
L S T S

e e N B e o e S e e e s e e A e
5 4 3 2 1 0 PPM

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, MO08-05.fid): ¢ 9.34 (dd, 1H, J(2,3) = 4.4 Hz, J(2,4) =
1.7 Hz, H-C(2)), 9.30 (dd, 1H, J(8,9) = 4.2 Hz, J(7,9) = 1.6 Hz, H-C(9)), 9.09 (s, 1H, H-
C(6)), 8.94 (dd, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, J(2,4) = 1.7 Hz, H-C(4)), 8.83 (dd, 1H, J(7,8) = 8.2
Hz, J(7,9) = 1.6 Hz, H-C(7)), 7.94 - 8.05 (m, 2H, H-C(3) a H-C(8)).

Posuny zvySkovych rozpustadiel v spektre: EA (4.03, 1.99, 1.17), H,O (3.33), DMSO
(2.50), (CH3),CO (2.09).

BC-NMR:%
FT IR, MS: %

2l Guo, H.; Ji, S.; Wu, W.; Wu, W. Zhao, J.; Ding, H.; Li, X.; Yuan, X.; Ding, H.; Gao, P.; Zhao, Ch. Org
Lett 2010, 12, 2876-2879.
22 Xu, C. Monatsh Chem 2010, 141, 631-635.
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3.1.7. Syntéza 1, 10-fenantrolin-5-aminu (12)

1.00 mol ekv 2.00
[ [
N A N,H,.H,0 N A
EtOH, Pd/C

N NOz  "RT,18h N NH;

= =

11 50.06 12 9%

MW: 22520  d: 1.032 g/ml 195.22

Literatiira:*® Postup s rovnakym substratom 11 uvedeny v literattre.

Experimentalny postup: Do roztoku 1.20 g (5.33 mmol, 1.00 mol ekv) nitrofenantrolinu
(11) rozpustené¢ho v 20 ml EtOH sme prikvapkali 517 ul (533.50 mg, 10.66 mmol, 5.00
mol ekv) NyH4.H2O. Pocas 3 h sme pri RT postupne pridavali 50.0 mg Pd/C a reakciu
nechali prebiehat’ cez noc. Reakénu zmes sme odfiltrovali cez kratky stipec silikagélu.
Produkt 12 vykrystalizoval z roztoku po odfiltrovani tuhych podielov z r. zmesi, vysusili
sme ho na vzduchu a zvysky prchavych podielov odstranili pomocou HV a ziskali 1.00 g
(5.12 mmol, 96.1 %) produktu 12 vo forme zlto-hnedej krystalicke;j latky.

TLC (produkt 12): (reverzna C18 platiia, MeOH, 1 x vyvolané), Rg = 0.55 (UV3sy).

Poznamka: Produkt reakcie 12 pocas 24 hod statia samovolne zmenil farbu na hnedo-

¢iernu bez zmeny kvality.

Zlaenina 12 je Vv literature kompletne spektralne opisana.

M.p.: 244.8-246.5 °C [EtOH], hnedo-¢ierna krystalicka latka.

23 | ce, S. J.: Bae, D. R.; Han, W. S.; Lee S. S.; Jung, J. H. Eur J Inorg Chem 2008, 10, 1559-1564.
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DMSO-d, (300 MHz)

7.74 (8.3, 4.2)
9.05 (4.2, 1.6) 5\, 8.69 (8.3, 1.6)

NH,5-14 (br)

8.69 (4.2,1.7) \2_~ 8.04(8.3,1.7)
7.51 (8.3, 4.2)
12 MO10-04.fid

MW i ol

L S S o N e S S B e e e I s e I e e o e L e e e
6 5 4 3 2 1 PPM

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, MO10-04.fid): 6 9.05 (dd, 1H, J(8,9) = 4.2 Hz, J(7,9) =
1.6 Hz, H-C(9)), 8.69 (dd, 1H, J(7,8) = 8.3 Hz, J(7,9) = 1.6 Hz, H-C(7)), 8.69 (dd, J(2,3) =
4.2 Hz, J(2,4) = 1.7 Hz, H-C(2)), 8.04 (dd, 1H, J(3,4) = 8.3 Hz, J(2,4) = 1.7 Hz, H-C(4)),
7.74 (dd, 1H, J(7,8) = 8.3 Hz, J(8,9) = 4.2 Hz, H-C(8)), 7.51 (dd, 1H, J(3,4) = 8.3 Hz,
J(2,3) = 4.2 Hz, H-C(3)), 6.86 (s, 1H, H-C(6)), 6.14 (br s, 2H, -NH,).

Posuny zvySkovych rozpustadiel v spektre: EA (4.03, 1.99, 1.17), H,O (3.33), DMSO
(2.50), (CH3)2CO (2.09).

BC.NMR, FT IR:%
MS:%®

24 Garcia-Fresnadillo, D.; Orellana, G. Helv Chim Acta 2001, 84, 2708-2730.
%% | ce, S. J.: Bae, D. R.; Han, W. S.; Lee S. S.; Jung, J. H. Eur J Inorg Chem 2008, 10, 1559-1564.
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3.1.8. Syntéza 1-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)mocoviny (15)

1.00 mol ekv 2.00

OH OH H

NH, KNCO (aq) NTNHZ
ACOH / (CH5),CO o
RT, 20 h
N02 NOZ
14 15 82%

MW: 154.12 81.11 197.15

Literatara:*® Reakéné podmienky z literatiry boli upravené predlzenim reakéného casu,

pridanim acetonu a aplikované na nas substrat 14.

Experimentalny postup: Do roztoku 2.00 g (12.98 mmol, 1.00 mol ekv) 2-amino-4-
nitrofenolu (14) rozpusteného v 20 ml AcOH a 20 ml (CH3),CO sme pocas 20 h pri RT
prikvapkavali roztok 2.10 g KNCO (25.95 mmol, 2.00 mol ekv) v 20 ml H,O. Pocas
reakcie vykrystalizovala latka, ktorti sme prefiltrovali na Biichnerovom lieviku, premyli 20
ml H,0, dosusili na vzduchu a zvysky prchavych podielov odstranili pomocou HV. Ziskali
sme 210 g (10.65 mmol, 821 %) zmesi produktu 15 a N-(2-hydroxy-5-
nitrofenyl)acetamidu v 6 % zastipeni. Zmes sme bez dalSieho Ccistenia pouzili

Vv nasledujucom syntetickom kroku.

TLC (produkt 15): (SiO,, EA, 1 x vyvolané), Rg = 0.54 (UV3sy).

Poznamka: N-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)acetamid ma rovnaky posun pri TLC analyze ako
produkt reakcie 15. Tieto latky sa preto na danom nosici daja len problematicky podelit

chromatografiou.

Zlucenina 15 nie je v literatire opisana.

M.p.: 215.3-217.8 °C [(CH3).CO], biela krystalicka latka.

% |audien, R.; Mitzner, R. J. Chem. Soc 2001, 11, 2226-2229.
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NO,

15300 g0
OH . 640(bn)
6.95 (8.9) @ NTNHZ
7.74 (8.9, 2.9) O

DMSO-d; (300 MHz)

9.01 (2.9)

15 MO21-01.fid

A \
— A W S W,

J

|
_J,

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, MO21-01.fid): ¢ 11.53 (br s, 1H, -OH), 9.01 (d, 1H,
J(4,6) = 2.9 Hz, H-C(6)), 8.26 (s, 1H, C(1)-NHCO-), 7.74 (dd, 1H, J(3,4) = 8.9 Hz, J(4,6)
= 2.9 Hz, H-C(4)), 6.95 (d, 1H, J(3,4) = 8.9 Hz, H-C(3)), 6.40 (br s, 2H, -CONH,).

Posuny vedlajSieho produktu: 9.46, 8.93, 7.89, 7.02, 2.14.
Posuny zvySkovych rozpuastadiel v spektre: H,O (3.34), DMSO (2.51), (CHs),CO

(2.09), AcOH (1.91).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, MO21-01U fid):

8 156.4 (s, -NH-CO-NH,), 152.2 (s, C(2)), 140.0 (s,
C(5)), 129.5 (s, C(1)), 118.1 (d, C(4)), 114.1a 113.3
(2 x d, C(3) a C(6)).

152.2

140.0

129.5 DMSO-dG (75 MHZ)

O“/n "
2 e
118.1

aO\

156.4
a: 114.1,113.3
17 MO21-01U.fid

NO,

FT IR (solid, cm™): 3475 (m), 3355 (s), 3214 (W), 2851 (W), 2564 (m), 1672 (w), 1411

(m), 1327 (s), 1282 (s), 1206 (w), 1082 (m).

MS (ESI+): 198.0 ([M+H]").
MS (ESI-): 196.1 ([M-H]).

-67 -




3.1.9. Syntéza 1-(5-amino-2-hydroxyfenyl)mocoviny (16)

1.00 mol ekv 5.00
il 2 NoH,4.H,0 il 2
O EtOH, Pd/C O
RT, 3 h
NO, NH,
15 50.06 16 57%
MW: 197.15 d: 1.032 g/ml 167.17

Literatara:>’ Reakéné podmienky prevzaté z literatary aplikované na naSom substrate 15.

Experimentalny postup: Do roztoku 350.0 mg (1.78 mmol, 1.00 mol ekv) mocoviny 15
rozpustenej v 20 ml EtOH sme prikvapkali 430.6 pul (444.4 mg, 8.88 mmol, 5.00 mol ekv).
N2H4.H20. Pocas 3 h sme pri RT postupne pridavali 30.0 mg Pd/C. Po identifikacii
smerodajného posunu na TLC analyze sme Pd/C z reakénej zmesi odfiltrovali cez kratky
stipec silikagélu, EtOH odparili na RVO a zvysky prchavych podielov odstranili pomocou
HV. Ziskali sme 170.0 mg (1.02 mmol, 57.3 %) produktu 16 vo forme Zltej krystalickej
latky.

TLC (produkt 16): (SiO,, EA, 1 x vyvolané), Rg = 0.21 (UV2s4).

Poznamka: Produkt 16 po par dnoch zmenil farbu na tmavo ¢iernu, podla 'H-NMR

spektra zostala kvalita latky zachovana.

Zlucenina 16 nie je v literature opisana.

M.p.: 173.8-176.0 °C [EtOH], ¢ierna krystalicka latka.

2" Dewar, M. J. S.; Mole, T. J. Chem Soc 1956, 2556.
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DMSO-d (300 MHz)
8.93 (br) o
OH | 6.19 (br)
N_ _NH
6.54 (8.3) D
6.09 (8.3, 2.7) “ o)
NH,  7.16 (2.7)
441(br) 46  mo18-01.fid

NQMJ g_./qu I

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, MO18-01.fid): 6 8.93 (br s, 1H, -OH), 7.91 (s, 1H, C(1)-
NH-), 7.16 (d, 1H, J(4,6) = 2.7 Hz, H-C(6)), 6.54 (d, 1H, J(3,4) = 8.3 Hz, H-C(3)), 6.19 (br
s, 2H, -CONHy), 6.09 (dd, 1H, J(3,4) = 8.3 Hz, J(4,6) = 2.7 Hz, H-C(4)), 4.41 (br s, 2H,
C(5)-NHy).

Posuny zvyS$kovych rozpustadiel v spektre: H,O (3.34), DMSO (2.51), (CHj3),CO
(2.09).

129.0 DMSO-dg (75 MHz)
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, MO18-01U fid): 13745 0
0 157.1 (s, -NHCONH;), 1415 (s, C(5)), 137.4 (s, | 116.2 \[(\2
C(2)), 129.0 (s, C(1)), 116.2 (d, C(3)), 108.2 @ 0 st
a106.5 (2 x d, C(4) a C(6)). NH, a:108.2, 106.5
16 MO18-01U.fid

FT IR (solid, cm™): 3432 (m), 3377 (m), 3290 (s), 3197 (w), 1651 (s), 1543 (m), 1370
(w), 1234 (m), 1176 (w), 1024 (w), 777 (m).

MS (ESI+): 168.1 ([M+H]").

MS (ESI-): 166.1 ([M-H]).
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3.1.10. Syntéza 2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]-N-(4-hydroxy-3-
ureidofenyl)oxazol-5-karboxamidu (17)

1.00 mol ekv 1.00 1.10 1.10 OH

0 _( o QO}/NHz

0=S=0 OH OH | 0=S=0 NH
N_ _NH
0/\%( g 2 HoBt, EDC 0\
+ /k
s 0O DMF abs SN

N~ N RT, 18 h N
OMe NH, OMe
4 16 135.12 (HOB) 17 76 %
MW: 326.33 167.17 155.24 (EDC) 475.48

Literatara:?® Postup prevzaty z literatary aplikovany na najom substréte 16.

Experimentalny postup: Do roztoku 300.0 mg (0.92 mmol, 1.00 mol ekv) kyseliny 4
rozpustenej v 10 ml DMF abs sme pridali 153.7 mg (0.92 mmol, 1.00 mol ekv) mocoviny
16, 136.6 mg (1.01 mmol, 1.10 mol ekv) HOBt, 157.0 mg (1.01 mmol, 1.10 mol ekv) EDC
areakéni zmes sme pocas 18 h mieSali pri RT. Pridali sme 100 ml H,O az roztoku
vypadla latka, ktorti sme prefiltrovali na Biichnerovom lieviku, vysu$ili na vzduchu a
zvysSky prchavych podielov odstranili pomocou HV. Ziskali sme 330.0 mg (0,69 mmol,
75.5 %) produktu 17 vo forme ¢ierno-hnedej tuhej latky.

TLC (produkt 17): (SiOy, EA, 2 x vyvolané), Re = 0.15 (UVasa).

Zlucenina 17 nie je v literatire opisana.

M.p.: 179.9-182.2 °C [DMF], ¢ierno-hneda tuha latka.

%8 Kohda, K.; Kouketsu, A.; Matsuura, A.; Miyata, N.; Suzuki, T.; Kohara, A.; Ninomiya, S. Bioorg. Med
Chem Lett 2004, 14, 3313-3317.

-70 -



DMSO-dg (300 MHz)
7.21 (8.7, 2.5) ) oH 10.02 (br)

6.75 (8.7
112 \N ol
3.21 (7.4) ( rNHz

0=S=0 l o) 6.23 (br)
NH
8.70 (232? a 8.06(25)
Sl %
N /QN 7.88
OMe ';' a: 9.82 (br), 9.80 (br)

~

7.54 (8.6, 2.3)
7.28 (8.6)

3.95
17 MO20-02.fid

50 78 78 T4 72 70 &5 FRM

.

LALN _JL

T
10

IH-NMR (300 I\/IHz DMSO-ds, MO20-02. fid): 9 10.02 (br s, 1H, OH) 9.82 29.80 (2 X

OF‘PM

s, 2 X 1H, Ca(1)-NH-Cg(2) a -CONH-), 8.70 (d, 1H, J(A4,As) = 2.3 Hz, H-Ca(6)), 8.06 (d,
1H, J(C,,Cs) = 2.5 Hz, H-C¢(2)), 8.01 (s, 1H, Cc(3)-NHCO-), 7.88 (s, 1H, H-Cg(4)), 7.54
(dd, 1H, J(As,A4) = 8.6 Hz, J(A4,As) = 2.3 Hz, H-Ca(4)), 7.28 (d, 1H, J(As,As) = 8.6 Hz,
H-Ca(3)), 7.21 (dd, 1H, J(Cs,Ce) = 8.7 Hz, J(C2,Cs) = 2.5 Hz, H-Cc(6)), 6.75 (d, 1H,
J(C5,C6) = 8.7 Hz, H-C((5)), 6.23 (br s, 2H, -CONH,), 3.95 (s, 3H, Ca(2)-OCHs), 3.21 (q,
2H, J(CH,,CH3) = 7.4 Hz, -SO,CH,-), 1.12 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.4 Hz, -SO,CH,CH3).

Posuny zvys$kovych rozpist’adiel v spektre: DMF (7.95, 2.89, 2.73), EA (4.03, 1.99,

1.17), H,0 (3.35), DMSO (2.50), (CH3),CO (2.09).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-

ds, MO20-02U.fid): & 157.6 08 74
a156.4 a154.9 a152.1 (4 x s, o= S o
Ca(2) a Cg(2) a -CONH- a - 1233 #\
NHCONH,), 142.3 (s, Cc(4)),

139.3 (d, Cg(4)), 130.8 a130.1 OMe
a130.0 a128.4 a128.3 (5 X s, 064

17

DMSO-dg (75 MHz)

a: 157.6, 156.4, 154.9, 152.1
b: 130.8, 130.1, 130.0, 128.4, 128.3
c: 116.8, 114.4, 114.3, 112.0, 111.2

MO20-02U.fid

Ca(l) @ Ca(5) a Cg(5) a Cc(1) a Cc(3)), 123.3 (d, Ca(4)), 116.8, 114.4, 114.3, 112.0
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alll.2 (5 x d, Ca(3), Ca(6), Cc(2), Cc(5) a Cc(6)), 56.4 (g, Ca(2)-OCHg), 49.8 (t, -
802CH2-), 7.4 (q, -SOzCHzQHg).

FT IR (solid, cm™): 3436 (m), 3350 (s), 2942 (W), 1667 (W), 1573 (s), 1526 (s), 1435 (m),
1347 (W), 1295 (m), 1126 (s), 1028 (w), 833 (w).

MS (ESI+): 498.0 ([M+Na]™).

MS (ESI-): 474.0 ([M-H]).
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4. DISKUSIA

TAM RTK su proteiny, ktorych signalne dréhy su zodpovedné za biologické
procesy ako prezitie, proliferacia, migracia buniek a mnoho d’alSich. V pripade ich
nadmernej expresie moze dochddzat k vzniku nadorovych ochoreni. Pripravou
a aplikaciou selektivnych inhibitorov je mozné progresivny rast tumorov ovplyvnit.
Uginnost  inhibitorov je posudzovana na zaklade viacerych  biologickych
a farmakokinetickych vlastnosti. Dokazom, ze molekuly kindzovych inhibitorov mézu byt
ucinnymi liekmi nadorovych ochoreni bolo schvalenie viacerych inhibitorov TKs ako
lieciv. Sunitinib, Vandetanib, C-52 a Spiroindolin su vSetko oznacenia inhibitorov, ktoré
boli schvalené FDA USA na lie¢bu nadorovych ochoreni. (Schéma 4) Slaba selektivita
znemoznuje cielent inhibiciu konkrétnej signalnej drahy, ¢o sposobuje mnohé vedlajsie
efekty apozorovanti toxicitu. Vyvoj tyrozin kinazovych inhibitorov preto smeruje
K priprave inhibitorov typu 2, ktoré zasahuju aj do menej konzervovanych Casti tyrozin
kindz atym zvySuju pravdepodobnost vyvoja selektivnych inhibitorov. Mnohé Stadie
V stcasnosti pouzivaji zname inhibitory ako vychodiskové Struktiry, pricom pre zlepSenie
selektivneho profilu dobudovavaju ich $trukturu alebo menia rozne Casti ich Struktary.

(Obrazok 16)

tFo
\\_/
/’~©/
Nl
Al s

-~ <
N ~ P

(N7 |
‘I /\J\\ ‘ \\
{HNT N7 DNHy

N
1
7
’

Obrazok 16. Inhibitor BMS-777607 so zakrazkovanymi navrhmi pre zvysenie selektivity inhibitorov na TK

BMS-777607 je inhibitor receptora Met typu II, ktory sa v sti¢asnosti nachadza
v §tadiu klinickych testov. Jeho cieleny inhibi¢ny uc¢inok je vSak obmedzeny nizkou
selektivitou. Autori ho pouzili na pripravu inhibitora T6g, ktory predstavuje jeden
Z najlepsich autormi vyvinutych inhibitorov receptorov rodiny TAM TK. Znizuje rast
tumoru omenej ako 10 %. Ide o inhibitor typu II, ktory sa viaZze aj do menej

konzervovanych miest enzymu, ¢o je hlavnou pri¢inou jeho selektivity vo¢i rodine TAM.
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Najvicsiu inhibiciu prejavuje voci Axl a Mer,

DFG-out struktury bol inhibitor T6g dokovany.

BMS-777607
PDB: 3F82
Axl IC59 1.1 NM
Mer IC5q 14 nM
Tyro3 1C55 4.3 nM

0 nieco mensiu voci Tyro3, do ktorého

SORS AN
NN

Tég

Obrazok 18. Selektivny inhibitor rodiny TAM T6ég pripraveny z BMS-777607.
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4.1. Priprava potencialneho inhibitora

receptorov VEGFR2 tyrozin

kinaz 2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]-N-(4-metoxy-3-

ureidofenyl)oxazol-5-karboxamidu (7)

' ' Boc,O el
! ! DMAP n
! O,N OMe ! O,N OMe 2 H,N OMe
. ! THF abs MeOH
: NH, | reflux 5h N—Boc  40°C.18h N—Boc
1 : / /
! 1 : Boc Boc
""""""""""""" . 2 8% 3 95 %
MeOH
SNCl | 402G, 18 h OMe ﬁ o
Boc 0=S=0 OH
N, o~
HzNQOMe N o Boc PR
1 NH HOBt i "
N 1M HCI o~ e OMe |4
31 98% — -
1,4-dioxan N N DMF abs
40°C,12h H RT, 18 h
HOBt | DMF abs OMe 5 95 % :
4+ o
EDC | RT, 18 h
OMe OMe
NH, NH
NH
} - S 0120 Q o>// i
0=S=0 NH KNCO (aq) NH
0 ACOH / (CH3),CO 0
= RT, 18 h P
N N 82% 87% N~ N skére = -55.25
OMe 6 OMe , 18 %
OMe OMe
NH NH
N ) o
o— sso °© o OH o=s=0 Ay HN )y NH
HN
i\ &
S =
N N~ N
skore = -57.19 OMe H skoére = -61.07
9

Schéma 1. Synteticky navrh a priprava prekurzoru 6, ako aj niektorych z predpovedanych VEGFR2 TK

inhibitorov.
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4.1.1. Syntéza di-terc-butyl (2-metoxy-5-nitrofenyl) imidodikarbonatu (2)

ZlG¢enina 1 predstavuje komeréna VL dvoj, alebo pét'stupniovej syntézy pocitacom
navrhnutého inhibitora 7.

Uskuto¢nili sme redukciu nitroderivatu 1 a pripravili aryldiaminovy produkt 3.1
ktory sme pouzili do reakcie s kyselinou 4. V 'H-NMR spektre urobenom zo surového
reak¢ného produktu (Schéma 14) sme identifikovali 2 regioizomérne latky 6 a 6.1, ktoré

sa li8ili naviazanim r6znych NH; skupin na kyselinu 4 v pomere priblizne 1/ 1.

OMe H2N

o O Lo

0=S=0 o4 OMe ot o= o NH OMe
NH,
(0] \ EDC
PS " DMF abs
N~ N RT, 18 h
OMe NH,
4 3.1

82 %
6.1

Schéma 14. Pozorovany vznik regioizomérov 6 a 6.1 v reakcii kyseliny 4 s nechranenym anilinom 3.1.

Kvoli pozorovanej neselektivite reakcie kyseliny 4 s diaminom 3.1 (Schéma 14)
sme sa rozhodli pripravit’ zla¢eninu 3 s jednou chranenou NH; skupinou. Ako chraniacu
skupinu sme sa rozhodli pouzit’ Boc, ktory je stabilny v bazickych podmienkach, pricom
Vv dostatocne kyslom prostredi dochddza k jeho odstraneniu. Pri priprave zluceniny 2 sme
vychadzali z komerc¢ne dostupného nitroanilinu 1 a postup syntézy sme prebrali z
literatury.” Pri spracovani reakcie sme pH reakénej zmesi upravili primeranym
mnozstvom kyseliny, ¢im sme protonizovali pritomny DMAP atym zvysili jeho
rozpustnost’ vo vode. Extrakciou do EA a naslednym odparenim rozpustadla sme ziskali
surovy produkt vo forme zltej krystalickej latky vo vytazku 98 %. V 'H-NMR spektre
urobenom zo surovej zmesi sme identifikovali disubstituovany anilin 2. Mechanizmus
reakcie zac¢ina nukleofilnym atakom atomu dusika molekuly DMAPu na karbonylovy uhlik
anhydridu Boc,0. (Schéma 15) Tymto atakom DMAP viaze Boc ¢asticu vo forme kladne
nabitej pyridiniovej soli, ktora je reaktivnejSia nez samotny Boc anhydrid. Vzniknutd sol’
potom reaguje s pritomnym nitroanilinom 1 najskér za vzniku monosubstituovaného 2.1

a v d’alSom kroku za vzniku disubstituovaného anilinu 2.
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Schéma 15. Mechanizmus chrdnenia anilinu 1.

4.1.2. Syntéza di-terc-butyl (5-amino-2-metoxyfenyl) imidodikarbonatu (3)

Pri syntéze zluceniny 3 sme vychadzali z nitroanilinu 2 S chranenou NH; skupinou.
Postup syntézy sme prebrali z litera‘uiry.16 Redukciu nitro skupiny sme uskuto¢nili s SnCl,
v MeOH. Bazickym pH sme vyzrazali vznikajuce zlu¢eniny cinu a zaroveil sme
zabezpedili, ze mierne bazicky anilinovy produkt 3 zostane po extrakcii v organickej faze.
Extrakciou a naslednym spracovanim sme izolovali anilin 3 vo vytazku 95 % v podobe
hnedého oleja, ktory po ase stuhol. V *H-NMR zo surového produktu 3 sme v CDCl;
nepozorovali NH, skupinu, ¢oho doévodom moéze byt jej Siroky pik a splynutie so
zakladnou  linou.  Predpokladany  mechanizmus  uvedenej reakcie  spociva
v jednoelektronovej (alebo viac pravdepodobnej 2e”) redukcii prekurzorov striedanej
S protonizaciou intermedidtov protdbnom zrozpu$tadla (na ilustraciu uvadzame

mechanizmus le- redukcie). (Schéma 16)
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\ \ \ N N “H, A
Og O, 09 O@ OH
. .0 + H . .. 2" .0 L9 opt
R-N-OH R-N-OH —" R-N-OH R-NH * -‘QH} R-NH + :OH R-NH, * H0

Schéma 16. Mechanizmus le- redukcie nitro skupiny.
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4.1.3. Syntéza N-[3-(di-terc-butyl imidodikarbonat)-4-metoxyfenyl]-2-[5-
(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-karboxamidu (5)

Pre pripravu amidu 5 sme pouzili anilin 3 pripraveny V predchadzajacom
syntetickom kroku a kyselinu 4, ktorej syntéza bola vyvinutd nedavno nasou vyskumnou
skupinou. Postup amidécie bol prevzaty z literatary.!” V *H-NMR spektre produktu sme
nevedeli jednoznacne priradit’ posuny kyslych vodikov NH skupin, pretoze predikcie
takychto typov vodikov su zat'azené velkou nepresnostou a ich posun vyraznejSie zavisi
od fyzikalnych podmienok (rozpustadla, pH, teploty ...). Mechanizmus kondenzaénej
reakcie anilinu 3 a kyseliny 4 spociva v adicii Kyseliny na karbodiimid, ¢o umozni 'ahsie
odstupenie kyslika z -COOH skupiny. (Schéma 17) Intermediat vzniknuty z kyseliny 4
a EDC je v prostredi nukleofilu nestabilny. Do reakcie sa pridava pomocné ¢inidlo HOBt,
ktoré vytvori intermediatny aktivovany -OBt ester kyseliny 4. Podstatou aktivacie
karbonylu z karboxylatu takymto esterom je mimoriadna schopnost’ odstupenia esterickej
skupiny za vzniku stabilného "OBt anionu stabilizovaného delokalizaciou na aromatickom
systéme atiez elektronakceptornymi vlastnostami troch dusikovych atémov triazolu.
Aktivovany ester vznika in situ (neizolujeme ho) atento d’alej reaguje aj so slabo

nukleofilnymi anilinmi uz pri RT za vzniku pozadovanych amidov.
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Schéma 17. Mechanizmus vzniku amidov pouzitim HOBt a EDC.
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4.1.4. Syntéza N-[3-amino-4-metoxyfenyl]-2-[5-(etylsulfonyl)-2-
metoxyfenylamino]oxazol-5-karboxamidu (6)

Zlucenina 6 je kIaicovym prekurzorom syntézy cielovych molekul potencidlnych
inhibitorov VEGFR2 tyrozin kinazy. Latku 6 sme pripravili odchranenim Boc skupin
z amidu 5. Pésobenim TFA doslo len k odstraneniu jednej Boc chraniacej skupiny, preto
sme skusali rozne iné reakéné podmienky (kyseliny, teploty, rozpustadla) a ako najlepSie
sa ukazala byt reakcia s1 M HCI v 1,4-dioxane pri teplote 40 °C. Postup z pouZitej
literatary bol upraveny predizenim reakéného Gasu na 12 h a zvysenim teploty na 40 °C."?
Vysledok reakcie bol citlivy na teplotu a uz pri teplote 50 °C dochadzalo k degradacii
produktu 6. Upravenim pH reakénej zmesi bazou, extrakciou a preéistenim surového
produktu trituraciou (EA / Hex) sme ziskali produkt 6 v 87 % vytazku. Objemny terc-
butyl v Boc skupine chrani jej karbonyl pred nukleofilnym atakom, ale Boc skupina je
citliva na kyslé prostredie arozpada sa na relativne stabilny tercialny karbokation

a karbamov kyselinu, ktora po dekarboxylacii uvol'ni pozadovany amin. (Schéma 18)

A2

O O o/
>0 hai OH (y—OH -CO,

R-NH  ——= R-NH © 4 T» R—NU , R—NH,
Cl proton transfer

Schéma 18. Mechanizmus odchranenia Boc skupiny.

4.1.5. Syntéza 2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]-N-(4-metoxy-3-
ureidofenyl)oxazol-5-karboxamidu (7)

ZluCenina 7 je pocitatom navrhnuty potencidlny inhibitor VEGFR2 TK. Postup
syntézy mocovin z anilinov je uvedeny v citovanej literatare.?® Zistili sme, ze pre lepsi
priebeh reakcie je vyhodné roztok KNCO do reakcnej zmesi postupne prikvapkavat.
Produkt sme zreakénej zmesi vyzrazali pridavkom vody a ziskali tak po premyti a

vysudeni surovy produkt 7. Analyzou *H-NMR spektra sme v fiom identifikovali okrem
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produktu 7 aj vedl'ajsi produkt acetamid 7.1. Ten ma v porovnani s produktom 7 namiesto
terminalnej NHj; skupiny naviazanti metylovu skupinu. V nami navrhnutom mechanizme je
vysvetleny vznik produktu 7 aj konkurenéného vedl'ajSicho produktu 7.1 reakciou anilinu 6
a ¢inidla (zmieSany anhydrid kys. octovej a karbamovej), ktoré vzniklo in situ v r. zmesi
z uvolnenej kyseliny izokyanatej a pritomnej kyseliny octovej. (Schéma 19) Produkt 7
sme sa po viacerych neuspesnych krystalizaciach rozhodli izolovat’ pomocou FLC. Ako
elucné Cinidlo sme pouzili Cisty EA, ktorym sme oddelili vedlajsi produkt acetamid 7.1. a
na nasledné vymytie produktu 7 z kolony sme do eluc¢nej zmesi pridali 5 % MeOH. Po

FLC separacii sme ziskali 18 % ¢istého produktu 7.

o ° 0 omH ]
~ 0o 0 " C 2 S—NH
H-N=C=0 + )J\OH )ko/gNH’ma )kojLNHZ—' R-NH
\/ 7
(OmHz O>_
I

Co NH, R7NH
7.1

Schéma 19. Mechanizmus vzniku mocovinového produktu 7 a vedl'ajsieho produktu acetamidu 7.1.

Dalsie predpovedané inhibitory 8 a 9 sa nam zatial’ nepodarilo pripravit.
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4.2. Syntéza potencialneho

inhibitora

2-[5-(etylsulfonyl)-2-

metoxyfenylamino]-N-(1, 10-fenantrolin-5-yl)oxazol-5-karboxamidu (13)

HNO;
H,SO,

H,SO,
170°C, 20 h

0=s=0 A _or
(@) \ \
N N 0=5=0 Q
OMe o
4 RH J\\\
4.1 R: Bt ” N
OMe
13

| X
NoH,H,0 N
EtOH, Pd/C
NO2 "R 18h N NH,
=
64 % 12 96 %
HOBt, EDC 4
DMF abs, RT, 18 h
M93A| 4.1
DCM, RT, 36 h
BuLi a1
DMF, - 70 °C
skére: - 58.46 Deoxo F 4
Et;N, DMF abs, -20 °C

Schéma 2. Navrh a realizacia syntézy predpovedaného VEGFR2 TK inhibitora 13.

4.2.1. Syntéza 5-nitro-1, 10-fenantrolinu (12)

Syntéza nitrofenantrolinu 11 predstavuje prvy krok trojstupniovej

syntézy

pocitacom predikovaného potencidlneho inhibitora 13. Postup prvého stupnia syntézy je

priamo opisany v literatare.?® Pri priprave nitrofenantrolinu 11 sme vychadzali z komercne

dostupného fenantrolinu 10. Volny elektronovy par pyridinového jadra sa nezapaja do

konjugacie a pritomné dusiky pdsobia iba svojim elektronakceptornym efektom a tieto

jadra st teda relativne elektronovo chudobné. Z uvedeného ddvodu nitracia fenantrolinu 10

prebieha prednostne na stredovom aromatickom jadre. V nitraénej zmesi konc. kyselina

sirova protonizuje konc. kyselinu dusi¢ni za vzniku medziproduktu, ktory po odstiipeni

molekuly vody umoznuje vznik elektrofilného

nitroniového kationu. (Schéma 20) Tato

Castica reaguje cez w a d komplex a vysledkom je oakévany produkt 11.
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pi komplex sigma komplex

Schéma 20. Mechanizmus nitracie fenantrolinu 10

4.2.2. Syntéza 1,10-fenantrolin-5-aminu (12)

Na redukciu nitro skupiny v zli¢enine 11 sme pouzili monohydrat hydrazinu
v EtOH. Katalyzatorom reakcie bol Pd/C. Hydrazin hydrat v reakcii sluZzi ako zdroj vodika,
ktory sa podiel'a na samotnej redukcii nitro skupiny. (Schéma 21) Podstatou urychlenia
reakcie je okrem iného aj energeticky zisk dosiahnuty vznikom stabilnej molekuly
plynného dusika, ktorého uvolfiovanie sa da vidiet, ako Sumenie na hladine reakénej
zmesi. Zistili sme, Ze postupné pridavanie katalyzatora pocas reakcie samotnu reakciu
redukcie nitro skupiny urychl'uje. Produkt 12 pocas 24 h od jeho pripravy zmenil farbu na

hnedo-c¢iernu, avSak kvalita latky zostala podla NMR analyzy zachovana.

0 H OH OH A K H )
P " a 2 2H
R-N® —— (R-N® —— RN R-N=0 R-N-OH —— | R-NH, * H;0

O@ O@ protén transfer b -H 20

Schéma 21. Mechanizmus redukcie nitro skupiny.

4.2.3. Syntéza  2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]-N-(1, 10-fenantrolin-5-
yloxazol-5-karboxamidu (13)

Pripravu potencidlneho inhibitora 13 sme chceli uskuto¢nit’ pomocou HBOt, EDC
cez vytvorenie aktivovaného esteru z kyseliny 4, ktory mal byt nasledne atakovany
aminofenantrolinom 12. Avsak ani po viacerych pokusoch sa nam amid 13 nepodarilo
pripravit. Preto sme skusili upravit’ reakéné podmienky zvySenim teploty z RT na 70 °C,

zmenou poradia pridavania reaktantov, zmenou ekvivalentov reagujtcich latok, predlzenim
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reakéného Casu atd’. (Schéma 2) Ziadna ztychto uprav reakénych podmienok viak
neviedla kvzniku pozadovanému amidu 13. V niektorych pripadoch dochadzalo na
zaklade TLC analyzy kubytku VL akvzniku novej Skvrny. AvSak, po spracovani
a nasledne;j 'H-NMR analyze sme izolovali iba vychodiskové latky alen tazko
charakterizovatelnii zmes ostatnych latok. Rozhodli sme sa preto testovat’ iné reakéné
podmienky. Pouzili sme aj MesAl v DCM s aktivovanym -OBt esterom. Opéat’ viaceré
pokusy neviedli k jednozna¢nej priprave produktu 13. *H-NMR spektrum bolo natolko
prekryté, ze sme vinom nedokazali s istotou identifikovat’ pritomnost’ produktu 13.
Rozhodli sme sa preto ziskani zmes vy¢istit FLC chromatografiou na reverzno-fazove;j
kolone, avsak ziskané frakcie viedli bud’ k izolacii vychodiskovych latok, alebo k izolacii
neidentifikovatel'nych vedlajsich latok.

Dal§im pokusom pripravy produktu 13 bola reakcia anilinu 12 s BuLi a nasledne s
aktivovanym HOBt esterom. BuLi je silna baza a z aminov podmienuje vznik anionu NH’,
¢im malo dojst’ k zvySeniu nukleofility pdvodného anilinu 12. Reakciu uskuto¢nenti za
chladenia (izopropanol/N;) sme uskuto¢nili v rozpustadlach DMF aj THF. Obidva pripady
vSak neviedli k izolacii o¢akavaného produktu 13.

Poslednym pokusom bola reakcia kyseliny 4 s Deoxofluérom v pritomnosti bazy
EtsN. Uéinkom fluoraéného &inidla malo dojst’ k vytvoreniu fluoridu kyseliny a ten mal
reagovat’ s aminofenantrolinom 12. Reakcie prebiehali v suchych rozptastadlach DMF
alebo aj THF. Pri vietkych odskusanych podmienkach sme v *H-NMR spektrach surovych
produktov identifikovali vychodiskové latky, popripade doslo k ich destrukcii.

Moznu pri¢inu nereaktivnosti zlu¢eniny 12 predpokladame v

nizkej nukleofilite. VoI'né elektronové pary na dusikoch pyridinovych | ~

jadier sa nezapdjaju do konjugécie, ¢im su tieto jadra elektronovo N H
chudobné. Predpokladdme, Ze tento efekt sa prejavi aj na strednom

jadre, na ktorom je naviazana NH, skupina, ktora mala v reakcii N NH,
reagovat’ za vzniku amidu. Tiez pritomnost’ vodikov na alfa a beta | =

H

uhliku skeletu fenantrolinu vo¢i NH, skupine, by mohli stéricky
branit’ naviazaniu anilinu na OBt ester kyseliny 4. Pouzitim vsetkych uvedenych reakénych

podmienok, ani ich upravami sa nam pozadovany produkt 13 zatial’ nepodarilo pripravit'.
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4.3. Syntéza potencialneho inhibitora 2-[5-(etylsulfonyl)-2-
metoxyfenylamino]-N-(4-hydroxy-3-ureidofenyl)oxazol-5-karboxamidu
(17)

i i KNCO (aq) N,H, . H,0

' O,N OH ; O,N OH HaoN OH —
: ' AcOH/(CH5),CO EtOH, Pd/C

E | RT, 20 h RT, 3 h

NH, | NH NH
__________ 14 NH, NH,
15 82 % ﬁ 16 57 %
o (0]
OH 0=S=0 OH
NH i \
NH ~
ojs:o N\ i o>r ’ L N~ N
HOBt
0\ EDC 4
/k\N . DMF abs
H skore = -53.93 RT, 18 h
OMe
17 76 %

Schéma 3. Navrh a realizicia syntézy predpovedaného inhibitora VEGFR2 TK.

4.3.1. Syntéza 1-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)mocoviny (15)

ZluCenina 15 predstavuje produkt prvého kroku trojstupniovej syntézy, ktorej
cielom je priprava potencidlneho inhibitora 17. Na prvy stupeit sme pouZili reakéné
podmienky ako boli pouzité v reakcii na pripravu molekuly 7 z latky 6. (Schéma 1) Podl'a
NMR analyzy sme v surovom produkte okrem oc¢akavaného produktu 15 identifikovali aj
pritomnost’ nezelaného acetamidu (do 10 %) podobne ako acetamid 7.1 vzniknuty pri
priprave latky 7. Pripravenu surova zmes sme pouzili priamo do dalsieho kroku bez

¢istenia.

4.3.2. Syntéza 1-(5-amino-2-hydroxyfenyl)mocoviny (16)

Ako vychodiskovu latku na pripravu anilinu 16 sme pouzili surovi mocovinu 15.

Reakéné podmienky boli prevzaté z literatl'lry.27 Postup syntézy je rovnaky ako v pripade
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redukcie nitro skupiny nitrofenantrolinu 11. Podla 'H-NMR spektra surovej zmesi ziskanej
po redukcii, aminomocovinovy produkt 16 obsahoval aj minoritné zastipenie nezelaného

aminoacetamidu. Do d’al$ej syntézy sme postupovali SO zmesou bez d’alSieho ¢istenia.

4.3.3 Syntéza 2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]-N-(4-hydroxy-3-
ureidofenyl)oxazol-5-karboxamidu (17)

ZlG¢enina 17 je cielovou molekulou navrhnutej trojstupniovej syntézy. Latka 17 ma
byt’ potencialnym inhibitorom VEGFR2 tyrozin kinazy. Na jej pripravu sme pouzili nami
pouzivany synteticky sposob pripravy amidov z kyseliny 4 pomocou HOBt a EDC
V bezvodom prostredi. Surovy produkt sme ziskali filtraciou vypadnutej latky z roztoku po
pridani vody k reakénej zmesi. *H-NMR analyza potvrdila pritomnost’ tentoraz &istého
produktu 17.

5. ZAVER

V teoretickej Casti bakalarskej prace som spracoval dostupnu literatiru, v ktorej st
opisané charakteristické vlastnosti vybranych receptorovych tyrozin kinaz, ich vyskyt
Vv jednotlivych tkanivach organizmu a tiez spdsob, ako je moZzné pdsobenim inhibitorov
ovplyvnit ich aktivitu.

V praktickej casti sme vypracovali metodiku syntézy potencialnych inhibitorov
VEGFR2 TK 7, 13 a 17 aoptimalizovali sme reakéné podmienky na pripravu
amidov arylaminooxazolov z kyseliny 4.

ZlG¢eninu 7 sme pripravili z komeréného anilinu 1 pat'stupiovou syntézou vV
celkovom vytazku 14 %.

Zla¢eninu 17 sme pripravili z komeréného anilinu 14 po trojkrokovej syntéze
Vv celkovom 36 % vytazku.

Syntéza amidu 13 sa nam nepodarilo uskuto¢nit’ aj napriek pouzitym viacerym
reakénym podmienkam a ich optimalizaciam.

V priebehu diplomovej prace sme uskutocnili viac ako 16 syntetickych krokov,
pripravili sme 7 dosial’ v literatiire neopisanych latok, z ktorych 2 zluceniny predstavuju
poc¢itacom predpovedané potencidlne inhibitory VEGFR2 TK. Vsetky pripravené latky
sme komplexne fyzikalno-chemicky charakterizovali.
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