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1. Abstrakt

Kristina Ferenczyova: Syntéza prekurzorov N-arylaminooxazolbenzonitrilovych
inhibitorov VEGFR2 TK.
Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra organickej chémie

Bakalarska praca, 61 stran, 2014

Tyrozin kindzové receptory patria do skupiny biomakromolekul esencialnych pre Zivot.
St to oligomérne transmembranové proteiny, ktorych nadmernd expresia je pri¢inou
rakovinovych ainych patologii. Selektivnou inhibiciou aktivity spominanych receptorov
mdzeme ovplyvnit’ priebeh ochorenia a prispiet’ tak k vyvoju efektivnej lieCby ochoreni, ako
s napr. pigmentdzna dystrofia sietnice oka, aktitna lymfoblasticka leukémia a pod.

V teoretickej Casti nasej prace sme sa zamerali na vlastnosti TAM rodiny TK receptorov
a struény prehl'ad doteraz pripravenych najucinnejSich inhibitorov rodiny TAM tyrozin kinaz.
Prakticka ¢ast’ zahfiia pripravu intermediatov 2, 3, 4 a 5 ako vychodiskovych latok na syntézu

latky 7, prekurzoru N-arylaminooxazolbenzonitrilového inhibitora VEGFR2 TK.

KPucové slova: TAM TK, VEGFR2 TK, oxazol



Abstract

Kristina Ferenczyova: Synthesis of precursor N-arylaminooxazolbenzonitriles inhibitors
of VEGFR2 TK.

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

Diploma thesis, 61 pages, 2013

Tyrosine kinase receptors belong to the group of biomacromolecules essential for life.
They are oligomeric transmembrane proteins, whose overexpression is the reason of several
causes of cancer and other diseases. Selective inhibition of the activity of tyrosine kinase
receptors can influence the course of the disease and contribute to the development of
effective treatments for diseases such as retinis pigmentosa, acute lymphoblastic leukemia and
others.

In the theoretical part of our work, we focused on properties of TAM family TK
receptors and on recently prepared effective TAM family inhibitors of tyrosine kinases. The
practical part includes synthesis of intermediates 2, 3, 4 and 5 as starting molecules for
synthesis 7 that is a precursor of predicted N-arylaminooxazolbensonitrile VEGFR2 TK

inhibitors.

Key words: TAM TK, VEGFR2 TK, oxazole



2. Graficky abstrakt
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3. Abstrakt ‘H-NMR spektier
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4, Pouzité skratky

AN acetonitril

Cl farmakologicky pojem hovoriaci o rychlosti
odburani lie¢iva z krvi (Clearance)

DMSO dimetylsulfoxid

EA etyl acetat

F oralna biodostupnost’

H zmes hexanov

HV vakuum olejovej vyvevy (High Vacuum)
Koncentracia inhibitora, pri ktorej klesne

ICso aktivita enzymu na polovicu (Half Maximal
Inhibition Concentration)

NBS N-bromsukcinimid

NMR nuklearna magneticka rezonancia (Nuclear
Magnetic Resonance)

RT laboratorna teplota (Room Temperature)

RVO rotacna vakuova odparka

RZ reak¢nd zmes

TLC tenkovrstvova chromatografia (Thin Layer
Chromatography)

TK tyrozin kinaza

VL vychodiskova latka
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5. Uvod

Tyrozin kindzové (TK) receptory patria do skupiny transmembranovych proteinov, ktoré
Vv organizme plnia Siroku $kalu funkcii v zavislosti od ich Struktary, umiestnenia a charakteru
signaliza¢nych molekul, s ktorymi tieto receptory interaguji. V bunke kontroluju ¢innosti ako
je proliferacia, migracia a delenie buniek. V pripade ich nadmernej expresie su pri¢inou

roznych nadorovych a degenerativnych ochoreni.

Novodobym terapeutickym cielom v oblasti lieCby nadorovych ochoreni sa stava
selektivna inhibicia TK receptorov pomocou Specifickych nizkomolekulovych zlicenin.
Funkény TK inhibitor s potencidlom na terapeutické vyuzitie by mal disponovat vysokou
inhibi¢nou aktivitou vo¢i prislusnému biologickému cielu, dobrou selektivitou,
biodostupnostou a nizkou toxicitou. Aj napriek réznym vypoctom a predikcidm je obtiazne
pripravit’ U¢inny a zaroven selektivny inhibitor posobiaci na konkrétnu tyrozin kindzu bez
vedl'ajsich ucinkov. Pri¢inou okrem iného je podobnost ATP vézbového miesta, do ktorého
sa vacsinou inhibitory viazu. Vyvinuté inhibitory st, kvoli ich G¢innosti aj napriek mense;j

selektivite, schval'ované pre lie¢bu nadorovych a d’al$ich vaznych ochoreni.
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Ciele bakalarskej prace

1. Spracovanie vybranej literatry so zameranim na Vvlastnosti TAM rodiny TK
receptorov.

2. Spracovanie vybranej literatury so zameranim na Mer a Tyro3 TK inhibitory.

3. Navrh metodiky syntézy a priprava intermediatov 2, 3, 4 a 5 ako vychodiskovych
latok na syntézu 7 - prekurzoru VEGFR2 TK inhibitora.

4. Priprava cielovej zlu€eniny 7 cyklizacnou reakciou intermediatov 4 a 5.
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6. Teoreticka cast’

6.1. Vlastnosti a funkcia TAM rodiny TK receptorov

6.1.1 VSeobecné vlastnosti rodiny TAM TK receptorov

Jednou z dvadsiatich rodin tyrozin kinazovych receptorov je IX. rodina TK receptorov,
najéastejSie nazyvana rodina TAM (menej pouzivany, star$i nazov je rodina Axl). Nazov
TAM je odvodeny od pociato¢nych pismen zastupcov tejto rodiny: Tyro3, Axl a Mer.
Vsetky tri receptory TAM rodiny obsahuji enzymovi doménu - tyrozin kindzu, ktora
katalyzuje prenos fosfatovej skupiny z ATP na tyrozin cielovych proteinov.

Zo Struktirneho hladiska su tieto TK receptory tvorené extracelularnou,
transmembranovou a intraceluldrnou doménou. Spaja ich niekol’ko spolo€nych Struktirnych
znakov v extracelularnej doméne, ktora sa nachadza z vonkajSej strany cytoplazmatickej
membrany. Prvym ztychto znakov je ich interakcia so S$pecifickymi molekulami —
ligandami, ktoré st pre tato rodinu typické. St to protein Gas6é a Protein S, ktoré patria do
skupiny proteinov $pecificky zavislych na vitamine K. Daldimi spoloénymi znakmi
extracelulirnej domény TAM receptorov su typické, konzervované sekvencie
aminokyselin: dve N-koncové immunoglobulinové domény (Ig), ktoré su v zivociSnej risi
jednou z najcastejsie sa vyskytujucich domén. Pritomnost’ 1g domény umoZziiuje receptoru
interagovat’ s d’alS§imi bunkami prostrednictvom signaliza¢nych molekul na povrchu
viazucich sa buniek. Takouto signalizacnou molekulou moze byt’ napriklad fosfatidylserin
umiestneny v cytoplazmatickej membréane na fotoreceptorovych bunkach. Interakcia medzi
bunkami sa tak tvori prostrednictvom ligandov, ktoré vytvaraji pasivny Strukturalny spoj.
Poslednym spolo¢nym znakom extracelularnej domény tejto rodiny st dva fibronektiny typu
Il — ide o konzervovanu sekvenciu aminokyselin, ktord sa vyskytuje v adhéznych molekulach
a v extracelularnych doménach réznych typov receptorov.1

Z funkéného hl'adiska sa TAM receptory podiel’aji na prenose signalu medzi bunkami

ana kontrole procesov spojenych s bunkovym delenim (proliferaciou), migraciou,

! Hafizi, S.; Dahlbick, B. Cytokine.Growth..F. R. 2006, 17, 295- 304.
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fagocytézou a prezivanim buniek. (Obrazok 1) S procesmi, ktoré si v bunke kontrolované
receptormi rodiny TAM, suvisi aj vznik ochoreni v pripade nadmernej expresie tychto
receptorov. Tyka sa to najmd vzniku rakovinovych, zapalovych, autoimunitnych
a cievnych ochoreni.

Typické vlastnosti, Specifikd a Cinnosti, ktoré podlichaju kontrole receptormi rodiny

TAM, st opisané v nasledujucich podkapitolach.*

6.1.2 Axl TK receptor

AX| kontroluje preZivanie buniek, stimuluje bunkové delenie, migraciu a posobi
proti apoptoze buniek. Prvy krat bol izolovany z buniek pacientov trpiacich chronickou
myeloidnou leukémiou. Nadmerna expresia tohto receptora bola detegovana v bunkach
epiteliaAlneho, hematopoetického a mezenchymalneho povodu. Axl je povazovany za
onkogén a jeho nadexpresia sa stava pri¢inou vzniku plucnych karcindmov a nadorovych
ochoreni ako su rakovina hrubého ¢reva, paZeraka a Stitnej ZI’azy.

Hlavnou S$pecifitou Axl je Struktirna podobnost’ extracelularnej domény s
molekulami, ktoré podmiefiuji adhéziu buniek. Su to napriklad adhézne molekuly
NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule), ktoré sa nachadzaju na povrchu neuréonu
a zabezpec€uju ,,pril'navost medzi neurénmi. Pritomnost’ molekul zabezpecujicich schopnost’
adhézie v extracelularnej doméne receptoru Axl je pre bunky dodlezita z hl'adiska schopnosti
agregovat’ (zhlukovat' sa). Aktivita kindzovej domény receptora (fosforylacia cielovych
proteinov) vSak nie je touto schopnostou vobec ovplyviiovana. Jej €innost’ je zavisld na
aktivacii receptora naviazanim zodpovedajuceho ligandu, ktoré vedie ku konformaénej zmene
a naslednej dimerizacii daného receptoru. K aktivacii kindzovej domény v pripade Axl (ale aj
Tyro3 a Mer) vSak moze niekedy dochadzat’ aj bez vonkajsieho impulzu, ¢o je kl'a¢ovy jav

onkogénneho charakteru typicky pre vSetkych troch zastupcov TAM rodiny.1

6.1.3 Tyro3 TK receptor

V roku 1994 bol Tyro3 TK receptor objaveny dvoma nezéavislymi skupinami vedcov,
ktori stanovili jeho génova sekvenciu (u mysi aj u I'udi) a dokazali tak jeho pribuznost’ s AxI
TK receptorom. Receptor Tyro3 TK bol nasledne zaradeny do rodiny TAM TK. V stcasnosti
je znamy aj pod nazvami Sky, Vrt, Rse, DTK, Tif.

15



Tyro3 TK receptor je exprimovany najmi v bunkach centralnej nervovej sustavy
av mozgu. Okrem toho posobi aj v osteoklastoch pri regulacii odbiravania kostného
tkaniva a ma anti-apoptické ucinky.

Poznatkov 0 spdsobe, akym sa Tyro3 receptor podiePa na vzniku a rozvoji
rakovinovych ochoreni je doposial pomerne malo. Dokazom o vplyve receptora Tyro3 na
tieto ochorenia je detekcia jeho nadmernej expresie v tumorovych bunkach pacientov
trpiacich myeloidnou leukémiou V porovnani s expresiou Tyro3 v zdravych bunkach
izolovanych u tych istych pacientov.

Dalsi dokaz o vplyve nadmernej expresie Tyro3 na vznik nadorovych ochoreni bol
zaznamenany V plazmatickych bunkach (bunky konec¢ného $tadia vyvoja B-lymfocytov)
u pacientov trpiacich Kahlerovou chorobou.! Ide 0 nadorové ochorenie plazmatickych buniek,
ktoré v dosledku nepretrzitého delenia vytvdraji tzv. mnohopocetny myel(')m.2 Nadmerné
bunkové delenie v plazmatickych bunkach je proces, ktory je stimulovany prave receptorom

Tyro3.?

6.1.4 Mer TK receptor

Mer TK receptor bol po prvy krat identifikovany vo forme protoonkogénu c-eyk v tele
sliepky, ktory pochadzal z vtacieho retrovirusu RPL30.*

Ku vzniku tohto patogénneho protoonkogénu dochadza po vytvoreni muticie v
regulatnom géne, ktory stimuluje aktivaciu bunkového delenia prostrednictvom molekul,
ktoré koduje. Su to napr. rastové faktory, receptory rastovych faktorov a regula¢né proteiny.
Pritomnost’ velkého poctu kopii produktov protoonkogénu v bunke ma za nésledok
nekontrolovatel'né a nepretrzité delenie buniek, v dosledku ¢oho dochadza k vzniku nadorov.”*
5

Mer TK receptor v tele Cloveka dostal nazov podl’a miesta posobenia — ,,monocytes
and epithelial and reproductive tissues“ — monocytové (monocyty — najvdésia forma

bielych krviniek), epitelové a reprodukéné tkaniva.

2 Raab, M.S.; Podar, K..; Breitkreutz, I.; Richardson, P.G.; Anderson, K.S. Lancet. 2009, 374, 324 — 339.
3 http://nemoci.vitalion.cz/mnohocetny-myelom/

* http://sk.wikipedia.org/wiki/Onkog%C3%A9n

® www.Ifuk.sk/files/ref/proto.doc
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Mer TK receptor je exprimovany V reprodukénych tkanivach a v monocytoch, priCom
Vv tychto bunkach je jeho expresia takmer vylu¢na (expresia d’al§ich pritomnych receptorov je
v porovnani s Mer minimalna), preto st monocyty vhodné objekty na Stadium expresie,
vlastnosti a ¢innosti Mer TK.

Vplyv expresie Mer v rakovinovych bunkach je dodnes malo objasneny. Bolo vsak
pozorovanych niekol’ko typov rakovinovych buniek, v ktorych bola detegovand nadmerné
expresia Mer v porovnani s jeho expresiou v zdravych bunkach. Takéto pozorovania vo
vSeobecnosti viedli k spajaniu nadmernej expresie Mer so vznikom rakoviny.
Konkrétnym prikladom je zaznamenanie nadmernej expresie Mer TK receptoru pozorovanej
U pacientov  postihnutych zhubnym ochorenim lymfatického systému (lymfomom)
V porovnani s expresiou v zdravych lymfocytoch B a T. Ten isty jav bol pozorovany pri
porovnani expresie Mer v bunkach hypofyzy zasiahnutej adenomom (ktory vyvolava poruchy
v produkcii adrenokortikotropného horménu) so zdravymi bunkami hypofyzy. Expresia Mer
TK receptoru je ale naopak podpriemerna v bunkach hypofyzy zasiahnutej adenémom, ktory
vyvolava poruchy v produkcii prolaktinu. Vzhladom na uvedené fakty nie je mozné
jednoznacne spajat’ vznik rakoviny ur¢itého typu buniek s nadmernou expresiou Mer.

Mer TK receptor sa od ostatnych TK receptorov rodiny TAM IliSi svojou
schopnost’ou kontrolovat’ fagocytézu urcitych typov buniek, ako su napr. makrofagy
(bunka fagocytujica bunky, ktoré zahynuli apoptézou), neurdny a epitelové pigmentové
bunky.

Dokaz o kontrole fagocytézy receptorom Mer priniesol experiment na potkanoch, v
ktorom umelo vyvolana delécia nukleotidov v géne MERTK (gén kédujuci Mer TK receptor)
podmieniuje ochorenie zvané pigmentozna dystrofia sietnice. Fenotypovym prejavom tejto
mutacie je neschopnost’ fagocytozy epitelovych buniek. Za normalnych okolnosti, Mer TK
receptor reguluje prestavbu cytoskeletu pre efektivny priebeh fagocytdzy v zdravych bunkach.
Nasledok pigmentoznej dystrofie je porucha videnia v Sere, popripade Giplna strata videnia.

Doékazom vplyvu Mer TK receptoru v organizme pri vytvarani imunity bol pokus na
mysiach, ktoré trpeli stratou videnia. V ich organizme bola potlacena expresia vsetkych troch
receptorov rodiny TAM, ¢oho nasledkom bol vyznamny narast poc¢tu apoptickych buniek.
Okrem toho bol utych istych mysi pozorovany aj narast koncentracie protilatok, co
naznacovalo neschopnost’ organizmu bojovat’ s ,,odpadom* a potrebu vytvarat autoimunitna
odpoved'. V skuto¢nosti na vyvolanie autominutnej odpovede uplne staci pritomnost’ Mer TK

receptoru, Toto tvrdenie je podlozené pokusom na mysiach s jedinym funkénym receptorom -
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Mer TK receptorom. Z vys$Sie uvedeného vyplyva, Ze expresia Mer je doélezita pri

udrziavani imunitnej homeostazy v organizme.l

Protein S Gas6 N
» 0.0 4 \

——L—a"-—fz;"JZ"L’?/K@% SHBG
Gh 4 x EGF \\\ /

Tyrosine
kinase
Anti-apoptosis Survival Phagocytosis
(neuroprotection?)  Anti-apoptosis Anti-apoptosis
Proliferation 1) ymphoproliferation
Migration
Adhesion

Obrazok 1. Zjednodu$ené znazornenie $truktiry jednotlivych ¢lenov rodiny TAM TK receptorov (Tyro3 = Sky,
Axl aMer), prislusnych ligandov, ktoré s nimi interaguji (Protein Sa Gas 6) a procesov, ktoré v bunke
ovplyviiuju.t

6.1.1 Mutacia MER TK génu — ,,Pigmentozna dystrofia sietnice oka*

Pigmentdzna dystrofia sietnice (retinitis pigmentosa) je genetické dedi¢né ochorenie, pri
ktorom dochadza k defektom fotoreceptorov akich stratim. V pociatocnych S§tadiach

ochorenia dochadza k strate periférneho videnia a Seroslepote, poslednym Stadiom je uplna
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slepota. Vedci sa pri vyvijani liecby uberaji smerom ku genetickym zasahom, néhrade
sietnice a neuroprotekcii.’

Vznik pigmentoznej dystrofie sietnice je s najvac¢Sou pravdepodobnostou sposobeny
mutaciami v géne koédujicom Mer TK receptor (MERTK gén). V porovnani s MERTK
génom zdravych buniek boli identifikované bodové mutacie (zameny nukleotidov), pripadne
dalsie zmeny indikujice zly splicing proteinu Mer v procese posttranskripnych uprav.
NajcastejSie pozorovania bodova muticia je tzv. missense muticia R844C, ktorej
dosledkom je zamena aminokyseliny Cys844 za Arg844 (R844C). (Obrazok 2 a 3)
Prejavom tejto zmeny je zniZenie kinazovej aktivity Mer TK receptoru a pretocenie
proteinu v priestore. V pigmentovych bunkach je na rozdiel od véac¢siny doteraz uvedenych

komplikécii problémom prave nizka expresia Mer.

Obrazok 2. Krystalova Struktira Mer kinazy pacientov s pigmentéznou dystrofiou sietnice. Aminokyselina
R844 je lokalizovana mimo ATP vizbového miesta. N-helixy su zvyraznené zelenou farbou a aC-helix je
zvyrazneny ervenou farbou.™

® https://www.orpha.net/data/patho/SK/Retinitis-pigmentosa.pdf
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Obrazok 3. Krystalova $truktara znazoriiujuca dosledok missense mutaciu R844C v kinazovej doméne Mer TK
receptoru. K vzniku novych vézieb doslo medzi R844 a aminokyselinou E770 (Glu770), ktora je sticastou ATP

. . . 10
vizbového miesta.

Napriek tomu, ze dochadza k d’alSim mutdciam v MERTK géne, ktoré st pozorované len
u pacientov s pigmentéznou dystrofiou sietnice, ich vplyv na ochorenie nebol do dnesného
dna objasneny. Napriklad, ,,missense” mutacia S661C spdsobujiica zdmenu aminokyselin v
kinazovej doméne, nema vplyv na aktivitu Mer kindzy ani v zdravom organizme. Napriek
tomu sa vSak bezne vyskytuje u pacientov s pigmentdznou dystrofiou sietnice bez zjavnej
priciny. Cys661 vSak neformuje vézby, ktoré si povazované za dolezité pre kinazovu aktivitu.
Jeho zamena za inG aminokyselinu preto nie je natol’ko vyznamna.

Z uvedenych zisteni sa da vyvodit’ niekol’ko zaverov. Dosledok missense mutacii v géne
MERTK (zmena aminokyseliny) moZe, ale nemusi mat za nasledok poruchu kindzovej
aktivity. Zaroven sa nepodarilo jednozna¢ne potvrdit’, ze missense mutacia R844C je pricinou
ochorenia pigmentoznej dystrofie sietnice. Vysvetlenie vzniku ochorenia a spojenie

s mutaciami v géne MERTK, su predmetmi d’alSieho skimania.*?

6.1.2 Gas6 a protein S, ligandy rodiny TAM TK receptorov

Gas6 a protein S su proteinové ligandy charakteristické pre rodinu TAM TK
receptorov aich spoloénym znakom je ich zavislost’ od vitaminu K. Nazov Gas6 je
skratkou odvodenou z pociatoénych pismen génu, ktory ho koduje (,,growth arrest-specific

20



gene 6“). Protein S je fyziologicky antikoagulant, ktorého nizka hladina v krvi moze
vyvolat’ poruchy zrazanlivosti krvi a tvorby trombocytov.

Oba proteiny st na N-konci posttranslaéne upravené pripojenim zvySkov kyseliny y-
karboxyglutaimovej (Gla doména). Prave doména Gla poskytuje obom ligandom
naviazanym na receptoroch mozZnost’® Specificky interagovat’ s negativne nabitou
fosfolipidovou membranou apoptickych buniek. Tak moZu sluzit’ ako signalne molekuly
pre bunky, ktoré fagocytuju apoptické bunky.

Za doménou Gla sa nachadza doména, ktora svojou stavbou pripomina slu¢ku a
sklada sa zo Styroch za sebou nasledujucich epidermalnych rastovych faktorov (EGF). Na
C-konci oboch proteinov sa nachadza globulinova doména (SHBG), ktora interaguje
s globularnymi pohlavnymi horménmi. Oba proteiny interaguju s receptormi rodiny TAM
priamo doménou SHBG, zatial’ co doména Gla ma podpornti funkciu (len u Gas6).

Vo vSeobecnosti, interakcia ligandu Gas6 s receptormi rodiny TAM a nasledné
transformacné zmeny v bunke, ktoré tato interakcia spoOsobi (proliferacia, migracia
a adhézia), boli demonstrované niekol’kymi Stadiami. Existuje vSak len vel'mi malo dokazov
0 interakcii proteinu S sreceptormi rodiny TAM, ktorda by vyvolala v bunke podobné
zmeny. Jednym zprikladov je kostna resorpcia, ktori v osteoklastoch reguluje
Tyro3. Ligandom, ktory ho aktivuje, je v tomto pripade prave protein S. Obidva ligandy sa
v§ak v rovnakej miere podiel’aju na sprostredkovani apoptickych buniek fagocytujicim

bunkam, ktoré ich ,,pozieraji."

6.1.3 Prenos signalu TAM TK receptormi

K prenosu signalu dochadza v momente interakcie ligandu s extracelularnou doménou
monomérneho receptoru a naslednou sériou konformacénych zmien receptoru, ktoré vedu
k tvorbe diméru so susednym receptorom. Dimerizacia susediacich receptorov vedie Kk ich
aktivacii. Receptory rodiny TAM su nebezpefné svojou schopnostou samovolnej

aktivacie.l
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6.1.4 Signalizacia Axl TK receptora

Do inych signalnych drah okrem vlastnej drahy (Axl signalna draha) sa Axl zapaja

interakciou s d’al$imi enzymami a proteinmi, napriklad s enzymom patriacim do rodiny

tensinovych proteinov - tyrozin-fosfatiazou C1-TEN. Spolo¢nym znakom v Struktire

enzymov tensinovej rodiny je pritomnost’ Specifickej podjednotky - fosfoproteinu tensinu so

schopnostou adhézie. Zastupcovia tensinovej rodiny tito schopnost’ vyuzivaju na interakcie

s d’al$imi molekulami. C1-TEN fosfataza interaguje s aktinovymi vlaknami a reguluje tak

migraciu buniek.” Interakciou s C1-TEN sa Axl zapija do signalnej drahy regulujicej

bunkovu migraciu.

Rovnakym sposobom sa Ax| prejavuje v mnohych inych vyznamnych signalnych

drdhach. V porovnani s ostatnymi zéastupcami rodiny TAM TK receptorov sa do dalSich

signalnych drah zapaja najviac. (Obrazok 4)

O

Ubiquitin ation

Ras/ERK?¢—
weare +— G

Integrinfocal adhesion
—— signalling
; ——» Ras/ERK
J
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Akt signalling/
actin reorganisation

% /

/
Nucleus - transcription

Obrazok 4. Zjednodusené zobrazenie signalnych drah, do ktorych sa Axl TK receptor zapaja a prislusnych
proteinov, s ktorymi interaguje.

" Hafizi, S.; Alindri, F.; Karlsson, R.; Dahlbick. B. Biochem. Bioph. Res. Co. 2002, 299, 793-800.
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6.1.5 Signalizacia Tyro3 TK receptora

Tyro3 TK receptor, podobne ako Axl, neposobi len vo vlastnej signalnej Tyro3 drahe,
ale aj v mnohych d’alsich.* Napriklad, Tyro3 TK receptor sa interakciou s fosfatidylinozitol-
4,5-bisfosfat 3 kinazou (PI3K) zapaja do signalnej drahy AKkt, ktora kontroluje
proliferaciu, diferenciaciu a preZivanie buniek (podobne ako Axl signalna draha).
(Obrazok 5) Do signalnej drahy Akt sa interakciou s PI3K zapajaji zastupcovia celej rodiny
TAM TK receptorov.®

Akt
signalling

Ras/ERK?7<+——— |RanBPM

My

Homophilic
interaction/activation

Obrazok 5. Zjednodusené znazornenie interakcie dvoch monomérov Tyro3 a interakcie Tyro3 s proteinmi
prislusnych signalnych drah.*

8 Zhong, Z.; Wang, Y.; Guo, H.; Sagare, A.; Fernandéz, J. A.; Bell, R.D.; Barrett, T.M.; Griffin, J. H.; Freeman,
R.S.; Zlokovic, B. V. J. Neurosci. 2010, 17, 15 521 — 15 534.
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6.1.6 Signalizacia Mer TK receptora

Mer TK receptor je rovnakym sposobom zapojeny okrem vlastnej drahy Mer aj do
d’alsich signalnych drah interakciou so $pecifickymi proteinmi prislusnych drah. (Obrazok
6) Rovnako, ako Axl, aj Mer sa zapaja do signalnej drahy kontrolujucej prestavbu
cytoskeletu. Prestavba cytoskeletu je vsak vtomto pripade konrolovana inerakciou

receptoru Axl s adaptorovym proteinom Vavl.!

—— Akt signalling

Actin
reorganisation
——» Ca® & PKC
Ras/ERK;
focal adhesion/
integrin signalling

Ras/ERK and/or
PI3K signalling

Nucleus - transcription

Obrazok 6. Zjednodusené znazornenie posobenia Mer v d’alSich signalnych drahach interakciou s prislusnymi
proteinmi tychto drah.*

6.2. Vyvoj vybranych Mer TK inhibitorov

Inhibicia akutnej lymfoblastickej leukémie

Akittna lymfoblasticka leukémia (ALL) je zhubné nddorové ochorenie patriace medzi

30 % najcastejSie sa vyskytujiucich nadorovych ochoreni u deti, pricom je znamych
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niekol’ko foriem tohto ochorenia. Na vacsinu z nich je vyvinuta efektivna lie¢ba. Jednou z
menej liecitePnych foriem je ALL T — lymfocytov, ktora je v 60 - 75 % pripadoch lieciteI'na
len Ciasto¢ne. Stabilizovany stav pacienta, bez recidivy, sa obvykle pohybuje v rozmedzi od 3
do 5 rokov. Liecba pozostdva z niekolkofdzovej chemoterapie podavanej v roznych
kombinacidach s moznymi vedlaj§imi u¢inkami (spomalenie rastu, poSkodenie organov
a vznik sekundarnych zhubnych nadorov) a postupnym rozvojom rezistencie na aplikovani
liecbu.

Nadmerna (ektopicka) expresia Mer v T-lymfocytoch pacientov s ochorenim ALL
bola niekolko krat experimentalne potvrdena nezavislymi skupinami vedcov. Experimenty
tiez potvrdili, ze Mer nie je v zdravych bunkach T (aj B) lymfocytov ektopicky exprimovany
u T'udi ani u mysi v ziadnom $tadiu vyvoja organizmu. Nasledkom ektopickej expresie Mer
je prezivanie T-lymfocytov a zaroven vytvorenie rezistencie tychto buniek voci jednotlivym
zlozkém aplikovane;j liecby.

Terapeutickym ciel'om, pri vyvoji efektivnych lieciv na ochorenie ALL, mo6ze byt prave
ovplyvnenie aktivity receptora Mer. Lie¢ba ALL inhibiciou expresie Mer je perspektivna, ¢o
potvrdzuje aj experiment, pri ktorom modifikaciou expresic Mer TK receptora Vv T-
lymfocytoch vyvolavajacich ALL doSlo k eliminacii prezivania nadorovych buniek
a k zlepseniu celkového stavu organizmu, na ktorom bol experiment uskuto¢neny.

RieSenim problematickej liecby ALL sa preto stava vyvoj selektivnych inhibitorov
posobiacich vyluéne na Mer v bunkach T-lymfocytov. Takto pripravené inhibitory by
mohli v kombinacii s chemoterapiou vytvorit’ G¢innu lieCbu ALL, ¢i neskor dokonca viest
k zniZeniu davky chemoterapie a teda k eliminacii vedl'aj$ich neziaducich G¢inkov liecby.

Z hladiska selektivity je Mer vhodnym cielom zaujmu, pretoze jeho Struktira je zo 40
% odlisna od ostatnych dvoch ¢lenov rodiny TAM — Tyro3 a Axl TK receptorov. Cielom
tejto kapitoly je zhodnotit’ vlastnosti najucinnejsich a najselektivnej$ich nedavno testovanych
zluCenin s Mer inhibi¢nou aktivitou. Séria pripravenych Struktir bola podrobena SAR
optimalizacii, nie len na Mer receptor, ale aj vzh'adom na ostatnych ¢lenov TAM rodiny.
Vysledkom testu je hodnota ICsy zodpovedajica koncentracii inhibitora, ktora je potrebna na
znizenie aktivity kindzy na 50 %. Struktiry s najniz§imi hodnotami ICsy su najvhodnejsie.
Poslednym, ale vel'mi dolezitym kritériom pre praktické a efektivne vyuzitie pripravenej

zlu¢eniny na moznu lie¢bu ochorenia ALL je jej netoxickost’.
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Znamy pyrazolpyrimidinovy inhibitor C52 (zluc¢enina 1) pdsobiaci inhibi¢ne na Mer je

neselektivny a preto je pre vyuzitie pri liecbe ALL nepouiitel’n}'/.9 (Obrazok 7)

Cl
NH
N ’ N\
HO\/\N)\\N ‘ N>
: )—CcH,
H3C
1

Obrazok 7. Struktirny vzorec inhibitora C52 (¢ervenou farbou je zvyrazneny pyrazolpyrimidinovy (purinovy)
skelet).’

Na zaklade krystalografickej analyzy komplexu inhibitora 1 (C52) v ATP vizbovom mieste
Mer TK bol zachovany zakladny pyrazolpyrimidinovy heterocyklicky skelet (zlac¢enina 2)

a rozhodlo sa uskuto&nit’ réznu modifikaciu postrannych substituentov.® (Obrazok 9)

Ri
I
Ra- PN
™N">NT N
H R

2
S2

Obrazok 8. Strukturny vzorec pyrazolpyrimidinového zakladného skeletu (S2) s postrannymi substituentmi R,
R*aR®?

% Liu, J.; Yang, Ch.; Simpson, C.; DeRyckere, D.; Deusen, A. V.; Miley, M. J.; Kireev, D.; Norris-Drouin, J.;
Sather, S.; Hunter, D.; Korboukh, V. K.; Patel, H. S.; Janzen, W. P.; Machius, M.; Johnson, G. L.; Earp, H. S.;
Graham, D. K.; Frye, S. V.; Wang, X. ACS Med. Chem. Lett. 2012, 3, 129-134.
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Obrazok 9. Krystalova Struktira pyrazolpyrimidinového skeletu s postrannymi substituentmi R!, R? a R®
v aktivnom mieste Mer TK.

Novo navrhnuté inhibitory Mer podl'a vzoru C52 boli upravované tak, aby aj po obmene
substituentov v charakteristickych polohach ostali zachované Specifické interakcie medzi
skeletom inhibitora a aminokyselinami v ATP vidzbovom mieste enzymu. Hodnota 1Cs
a biodostupnost’ st vlastnosti zla¢eniny.

Syntéza bola navrhnuta tak, aby bolo mozné v ramci SAR analyzy jednoducho menit
skeletu posluzil u€inny inhibitor C52. Je to doteraz najicinnejsi, ale neselektivny inhibitor na
Mer TK.

V prvom kroku bola ketoskupina vychodiskovej latky 1-H-3,4-pyrimidin(6-metyltio)-
pyrazol-2-6nu (2) nahradena brémom, pdsobenim bromacného ¢inidla POBr3 v acetonitrile za
vzniku zltéeniny 3. Cesta ,,a“ zahifia Suzukiho coupling zltéeniny 3 s vhodnym derivatom
borénovej kyseliny za vzniku zliGenin 4, pricom doglo k pripojeniu prislu§ného R'-retazca
(arylu/alkylu/alkenylu/heteroarylu) na pyrazolovy kruh. R%retazec bol nasledne pripojeny na
pyrazolovy kruh pomocou eleketrofilnej substitu¢nej reakcie za vzniku zli¢enin 5. Oxidaciou
s meta-chlorperoxybenzoovou kyselinou (MCPBA) a naslednou substitiiciou metylsulfonove;j

skupiny za R®-NH- skupinu, vznikla cielové zlageniny 6. (Schéma 1)
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Schéma 1. Syntéza pyrazolpyrimidinového skeletu s postrannymi substituentmi R*, R? a R®°

Obmenou jednotlivych krokov tak mohli pripravit roznymi cestami tie isté Struktary,
pricom cesty boli zvolené na zaklade potreby SAR testu scielom preskimat vplyv
konkrétnych substituentov.

Vsetky pripravené zluceniny boli podrobené analyze SAR, ktorou sa sleduje zavislost’
biologickej aktivity na chemickej struktare molekuly. Na zaver bolo vybranych Sest
najselektivnejsich struktar s najlep$imi vysledkami hodnét 1Csp. Test bol zamerany na vyvoj
potencialnych inhibitorov na Mer TK, pre porovnanie v§ak uviedli aj hodnoty ICsy ostatnych
dvoch ¢lenov rodiny TAM. (Obrazok 10, Chyba! Nenalezen zdroj odkaz.)
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Obrazok 10. Strukturne vzorce inhibitorov Mer TK a ich ICs, hodnoty zistené pre inhibiciu Mer TK.®
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TabuPka 1. Vysledky SAR vyvoja inhibitorov Mer TK, pre porovnanie s uvedenymi hodnotami 1Cs, pre vsetky
tri receptory rodiny TAM. Pre Mer TK je uveden4 aj Ki hodnota.’

Mer Mer Axl Tyro3
Zlucenina
I1Cs0 (NM) Ki (nM) I1Cs0 (NM) I1Cs0 (NM)
3 1.8 2.7 12 14
4 0.76 1.4 3.7 22
5 0.25 0.73 4.0 2.9
6 0.15 0.56 1.4 2.9
7 2.9 4.3 37 5.0
8 3.0 2.0 16 48

Analogy 3 - 8 sa ukazali byt ATP kompetitivne inhibitory.
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V pozicii R' maja najlepsi vplyv na ICs hodnotu substituenty v nasledovnom poradi
aryl > alkenyl > alkyl. Dva vybrané substituenty v polohe R' boli pouzité vo finalnych
struktirach (elektrondonorny para-substituovany fenyl alebo pyridinyl). K zvySeniu aktivity
prispieva pripojenie piperazinu do para polohy. (Obrazok 10, zla¢eniny 3, 4, 5 a 6).

V pozicii R’ je dolezité vybrat' substituent, ktory bude svojou polarnou castou
dostatoéne vzdialeny od pyrazolového kruhu. Ako optimalny R? substituent, spifiajuci hlavné
kritérium, bol vybrany metylcyklohexylamin. (Obrazok 10, zlu¢eniny 3 - 8)

V pozicii R® sa ukazalo velmi délezité zachovat sekundarny amin NH na sformovanie
vodikovych vizieb s ,,hinge* doménou aktivneho miesta, pricom existuje zavislost’ aktivity na
dizke retazca pripojeného cez NH skupinu. Vyber substituenta v R® pozicii je vel'mi dolezity,
pretoze nepodmienuje len rozdielnu inhibi¢nu aktivitu jednotlivych analdgov na Mer kinazu,
ale aj selektivitu Mer vramci TAM rodiny. NajlepSie vysledky, dosiahli Struktary s
pripojenim butylu (zlac¢enina 3 a 7), pripadne fenylbutylu (zlaceniny 4, 5, 6 a 8), pricom fenyl
je v dostato¢nej vzdialenosti (3C od NH skupiny). (Obrazok 10)

Na zéklade vysledkov hodnot 1Csy voci vSetkych vSetkym trom TAM receptorom pri
analyze SAR boli vybrané Struktiry s najvacsim inhibiénym uc¢inkom na Mer. K; (vizobna
konstanta) je uvedena len pre Mer TK receptor a je ukazovatelom inhibi¢ného potencialu
jednotlivych zlucenin. Je definovand ako koncentracia inhibitora, pri ktorej dochadza
k zniZeniu maximalnej rychlosti enzymovej reakcie na polovi¢nu rychlost’. Vsetkych Sest’
uvedenych zlicenin sa zaraduje medzi kompetitivne inhibitory a zéaroven st vSetky
aktivnejSie voci Mer ako voc¢i Axl a Tyro3.

NajaktivnejSie zliceniny, potencidlny inhibitor 6 a potencidlny inhibitor S najmensou
molekulovou hmotnostou 7, boli testované aj na d’alSich 72 kinaz. Len pri troch kinazach
bol pozorovany vidési ako 50 % inhibi¢ny ucinok zlucenin 6 a7 — FLT3 (82 % a 82 %),
MAPKAPK2 (94 % a 92 %), Ret (79 % a 59 %).

Potencialny inhibitor 7 UNC569 sa pri stanoveni kryStalovej Struktiary ukazal
zaujimavy svojim netradicnym sposobom interakcie s ATP vizbovym miestom Mer

kinazy. (Obrazok 11)
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Obrazok 11. Krystalova Struktura potencialneho inhibitora 7 (UNC569) v ATP viazbovom mieste Mer K.

Substituent v pozicii R® (lipofilny butyl na NH skupine) sa naviazal v malom
adeninovom vrecku, zatial' ¢o predpoklad bol, Ze obsadi lipofilné hydroféobne vrecko. Na
obrazku je butylovy retazec smerujici smerom ku Leu671 zvyrazneny zelenou farbou a NH
skupina, ktora interaguje s Pro672, modrou farbou. Tento zaujimavy jav je pravdepodobne
sposobeny zvlaSnou stavbou ATP védzbového miesta Mer kindzy. Niekolko Specifickych
znakov aktivneho miesta Mer kinazy: (1) Mer ma pomerne objemnu aminokyselinu v
pozicii “gatekeepera” - Leu671, pred vstupom do hydrofébneho vrecka uréujuceho $pecifitu
kinazy, (2) hydrofébne vrecko je d’alej formované aminokyselinami Ile650, Ala740, Asp741
a Lys619, (3) dve aminokyseliny Leu671 a Ile650, ktoré st blizko miesta kde sa spaja C-helix
a N-helix (pod gatekeeperom Leu671), zabranuju vstupu inhibitora do hydrofobneho vrecka.
11e650, jedna zaminokyselin formujiuca vstup do hydrofébneho vrecka, nie je
konzervovania Vramci rodiny TAM, ¢o sa da potencidlne vyuzZit’® pri hPadani
selektivnych Struktir vyuzivajucich prave ojedineld pritomnost’ tejto aminokyseliny
u Mer kinazy. Namiesto 11e650 obsahuju receptory Axl a Tyro aminokyseliny metionin
a alanin. Substituent v pozicii R? (metylcyklohexylamin) obsadzuje sacharidové vrecko,
pricom aminoskupinou tvori vodikové vazby s Arg727. Opét dochadza k neobvyklému javu,
pretoze na zaklade povodného predpokladu sa ofakavalo, ze ionizovany dusik amino skupiny
vytvori energeticky silnejSie vdzby s Asp678 podobne ako v pripade zla¢eniny C52.
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Substituent v pozicii R interaguje najviac s rozpistadlom. Upravou jeho Struktiry
mozno regulovat’ rozpustnost’, pripadne iné farmakokinetické vlastnosti danej zltceniny.
Tieto neobvyklé vysledky predstavuju nové moznosti pri priprave potencialnych inhibitorov.

Bola testovana schopnost’ inhibitora 7 utlmit’ fosforylaciu v kindzovej doméne Mer
v 'udskych B-lymfocytoch vyvolavajtcich lymfoblastickt leukémiu (ICso 141 nM). Inhibitor
7 bol testovany aj na zaklade najnizSej molekulovej hmotnosti. Farmakokinetické vlastnosti
zlG¢eniny 7 boli skimané in vivo na mysiach po peroralnom a intravendznom podani. Miera
odburania 7 (Cl = 19.5 ml/min/kg) uréuje, akou rychlost'ou je lie¢ivo ireverzibilne odstranené
z tela oblickami. Hodnota distribu¢ného objemu (Vs = 5.83 I/kg) urCuje vysokti mieru
distribucie latky krvnou plazmou do tkaniv. Dobra hodnota oralnej biodostupnosti (57 %)
hovori o tom, ze latka bola organizmom dobre absorbovana a doslo k malym stratam pri
efekte prvého prechodu ¢revnou stenou az do obehového systému.

V tejto kapitole boli sumarizované najzaujimavejsie vysledky SAR analyzy, na zéklade
ktorych sa zltéenina 7 ukazala ako mimoriadne zaujimava, predovsetkym svojim spésobom
interakcie v ATP vizbovom mieste receptora Mer TK. Dobra Mer selektivita a a priaznivé
vysledky biologickych testov posuvaju tento potencidlny inhibitor medzi najsl'ubnejSie

zluCeniny pre mozné terapeutické vyuzitie.

Dalsie Mer TK inhibitory

Nedavne vyskumy Mer TK receptora a jeho Specifickych vlastnosti viedli k niekol’kym
dolezitym zisteniam, ktoré mozu byt dobrym zékladom pre vyvoj ucinnych a selektivnych
inhibitorov. Pri experimentoch sa vedci zamerali najmi na analyzu presného mechanizmu,
akym dochadza k premene substratu na produkt a na presny opis vézieb, ktoré vznikaji medzi
substratom a aminokyselinami v ATP vizbovom mieste receptoru.’®

Negativny vplyv ektopickej expresie Mer u pacientov s uvedenymi ochoreniami vyplyva
Z procesov, ktoré v bunke kontroluje. Napriklad, v pigmentovych bunkdch sietnice oka
a vV makrofagoch je to proces fagocytdzy, v ostatnych bunkdch su to procesy spojené hlavne
s proliferaciou a apoptoézou buniek. Defekty pri zhlukovani krvnych dosticiek (ktoré mozu

vyustit’ az do tromboembédlie — plicnej embolie, Co je sprievodna potencidlna komplikacia

% Huang, X.; Finerty, P. Jr.; Walker, J. R.; Butler-Cole, Ch.; Vedadi, M.; Schapira, M.; Parker, S. A.; Turk, B.
E.; Thompson, D. A.; Dhe-Paganon, S. J. Struct. Biol. 2009, 165, 88-96.
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zilnej trombozy) a narast hladiny apoptickych buniek v organizme st procesy tiez spajané s
expresiou Mer.

Vyvoj selektivnych a netoxickych zlucenin zamedzujucich ektopickt expresiu Mer by
mohol mat’” vyznamny vplyv pri podavani G¢innej liecby spominanych ochoreni, ktora by
viedla k aplnému uzdraveniu pacienta. Do dnesného dna vsSak nebol pripraveny selektivny
inhibitor Mer TK, ktory by zarovei nebol pre organizmus toxicky. Dévodom
neselektivity Struktir je prave podobnost’ aktivnych miest v kinazovej oblasti vSetkych
troch receptorov rodiny TAM a d’alsich tyrozin kindzovych receptorov.™®

Dokazom, ze priprava a vyuzitie takéhoto inhibitora by mohli viest' k uzdraveniu, su
nedavne uspechy pri liecbe myeloidnej leukémie inhibitorom Imatinib, ktory s Bcr-Abl
vytvara komplex, ktorym zabranuje naviazaniu ATP do ATP vézbového miesta. Imatinib nie
je pre organizmus toxicky, ma 97 % biologickl dostupnost’ a vedl'ajsie uc¢inky nepredstavuji
pre pacientov zvlast' extrémne riziko (bolesti svalov, alergické reakcie a kf¢e). Chimericky
protein Ber-Abl s tyrozin kinazovou aktivitou, produkt transkripcie a translacie fuzovanych
génov v 22 chromozoéme, vykazuje vysoku aktivitu a sdm ma za nasledok aktivaciu d’alSich
proteinov. V bunke kontroluje procesy ako bunkovy cyklus a delenie buniek. Vznik a expresia

chimerického Ber-Abl tak vyusti do nadorového ochorenia zvaného myeloidné leukémia. ! 2

6.2.1 Struktiira ATP vizbového miesta Mer TK receptora

ATP vizbové miesto, lokalizované Vv intracelularnej Casti kinazovej domény Mer TK
receptora, je zloZené z dvoch hlavnych ¢asti — karboxy-terminalneho helixu (C-terminalny
helix, aC helix) aamino-terminalneho zoskupenia helixov (N-terminalne zoskupenie
helixov). Na aC helixe su lokalizované dolezité sekvencie aminokyselin, podielajice sa
na vytvoreni vizby so substratom. N-terminalne zoskupenie helixov obsahuje regulacné
sekvencie kontrolujuce priebeh fosforylacnej reakcie.

Zo Strukturneho hladiska je N-terminalne zoskupenie helixov zlozené z piatich f-
helixov, sformovanych do B-barelu, ktory sa nachadza blizko aC helixu. N a C helixy si
spojené ,,pantom* zavesnym regionom (angl. hinge), resp. tzv. ,,chrbticou katalytickej

domény kinazy“. Priestor sformovany medzi N a C-terminalnymi helixami, pripominajici

1 Rohrbacher, M.; Hasford, J. Best. Pract. Res. Clin. Haematol. 2009, 22, 295-302.
2 Lugo, T. G.; Pendegrast, A. M.; Muller, A. J.; Witte, O. N. Science 1990, 247, 1079-1082.
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vrecko, je ATP vizbové miesto kinazy (miesto, kam sa viaze ATP, atieZ pripraveny
inhibitor, aby doslo k zabraneniu fosforylacie substratu v aktivnom mieste kinazy).

Kinazova doménam konkrétne ATP vizbové miesto, ma niekol’ko charakteristik. Jednou
Znich su Specifické vdzby medzi substraitom a kindzou, ktoré vyplyvaju zo zastipenia
aminokyselin v okolitej Struktare formujicej aktivne miesto. K formovaniu vizieb medzi
substratom a Kindzou prispievaji, alebo sa tvorby vizieb priamo zucastiiuji konzervované
sekvencie aminokyselin, ktoré sa medzi kindzami opakuji a st nevyhnutné pre spravnu
aktivitu kindzy. Prikladom takejto esencidlnej sekvencie je tzv. DFG sekvencia lokalizovana
na jednom z N-helixov, ktorej nazov je skratkou troch aminokyselin, ktoré ju tvoria —
aspartat, fenylalanin a glycin. Tato sekvencia urcuje zaciatok aktiva¢nej slu¢ky, zatial’ ¢o
druha konzervovana sekvencia, APE (skratka troch aminokyselin) tvori jeho koniec.
Pritomnost’ tejto sekvencie je délezita z nickol’kych déovodov. Prvym dévodom je tvorba
$pecifickych vizieb (napr. aspartat stabilizuje Mg®* ién) a druhym dévodom je vytvorenie
podmienok, za ktorych je kindza aktivna.' Kiniza je aktivna len v pripade, Ze sa
nachadza vtzv. ,DFG-in konformacii®, pretoze vtedy je v ATP vidzbovom mieste
naviazan¢ ATP. V opa¢nom pripade je kindza neaktivna, neobsahuje naviazané ATP a
hovorime, Ze sa nachadza v ,,DFG-out konformacii“. Tato zmena suvisi aj s aC-helixom,
ktory vplyvom zmeny na N-helixe meni svoju konformaciu na tzv. ,,aC-Glu-in
konformaciu®*, anachiadza sa tak blizSie k ATP. Méze tak déjst’ k nezelanym
interakciam medzi aC-helixom a fosfatom z ATP. Kinaza je aktivna len v pripade, Ze je
aC-helix v tzv. ,,aC-Glu-out konformacii“, teda s ATP neinteraguje.™

Na Obrazok 12 je znazornena kryStalova Struktira komplexu nukleotidového ligandu

ADP v ATP viazbovom mieste Mer kinazy, ktora zobrazuje vSetky spomenuté prvky.

3 Shan, Y.; Seeliger, M. A.; Eastwood, M. P.; Frank, F.; Xu, H.; Jensen, M.; Dror, R. O.; Kuriyan, J.; Shaw, D.
E. P. Natl. Acad. Sci. USA 2009, 106, 139 — 144.
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Obrazok 12. Krystalova Struktura ATP vizbového miesta Mer TK v komplexe s nukleotidovym ligandom
ADP.*

Karboxylova skupina D741 (zvyraznené ¢ervenou farbou) tvori vodikové vizby (prerusované
Gary) s: (1) Mg iénom (zvyraznené zelenou farbou), (2) s amino skupinou Lys619 (K619,
zvyraznené¢ modrou farbou), (3) s amidovou skupinou Asn728 (N728, zvyraznené¢ modrou
farbou). D741 netvori ziadne vodikové védzby so substratom ADP (zvyrazneny tyrkysovou
farbou) a ani s druhou DFG aminokyselinou, Phe742 (F742). Konzervovana aminokyselina
Leu671 (nezobrazend) sa nazyva aj ,,gatekeeper - ,straZzca brany“. Nazov je odvodeny od
umiestnenia - je lokalizovana pred hydrofobnym vreckom, ktoré zabezpecuje Specificitu
enzymu.

Obe konformacie (aC-Glu-out konformacia a DFG-in konformacia) boli potvrdené
Vv katalytickej doméne funkcnej Mer TK pri porovnavani s kryStalovymi Struktirami
katalytickych domén niektorych kinaz (Abl, Src, Egfr a Met kinazy), ktoré¢ sa vyskytuju
v oboch spominanych konformaciach. Detailné poznanie ATP vidzbového miesta mdze

pomdct’ pri predikcii novych potencidlnych inhibitorov.*°
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6.2.2 Inhibitory Mer TK receptora

Na Obrazok 13 je krystalova Struktara ATP védzbového miesta Mer TK so znamym
purinovym inhibitorom C52 (zlu¢enina 12). Aktivne miesto Mer kinazy je Strukturne

prisposobené ATP (Specidlne vrecko sformované pre adenin a ribézu).

Obrazok 13. (A) Krystalova Struktara ATP vidzbového miesta Mer TK v komplexe s inhibitorom C52 (12), (B)
Struktirny vzorec inhibitora C52 (12).°

Inhibitor C52 (12) bol pripraveny tak, aby svojou Struktiirou pripominal vlastny substrat
Mer kinazy (teda ATP) a preto dobre zapadol do oboch pritomnych vreciek. Izopropylova
skupina vypliia priestor sformovany aminokyselinami Ala617, Lys619, Met730, Asp741
a Leu671 (na Obrazok 13 st znazornené len Lys619-K619 a Asp741-D741). Etanolaminovy
substituent umiestneny medzi dusikmi purinového heterocyklu v polohe C4 vyplia dutinu
sformovani aminokyselinami Leu593 a Val601 (nezobrazené) a hydroxylovou skupinou
vytvara vodikové vizby s Asp678 (D678) a Arg727 (nezobrazené). Dalsie vodikové vizby
vznikaju (1) medzi Asp678 (D678) a inhibitorom C52, (2) medzi aminokyselinou Met 674 a
dusikom anilinu a N7 dusikom purinového heterocyklu inhibitora 12. V porovnani
s komplexom kinaza-ADP je N-zoskupenie helixov komplexu kinadza-12 05 ° posunuté
blizsie k aC-helixu. (Obrazok 13)

Rozsiahlym testom bolo podrobenych d’alSich 157 zndmych inhibitorov tyrozin kinaz,

ktorych efektivita sa posudzovala na zaklade hodnoty ICsy a priemernej hodnoty teploty
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topenia T, (Mer TK s naviazanym ligandom). Namerana teplota topenia Mer s inhibitorom
v ATP viazbovom mieste bola porovnana s teplotou topenia T, = 40.5 °C (Mer TK bez
ligandu). Teplota topenia enzymu sa naviazanim ligandu zvySuje a komplex sa tak stava
termicky stabilnejSim. Len Sest’ zlaCenin z predoslého vyberu sa ukazalo ako potencidlne
vyuzitelnych. Ich nazvy, prislusné teploty topenia Ty, a ICsq su uvedené v Chyba! Nenalezen

zdroj odkazi. (zluceniny 9-14).

Tabul’ka 2. Vysledky analyzy SAR a uvedené hodnoty tepldt topenia jednotlivych inhibitorov. '
Cislo

) Nazov inhibitora Tm (°C) 1Cs0 (uM)
zlucéeniny

9 Staurospnorin 51.2+0.1 0.03 £0.002
10 Cdk1 48.1 £0.1 33+0.1
11 5-jodotubercidin 46.8 +£0.2 6.3+04
12 BIM 9 (bisindolylmaleimid) 44.6+0.1 53+0.8
13 C52 (12) 442 £ 0.1 11.3+2.1
14 SU9516 43.8+0.4 6.3+04

Najlepsie hodnoty ICsy boli namerané pdsobenim inhibitora staurosporin a najhor$ie
hodnoty boli namerané pdsobenim inhibitora C52. Pyrazolpyrimidinovy zékladny skelet
inhibitora C52 je napriek tomu vel'mi obl'ibenym skeletom pri syntéze novych kindzovych
inhibitorov kvoli jeho kompatibilite s ATP viazbovym miestom Mer kinazy.

Ani jedna zo Siestich zlucenin vSak nie je vhodna na pouzitie pri lieCbe pacientov
z dovodu toxicity zlucenin a ich pomerne vysokej neselektivity (9-14). Vysledky testov vSak
mozu pomoct” d’alSiemu vyskumu, pretoze bola vd’aka nim blizSie opisana Struktira Mer TK
domény a vizby medzi kindzou a inhibitorom. Takisto st vyuZzitelné pri navrhu dalSich,

potencialnych inhibitorov Mer tyrozin kinézy.10
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Iz

ICs0 0.03 + 0.002

Obrazok 14. (A) Krystalova Struktara ATP viazbového miesta Mer TK v komplexe s inhibitorom staurosporin,

(B) Struktirny vzorec inhibitora staurosporinu.’®

10

Cl

NH |
A
~
N N
\\CH3
IC50 3.3+ 0.1

Obrazok 15. (A) Krystalova Struktara ATP véazbového miesta Mer TK v komplexe s inhibitorom Cdk1, (B)

Struktarny vzorec inhibitora Cdk1.%

Cdk1 (zlucenina 10) je najbliz§im analégom inhibitora C52 a vytvara podobné vazby za

vzniku komplexu kindza-inhibitor. (Obrazok 15)
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Obrazok 16. (A) Krystalova struktara ATP vidzbového miesta Mer TK v komplexe s inhibitorom SU9516, (B)

Struktarny vzorec inhibitora SU9516.%

12 BIM9

|C50 53+0.8

Obrazok 17. (A) Krystalova Struktara ATP vézbového miesta Mer TK v komplexe s inhibitorom BIM 9, (B)

Struktarny vzorec inhibitora BIM 9.2

OH
HO

M s5jodotubercidin

|C50 6.3+04

Obrazok 18. (A) Krystalova struktara ATP véazbového miesta Mer TK v komplexe s inhibitorom 3-
jodotubercidinom, (B) Struktarny vzorec inhibitora 5-jodotubercidinu.’®
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J6d sa v pripade 5-jodotubercidinu 11 vel'mi presne viaze do hydrofobneho vrecka, ktoré

tvori $pecifitu kinazy. (Obrazok 18)

6.2.3 Inhibicia Mer v JM doméne

Medzi transmembranovou c¢astou receptora ukotvenou V membrane bunky
akinazovou doménou v intracelularnej casti receptora sa nachadza tzv.
juxtamembranova doména (JM doména). Obvykle tito doména obsahuje len niekol’ko
bazickych aminokyselin (lyzin, arginin) a pravdepodobne ma opornu funkciu pri
prenose signalu z extracelularnej domény do intracelulairnej domény. Mer vSak
obsahuje vJM doméne aj niekol’ko tyrozinovych zvyskov, ktoré sa v tomto pokuse stali
potencialnym teréom inhibicie expresie Mer TK receptoru.

Pre vidSinu receptorov, charakteristickych pritomnostou fosforylovanych
tyrozinov vJM doméne, ma defosforylacia tychto tyrozinov za nasledok inhibiciu
kinazovej aktivity. Napriklad, u rodiny EPH TK receptorov je fosforylacia JM tyrozinovych
zvySkov potrebna pre aktivitu kinazy, pretoze fosforylované tyroziny stabilizuji ATP vidzbové
miesto. Preto vznikla myslienka, Ze defosforylacia tyrozinov v JM doméne mdze znemoznit’
kinazovu aktivitu Mer TK receptoru.

Defosforylaciou tyrozinov vJM doméne vSak nedoSlo ku zmene aktivity kinazy
Mer adokonca ani kzmene rychlosti premeny substratu na produkt. Pritomné
fosforylované tyroziny v JM doméne Mer TK teda nemaji vplyv na kinazovi aktivitu,
ich funkcia je pravdepodobne ¢isto opornd aich defosforylaciou nie je moZné dosiahnut
zastavenie ¢innosti kindzy. Tento fakt potvrdili d’alsim experimentom, v ktorom vymenili
tyroziny v JM oblasti za fenylalaniny. Na aktivitu kindzy to vSak nemalo Ziaden vplyv.

Presna funkcia tyrozinov v JM oblasti ostava do dneSného dia neobj asnena.’’
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6.3. Vyvoj vybranych Tyro3 TK inhibitorov

Koronarne ochorenie srdca (KOS) je jednym z najrozsirenejSich ochoreni v USA.
V ohrozeni je priblizne 40 milionov l'udi trpiacich trombézou v dosledku artériosklerdzy
(skler6za / stuhnutie tepien) alebo inych kardiovaskularnych portch a ochoreni. ZvySena
hladina cholesterolu, faj¢enie a obezita st rizikové faktory, ktoré zvysuju pravdepodobnost’
vzniku KOS. Stvrdnutie tepien znemozni prisun kyslika do srdca (ischémia), ¢o moze
sposobit’ bolest’ srdca, ¢ odumretie srdcového tkaniva (infarkt myokardu).™* Prevenciou proti
KOS je liecba arterialnej trombozy lie¢ivom Clopidogrel, ktoré ma vSak obmedzené
moznosti pdsobenia. Jeho efektivita je limitovand bez pritomnosti pridavnej zlozky — aspirinu
apriblizne jedna Stvrtina aZ jedna tretina pacientov je voi memu rezistentna (ich
organizmus ho nedokaze efektivne vyuzit)). Clopidogrel je inhibitor, ktory sa ireverzbilne
viaZe na receptory krvnych dosticiek, ¢im zabranuje ich aktivacii a agregacii. Pacienti
uzivajuci Clopidogrel st tak vystaveny zvySenému riziku krvacania. Hlavnym kritériom pri
vyvoji liecby tohto ochorenia je priprava lieiva so selektivnym tuc¢inkom a bez vzniku
vedl’ajSich efektov.

Gasb6 je jednym zo zastupcov proteinov zavislych na vitamine K. Proteiny zaradené do
tejto skupiny hraja dolezitt tlohu pri zhlukovani krvnych dosticiek (tromboze) a udrziavani
homeostazy. Inhibicia tejto skupiny proteinov je prevenciou proti zhlukovaniu krvnych
dosticiek a ochrana organizmu pred vznikom trombozy.**

Gas6 je ligand podmiefiujuci aktivitu vSetkych troch receptorov rodiny TAM
(Tyro3, Axl a Mer), ktoré si exprimované v krvnych dosti¢kach uTludi aj u mysi.
Expresiou tychto troch receptorov je indukovana signalna draha Akt (interakciou
receptorov rodiny TAM s proteinom PI3K), ktora kontroluje zhlukovanie krvnych
dosticiek."

Vysledky niekol’kych experimentov zameranych na zastavenie zhlukovania krvnych
dosticiek dokdzali, Ze elimindciou pdsobenia ligandu Gas6 boli dosiahnuté inhibi¢né ucinky.
Ked'Ze Gas6 je ligand aktivujuci receptor Tyro3, logicky z toho vyplyva, ze aj inhibiciou

Tyro3 je mozné zastavit’ zhlukovanie krvnych dosti¢iek. Tento predpoklad bol d’alSimi

4 powell, N. A.; Kohrt, J. T.; Filipski, K. J.; Kaufman, M.; Sheehan, D.; Edmunds, J. E.; Delaney, A.; Wang, Y.;
Bourbonais, F.; Lee, D.; Schwende, F.; Sun, F.; McConnell, P.; Catana, C.; Chen, H.; Ohren, J.; Perrin, L. A.
Bioorgan. Med. Chem. 2012, 22, 190-193.

5 Burns, R.J.; Gibbons, R.J.; Yi, Q.; etal. J. Am. Coll. Cardiol. 2002, 39, 30 - 36.
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experimentami potvrdeny, dokonca sa inhibicia Tyro3 vyrovnala ucinku inhibitoru
Clopidogrelu bez zvySeného rizika krvacania. Inhibicia receptora Tyro3 by sa tak mohla
stat’ perspektivnym sposobom liecby trombézy bez vedlajSich negativnych tcinkov.

Ako zakladny skelet pre vyvoj potencidlnych inhibitorov bol vybrany spiroindolinovy
templat (15) kvdli jeho selektivite vo¢i Axl a Mer.(Obrazok 19)

.Rac-
N 4 C-kruh

Obrazok 19. Strukturny vzorec zakladného spiroindolinového skeletu (15) s postrannymi substituentmi RY, R,
REaR‘Y

V Schéma 2 je znazorneny synteticky postup pripravy spiroindolinového skeletu
S postrannymi substituentami. Pdsobenim NCS na Cbz-3,4-dihydro-1H-pyrido(3,4)indol 2
doslo k vzniku racemickej zmesi Chz-2-0x0-1,2-dihydro-1H-spiro(indol-3,3 pyrolidinu) 3.
HPLC chiralnou chromatografiou boli oddelené S a R enantioméry. Pre biologické tcely je
vyuzitelny len S enantiomér (R enantiomér bol priblizne 10 krat menej aktivny voci Tyro3).
Dalsim krokom bola hydrogenacia H,, Pd/C avymena chraniacej skupiny Chz za Boc
v produkte 4. P6sobenim redukéného ¢inidla NaBH4 doslo k redukcii karbonylovej skupiny za
vzniku Boc-1,2-dihydro-1H-spiro(indol-3,3 pyrolidinu) 5. Reakciou zluc¢eniny 5 s 2-
indolkarboxylovou kyselinou 6 vznikla zlti¢enina 7. Deprotekciou v mierne kyslom prostredi
doslo k vzniku zli&eniny 8, z ktorej po reakcii s aldehydmi / ketonmi (s roznymi R? a R®

substituentmi) vznikli zlu¢eniny 16-20. (Schéma 2)
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Schéma 2. Syntéza spirodindolin-2-karboxyindolového skeletu.™

Najlepsi sposob substiticie v jednotlivych poziciach z hl'adiska vysokej inhibi¢ne;j
aktivity vo¢i Tyro3 bol posudzovany na zaklade SAR analyzy.

V pozicii R* (Obr. 19) boli najvyhodnejsie substituenty z hl'adiska vysokej aktivity 3-
piperidinyl a 3-pyrolidinyl. V R? pozicii prispievaju k zvySeniu inhibi¢nej aktivity
elektronakceptorné skupiny (napr. F v zlu€enine 17). V R' pozicii maju elektronakceptorné
skupiny negativny vplyv na aktivitu inhibitora a elektrondonorné nespdsobuji takmer ziadnu
Zmenu.

Vybrané analogy 16, 17, 18, 19 a 20 snajlepsimi vysledkami ICsy boli podrobené

d’alsim biologickym testom. (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi., Obrazok 20)

Tabul’ka 3. vysledky analyzy SAR."

Zlucen
) 16 17 18 19 20
ina
Tyro3
0.495 0.476 0.598 0.246 0.198
1Cs0 (nM)
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N H N H
0 o}
16 HN 18 HN
H F F
ICsq Tyro3 0.495 ICso Tyro3 0.598

F 7 H
O uN
H 19 H
IC50 Tyro3 0.476 ICso Tyro3 0.246

Obrazok 20. Struktiry potencialnych inhibitorov Tyro3 TK 16-19 s prislusnymi hodnotami ICs, v uM (Mer
TK).*

Vysledky d’alSich biologickych testov

Napriek tomu, Ze zlucenina 20 preukdzala najlepSie vysledky ICso, V biologickych testoch sa
ukazala zo vSetkych hl'adisk ako nepouzitel'na pre terapeutické vyuzitie. Analogy 16 a 18 boli
vybrané na zéklade predikcie dobrych biologickych a farmakokinetickych vlastnosti. Vybrané
zluceniny 16 a 18 boli d’alej biologicky testované. Prvym testom je test ADME. (Obrazok 20,

)

TabuPka 4. In vitro profil ADME vybranych analégov.™

Rozpustnost’ Priepustnost’ CYP2D6
Zlicenina  clog P
(nM) (x 10°® cm/s) ICso (M)
16 2.9 5.2 0.03 0.014
18 2.3 7.8 Netestované 0.655

Pri vypracovani profilu ADME prisluSnych zlucenin sa posudzuji 4 kritéria, ktoré
ovplyviuju spravanie, kinetiku a celkové pdsobenie lieCiv v organizme.
Hodnota ¢ log P je definovana ako miera lipofility. Vysledky ¢ log P inhibitorov 16 a 18

boli podl'a ocakavani nizke (dovodom su dusiky v Struktiire molekul).
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Podla PAMPA testu bola merana priepustnost’ latky cez membrany (PAMPA:
priepustnost’ sledovana na umelej membrane, metéda urCovania schopnosti molekual prejst
cez lipofilni membranu) a v dosledku nizkej miery lipofility bola aj namerana priepustnost’
analogu 16 nizka.

Rozpustnost’ oboch analégov vo vodnom roztoku (pH = 6.5) bola nizka.

Oba st potencidlnymi inhibitormi aj na zakazany ciel CYP2D6 (enzym, dolezity pre

metabolizmus xenobiotik (cudzich zlugenin), ktoré sa vyskytnt v organizme).*

Tabul’ka 5. In vivo farmakokineticky profil vybranych anal()gov.14

Cl
Analé Ve (I/k F (%
& (ml/min/kg) = (Ikg) (%)
16 60 13 14
18 5 16 11

Bola zistena len mierna biodostupnost’ (F %) u oboch analogov 16 aj 18 podanych
peroralne in vivo. Analég 16 ma nizku oralnu biodostupnost’ F, iba 14 %. Pravdepodobne pri
efekte prvého prechodu latky 16 (distribtcia lie¢iva do obehového systému prechodom cez
stenu ¢reva) doslo vyraznym stratam.

Presun halogénu v analogu 18 do pozicie R* na indole viedol k zvyseniu CI, ale
k znizeniu Vg distribuéného objemu. Oralna biodostupnost’ F analogu 18 vsSak bola stale
nizka (11 %).

16 Wang, B.; Yang, L. P.; Zhang, X. Z.; Huang, S. Q.; Bartlam, M.; Zhou, S. F. Drug. Metab. Rev. 2009, 41,
573-643.
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/. Experimentalna Cast’

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

1.00 mol ekv 1.06
O
AN, 0 °C, 3 h
Br
1
80 %
Mw: 135.16 Mw: 177.98 Mw: 215.6

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

Literatira: Pri vysSie uvedenych navdzkach sa reakény ¢as zhodoval s postupom z literatury

(pri mensSich navéazkach sa reakény ¢as pohyboval okolo 20 h.).Y’

Experiment: K 500 mg (3.70 mmol, 1.00 mol ekv) p-aminoacetofenonu (1) rozpusteného
v 2.6 ml CH3CN sme po kvapkach za mieSania a chladenia pocas 25 minut pridavali roztok
698.0 mg (3.92 mmol, 1.06 mol ekv) NBS v 3 ml CH3CN. Z RZ sme odobrali vzorku na TLC
analyzu, ktord preukazala pritomnost’ produktu 2, ako aj stop vychodiskovej latky. Na
doreagovanie VL 1 sme reakciu nechali prebichat’ eSte 3 h pri RT. TLC analyza po tomo ¢ase
potvrdila uz len pritomnost’ produktu 2. Reakciu sme ukoncili zahustenim pomocou RVO.
Ziskani zmes sme rozpustili v EA aroztok extrahovali nasytenym vodnym roztokom
NaHCO;3 anasledne roztokom NaCl. Oddelenti organickt fazu sme vysuSili statim nad
Na,SOy, susidlo odfiltrovali, rozpustadlo odparili pomocou RVO a stopy prchavych podielov
sme odstranili pomocou HV. Zo surového produktu 650 mg (3.01 mmol, 82 %sme odobrali
vzorku na 'H-NMR analyzu (KF-003-13.fid), ktora potvrdila §truktaru a &istotu

" patent, Illig; Carl, R.; Ballentine, Shelley, K.; Schen; Jinsheng; DesJarlais; Louise, R.; Meegalla; Sanath, K.;
Wall; Mark; Wilson; Kenneth; US2007/249647, 2007, (Al).
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pozadovaného produktu 1-(4-amino-3-bromfenyl)etanénu 2, ziskaného Vv podobe tmavo

hnedej krystalickej latky.

PoznamKky: Pri rozpustani NBS sme kvoli jeho zlej rozpustnosti museli pridat’ o 1.2 ml
AN viac, ako bolo podla predpisu z uvedenej literatiry (1.75 ml) a zmes bolo potrebné

zahrievat’ na rozdiel od literatary.

Zltdenina 2 je opisana v literatare. Existuje *H-NMR, *C-NMR, MS (ESI), Mp: 59-62 °C
[EA] .18

TLC analyza: Hex / EA (1 /1) (1x vyvolané), na vizualizaciu sme pouzili UV Ziarenie, Rt (2)
=0.60.

'H-NMR (300 MHz, CDCls, KF-003-13.fid) 8.07 (d, 1H, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(2)), 7.74 (dd,
1H, J(5,6) = 8.4 Hz, J(2,6) = 2.0 Hz, H-C(8)), 6.75 (d, 1H, J(5,6) = 8.4 Hz, H-C(5)), 2.50 (s,
3H, -CHs).

CDCl; (300 MHz)
6.75 (8.4)
N\ 7.74(84,20)

o)
2.50
/8.07 (2.0)

B

2 kf-003-13

18 patent, Baker; Kiernan P.K.; Jane A. American Cyanamid Company, US4404222, 1983, (A1).
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_3 J i
Obriazok 21. "H-NMR spektrum KF-003-13.fid.
7.2. Syntéza 4-acetyl-2-brombenzonitrilu (3)
1.00 mol ekv 0.95 2.96 1.00
O KNO,, KCN, CuCN — 0
NH> > N= \ /
HOAc, H2804, Hzo
Br 3.5h,0°C/RT Br
2 3 579
Mw: 85.10 (KNO2)
. Mw: 65.12 (KCN) _
Mw: 214.06 Mw: 89.56 (CuCN) Mw: 224.05

Schéma 4. Syntéza 4-acetyl-2-brombenzonitrilu 3.

Literatara: Uvedeny postup sa zhoduje s literatirou, no na miesto NaNO; pouzivané¢ho v

postupe z literatary sme pouzili KNO,."

19 patent, SANOFI AVENTIS, W02009/7015, 2009, (A1).



Experiment: K 1.25 g (5.84 mmol, 1.00 mol ekv) 1-(4-amino-3-bromfenyl)etanénu (2)
rozpusteného v 21 ml HOAC sme po kvapkach za staleho miesania a chladenia pridavali 0.95
ml H,SO,4. Po 10 min sme pridali 472.0 mg (5.55 mmol, 0.95 mol ekv) KNO, rozpusteného
v 5 ml vody a za chladenia (0 °C) sme RZ nechali miesat’ 30 min. Do roztoku 523.0 mg (5.84
mmol, 1.00 mol ekv) CuCN a 1.125 g (17.28 mmol, 2.96 mol ekv) KCN v 8 ml vody sme za
miesania a chladenia (0 °C) po kvapkach pridavali vyssie prirpaveni RZ. Po 30 min miesania
pri 0 ° C sme zmes nechali miesat eSte 2 h pri RT. Surovii zmes sme naliali do vody
a vzniknuta zrazeninu prefiltrovali cez Buchnerov lievik, ¢im sme ziskali 740 mg (3.30 mmol,
57 %) tehlovo oranzovej krystalickej latky - produktu 4-acetyl-2-brémbenzonitrilu (3) (KF-
006-13x.fid).

Zltdenina 3 je opisana v literatare. Existuje *H-NMR, IC, M.p.: 129-130 °C.[EA]®°

TLC analyza: Hex / EA (1 /1) (1x vyvolané), na vizualizaciu sme pouzili UV Ziarenie 254
nm, R¢(3)=0.78

!H-NMR (300 MHz, CDCls, KF-006-13x.fid): 8.23 (d, 1H, J(3,5) = 1.6 Hz, H-C(3)), 7.96
(dd, 1H, J(5,6) = 8.1 Hz, J(5,3) = 1.6 Hz, H-C(5)), 7.78 (d, 1H, J(5,6) = 8.1 Hz, H-C(6)), 2.63
(S, 3H, -CH3).

CDCl; (300 MHz)
7.78 (8.1)
\ 7.96 (8.1, 1.6)

0]
-
2.63

B 8.23(1.6)
3 kf-006-13x

% Tagawa, H.; Kubo, S. Chem. Pharm. Bull. 1984, 32, 3047-3052.
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Obrazok 22. "H-NMR spektrum KF-006-13x.fid.

7.3. Syntéza 4-(2,2-dibromacetyl)-2-brémbenzonitrilu (4)

1.00 mol ekv 2.50
_ o Br, _ - o
N= > N="\ 7
CHCI3,3h,RT/35°C Br
Br Br Br
3

4 859

Mw: 224.05 Mw: 159.81 Mw: 381.85

Schéma 5. Syntéza 4-(2,2-dibrémacetyl)-2-brombenzonitrilu 4.

Literatura:

Na zaklade literatiry sme uskutoc¢nili analogicka reakciu. Rozdiely su vo

vychodiskovej latke, aj ked ide o velmi podobnu latku (ich substrat neobsahuje brom

naviazany na benzénovom jadre). DalSia modifikacia postupu syntézy oproti povodnému

postupu nastala pri Uprave reakéného Casu (skratenie reakéného Casu z cca 12 h na 3 h).

Autori v ¢lanku neuvadzaji postup Cistenia produktu. 2

2t Dumur, F.; Mayer, C. R.. Helv. Chim. Acta. 2013, 96, 889-896.

50



Experiment: Vychodiskovu latku 100 mg (0.44 mmol, 1.00 mol ekv) 3 sme za mieSania
rozpustili v 3 ml CHCls, k roztoku sme pri pri RT prikvapkali roztok 178.25 mg (1.12 mmol,
2.50 mol ekv) Br, v CHCI;. Potom sme nechali RZ miesat’ 3 h pri 35 °C, priCom priebeh
reakcie sme kontrolovali TLC analyzou. Po ukonéeni reakcie sme RZ premyli 5 ml NaHCOs,
5 ml vody a organicka fazu sme vysusili statim nad bezvodym Na,SO,4. Rozpustadlo sme
odparili pomocou RVO aposledné stopy prchavych podielov sme odstranili s HV. Zo
surového produktu 144.0 mg (0.38 mmol, 84.5 %) sme odobrali vzorku na *H-NMR analyzu,
ktora potvrdila Struktaru a cCistotu tmavo hnedej olejovitej latky 4-(2,2-dibromacetyl)-2-
brombenzonitrilu 4 (KF-010-14.fid).

TLC analyza: Hex / EA (1 /1) (1x vyvolan¢), na vizualizaciu sme pouzili UV ziarenie, Rt (4)
=0.95.

'H-NMR (300 MHz, CDCls, KF-010-14.fid) 8.40 (d, 1H, J(3,5) = 1.7 Hz, H-C(3)), 8.17 (dd,
1H, J(5,6) = 8.1 Hz, J(5,3) = 1.7 Hz, H-C(5)), 7.81 (d, 1H, J(5,6) = 8.1 Hz, H-C(6)), 6.32 (s,
1H, -CHBT).

CDCl; (300 MHz)

A
=D
Br
BY  \ Br 6.32
4 840(1.7) ki-010-14
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Obriazok 23. "H-NMR spektrum KF-010-14.fid.

7.4. Syntéza 4-(2-bromacetyl)-2-brombenzonitrilu (5)

1.00 mol ekv 1.50
(0] Br, — (6]
CHCI;, RT/35°C Br
Br 20 h Br
3 5 5209
Mw: 224.05 Mw: 159.81 Mw: 302.95

Schéma 6. Syntéza 4-(2-bromacetyl)-2-brombenzonitrilu 5.

Literatura: Na ziklade literatry sme uskutocnili analogicku reakciu. Rozdiely st vo
vychodiskovej latke, aj ked ide o velmi podobnu latku (ich substrat neobsahuje brém
naviazany na benzénovom jadre). Dalsia modifikacia postupu syntézy oproti povodnému
postupu nastala pri uprave reakéného &asu (prediZenie reakéného &asu z 12 h na 20 h). Autori

Vv ¢lanku neuvadzaju postup Cistenia produktu.Chyba! Zilozka neni definovana.

Experiment: Vychodiskovu latku 430.0 mg (1.92 mmol, 1.00 mol ekv) 3 sme za mieSania
rozpustili v 8 ml CHCIs3, k roztoku sme pri RT prikvapkali 460.06 mg (2.88 mmol, 1.50 mol
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ekv) Br, v CHCI3. Potom sme nechali RZ miesat’ 20 h pri 35 °C, pri¢om priebeh reakcie sme
kontrolovali TLC analyzou. Po ukonc¢eni reakcie sme RZ premyli 10 ml NaHCOj3, 10 ml vody
a organicku fazu sme vysusili statim nad bezvodym Na,SO,4. Rozpustadlo sme odparili na
RVO aposledné stopy prchavych podielov sme odstranili pomocou HV. Zo surového
produktu 300 mg (0.99 mmol, 52 %) sme odobrali vzorku na *H-NMR analyzu, ktora
potvrdila Struktaru a  Cistotu tmavo hnedej olejovej latky 4-(2-bromacetyl)-2-

brombenzonitrilu 5 (KF-015-14.fid).

Tato latka predstavuje novi, dosial’ v lit. nepopisant zluceninu, preto sme jej Struktaru

potvrdili aj d’aldimi analyzami (**C-NMR, IC, MS).

TLC analyza: Hex / EA (1 /1) (1 X vyvolané), na vizualizaciu sme pouzili UV Ziarenie, R¢
(5)=0.87.

'H-NMR (300 MHz, CDCls, KF-015-14.fid) 8.27 (d, 1H, J(3,5) = 1.6 Hz, H-C(3)), 8.00 (dd,
1H, J(5,6) = 8.1 Hz, J(3,5) = 1.6 Hz, H-C(5)), 7.80 (d, 1H, J(5,6) = 8.1 Hz, H-C(6)), 4.39 (s,
2H, -CH,Br).

CDCl; (300 MHz)
7.80 (8.1)

X 8.00(8.1,1.6)

0
=5
Br
BY O\ 439

8.27 (1.6)
S kf-015-14
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Obrizok 24. "H-NMR spektrum KF-015-14.fid.

3C-NMR (CDCls, 75 MHz, KF-026-14) 189.0 (C=0), 137.9, 136.8, 134.7, 133.3 a 131.9 (3 X
d, 2xs, C(2), C(3), C(4), C(5) a C(6)), 127.6, 126.2 (2 x 5, C(1) a CN), 29.6 (-COCH,-).

CDCl; (75 MHz)
a a o
N= a 7189.0
b P a a Br
Br 29.6
a: 137.9, 136.8, 134.7, 133.3, 131.9
b: 127.6, 126.2
kf-026-14

FR IR (solid, cm™): 2940 (s), 2232 (s), 3069 (w), 1688 (s), 1279 (m), 1592 (w), 1043 (w),
621 (w).

MS(ESI-): 299.9 ([M-H]-).
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7.5. Syntéza N-2-bromo-4(2-(5-(etylsufonyl)-2-metoxyfenylamino)-4,5-
dihydrooxayol-4-yl)benzonitrilu (7)

1.00 mol ekv 1.00 1.30 N
)
Br
0=S=0 0=S=0
O LiCl
§ s n=< - ;
Br  DMSO,75°
N N, ] SO, 75 °C N/ko
o H r 48 h o H
~ -
6 5 7
Mw: 258.29 Mw: 302.95 Mw: 42.39 Mw: 464.33

Schéma 7: Syntéza 7 - pozadovaného oxazolového prekurzoru VEGFR2 TK receptora.

Literatura: Postup z literatiry opisany na mocovine a 1-brompropandone sme aplikovali na
nasu reakciu. Modifikdcie sme uskutoc¢nili pridanim LiCl do RZ a pri vybere rozpustadla,
pricom autori uvadzali ako rozpustadlo etanol. Reakény c¢as nebol v literatire vobec

. 22
uvedeny.

Experiment: V 4 ml DMSO sme rozpustili 65.0 mg (0.22 mmol, 1.00 mol ekv) 4-(2-
bromacetyl)-2-brombenzonitrilu 5 a pridali sme 55.4 mg (0.22 mmol, 1.00 mol ekv)
mocoviny 7 a 11.8 mg LiCl (0.28 mmol, 1.30 mol ekv). Reakénli zmes sme za mieSania
zahrievali na 75 °C pocas 48 h. Priebeznou kontrolou pomocou TLC analyzy sme preukazali
pritomnost’ produktu, ale aj d’alSich vedl'ajSich neznamych latok. Reakciu sme spracovali
pridanim 4 ml 1 % NaHCO3 a 8 ml vody. Naslednou sme zmes extrahovali s EA (4 x 6 ml).
Spojené organické vrstvy sme premyli nasytenym roztokom NaCl a susili statim nad Na,SO,.
Po prefilitrovani sme zmes zahustili na RVO a zvySky prchavych podielov odstranili
pomocou HV. 30 mg surovej reakénej zmesi sme dali na "H-NMR analyzu. Vystupom tejto
analyzy bolo zmesné spektrum, ktorym sme preukazali pritomnost’ produktu, vychodiskovych

latok, ako aj vedl'ajsich produktov (KF-017-14.fid).

2 Ge, Y.; Ipek, M.; Massefski, W.; Pan, N.; Tam, S.; Xiang, J.; Suri, V.; Tam, M.; Tobin, J. F.; Xing, Y.; Xu, X.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15, 2865 — 2869.
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TLC analyza: Hex / EA (1/1) (2 X vyvolané), na vizualizaciu sme pouzili UV Ziarenie, R¢

(7) = 0.48.
DMSO-dg (300 MHz)
N
)
Br
0=S=0
N
) 6.00
N~ O
H
0
7 kf-017-14

Struktura oéakavaného produktu 7.

Obrazok 25. "H-NMR spektrum KF-017-14.fid.

— T
0PPM
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8. Diskusia

Do teoretickej Casti tejto prace sme zahrnuli vlastnosti TAM rodiny TK receptorov a
prehlad vybranych inhibitorov posobiacich na tuto rodinu. Receptory rodiny TAM su
oligomérne proteinové kinazy, ktoré kontroluju niekol’ko ¢innosti bunky. V pripade Axl je to
kontrola prezivania buniek, migracia buniek, poOsobenie proti apoptdéze a stimulacia
bunkového delenia. O Tyro3 je zname, ze v bunke kontroluje proces delenia buniek a posobi
proti apoptoze . Mer je jediny z TAM rodiny TK receptorov, ktory stimuluje v bunke okrem
jej delenia aj fagocytézu. VsSetky tri receptory v pripade nadmernej expresie predstavuju
pri¢inu vzniku vaznych ochoreni (lymfoblasticka leukémia a pigmentdzna dystrofia sietnice
oka je spdsobena nadmernou expresiou Mer, myeloidna leukémia je sposobend nadmernou
expresiou Axl a KOS je spdsobené nadmernou expresiou Tyro3). Selektivnou inhibiciou
aktivity tychto enzymov dokazeme zabranit’ vzniku a rozvoju uvedenych ochoreni. Vzhl'adom
na obtiaznost vyvoja selektivnych inhibitorov je posudzovanie ich vhodnosti dané
parametrami z hl'adiska ich biologickych a farmakokinetickych vlastnosti. V pripade
selektivnej inhibicie Mer TK by sme pravdepodobne dokazali zabranit' rozvoju
lymfoblastickej leukémie, vyskytujucej sa najmé u deti. S vyuZzitim pyrazolpyrimidinového
skeletu pochadzajuceho z G¢inného, ale neselektivneho Mer inhibitora C52 (2), vyskumnici
pripravili sériu potencialnych inhibitorov (zla¢eniny 3-8), ktorych ucinnost’ posudzovali na
zaklade hodnoty ICsp (NM) Mer Tk. (Obrazok 10) Naju¢innejsi inhibitor 7 (UNC569), s
najmensou molekulovou hmotnost'ou, bol zaujimavy svojim spdsobom viazania sa v ATP
vézbovom mieste Mer kindzy, aj ked’ jeho hodnota ICsq nepatrila medzi najlepsie spomedzi
uvedenych zlucenin (2.9 nM), (Obrazok 11) jeho potencial je vzhl'adom na jeho schopnost
selektivne inhibovat aktivitu Mer kindzy predmetom d’alSieho skimania a neskorSieho
mozného terapeutického Vyuiitia.9 Dalsie inhibitory boli testované na inhibiciu aktivity Mer
kinazy (zluceniny 9-14). (Obrazky 14-18 B) Ani zluceniny s dobrymi vysledkami ICsq vSak
nie st jednoducho vyuzitel'né pre terapeutické vyuzitie vzhl'adom na ich neselektivitu, ale aj
toxicitu. Vel'mi dobre vSak poslazili Kk lepSiemu pochopeniu interakcii, k akym dochadza
medzi ATP vézbovym miestom a inhibitorom. (Obrazky 14-18) Pri d’alsom alternativnom
pokuse inhibovat” aktivitu Mer kindzy posobenim na tyroziny pritomné v JM oblasti receptora
neboli dosiahnuté pozitivne vysledky. Ale na druhej strane autori ukazali, Ze JM oblast’ nie je
Z hladiska inhibicie TK doélezitd ama skor stabilizujuci UCinok na transmembranovy

receptor.*
57



Tyro3 TK receptor v pripade nadmernej expresic a v dosledku interakcie s Gas6
ligandom, ktory ho aktivuje, je tiez znamy ako jedna z pricin korondrneho ochorenia srdca
(KOS). Inhibiciou jeho aktivity by bolo mozné predist vzniku krvnych zrazenin bez
vedl'ajSich  ucinkov. Potencidl pripravenych inhibitorov  (zlu¢eniny 16-20) so
spiroindolinovym skeletom bol posudzovany na zaklade vysledku hodnoty ICsy. Vybrané
inhibitory boli podrobené sérii d’alsich testov, podl'a ktorych sa posudzoval ich potencial pre
terapeutické vyuzitie na zivych organizmoch. Inhibitor s najnizSou hodnotou 1Csy (20) mal
zial' najhorSie vysledky pri skumani farmakokinetickych vlastnosti latky. Ani vybrané
inhibitory 16 a 18 napriek dobrej aktivite nemali vhodné farmakokinetické vlastnosti. Pouzitie
spirodindolinovej $truktary inhibitorov na zastavenie aktivity Tyro3 TK receptora je v
rannych $tadiach vyskumu, pretoze takéto zliceniny neboli doteraz na Tyro3 testované. Ich
potencial preto zatial’ nie je mozné vylagit.**

Na zéklade dostupnych informacii z odbornej literatiry a databaz Reaxys a SciFinder
sme navrhli viacstupniovu syntézu prekurzoru 7 na pripravu pocitatom predpovedanych

VEGFR2 TK inhibitorov N-arylaminooxazolnitrilového typu. (Schéma 8)

! o NBS O NaNO,, KCN, CuCN = 0
! NH, e NH, > N=—
| ' AN,3h, 0°C HOAc, HySOy, H,0
: | Br 3.5h,0°C/RT Br
! L : 2 g9 3 579
0=5=0
LiCl o o) Br,
—
I o G R R ——
W DMSO. 75 °C N~ ONH, Br  CHCls, RT/35°C
! o H Br Br
\ 5 48 h P 3h
]
O:S:O 6 4 85 %
¥
o
o Licl ) Brz
_0 - 6 o N= -]
7 DMSO, 75 °C Br | CHCl;, RT/35°C
48 h Br oh
5 51%

Schéma 8: Schéma grafického abstraktu.
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Syntéza zacala premenou p-aminoacetofenonu (1) na 1-(4-amino-3-brémfenyl)etandn
(2) pomocou NBS v AN pri 0°C."" Pouzity postup z literatury sme modifikovali po¢iatoénym
zahrievanim NBS v AN kvoli jeho horsSej rozpustnosti v tomto rozpustadle. Vytazok reakcie
(82 %) sa takmer zhoduje s vytazkom uvedenym v pouzitej literatire (85 % ). S rastiicou
navazkou VL bolo potrebné predlZovat’ reakény ¢as reakcie. Struktiru a Gistotu produktu 2
sme potvrdili *H-NMR analyzou, ktora sa zhodovala s publikovanymi hodnotami."’

Druhym krokom syntézy bola priprava 4-acetyl-2-brombenzonitrilu (3) vychadzajica
z 1-(4-amino-3-bromfenyl)etanénu (2), s vyuzitim diazotadnej reakcie.’® Synteticky postup
sme Vv porovnani s pdvodnou literatirou modifikovali pouzitim KNO, namiesto NaNO,. Na
zaklade vlastnych praktickych skusenosti sme potvrdili, ze Cast’ reakcie veduca k priprave
diazoniovej soli je, z dovodu vysokej reaktivity tejto soli, citliva na dodrziavanie nizkej
reakénej teploty (0 °C). Aj kratkodobé zvySenie reakcnej teploty moZe mat’ za ndsledok
rozklad spominaného diazoniového medziproduktu. V pripade, Ze sme reakéné podmienky
uvedené v literature dosledne dodrzali, cielovy produkt 3 sme pripravili vo vytazku 57 %.
Vytazok sa zhodoval s publikovanou hodnotou v literatare. Struktiru a &istotu produktu 3
sme potvrdili pomocou *H-NMR analyzy.™

Tretim krokom bola premena 4-acetyl-2-brombenzonitrilu (3) na 4-(2-bromacetyl)-2-
bréombenzonitril (5) s vyuZitim substiticie bromu pdsobenim roztoku Br, v CHCI3?t V
literature nie je uvedeny presny reakény ¢as. V nasom pripade bol 20 h pri teplote 35 °C
s pouzitim 1.50 mol ekv Brs, aj napriek tomu, Ze v literature je uvedeny ekvivalent Br, 0.97
mol ekv. Po pridani 0.97 mol ekv Br, v8ak Vv nasej reakcii nedoslo k zreagovaniu celej VL
apreto bolo potrebné postup optimalizovat’ takym spésobom, aby nedoSlo k vzniku a,0-
dibromovaného produktu a zaroven, aby zreagovala vSetka vychodiskova latka. Tento krok
bolo obtiazne uskuto¢nit, v kazdej reakcii dochadzalo k opakovanému vzniku a,0-
dibromovaného vedl'ajsiecho produktu, resp. v RZ bola minoritna pritomnost’ aj VL. Vytazok
(51 %). Struktiru a &istotu latky 5 sme potvrdili *H-NMR analyzou. Tato latka predstavuje
novu, dosial’ v lit. nepopisant zluceninu, preto sme jej Struktru potvrdili aj dalSimi
analyzami (°C-NMR, IC, MS).#

S vyuzitim rovnakych reakénych podmienok ako v pripade syntézy latky 5, sme
posobenim 2.50 mol ekv Br, za 3 h pripravili o,a-dibromovany produkt 4-(2,2-dibromacetyl)-
2-brémbenzonitril (4).2* Struktaru a &istotu latky 4 sme potvrdili *H-NMR analyzou. Napriek
tomu, ze molekula nie je opisand, ju v tejto praci z dévodu nevyuzivania Vv d’alSej syntéze
blizSie nepopisujeme.
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Poslednym krokom naSej syntézy bola cyklizacia mocCoviny 6 a intermediatu 4-(2-
bromacetyl)-2-brombenzonitrilu (5) za vzniku oxazolového prekurzoru inhibitora VEGFR2
TK.# Schéma 7) Postup z literatary sme modifikovali pridanim LiCl, ktory v reakcii pdsobi
ako Bronstedtova kyselina ama funkciu katalyzatora. Tento postup je vysledkom
optimalizacie po niekol’kych neutspesnych pokusoch, pri ktorych sme vychadzali
z neucinného intermediatu 4 alebo sme pouzivali nevhodné rozpustadlo (dichloretan). Po
tom, ¢o Skolitel' uskuto¢nil netispesnu analogickt reakciu v etanole, sme sa rozhodli skimat’
priebeh reakcie v chlorovanych rozpustadlach. Pouzili sme dichloretan CICH,CH,CI, pretoze
ma vyS$iu teplotu varu na rozdiel od inych chlorovanych rozpustadiel ako si CH,Cl, alebo
CHCIs. Reaktanty sa vSak ani v dichloretane dobre nerozpustali, preto sme sa rozhodli
vyskasat’ aj DMSO. V tomto rozpustadle boli vzorky dobre rozpustné. Z intermediatu 4 sme
vychadzali na zaklade predpokladu, ze po odstipeni jedného bromu pred uzavretim kruhu
bude druhy brém, ktory ostal naviazany, zvySovat reaktivitu uhlika, ktory sa do reakcie
zapaja. Tento predpoklad bol vSak nespravny a v zmesnom spektre sme nezachytili
pritomnost’ smerodajného oxazolového piku. Rohodli sme sa preto zamerat' na syntézu
prekurzoru VEGFR2 TK inhibitora vychadzajuc z monobromovaného intermediatu 5. V
tomto experimente, ktorého vystupom je 1H-NMR analyza KF-017-14.fid, sa prvy krat
podarilo v zmesnom spektre zachytit' pritomnost’ oxazolového piku (ca 6.0 ppm). Reakciu
sme najprv uskutoc¢nili v malej navazke z5 (65 mg). Vysledkom bol vznik 30 mg surovej
reakénej zmesi, z ktorych sme 5 mg odobrali na 'H-NMR analyzu. Pri d’alsom pokuse
zopakovat’ reakciu za rovnakych reakénych podmienok vychadzajuc z 360 mg intermdiatu 5,
(> 5 nasobok), reakcia nebola uspesna. Zmes latok, ktora vznikla z predoslej uspesnej reakcie,
sa od seba pokusime chromatograficky oddelit’ a potvrdit’ pritomnost’ a Cistotu pozadovaného
produktu 7. DalSou optimalizaciou sa pokiisime upravit reakéné podmienky tak, aby bola

reakcia uspesna aj z vacSich navazok.
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9. Zaver

V ramci diplomovej bakalarskej prace sa nam podarilo popisat’ vlastnosti TAM rodiny
TK receptorov aich prepojenie sochoreniami ako st lymfoblastickd leukémia (Mer)
a koronarne ochorenie srdca (Tyro3). Zaroven sa nam podarilo sprehl’adnit’ sériu vybranych,
nedavno pripravenych inhibitorov Mer aTyro3 TK receptorov. Zistili sme, ze
nizkomolekulova latka 7 (UNC569) je zluceninou utlmujucou fosforylaciu v kinazovej
doméne Mer TK receptora, ktord sa mimoriadne neocakdvanym a zaujimavym spdsobom
viaze do ATP vidzbového miesta Mer. V pripade Tyro3 TK receptora sme nedosiahli
jednoznacnych vysledkov potvrdzujucich mimoriadny potencial vybranych spiroindolinovych
inhibitorov 16, 18 a 20.

V praktickej Casti prace sme uskutoc¢nili 5 stuptiov syntézy S cielom pripravit
pozadovany intermediat 7. Kroky 1-4 prebehli Gspesne, pricom vsetky latky (1-5) sa nam
podarilo pripravit v dostato¢nej Cistote. (Schéma 3-6) Poslednym krokom bola syntéza
oxazolu 7 - prekurzoru inhibitorov VEGFR2 TK. Tato latka sa nam vsak nepodarila pripravit’
v dostatoénom mnozstve a v dostato¢nej Cistote. (Schéma 7). V zmesnom spektre sa
charakteristicky posun oxazoléveho vodiku nachadza (KF-017-14.fid). Spektrum jednoznacne
potvrdi Strukturu latky 7 az po jej oddeleni od dal$ich latok. Optimalizaciou reakénych
podmienok sa po preukdzani pritomnosti prekurzoru 7 bude treba zapodievat’ s cielom

pripravit’ latku 7 vo vi¢Som mnozZstve.
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