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Abstrakt

Marek Ondrus: Regioselektivna syntéza dihydrochinoxalinonovych Kkindzovych
inhibitorov
Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra organickej chémie

Magisterskadiplomova praca, 79 stran, 2016

Mer tyrozin kindza (TK) je dolezitym medidtorom prirodzenych bunkovych procesov
(fagocytdza) a suvisi aj s progresiou onkologickych ochoreni (prezivanie, migracia,
invazia, metastdzy a chomosenzitivita). Aj napriek mnohym tspechom v terapii tumorov je
stale velky dopyt po uCinnejSich a selektivnejSich inhibitoroch s lepSimi
farmakokinetickymi vlastnostami. Priaznivy vysledok inhibi¢ného ucinku zluceniny firmy
Biomagi BM01014 (ICsp: 2 750 nM) vo¢i Mer TK nds inSpiroval k vyvoju novych
derivatov tohto dihydrochinoxalinénového inhibitora. Pridavné interakcie meniacej sa
aroyolovej Casti maju zlepSit' afinitu predpovedaného inhibitora k aktivnemu miestu Mer
tyrozin kinazy a N,N-dietyletylénovy fragment inhibitora bol navrhnuty s cielom zlepSenia
jeho rozpustnosti. V experimentalnej Casti sa venujeme hlavne regioselektivnej priprave
nosn¢ho skeletu pozadovaného ANTI regioizoméru vznikajiceho v cyklokondenzacne;
reakcii o-fenyléndiaminu (0-PDA) s benzoylpyruatom. Tématika regioselektivne]
heterocyklizacie poskytujucej dihydrochinoxalindny je v literature malo diskutovanou
témou, pricom sa vyskytuji tvrdenia, ktoré si protirecia. V praci sme vyrieSili sposob,
akym je moZné prepinat’ regioselektivitu pripravy ANTI alebo SYN regioizomérov. Navrhli
sme tiez mechanizmus vysvetl'ujici selektivitu tychto reakcii. Na potvrdenie vSeobecnej
platnosti mechanizmu boli uskuto¢nené heterocyklizacné reakcie s rézne substituovanymi
0-PDA. Tie odzrkadluji vplyv elektronovych efektov na regioselektivitu. Podmienky
vyvinutej regioselektivnej reakcie sme vyuzili na pripravu navrhnutych Mer TK

inhibitorov. Struktiry regioizomérnych produktov sme potvrdili 2D NMR technikami.

KPacové slova:Mer TK, tyrozin kinaza, inhibi¢nd koncentracia, regioselektivita,

cyklokondenzacia,o-PDA, dihydrochinoxalinon



Abstract

Marek Ondrus: Regioselective synthesis of dihydroquinoxalinone kinase inhibitors
Comenius University in Bratislava, Faculty of Natural Sciences, Department of Organic Chemistry

Master diploma work, 79 pages, 2016

Mer tyrosine-kinase (TK) is an important mediator of natural cell processes (phagocytosis)
and is also linked with the progression of oncologic diseases (survival, migration, invasion,
metastasis and chemosensitivity). Despite many achievements in the treatment of tumors, it
is still a great demand for effective and selective inhibitors with improved pharmacokinetic
properties. The favourable outcome of the inhibition effect of Biomagi
compoundBM01014(1Csp: 2750 nM) to Mer TK ispired us to develop new derivatives of
this dihydroquinoxalinone inhibitor. Additional interactions invariablearoyl part should
improve affinityof the inhibitor toactive site of the Mer tyrosine kinase andN,N-
diethylethylene fragment of the inhibitor was designed to improveits water solubility. In
experimental part we discuss regioselective preparation of desired ANTI regioisomer
formed by the cyclocondenzation of o-phenylenediamine (0-PDA) with benzoylpyruate.
Topic of regioselective heterocyclization providing dihydroquinoxalinones is
rarelydiscussed in literature, even some contradictory results are presented. Within this
work we have also solved the methodology to switch regioselectivity for production
ofANTI or SYN regioizomers. We proposed a mechanism explaining the selectivity of the
reaction. We performed heterocyclisazion reactions with various substituted o-PDAs to
confirm the generality of the mechanism. These reflect the impact of electronic effects on
regioselectivity. We utilized found conditions for regioselective reaction to prepare the
proposed Mer TK inhibitors. Structures of regioizomeric products were confirmed by

different 2D NMR techniques.

Key words:Mer TK, tyrosine-kinase, inhibition concentration, regioselectivity,

cyclocondenzation, o-PDA, dihydroquinoxalinone



Graficky abstrakt

Regioselektivna syntéza dihydrochinoxalinénovych kinazovych inhibitorov

1.00 mol ekv 0 NH,
1.00
o mo Ao o o X
150 5 , ) opt HOOC . NH,
ol 1,50 EtONa al o Aditivum (Ad)
EtOH abs DMF abs
1 -20°C a2 RT, 3 h, Ar 3 (83 %) RT, 72 h, Ar
o]
o)
! O o0 LN/\/NHz H
: N~
HoOC @[N @ ) i L N
5 N
SN0 1.20 HOB, N NS0
H 1.20 EDC . HCI P o H
DMF abs
Ad =1.00 DMAP C(7)-COOH: 5 (45%)  RT,24h, Ar 7 (56%
Ad=1.00TsOH C(6)-COOH: 5a (36 %) (56 %)
Schéma 1.Synteticka cesta ,,A“ veduca k priprave zlt¢eniny7.
1.00 mol ekv
NH, O 3.80 N~ O EtO OEt N O OH
3.00 DIPEA 2.00 EtONa o
0.20 Kl EtOH abs
8 toluén abs 9 (88%) -20°CaZRT,3h,Ar 10 (78 %)

110°C, 10 h, Ar

Ch
NH, .
1.00 o NH
/C[ 1 00 N/\/ 2 H
HOOC _ N~
: Q s
N
1.00 DMAP 1.20 HOBt N
DMFabs  HOOC 120 EDC . HCI H

RT, 72 h, Ar DMF abs O
11 (51 %) RT, 24 h, Ar 12 (75 %)

Schéma 2.Synteticka cesta ,,B“ veduca k priprave zluceniny 12.



OEt

1.00 mol ekv HO
0 r ©
O«__OH 0 EtO o
2.00 H, 200 OEt
OO _PtO,. H,0 _220Meli_ 7 0 2
AcOH Et20 abs 2.00 EtONa
RT, 48 h 0°C a3 RT EtOH abs
13 14 65%) o 15(91%) -20°CazRT, 1h Ar 16 (83 %)

/@E © LN/\/NHz ©
HOOC H H

_ 1 .00) 6 P

I L
1.00DMAP  Lo0c N o 1.20 HOBt SN

DMF abs H 1.20 EDC . HCI N O
RT, 72h, Ar DMF abs P 0
RT, 24 h, A
17 (56 %) P AN AT 18 (66 %)

Schéma 3. Synteticka cesta ,,C* veduca k priprave zluceniny 18.

1.00 mol ekv
1)
e N=csq
H H H H
NH 2
2 100 4% 9 Noo N O Parc N -NM2 550 Mno,
_— O// \\O —_— I\ —_—
2) 1.00 BnOH 0 MeOH DMF abs
0 DCM abs RT, 24 h RT, 72h
0°CazRT,24h © OH
19 21 (75 %) 22 (90 %)
0 NH,
1.00
0 Etojﬁ\oa Q  OH J@[
200 § _A\__OEt HOOC NH;
0.0 0.0 4
(N2 | I e > \Y7; o Tt -
HN-ON 2.00 EtONa HN- TSN 1.00 DMAP
20 H EtOH abs *H DMF abs
23 96%)  20°CazRT Ar 24 RT, 72h, Ar
H H
N._.NH, N..-NH;
77\ O// \\O
o © LN/\/NHz °

1.20 EDC . HCI
DMF abs
25 RT, 24 h, Ar 26

H | |

N, 1.00 6 | _ |

QN iy |
HOOC N"o 120HOBt ! N7 0 ;

Schéma 4. Synteticka cesta ,,D* veduca k priprave zluc¢eniny 26.

-10 -



Graficky abstrakt "H-NMR spektier

CDC|3 (300 MHZ) DMSO-dg (300 MHz)
Cl
142 (7.2) 13 44O @ 7.60 (8.6)
0] 7. 61 8.02 (8.6)
~ 7.67 (8.4,1.6) ~6.87
4.41(7.2) 8a1
12.95 br 773(1 6)
) 12 14
3 MO 01-01-14.fid 5 MO 18-22-15.fid
DMSO-ds (600 MHz) DMSO-ds (3oo MHz)
12.26
N H ) 13520 760 8.6
7.69 (8.3,1.5) gad 255 (7.2) 552 69) ©.6)
12922? 8.04 (1 54)alfl X 6.79 836(56)a N 685
. r : ~H sa1
O 13.48 O )N/EEON
7.99 (8.4) 252 (7.9 12 .
757 (8.4)C| 0.97 (7.1) ®) 757764
5a MO 02-11-14.fid 7 MO 17-02-15.fid
1.96 (6.6) CDCl; (300 MHz) 1.92 (6.6) CDCl, (300 MHz)
3.14 6 6) Z > 3.20 (6.6) (not Seen)
N O OH 139
o 13002
6.85 (8.5) ‘/k 259 6.97 (8.6) > ; E 72
7.33(8.5,8.5,1.7) 7.51 (7.8.1.7) 7.39(8.68.6,16) \ 7'58 o Y
6.75 (8.5,7.8) 685 7.58(7.9,1.6)
9 MO 22-19-15.fid 879 19 mo 25-07B-15.fid

DMSO-d¢ (600 MHz)

1.95 (br,t)
3.33 (brt)
N L4 0r7)
7.43 (br,7.7)
13.120 6.98 (br,7.1)
7.56 (8.4) H 7.57 (br,d)
7.67(8.4,1.77)(‘?’2] 7 658
HO N
(not seen) 7_75(1_7)” O
O 12.12
11 MO 26-02D-15.fid

DMSO-d (600 MHz)

7.29(8.6,7.41 7)

6.74 (7.47.4)
254 (7.2)
o5 7.39(7.41.7)
L H
NN
251(70)) T
11.92 (br)
097(7.0)  331(7258)
12 MO 29-01U-15.fid

-11 -




CDCl; (300 MHz)

H
3.16 (6.35.0) 11.38 (br)

1.81 (6.3,5.0) 7.86 (7.6)
1.81 (6.3,5.0) 7.18 (7.6,7.6)
2.84 (6.3,5.0) 7.28 (7.6)

CDCl;, (300 MHz)
2.55

2.95 (6.4,3.3)

1.77 (6.4,3.3) 7.44(7.0,1.9)

1.77 (6.4,3.3) 7.15 (7.6,7.0)
2.81(6.4,3.3) 7.19 (7.6,1.9)

14 MO 24-03-15.fid 15 MO 24-01-15.fid
J 1.32(7.2)
14.96 o~ 431(72)
o) CDCI, (300 MHz)
6.69
2.89 (6.1,5.
1.72 (6.1,5.1) 7.31(7.3,1.6)
1.72 (6.1,5.1) 7.11(7.7,7.3)
2.76 (6.1,5.1) 7.16 (7.7,1.6)
16 MO 27-02C-15.fid
DMSO-d (300 MHz) DMSO-d; (300 MHz)
172(6.1,52) 1.73 (6.0,5.4)
172(6.1,5.2) 278 (6.15.2) 1.73(6.05.4) 2.79(6.054)
2.87(6.0,5.4
2.86(6.1,5.2) 717 (5.43.7) ( ) 7.18 (5.6,3.6)
13.180 719 (5.45.4) 13'|2_|50 7:20(5.6.5.6)
7.58 (8.4) H 7.30(5.4,3.7) 0.98 (7.1 8.36 (5.5)a_2_ _N._.~ 7.30(56,3.6)
7 66 N~ .98 (7.1) ) 6.37
66 (8.4,1.7) ™) 6.39 L2_55 (mH G
821 2.52(7.1) U~ CON &1
1291(|_t|)()) 72anN © N'3 37 (m) N 0
. r . . .
O e / 0 / 1208 (br) 2799
: 7.61 (br,m)
17 MO 28-02-15.fid 18 MO 30-02C-15.fid
DMSO-d (300 MHz)
11111206(br) a
7.91 (8.7) H
7.25 (8.7) a
509 @
a:7.30-7.20
21 MO 32-041-15.fid
DMSO-d4 (300 MHz) DMSO-d (300 MHz)
9.34 (br) 10.11 (br)
7.22(8.6) H NH 7.22(8.9) H NH
7.10 (8.6) 2 7.88(8.9) 2
1.29 (6.4) o o 701(n O O 7360
465 (6.4,4.1)
5.03 (4-1) 22 MO 32-05-15.fid 23 MO 36-01-16.fid

-12 -




Pouzité skratky
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Alanin
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Adenozintrifosfat

,,Clearance*

Kyanometyléntrimetylfosforan (,,Cyanomethylentrimethylphosphorane*)
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Diizopropylkarbodiimid
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PtdSer Fosfatidylserin

PPIX Protoporfyrin IX

Pro Prolin

RF Reten¢ny faktor

RT Laboratdrna teplota (,,Room Temperature*)

RTK Receptorové tyrozin kinazy

RVO Rotac¢na vakuova odparka

SA Kyselina sulfamova (NH,SO;H)

SAR LHdtructure-Activity Relationship®

TAM Rodina receptorov tyrozin kinazy (,,Tyro3-Axl-Mer*)
TBS Terc-butyldimetylsilyléter

‘BuOH Terc-butanol

TEA Trietylamin

THF Tetrahydrofuran

TK Tyrozin kinaza

TLC Chromatografia na tenkej vrstve (,,Thin Layer Chromatoraphy*)
TMZ Temozolomid

TsOH Kyselina p-toluénsulféonova

uv Ultrafialové ziarenie (,,Ultraviolet)

vWF Von Willbrandov faktor
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UvVOD

Zameranie vedcov na biologické drahy, receptory a ligandy ako ovladdacie prvky
tumorovych tkaniv, predstavuje nadejnu cast vyvoja liecby néadorovych ochoreni
za poslednych 10 rokov. Jednym zkltacovych pristupov je vyvoj a identifikécia
inhibitorovorganickych molektl, ktoré st schopné blokovat nadmerne exprimovani
biologickli drahu atak premenit smrtiace ochorenie v chronicky, ale zvladnutelny
problém. Premena bunky na nadorovi méze byt spdsobena mutéciami v protoonkogénoch.
Takto transformovand bunka ziskava nové vlastnosti. Ma tendenciu sa vymykat
fyziologickému mechanizmu kontroly bunkového delenia, invazivne rast’ a prenikat’ do
okolitych tkaniv, kde metastazovanim vytvara sekundarne nadory. V dosledku poruch
bunkovych receptorov ma totiz transformovana bunka znizené poziadavky na pritomnost’
hormoénov ¢i rastovych faktorov, ¢im sa stdva takmer nezavislou. ZvySend produkcia
proteinov blokujucich bunkovi smrt navodzuje odolnost nadorovej bunky aj voci
apoptoze. Jednym z protoonkogénov je aj MER TK. Protein kédovany tymto génom sa
podiel'a prave na metabolickom odstraiiovani apoptickych buniek. Strata alebo zmena
funkcie takychto faktorov udrziavajucich bunkovil rovnovdhu je doévodom vzniku
viacerych typov nadorovych ochoreni.

Stcasna liecba je zamerana na jednotlivé znaky a vlastnosti buniek. Rutinna,
konven¢nd lieCba zahffiajica chirurgické odstranenie tkaniva, rddio a chemoterapiu je
nedostatona. Efektivnost liecby eliminacie nadorov pomocou cielenej inhibicie
onkoproteinov je v poslednych rokoch rozvijajici sa pristup k danej problematike. Mer
tyrozin kinazovy receptor je z tohto hl'adiska povazovany za zaujimavy terapeuticky ciel’

liecby naddorovych ochoreni.

1 Ciele magisterskej diplomovej prace

a) Spracovat literaturu ohl'adom vlastnosti a biologickych funkcii Mer TK receptora.
b) Spracovat’ literataru tykajicu sa vyvoja Mer TK inhibitorov.

¢) Navrhnat metodiku syntézy a pripravit’ inhibitory 7, 12, 18 a 26.
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2 Teoreticka ¢ast’

2.1. Vlastnosti,biologické funkcie a inhibicia Mer TK receptora

2.1.1. Vlastnosti Mer TK receptora

Kindém je oznaCenie pre subor 518 protein-kindz kodovanych l'udskym gendémom,
z ktorych 58 st transmembranové TK receptory. Tie st na zédklade podobnosti sekvencie
intracelularnej kinazovej domény roztriedené do 20 rodin.' Mer TK (tyrozin-kiniza) je
spolu s receptorom Axl a Tyro3 st€astou rodiny TAM, v ramci ktorej zdiel'aju aspoi jeden
spolo¢ny ligand — Gas6. Tieto tri proteiny su zapojené do mnohych bunkovych funkcii
v zavislosti od typu bunky.

Mer TK pozostavajuca z 999 AMK ma velkost’ 110 249 Da.Je to l'udsky enzym,
ktorého patogenita spociva v bodovej mutacii. Takouto abnormalnou aktivaciou (aktivacia
mutaciou) vznikd hyperaktivna onkogénna forma proteinu. Gény kodujuce TAM proteiny
su v§ak mutované, alebo amplifikované len zriedka. AvSak, transkripcia takychto proteinov
mdze byt podporovana mikroprostredim tumoru. Transkripcia Mer proteinu je stimulovana
27-hydroxycholesterolom, ktory je produkovany bunkami obklopujicimi tumor (Obrdzok
1.2

HO
Obrazok 1.27-Hydroxycholesterol.

! Robinson, D.R.; Wu, Y.; Lin, S.F. Oncogene2000, 19, 5548-5557.
% Graham, D.K.; DeRyckere, D.; Davies, K.D.; Earp, H.S.; Nat. Rev. Cancer2014, 14, 769-785.
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2.1.2. Biologické funkcie Mer TK receptora

Mer TK je dolezitym medidtorom prirodzenych bunkovych procesov, okrem toho
aj vzniku onkologickych ochoreni. Jedna z najviac preStudovanych funkcii proteinu Mer,
ktorii za normalnych fyziologickych podmienok sprostredkovéva, je eferocytéza.’ Ide o
proces, ktorym su apoptické resp. nekrotické bunky prostrednictvom membrany fagocytov
ulozené do vezikul (eferozomov) a odstranené (Obrazok 2). Eferocytozu mézu vykondvat
nie len ,,profesionalne® fagocytické bunky ako makrofidgy a dendrické bunky, ale aj iné
typy buniek vratane epitelidlnych buniek a fibroblastov. Na odliSenie apoptickej od Zivej
bunky sa vyuZiva pritomnost’ fosfatidylserinu (PtdSer), ktory sa nachddza na vonkajse;j
fosfolipidovej dvojvrstve apoptickych buniek. Mer TK receptor sprostredkovava
rozpoznanie a vizbu medzi PtdSer mitvych buniek a fagocytmi.* Eferocytézou sa spustaju
Specifické signdlne drdhy, ktoré maji za nasledok proti-zapalové arast podporujuce
ucinky. Problém wvznika pri poruchach eferocytdzy, v dosledku ¢coho dochadza

k nahromadeniu apoptickych buniek a vzniku autoimunitnych ochoreni.

Obrazok 2.Eferocytoza.

Vyskyt ektopickej expresie Mer kindzy bol viackrat nezavisle potvrdeny v
niekol’kych typoch zhubnych nadorovych tkaniv vratane krvotvorby, pluc, prsnika,
prostaty a mozgu (bunky ALL, AML, NSCLC, GBM). Na vic¢sinu foriem spominanych

ochoreni je vyvinuta efektivna liecba. Stale vSak existuji formy, ktoré su lieCitene len

3 Baladi, T.; Abet, V.; Piguel, S. Eur. J. Med. Chem.2015, 105, 220-237.
* Moller-Tank, S.; Maury, W. Virology2014, 468-470, 656-580.
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CiastoCne, resp. s moznymi vedlajSimi G€inkami a postupnym vytvaranim rezistencie na
aplikovanu lieCbu. Prave U€innd inhibicia proteinu Mer TK, ktory je ektopicky v tychto

tkanivach exprimovany, vedie k eliminacii nddorovych tkaniv.

2.1.3. Glioblastoma multiforme (GBM)

GBM je najCastejsi a najagresivnejsi typ zhubného nadora v 'udskom mozgu. Gén
koédujuci Mer kindazu bol identifikovany ako jeden zkandidatnych génov vyznamne
upregulovanych v GBM. Liecba tejto invazivnej choroby je nedostatocna a Mer protein sa
tak stava jednym z terapeutickych cielov zhubnych gliomov. Glidmy st podporné nervové
bunky predstavujice az 90 % vsetkych buniek nervového systému. Plnia okrem podporne;j
funkcie, aj funkciu vyzivovaciu, regenera¢ntl a ochrannu. Problém nastava pri nadobtdani
postupnej odolnosti na chemoterapiu. Druhym problémom je, ze gliomové bunky l'ahko
prenikaji do susednych tkaniv, z Coho vznikaji nové metastatické miesta a v dosledku
toho dochddza do jedné¢ho roka k umrtiuaz 50 % pacientov. V in vitro testoch bolo
preukézané, e inhibicia Mer TK zvy3uje chemosenzitivitu buniek GBM.

Standardni lie¢ba zahffia chirurgicki sekciu, chemo/radioterapiu, ktora viak
zvy§uje tumorovl agresivitu. Priemerny tumor GBM obsahuje 10'' bunieck. Po
chirurgickom zakroku je ich poéet zredukovany na 10° (zniZenie 0 99 %). Pouziva sa
najmi na odstranenie objemnej hmoty tlaciacej na mozog. Je mozna aj tzv. celkova
resekcia, tzn. ze sa chirurgicky odstrani cely nador. Pri tejto operacii riadenej
fluorescenciou sa pouziva liek Gliolan, ktor¢ho uc€innou latkou je prirodzene sa
vyskytujiica latka v tele - hydrochlorid kyseliny 5-aminolevulinovej (Obrazok 3).° Ide
o senzibilizator, ktory je absorbovany bunkami v tele, kde sa prostrednictvom enzymov
meni na fluorescencné chemické latky, najméd protoporfyrin IX (PPIX). KedZe bunky
gliomu prijmu viac G€innej latky a rychlo ju premenia na PPIX, v nddorovych bunkach sa
akumuluju vysSie hladiny PPIX ako v normalnom tkanive. Nésledne sa PPIX osvieti
modrym svetlom 3pecifickej vlnovej dizky, vd’aka Gomu PPIX v tumore Ziari intenzivne
cerveno, zatial' co normalne mozgové tkanivo sa javi modré. Z tohto dovodu méze chirurg

odstranit’ tumor presnejSie a tiez uSetrit’ zdravé tkanivo mozgu. U vicSiny pacientov sa

5 Wang, Y.; Moncayo, G.; Morin Jr, P.; Xue, G.; Grzmil, M.; Lino, M.M.; Clément-Schatlo, V.; Frank, S.;
Merlo, A. Oncogene 2013, 32, 872-882.

® Stummer, W.; Pichlmeier, U.; Meinel, T.; Wiestler, O.D.; Zanella, F.; Reulen, H.J. Lancet Oncol.2006, 7,
392-401.
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vS8ak neskOr vyvinie novy nador v pdvodnom mieste tumoru, alebo v blizkom okoli
z dovodu vysokej infiltradnej kapacity zvy$nych GBM buniek. Statistiky hovoria, Ze 72
hodin po operécii sa v pripade 64% pacientov, ktori dostali Gliolan, nezistil na snimke
mozgu viditelny tumor v porovnani s 38% pacientov, ktori Gliolan nedostali. Po 6
mesiacoch bolo stale nazive bez progresie 21% pacientov, ktora Gliolan dostali,
v porovnani s 11% pacientov, ktori liek nedostali.

Mer TK je zodpovednd taktiez za udrZanie prirodzenej morfologie gliomovych
buniek. Jeho nefunké&nost’ premieia povodny gulovity tvar na predizeny a ovplyviluje tieZ
invaziu GBM buniek do okolitého tkanivového prostredia. Po chirurgickom zakroku je
takmer vzdy stcast'ou lieCby aj radioterapia zniZzujica percento imrtia aZ na polovicu. Po
radioterapii (60-65 Gy) ma pacient s GBM cca 10" nadorovych buniek. Problematické su
tzv. hypoxie, ¢o si miesta so znizenym obsahom kyslika ateda viac rezistentné voci
radioterapii. Poslednym S$tadiom lieCby je chemoterapia, ktord sa vyuziva v kombinécii
s oralne aplikovanym temozolomidom (TMZ) (Obrazok 3). Ten zvySuje citlivost’ tumoru
vo¢i radiaénému Ziareniu a alkyluje (metyluje) guaninové zvySky DNA. Takéto

poskodenie DNA nadorovych buniek vedie k ich apoptoze.

@]
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Obrazok 3. Zl'ava Struktury kyseliny 5S-aminolevulinovej, protoporfirinu IXa temozolomidu.

2.1.4. Inhibicia aktivacie a naslednej agregacie trombocytov

ZradZanie krvi (hemokoagulacia) je komplexny proces zhlukovania krvnych
dosticiek (trombocytov) za Gi€elom vytvorenia krvnej zrazeniny pri poraneni ciev (Obrazok
4). Cievnym posSkodenim sa odkryva kolagén nachadzajici sa zvycajne pod vrstvou
endotelu. Dosticky pritomné v krvi sa na kolagén nasledne viazu svojim povrchovo

Specifickym receptorom vytvarajic prvotni hemostatickl zrazeninu (primarna hemostéza).
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Vizby medzi trombocytovymi glykoproteinmi akolagénovymi  vldknami st
sprostredkované klI'i¢ovym adhezivnym proteinom, znamym ako von Willebrandov faktor
(VWF). Tieto vizby sa spajaju s aktivaciou trombocytov, pricom dochddza k prenosu
intracelularneho signdlu — fosforylacia tyrozin-kindzy. Trombokindza uvoliovana
z krvnych dostiCiek premietia protrombin na aktivnhu formu enzymu — trombin, ktory
nasledne Stiepi fibrinogén z krvnej plazmy na vléknity fibrin. Ten vzniknutt zrazeninu

zosilnia vznika tzv. sekundarna hemostaza.

Obrazok 4. Snimka erytrocytu, trombocytu a leukocytu z elektronového mikroskopu.

Vroku 2013 bola prvykrat demons$trovand funkénd inhibicia kolagénom
indukovanej aktivacie trombocytov a ich naslednej agregacie sprostredkovana selektivnym
Mer tyrozin-kinizovym inhibitorom.” Fyziologickd prokoagula¢na aktivita krvnych
dosti¢iek brani nadmernému krvacaniu, pricom hyperaktivna koaguldcia moze viest k
vzniku patologickej trombozy so smrtelnym nasledkom. Vysledky in vivo testov na
my$iach potvrdili zniZent agregiciu pri inhibovanej Mer kinaze. U¢ast’ Mer kinazy pri
regulacii aktivacie je prevenciou vzniku krvnej zrazeniny. Antiagregacné zli¢eniny su zo
spominanych dévodov dolezitou a potrebnou sucastou lieciv kardiovaskularnych ochoreni

a inhibitory Mer kindz majt potencial takéhoto antikoagula¢ného lieciva.

2.1.5. Inhibicia Mer TK receptora

TAM rodina tyrozin-kindzovych receptorov je stdle Studovanou skupinou

terapeutickych cielov overenych viacerymi génovymi experimentami. Dizajn a vyvoj

"Kola, L; Landis, J. Nat. Rev. Drug Discovery2004, 3, 711-716.
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selektivnych inhibitorov je naro¢ny, nakolko Strukturna podobnost’” medzi jednotlivymi
¢lenmi TAM rodiny ale aj ostatnymi kinazami 'udského kindmu je pomerne vysoka. Nizka
selektivita spojena s ovplyviiovanim dalSich biologickych cielov sa spaja s target-
offtoxicitou potencidlneho lieciva.

Za poslednych 20 rokov bolo agentiirou FDA schvalenych viac ako 20 kinazovych
inhibitorov.® Vi&sina znamych inhibitorov fosforyladnej aktivity TAM proteinov boli
vedl'aj§im produktom vyvoja inhibitorov inych kinaz. Testovanim ich selektivity v rdmci
kindbmu vSak bola zistena selektivita prave vo¢i TAM receptorom. Intracelularne kindzové
domény majuniekol’ko moZnych konformacii, ktoré st zavislé od stavu fosforylacie tejto
domény. Po naviazani sa nativneho receptorového ligandu na extracelularnu doménu RTK,
dochadza k dimerizécii receptora a naslednej trans-autofosforyléacii tyrozinovych zvyskov.
Téato autofosforylacia vedie k DFG-in konformadcii, ktora je nasledne schopna fosforylovat’

aj ostatné cytoplazmatické substraty (Obrazok 5).”

DFG-in
conformation

Obrazok 5. Aktivna a inaktivna konformacia TK komplexu (farebne vyznacena aktiva¢na slucka
s fenylalaninovym zvyskom, ktory v neaktivnej DFG-out konformacii brani naviazaniu ATP do TK).

RozliSujeme aj viacero typov inhibitorov. Najvd¢Sou skupinou zndmych
kindzovych inhibitorov st inhibitory typu 1. Ide o ATP-kompetetivne inhibitory
interagujice v ATP vdzbovom mieste kindzy. Selektivitu takychto inhibitorov zlepsuju
Specifické interakcie so zvySkami AMK z vdzbového miesta TK. Podstata selektivity
inhibicie Mer proteinu v ramci TAM rodiny spociva v interakeii ligandu s 11e650, ktory je

pre Mer voci ostatnym kindzam rodiny TAM S3pecificky. Proteiny Axl a Tyro3 maja na

8 Laufer, S.; Bajorath, J. J. Med. Chem.2014, 57, 2167-2168.
9Sch1essinger, J. Cell2000, 103, 211-215.
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tejto pozicii namiesto Ile Met alebo Ala. Tieto zistenia boli dobrym odrazovym bodom pre
vyvoj selektivnych inhibitorov voci jednotlivym TAM receptorom.

Jednym z d’al$ich typov inhibitorov st inhibitory typu II. Tie interaguji s DFG-out
konformaciou receptoru a okrem ATP vdzbového miesta zasahuju aj do alosterického
miesta kindzy. ATP védzbové miesto je uz ale pre prirodzeny substrat (ATP) v tejto
konformacii nedostupné vzhl'adom k tomu, ze inhibitor aj fenylalanin z DFG fragmentu
stéricky brani jeho naviazaniu. Nakolko je alosterické vidzbové miesto TK menej
konzervované, tento typ inhibitorov ma potencial dosiahnut’ vysSiu selektivitu v ramci
kinbmu v porovnani s inhibitormi typu I. Pre niektoré kinazy nemusi byt tento typ
inhibitora dostupny, v pripade, Zze alosterické miesto nie je dostupné kvoli objemnym
AMK zvyskom gatekeeper-ov.'Gatekeeper je charakteristicky AMK zvy3ok kinazy, ktory

sa nachadza pri vstupe do alosterického miesta.

2.1.6. Vyvoj inhibitorov Mer TK receptora

Relativne rychly vyvoj Specificky profilovanych inhibitorov fosforyla¢nej aktivity
Mer kindzy nastal od roku 2009, kedy bola publikovand krystalova Struktura intracelularne;j
kinazovej domény Pudského Mer TK proteinu so ligandom C52 (Obrazok 7)." Virtudlnym
skriningom bolo z kniZnice obsahujucej 157 Struktar kindzovych inhibitorov vybranych 5
potencidlnych zlicenin, ktorym bola stanovend inhibi¢na koncentracia (/Csp) v rozmedzi

od 11,3 po 0,03 uM, pri¢om tri z nich st analogy purinu (Obrazok 6).

—~
—q, HN
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N//\NH N (@]
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~
i % Q\ xt > oy J\t (;;O
N N O
H H
5-jodtubercidin CGP74514A Cc52 suU9516 Staurosporin
ICsp: 6,3 UM ICs: 3,3 UM ICsp: 11,3 UM ICsp: 11,3 UM ICsp: 0,03 M

Obrazok 6.Pat inhibitorov Mer tyrozin-kinazy s ich hodnotou /Cs, aktivity.

°Zhao, Z.; Wu, H.; Wang, L.; Liu, Y.; Knapp, S.; Liu, Q.; Gray, N.S. ACS Chem. Biol.2014, 9, 1230-1241.
”Huang, X.; Finerty, P.J.; Walker, J.R.; Butler-Cole, C.; 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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Obrizok 7. Cast rtg.analyzy komplexu ligandu C52 v aktivnom mieste Mer TK (PDB ID: 3BPR).

Rtg. Strukturna analyza odhalila vodikova vézbu ligandu s Met674, ktory sa
nachaddza v zavesnej oblasti. Hydroxylova skupina zluceniny C52 je orientovana do
rozpustadla a vytvara vodikovi vizbu so zvySkom Asp678. N(9)-Izopropylova skupina
smeruje do hydrofébneho vrecka k Mer aminokyselinovému zvysku Ile650. O 3 roky
neskor bola publikovand SAR studia trisubstituovanych pyrazolopyrimidinov (odvodenych
z C52), kde zo série biologicky testovanych zlic¢enin boli najuspesnejsie Struktury 1 a2
(Obrazok 8)."
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1 2 (UNCS569)
ICs0: 0,15 nM (Mer) ICs0: 2,9 NM (Mer)
ICs0: 1,4 nM (AxI) IC50: 37,0 nM (AxI)
ICsq: 5,9 nM (Tyro3) IC5o: 48,0 nM (Tyro3)

Obrazok 8. Struktury a /Cs, hodnoty inhibitorov 1 a 2.

PLiu, J.; Yang, C.; Simpson, C.; DeRyckere, D.; Van Deusen, A.; 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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NH vodik pri butylovom retazci Struktar 1 a2 vytvara klucovl interakciu
s Leu671, ktorda vystupuje ako gatekeeper ovplyviujici vstup do alosterického miesta.
SAR stadia odhalila, ze predlZzovanim tohto n-alkykového retazca zacala inhibi¢na aktivita
voci cielovej molekule klesat. Dovodom je, Ze tento retazec smeruje do priestorovo
obmedzeného vrecka. Hoci pyrazolpyrimidinové skelety uz boli opisané ako ATP-
kompetetivne inhibitory inych kindz, zlu¢eniny 1 a 2 preukazali dobru selektivitu v ramci
72 kinaz (vratane Axl a Tyro3). Inhibitory proteinu Tyro3 moézu byt v porovnani
s inhibitormi proteinu Mer TK hlbsie inkorporované vo vdzbovom mieste (Obrazok 9).
Zlucenina 2 mala aj slubné farmakokinetické vlastnosti, avSak v enzymatickych testoch
preukazala inhibiciu antitarget ciela (hERG). Ide o i6novy srdcovy kanal, ktorého

inhibicia by mohla spdsobit’ ndhlu smrt’ pacienta.'

Obrazok 9.Inkorporacia inhibitorov (modré) v aktivnych miestach proteinov Mer (vl'avo) a Tyro3 (vpravo).

Inhibicia i6nového srdcového kandlu bola zapri¢inend aminoskupinou
cyklohexylového zvysku povodného inhibitora 2. SAR §tudia ale potvrdila, Ze pritomnost’
donoru vodikovej vizby v trans pozicii cyklohexdnového kruhu je pre vizbovost
s cielovou molekulou dolezita. Zamenou NH, skupiny v zliéenine 2 za OH skupinu bol
o rok neskor pripraveny derivat 3 (UNC1062), v ktorom sa inhibi¢ny ucinok voc¢i hERG
odstranil.''Problémom §truktary 3 vsak zostali jej nevhodné farmakokinetické (FK)
vlastnosti a slaba rozpustnost’.

Farmakokinetické vlastnosti st oznaCované ako jedny z majoritnych doévodov

zlyhania 0¢inku potencidlneho lieciva. Prieskum zroku 1991 ukézal, ze az 39 %

BXi, S.: Li, Y.; Li, X.; Wang, L.; Yang, N.; Wang, Y.; Wei, H. Oncotarget2015, 6, 9206-9219.
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klinickych zlyhani je vysledkom nepriaznivych farmakokinetickych vlastnosti.’Odvtedy sa
pozornost’ upriamila na zlepSenie FK vlastnosti uzZ na zaciatku vyvoja lie€iv, ¢im sa
eliminovali nevhodné zlu¢eniny. Touto zmenou boli v roku 2000 zaznamenané zlyhania
inhibi¢ného ucinku z dévodu nevhodnych FK vlastnosti pod 10 %.

Realizaciou d’alSich napadov na zmenu Struktury zla€eniny 3 s cielom zlepSenia
FK vlastnosti boli po SAR studii pripravené inhibitory 4 a 5(Obrazok 10). Ich spolo¢nou
odlisnost'ou od zluceniny 3 je zmena pyrazolového kruhu na tzv. pseudokruh stabilizovany
vnutromolekulovou vodikovou vizbou, pri¢om ide o dva rozne typy pseudokruhov. SAR
Stadie vychadzali v oboch pripadoch z krystalovych Struktar, pricom zlicenina 4 bola
navrhnuta na zdklade komplexu jej derivatu 6 s nesubstituovanym pyridinovym kruhom."*
V druhom pripade bola pouZzitd zIucenina 7, analdég od zlaceniny 5, ktory mal namiesto

terminalneho imidazolu sulfonamidovi skupinu (Obrazok 11)."

@ N HN/\©\
NN (o N X0 N/\§
P P \<
/\/\N N N/ /\/\N N N’ N

OH OH

4 (UNC2250) 5 (UNC2881)
ICso: 1,7 NM (Mer) ICso: 4,3 nM (Mer)
ICx0: 270 NM (AxI) ICx0: 360 NM (AXI)
ICso: 100 NM (Tyro3) ICso: 250 NM (Tyro3)

Obrizok 10. Struktury a TAM TK aktivity zlaéenin 4 a 5 s pseudokruhom stabilizovanym

vnutromolekulovou vodikovou vizbou.

Pri priprave analdégu 5 vychadzali autori z chloridu kyseliny 2,4-dichlorpyrimidin-
karboxylovej 8. Jeho reakciou s primadrnym aminom vznikol amid 9, ktorého nasledné

aromatické nukleofilné substiticie viedli k produktu 5 so pseudokruhom (Schéma 5).

14Zhang, W.; Zhang, D.; Stashko, M.A.; DeRyckere, D.; Hunter, D.; Kireev, D.; Miley, M.J.; Cummings,
Ch.; Lee, M.; Norris-Drouin, J.; Stewart, W.M.; Sather, S.; Zhou, Y.; Kirkpatrick, G.; Machius, M.;
Janzen, W.P.; Earp, H.S.; Graham, D.K.; Frye, S.V.; Wang, X. J. Med. Chem.2013, 56, 9683-9692.

'> Zhang, W.; Mclver, A.L.; Stashko, M.A.; DeRyckere, D.; Branchford, B.R.; Hunter, D.; Kireev, D.; Miley,
M.J.; Norris-Drouin, J.; Stewart, W.M.; Lee, M.; Sather, S.; Zhou, Y.; Di Paola, J.A.; Machius, M.;
Janzen, W.P.; Earp, H.S.; Graham, D.K.; Frye, S.V.; Wang, X. J. Med. Chem.2013, 56, 9693-9700.
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/ DIEA, THF )\ i-PrOH n-H DIEA i-PrOH NT N
R2

Cl N~ CI

8 10 5
Schéma 5.Synteza zlucenin obsahujtcich pseudokruh.

Skratenie trans-aminocyklohexanového retazca o metylénovi skupinu a nahrada
NH, za OH sposobili, ze Struktira 4 uz nevytvara vodikova vizbu s Arg727, ktort
v komplexe Mer/2 vytvarala primarna aminoskupina. Hydroxylova skupina zluceniny 4
vytvara novu vodikova vizbu s karboxylovou skupinou aminokyseliny Glu595. Okrem
toho, 2-aminopyrimidinova c¢ast’ zliCeniny vytvara v aktivnom miester Mer Kkinazy
interakcie s Met674 a Pro672 (Obrazok 11). In vivo farmakokineticky profil zli¢eniny 4 po
intravenoznej aj oralnej aplikacii mySiam vykazoval nizku metabolicku stabilitu a oralnu

biodostupnost”: #;,=1.59 h; CL = 62.2 ml/min/kg; F =25 %.

PDB ID (4M3Q) =
|
Y
SN N
H
6 Z
OH

ICs0: 17 nM (Mer)
IC50: 1130 nM (AxI)
IC5p: 630 nM (Tyro3)

ICs0: 5.2 nM (Mer) R - /
IC50: 260 nM (AxI) Large “N\ P 4
ICg0: 280 nM (Tyro3) lobe ™~ \ Arg72] |

Obrazok 11. Rtg. struktirna analyza komplexu proteinu Mer s nesubstituovanym pyridinovym derivatom 6
(PDB: 4M3Q, hore) a sulfoxamidovym analéogom 7 (PDB: 4AMHA, dole).

-26 -



SAR studia, ktorej stcastou bola aj priprava zlaceninS potvrdila vysledkami
biologickych testov ddlezitost vnutromolekulovej vodikovej vdzby pre udrziavanie
potrebnej konformacie zluceniny, o demonStruje zlicenina 11,s opaénym amidovym
zoskupenim, ktora stratila inhibi¢nu aktivitu. Z hodndt inhibi¢nej koncentracie (/Cso)
taktiez vyplyva, ze NH vodik amidovej skupiny je ddlezity, resp. jeho substitucia nie je
ziadica nakolko metylovéa skupina pritomnd v analégu 12 bréani tvorbe vodikovej vizby
s Pro672 a zluCenina tak straca inhibi¢nu aktivitu (Tabulka 1).

Objemnost’ tejto skupiny taktieZz moéze menit’ orientdciu aminopyrimidinovej casti,
ktora vytvara s cielovou molekulou dve nevidzbové interakcie. Problémom zliceniny 5
(rovnako ako pri zla€enine 4) bola nizka metabolicka stabilita a biodostupnost #, =0.8 h,

CL =94.5 ml/min/kg, F'= 14 %.

Tabul’ka 1./Cso hodnoty vybranych analogov SSAR studieso pseudokruhom.

. 1 [C5() (I.,LM)
Zlucenina R — ——
Mer yro
o0
S‘NHz
7 \g\ﬂ/HV@ 0,0052 0,26 0,28
1 o)
N/\//LR 0
A e
H ! 11 N >30 >30 >30
- F
OH |
12 ?TN\/\/ 5,9 >30 >30
@]

DalSou snahou o pripravu analéogu zludeniny 3 s lep§imi FK vlastnostami bola
zamena pyrazolového N(2) atomu, ktory nevytvéara ziadne nevdzbové interakcie, za atom
uhlika (Obrazok 12). Struktira 3 pdsobi dualnym inhibiénym G&inkom vo&i Mer a Flt3
kindzam aj napriek len 42 % homologickej podobnosti vramci ich katalytickych

kinazovych domén.'® Nakolko je FIt3 TK nadmerne exprimovana v AML a Mer TK

16Zhang, W.; DeRyckere, D.; Hunter, D.; Liu J.; Stashko, M.A.; Minson, K.A.; Cummings, C.T.; Lee, M.;
Glaros, T.G.; Newton, D.L.; Sather, S.; Zhang, D. Kireev, D.; Janzen, W.P.; Earp, H.S.; Graham, D.K.;
Frye, S.V.; Wang, X. J. Med. Chem.2014, 57, 7031-7041.
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v ALL, vznikla mySlienka kombinovanej liecby leukémie. Hoci je medzi Struktirami 3
a 13 len jedna Strukturdlna zmena (N vs CH), ich priprava je odli$na, nakol’ko N-alkylacia
pre zavedenie trans-4-hydroxycyklohexylovej skupiny neprebiehala. Z toho dovodu bol

navrhnuty novy synteticky pristup s cielom pripravit’ zla¢eninu 13 (Schéma 6).'°

Q /o Q /o
4
N7 NN
P BT - P
/\/\N AN N1 /\/\N N N
H H i
OH OH
3 (UNC1062) 13 (UNC1666)

ICs0: 1,1 nM (Mer)
ICs0: 85 NM (AxI)
ICs0: 60 nM (Tyro3)
ICs0: 3,0 nM (FIt3)

Obrazok 12. Strukttra inhibitora 3 a z neho odvoden4 zlG&enina 13, ktord méa namiesto
pyrazolopyrimidinového skeletu pyrolopyrimidinovy heterocyklus.

Br Br
OH PPh
= \/ SOONTY \ SN
O _cMmP _ )\ BuNH, /\/\N/K N
THE i-PrOH, MW H
reriux °
Srs 150 °C
OTBS OTBS
14 15 16 (72 %) 17
\ —a— —a—
o 0=5-N__J 0=5-N_ J
18
B(OH), Nl N 1 % HCl /Q\ b
0
17 AN TN ————— N W N
Pd(PPhs),, KsCOs5 H MeOH, RT H
THF, MW
150 °C
OTBS OH
19 3(36 %)

Schéma 6.Syntéza zluceniny 13.

-08 -



Pri priprave zli¢eniny 13 vychddzali z pyrolpyrimidinu 14, ktory reagoval s mono
terc-butyldimetylsilyléterom (TBS) chranenym diolom 15. V tejto reakcii reaguje CMMP
vo forme ylidu. Oxofilny atom fosforu je atakovany atdomom kyslika z alkoholu 15 za
uvolnenia acetonitrilu. Naslednym Sy2 nukleofilnym atakom pyrolopyrimidinu 14

a uvolnenia Me;PO vznika medziprodukt 16 (Schéma 7).

H

nQ

Br

® Br
[::] 15 PMe3 /l\ /Qin(>
N A\

H |

OTBS /i\ ~
N\\\¢PPh3 - \/PM 3 — 14 Cl N N
_ -ME3PO
CMMP éTBS - CH3CN <i:>

16 OoTBS

Schéma 7. Mechanizmus alkylacie pyrolopyrimidinu 14 alkoholom15 pomocou CMMP.

Substitaciou atomu chloru v 16s BuNHsziskali autori zlaceninu 17, ktord po
Suzukiho reakcii viedla k izolacii zli€eniny 19 a tito v kyslom prostredi poskytla findlnu
latku 13 v 36 % vytazku.

V prvom kroku Suzukiho couplingovej reakcii po pridani halogenidu k Pd” vznika
v oxidagnej adicii organopaladnaty (Pd") komplex. Hydroxidovy anién v d’alsom stupni
vymiena atdom bromu, pricom vznikd intermediat, ktory v naslednom kroku reaguje
s boronatovym komplexom ziskanym po aktivacii boronovej kyseliny bazou. Po uvol'neni
tetrahydroxoboritanového aniénu je poslednym krokom redukénd eliminacia za vzniku

produktu 19 a regeneracia Pd’katalyzatora (Schéma 8).

R'-R? \<1 -Br
dII R2 dII Br
NaOH
HO- B OH /(/
R'-Pd"-OH
NaBr
OH NaoH
R*-B R2—E|;G—>OH
OH OH @
Na

Schéma 8. Vseobecny mechanizmus Pd katalyzovanej Suzukiho couplingovej reakcie medzi
organoborénovymi kyselinami a alkylhalogenidmi.
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Zmenou typu jadra v zlicenine 13 sa podla vysledkov biologickych testov zlepsili
farmakokinetické vlastnosti oproti pdvodnej Strukture 3 (Tabulka 2). Kvoli optimalizacii
rychlosti metabolického odburavania (c/earance = CL) autori navrhli d’alS$iu SAR stadiu

zlageniny 13 a pripravili $truktury 20, 21 a 22 (Obrazok 13).°

o I Ny— o I Ny— I Ny—
SN N Sy N NN
F O3/ O=S"" N,

OH OH OH

20 21 22 (UNC2025)
ICs0: 0,57 nM (Mer) ICs50: 1,60 nM (Mer) IC50: 0,74 nM (Mer)
IC50: 22 nM (AxI) ICs0: 32 nM (AxI) IC50: 14 nM (AxI)
IC50: 33 nM (Tyro3) IC50: 45 nM (Tyro3) IC50: 17 nM (Tyro3)
ICs0: 1,2 nM (FIt3) IC50: 3,0 nM (FIt3) IC50: 0,80 nM (Fit3)

Obrizok 13. Struktury 20, 21 a 22 zo SAR §tadie substitucie v polohach C* a C°.

Optimalne farmakokinetické vlastnosti ziskali az pri testovani zlaceniny 22. Ta
preukazala dobri metabolicka stabilitu (41, = 3,8 h, CL =9,2 ml/min/kg), oralnu
biodostupnost’ (¥ = 100 %) a vel'mi dobru rozpustnost' (28 mg/l) za fyziologickych
podmienok (Tabulka 2). Zlu€enina 22 sa tymto stala doteraz najucinnejSim inhibitorom

Mer kinazy s najvhodnymi farmakokinetickymi vlastnost'ami.

Tabul’ka 2. Farmakokinetické parametre zla¢enin 13, 20, 21 a 22 ziskané in vivo testovanim.

Davka tip CL F
Zlucenina )
(mg/kg) (h) (ml/min/kg) (%)
13 3 0,23 70 8.4
20 3 0,80 103 25
21 3 1,20 76 67
22 3 3,80 9,2 100

In vivo §tudie vyzaduji gramové mnozstva testovanych zlucenin. Z tohto hladiska
bola synteticka cesta na pripravu zlic¢eniny 22 prispdsobena tak, aby bola realizovatel'na aj

v potrebnom multigramovom meradle (scale up). Vyuzitim Sonogashirovej cross-
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coupling-ovej reakcie pre tvorbu viazby C-C medzi terminalnym alkinom a arylbromidom z
latky24 ziskali intermedidt 25 (Schéma 9 a 10). Jeho cyklizdciou po odchraneni TMS
ziskali analog 26 s pyrolovym kruhom. Po chraneni OH skupiny, nukleofilnej aromaticke;j
substitacii a Suzukiho-Miyaurovej coupling-ovej reakcii bol izolovany finalny produkt

22(Schéma 10).

Ar-X ar
|Pd
)'( Cu—R
® o
e < /} EtsNH |
Cul
Ar H—=—R + EtN
Ar———R lFl)d”l
r
I
R

Schéma 9. Mechanizmus Sonogashirovej couplingovej reakcie. Pd” vytvéra v reakcii s arylhalogenidom
organopaladnaty Pd" komplex, ktory v transmetalagnej reakcii reaguje s Cu-acetylidom za vzniku C-C vizby

NH,

@ ™S
= é

Br : N/jBI’ N SN
N OH | =—TMsS I TBAF
/I\N/ NH )\ Z~NH

| — (I Cl N W
Cl” °NT Tl i-P%lljl,Eé°C Pd(PFgEI)’z%IEZAPPhg,, @ 65 °C
/ toluén, 60 °C /
OH OH
23 24 (99 %) 25 (57 %)
Br Br

N7 N/m NN NN
|/jf> TBSCI | NBS | BuNH, |
AP CI/kN/ N — CI/LN/ N /\/\N)\N/ N
DMF DMF i-ProH H
RT RT 95°C

OH OTBS oTBS oTBS

26 (77 %) 27 (89 %) 28 (87 %) 29 (99 %)
//\N/ //\N/
N\) N\J
O‘B/Q/\N/H
3 N
30 NS\ HCl N
2 N /“\ “~N MeOH / DCM /\/\N/“\N/ N
Pd(PPhs), K,CO3 NN RT H
100 °C @
oTBS OH
21 (84 %) 22 (89 %)

Schéma 10. Pripravy zluceniny 22 s celkovym 25 % vytazkom.
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Vzhl'adom k tomu, ze biologické funkcie TAM tyrozin-kindzovych receptorov stéle
nie su plne preskimané, dalSie Studie nadvizujuce na uz zistené poznatky mézu priniest’
SirSie porozumenie Strukturnych a biologickych aspektov tykajacich sa problematiky
terapeutickej liecby. V ramci TAM rodiny, jedine protein Axl TK nemé dosial’ vyrieSenu
jeho krystalova Strukturu, ktord by mohla priniest’ kI'icové informadcie pre dizajn a vyvoj
selektivnych inhibitorov TAM rodiny TK receptorov. AvSak, ani detailnd znalost
aktivnych miest nespravi z molekulového dizajnu selektivnych inhibitorov trividlnu
zalezitost’, nakol'ko sa predpoklada Struktirna diverzita len v jednej AMK pre proteiny
Axl, Mer a Tyro3 (Met595, 11e650 a Ala571, vztaZzne). Alternativnou moZnostou su

inhibitory typu III, ktoré vytvaraja interakcie vyhradne s alosterickym miestom proteinu.

2.2. Dihydrochinoxalinonové derivaty

2.2.1. Vlastnosti a priprava chinoxalinénovych derivatov

Chinoxaliny  (benzopyraziny) su  heterocyklické  Struktary  obsahujice
prikondenzované benzénové apyrazinové jadro. Takyto skelet obsahuje viacero
prirodnych latok s vysokou biologickou aktivitou, ako napr. Echinomycin a Karbadox

s antibiotickymi u¢inkami (Obrazok 14)."

\)J\ °©

N
W Lk

: wr“w”\r” Yy e
o} o}

Obrazok 14. Struktira antibiotik Echinomycinu a Karbadoxu.

Derivaty chinoxalinov — dihydrochinoxalindny 32a a32b s prikondenzovanym

aroylomprostrednictvom vinylovej skupiny boli identifikované ako Struktury s inhibicnym

'7 Abu-Hashem, A.A. J. Org. Chem.2015, 5, 14-56.
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ucinkom voci Mer TK s moZnym terapeutickym vyuZitim. Takéto Struktiry vznikaju 2-
stupniovou cyklokondenza¢nou reakciou difunkénych derivatov o-fenyléndiaminu (0o-PDA)
33 spolykarbonylovymi kyselinami 34, resp. jej estermi (Schéma 11). V pripade
nesymetricky substituovanej molekuly o-PDA prebieha cyklokondenza¢nd reakcia za

vzniku zmesi ANTI a SYNregioizomérov.

Phw
Cr °
. !
R' NH,

- O OH
o_
33 ph” N
o
34

R4: EWG/EDG; Ro: OH, OEt, OMe.

Schéma 11. Neselektivita cyklokondenzaénej reakcie za vzniku zmesi ANTI a SYN regioizomérov.

Uz vroku 1961 bolo uvedené, ze aza heterocykly s f-karbonylovou skupinou na
uhliku  susediacom satomom dusika maji tendenciu izomerizovat. Struktira
dihydrochinoxalinénu s prikondenzovanym aroylom cez vinylovy fragment moze zaujat’
tritautomérne formy, ketoiminovi, ketoenaminova a enoliminova (Obrdzok 15). Dostupna
literatara a vypocty uvadzaju, ze tautomérna rovnovaha je vyhradne posunutd na stranu
ketoenaminovej formy, tj. ndsobna vizba z C=N je posunuté na postranny ret'azec na C=C
za vzniku a.f-nenasyteného karbonylového systému.'*Jednym z dévodov, predo je tato
tautomérna forma prevladajiica je tieZ stabilizdcia intramolekulovou vodikovou védzbou

medzi sekundarnou amino skupinou a priestorovo dostupnou karbonylovou skupinou.

vodikova
vaz ba
vodikova

ok

ketoimin ketoenamin enolimin

Obrazok 15. Tautomérne formy dihydrochinoxalindénového skeletu.

' Twanami, Y. Nippon Kagaku Zasshi1961, 82, 778-780.
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Rtg. Struktarnou analyzou sa na dihydrochinoxalindbnovom derivate zistilavacsia
vzdialenost’ atobmov karbonylovej C;o-O3 skupiny benzoylového fragmentu v porovnani so
standardnou diZkou takejto vizby (1.25 A vz. 1.20 A) (Obrazok 16). Vidsiu vizbova
vzdialenost ma taktiez exocyklickd nasobnd vizba Cg-Cy (1.36A vz. 1.34A). Naopak,
vizby Cs-N; (1.35 A) a Co-Cy (1.43 A) boli svojou dizkou kratsie ako st §tandardné dizky
vizieb C-N (1.47 A) aC-C (1.54 A). Tymto sa skor charakterovo podobaju dizke
heteroatomatickej C=N (1.34A) a aromatickej C=C (1.40A) vizbe enoliminovej formy.
Tatoto skuto€nost’ naznacuje delokalizaciu elektronov po vézbach pri€om molekula ma

dominantne zaujimat’ ketoenaminovu tautomérnu formu.

Obrazok 16. Rtg. strukturna analyza dihydrochinoxalinénového derivatu s OMe skupinou na fenyle. Prva
hodnota dizky vizby je namerana, v zatvorke je uvedena dizka analogickej beznej vizby daného typu.

Z publikovanych Struktar tohto skeletu sa dd pozorovat’ niekolko tautomérnych
aspektov. a-Karbonylova skupina aroylového fragmentu posuva chemické posuny
aromatickych orto vodikov do oblasti 7.9-8.2 ppm, vinylovych 6.8-7.1 ppm,
pripadne metylénovych  vodikov  ketoiminove; formy do oblasti okolo 4-5
ppm.'°Relevantny dokaz na pritomnost’ ketoenaminovej formy by bol vyskyt dvoch NH
skupin v '"H-NMR spektre s chemickym posunom okolo 12-14 ppm. V "C-NMR tejto
formy sa chemicky posun nenasytené¢ho karbonylového uhlika (185-191 ppm) zapojeného
do intramolekulove; vodikovej védzby vyrazne charakterovo 1i§$i od karbonylu
intramolekulove] amidovej viazby (155-165 ppm). Taktiez vinylovy typ uhlika ma na
rozdiel od metylénového typu (50 ppm) chemicky posun v *C-NMR spektre okolo 90-100
ppm.

Tautomérna forma v tuhom stave sa da tiez identifikovat’ podla IC spektroskopie.

Odozva a,f-nenasytené¢ho ketonu mozme z ddévodu zapojenia do vodikovej vizby

" Iwanami, Y.; Seki, T. Bull. Chem. Soc. Jpn.1971, 44, 1316-1321.
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otakavat pri nizSom vlnodte (1623-1620 cm™) v porovnani s vlnoGtom typického

nenasyteného systému (1670-1663 cm™).

2.2.2. Regioselektivna heterocyklizacia dihydrochinoxalinénov

Priprava takéhoto typu diazinového heterocyklického skeletu selektivnym
sposobom je v literatiire malo diskutovanou témou. Niekol'’ko odbornych ¢lankov opisuje
cyklokondenza¢né reakcie tohto typu, autori vSak casto uvadzaja vznik zmesi
regioizomérnych  produktov.””  Jedna  praca  opisuje  selektivnu  pripravu
dihydrochinoxalin6novych analogov s elektron-akceptornou karbonitrilovou
skupinou.’'Regioselektivitu autori vynutili pomocou rozdielnej reaktivity Claisenového
esteru 35 a laktonu 36. Atak nukleofilnejSejmera-NH, skupiny karbonitrilu 37 na jednotlivé
Strukttry laktonu 36alebo esteru 3Sposkytuje dva rozne regioizomérne produkty (38 a 39)

s dihydrochinoxalinénovym skeletom(Schéma 12).

cl
a o
o NH cl
NH; ~ /=0 20 H P
+ — ey — I
NC NH H DT NG N0
37 36

38
NH,
- o o
/@)\/U\'rOEt NC NH /@[
37 + _— [e) — NC N X
o) EN
cl H o
o
cl
39

35

Schéma 12. Selektivna priprava regioizomérnych produktov 38 a 39.

Opisana je taktiez priprava dihydrochinoxalinonu 42 substituovaného s nitro
skupinou zahrievanim o0-PDA 40 s metylesterom kyseliny benzoyl pyrohroznovej 41
(Schéma 13).%* Autori opisuju ziskanie regioizoméru s ANTI konfiguraciou po krystalizacii

z DMSO. Tento vysledok je ale protichodny s vysledkami uvedenymi v ostatnej literature.

2% Korin, E.; Cohen, B.; Bai, Y.; Zeng, Ch.; Becker, 1.Y. Tetrahedron2012, 68, 7450-7455.

21 Andreichikov, Y.S.; Nekrasov, D.D.; Pitirimova, S.G.; Zaks, A.S.; Korsheninnikova, M.L.; Plaksina, P.N.;
Semenova, Z.N.; Kopeikin, V.A. Khim Farm Zh1989, 23, 946-949.

2 Mashevskaya, 1.V.; Makhmudov, R.R.; Aleksandrova, G.A.; Golovnina, O.V.; Duvalov, A.V.; Maslivets,
AN. Pharm. Chem. J.2001, 4, 196-198.
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Atakom z nukleofilnejSej m-NH, skupiny, rovnako ako v pripadekarbonitrilového derivatu
37 na a-karbonyl esteru 41 by mal vzniknat' SYN regioizomér a nie deklarovany ANTI
izomér. Vzhl'adom na uvedené, povazujeme autormi opisany produkt 42 ako chybne

Strukttrne priradeny.

(@]
H
N
/@[ 1 4-dioxan /@
reflux O5N N
10 min H
40 41 42 82%

Schéma 13. Selektivna priprava regioizomérnej Struktury 42.

Z elektron donornych skupin (ERG) na fenyléndiaminovom fragmente je
v literatire opisana selektivna priprava ANTI regioizoméru 45 s metoxy skupinou.”
Metoxy skupina svojim elektronovym ufinkom zvySuje nukleofilitu p-NH, skupiny o-
fenyléndiaminu 43, ktora po reakcii s nesubstituovanym Claisenovym esterom 44 poskytne

po 16 hodinéach refluxu regioizomér 45v 83 % vytazku (Schéma 14).

0

H
0 N~
Mealopg at— e
reflux MeO ” @)

16 h
43 45 83%

Schéma 14. Selektivna priprava regioizomérnej Struktury 45.

Opisany je tiez synteticky pristup pripravy takychto aza heterocyklov v reakcii bez
rozpustadla s pouzitim katalyzatora kyseliny sulfamovej (SA, NH,SO3;H). Na reakcii r6zne
substituovanych aroylpyrudtov 47 s nesubstituovanym o0-PDA46 je opisany vznik
dihydrochinoxalindnovych $truktur (Schéma 15).>* V kratSom reakénom ¢ase, za miernych
podmienok (RT) a bez pouzitia rozpustadla uvadzaju pripravu produktov tejto reakcie

v lepSom vytazku v porovnani s referencnou reakciou uskuto€nenou v MeOH(Tabulka 3).

 Qi-Chao, Y.; Ding-Er, W.; Ru-Zheng, M.; Min, X. J. Organomet. Chem.2013, 743, 1-9.
* Xia, M.; Wu, B.; Xiang, G.F. Synth. Commun.2008, 38, 1268-1278.
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Schéma 15.Syntéza dihydrochinoxalinénovych struktar pomocou katalyzy SA.

Za efektivne katalytické mnozstvo sa ukdzalo 10 mol % SA, kedy sa vytazok v
reakcii bez rozpustadla zvysil o 43%. Taktiez pozorovali, Ze v pripade benzoyl pyruatu
substituovaného v para pozicii EWG skupinou, sa vytazky znizili o 20%. Naopak,

v pripade substitucie s ERG skupinou sa vytazky o 10% zvysili.

Tabul’ka 3. Reakéné podmienky a vytazky cyklokondenzaénych reakcii.

Podmienky Teplota (°C) Cas (min)  Vyrazok (%)
MeOH RT 30 38
Bez rozpustadla RT 5 61
Bez rozpustadla / SA (5 mol %) RT 5 73
Bez rozpustadla / SA (10 mol %) RT 5 81
Bez rozpustadla / SA (15 mol %) RT 5 83

-37-



3 Experimentalna cast’

3.1. Material a pouzité metody

'"H a ®C NMR spektra boli merané v DMSO-ds a CDCl; na pristrojoch Varian
Gemini (300 MHz pre 'H a 75 MHz pre >C). Chemické posuny su udavané v jednotkach
ppm, pricom ako vnutorny Standard (0 ppm) bol pouzity tetrametylsilan. Teploty topenia
boli stanovené pomocou pristroja Biichi The Melting Point M-565. Infraervené spektra
boli merané na pristroji FT-IR Thermo Scientific Nicolet iIS10. Nameran¢ hodnoty neboli
korigované. Hmotnostné spektra (MS) boli merané na pristroji Shimadzu LC MS-IT-TOF
(Combined LC/MS system). Na stipcova kvapalinovi chromatografiu (FLC) bol pouzity
silikagél Merck 60 (40 — 63 pum). Priebeh reakcii sme sledovali pomocou TLC analyzy
(Merck Silica gel 60 Fjs4), a na vizualizaciu Skvin sme pouzivali UV lampu (254 nm).
Pouzité rozpastadla boli susené pomocou Standardnych postupov uvedenych v literature.

Komerc¢ne dostupné zlic¢eniny boli zakipené od spolo¢nosti Sigma-Aldrich.

3.2. SAR studia potencialnych inhibitorov Mer TK receptorov

Na zaklade virtudlneho skriningu (HTVS), dockingu a vizualnej selekcie bolo firmou
Biomagi z komer¢ne dostupnych zlicenin vybranych 11 Struktur rdéznych skeletov,
z ktorych 7 vykazovalo inhibi¢nu aktivitu voci proteinu Mer TK. BM01014 mal spomedzi
nich najlepSiu inhibi¢ni aktivitu (ICso = 2750 nM) (Obrazok 17). Tento vysledok nds
inSpiroval k vyvoju novych derivatov tohto inovativneho dihydrochinoxalindnového
inhibitora. Za ticelom zvySenia potencie a rozpustosti pdvodného inhibitora bolidockingom
urcené pozicie jeho derivatov, ktoré na zaklade interakcii a dokovacieho skore vyzerali
vierohodne. Z analyz bolo zisten¢, ze mastnd 3-metylfenyletylovd skupina smeruje do
vodného prostredia, preto bola pre SAR S§tudiu nahradena hydrofilnejSim terciarnym
aminom, ktory by mohol zvysit’ rozpustnost’ derivatov vo vodnom prostredi (Obrazok 18).
Na opacnej strane Struktury boli na aromatické jadro zavedené fragmenty, ktoré maju
vypltat’ hydrofobne vrecko (zlugeniny 12 a 18), alebo interagovat’ so soPnym mostikom
DFG fragmentu (zla¢enina 26) (Obrazok 19). NavySe, objemné skupiny v orto polohe

v Struktarach 12 a 18 vytacaji aromaticky kruh zroviny a naruSaju tak m-m stohovacie
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interakcie v krystalickej mriezke samotného ligandu, ¢o moze taktiez prispiet’ k zlepSeniu

rozpustnosti navrhnutych derivatov.

(Komercny’* katalég; 6 miliénov)

O
H P ( B-ritire/Docking: 250 000 )
H 150 ( #Byitre2000 )
N O .
TR afeees,
</
-
BM01014 NNy ¥
ICso: 2750 NnM 0
Skore: -40.68 1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04 1E-03

Obrazok 17. Struktira BM01014, jej ICs, aktivita, skore a schematicky znazorneny HTVS.

Na pripravu potencidlnych inhibitorov 7, 12, 18 a 26 sme navrhli syntézu, ktora
zahfia Claisenovi kondenzaciu rozne substituovanych vychodiskovych acetofenonov
s dietyl-oxaldtom. Ziskané o,y-diketoestery maju v naslednej cyklokondenzacnej reakcii
s kyselinou 3,4-diaminobenzoovou selektivne poskytnut’ nosny dihydrochinoxalinénovy

skelet, na ktory sa v poslednom syntetickom kroku pripoji N,N-dietyléndiaminovy retazec.

o o
H H
N~ N~
§ “\ii L H
NN N o NN N o
3 H

)

7 18
Skore: -47.25 Skore: -52.65

H
N

... NH>
/7 \\
'e) ®) OO0
H
N~ N~
H H
L ~_N L A~N
N N O N N O
) 0 ) 0
12 26
Skoére: -49.32 Skore: -49.70

)

Obrazok 18. Nové derivaty povodneho objaveného dihydrochinoxalinonového inhibitora BM01014.
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Obrazok 19.Predpovedanépoloha substituovanych arylovych fragmentov Struktar7, 12, 18 a 26 v aktivnom
mieste Mer TK.

3.3. Priprava potencialneho inhibitora 7 Mer TK receptora

1.00 mol ekv 0 NH,
1.00
- o on @[
15 5, | ogt Hooc : NH,
ol 1,50 EtONa al o Aditivum (Ad)
EtOH abs DMF abs
1 -20°C a2 RT, 3 h, Ar 3 (83 %) RT, 72 h, Ar
o cl
o)
H ° 1.00 LN/\/NHz H
. N~
HoocC @N @ ) i L N
5 N
SN0 1.20 HOB, N7 N~ o
H 1.20 EDC . HCI ) o H
DMF abs
Ad =1.00 DMAP C(7)-COOH:5 (45%)  RT,24h, Ar 7 (56 %
Ad=1.00TsOH C(6)-COOH: 5a (36 %) (56 %)

Schéma 16.Synteticka cesta ,,A“ veduca k priprave zluceniny 7.
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3.3.1.

Syntéza etyl esteru kyseliny p-chlorbenzoyl pyrohroznovej (3)

1
MWV: 154.59

-20°C azRT, 3 h, Ar

2
146.14

22.99

3
25467

1.00 mol ekv 1.50 1.50
O OH
? O 1) EtONa . omt
+
o)

(83 %)

Literatira:*Literatira uvadza reakéné podmienky pre identicky substrat so 71 %
vytazkom.

Experimentalny postup: Do vychladeného roztoku EtONa (-20°C) pripraven¢ho
rozpustenim 1.03 g (45.0mmol, 1.50 mol ekv) Na v 40 ml EtOH abs sme pocas 1 h pod Ar
atmosférou prikvapkavali zmes 3.89 ml (4.64 g, 30.0mmol, 1.00 mol ekv, d=1.192 g/ml)
acetofenonu 1a 6.11 ml (6.58 g, 45.0mmol, 1.50 mol ekv, d=1.076 g/ml) dietyl-oxalatu
2,pricom sa zreakénej zmesipo 2 h mieSania na RT vyzrdzavala sodnd sol' esteru 3.
Zrazeninu sme odfiltrovali, premyli etanolom, rozsuspendovali v 100 ml IM HCI,
odfiltrovali a nechali na vzduchu vysusit’. Ziskali sme 6.34g (25.0mmol, 83 %) esteru 3.
M.p.: 62 -63°C [EtOH],bledozIta tuha latka.

Novost’ zla¢eniny 3:Zlucenina 3 je v literature opisana: M.p., 'H-NMR, C-NMR.*

CDCl, (300 MHz2)
OH

7.94 (86) 9 1.42 (7.2)
7.49 (8.6) AN O
704 144102
cl

3 MO 01-01-14.fid

"H-NMR (300 MHz, CDCL, MO01-01-14.fid): 5 7.94 (d, 2H, J(2,3) = 8.6 Hz, H-C(2)),
7.49 (d, 2H, J(2,3) = 8.6 Hz, H-C(3)), 7.04 (s, 1H, -CH=), 4.41 (q, 2H, J(CH,,CH3) = 7.2
Hz, -CH,-), 1.42 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.2 Hz, -CH3). Enolicky OH ma chemicky posun

mimo rozsah meraného spektra.

2 Geffken, D.; Soliman, R.; Soliman, F.S.D.; Abdel-Khalek, M.M.; Issa, A.E. Med. Chem. Res.2011, 20,
408-420.
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BC-NMR:*

IR v(solid, cm™): 3413 (s, OH), 2986 (m), 1727 (m, C=0), 1718 (m, C=0), 1588 (s,
C=0), 1479 (m), 1447 (w), 1397 (w), 1366 (m), 1265 (s), 1175 (m), 1135 (w), 1106 (m),
1088 (s), 1007 (s), 935 (w), 857 (m), 831 (m), 778 (m), 766 (s), 667 (m), 628 (m).

MS (ESI-): 253.2 ([M-H]).

Anal. Calcd for Ci2H11Cl04(254.67): C, 56.59; H, 4.35; Cl, 13.92. Found: C, 56.60; H,
4.31.

3.3.2. Syntéza kyseliny (Z) 3-[2-(4-chlorfenyl)-2-oxoetylidén],4-dihydrochinoxalin-
2(1H)-6n-6-karboxylovej (5a)

1.00 mol ekv 1.00 1.00 H
N.__O
¢ o o
NH X
JO MR D)WOB Teon __ HOOCT TN
—_—
0 EtOH abs 0
HOOC NH
2 Cl DMF abs
-20°C az RT Cl
4 3 24 h, Ar 5a (36 %)
MW: 152.15 254.67 190.22 342.73

Literatira:*°Literatira uvadza reakéné podmienky pre reakciu o-diaminopyridinu
s arylpyrolidintrionmi v AcOH pri teplote 70°C.

Experimentalny postup: Do roztoku 192.0 mg (1.26 mmol, 1.00 mol ekv)kyseliny 4 v 5
ml DMF abs sme pridali 240.0 mg (1.26 mmol, 1.00 mol ekv) TsOH a 320 mg (1.26
mmol, 1.00 mol ekv) esteru 3a reakénii zmes sme mieSali 24 h pri RT. Vzniknuta
zrazeninu sme odfiltrovali, premyli s EA a Et;O avysuSili pomocou RVO a HV.
Krystalizaciou z DMSO sme ziskali 157.0 mg (0.46 mmol, 36 %) chinoxalindnu Sa.

M.p.: 363-366 °C [DMSO], zIta krystalicka latka.

Novost’ zluc¢eniny 5a:Zlucenina 5a nie je v literature opisana.

26Ostrowska, K.; Szymoniak, K.; Szczurek, K.J.; Rapala-Kozik, M. Tetrahedron.2011, 67, 5219-5227.
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DMSO-dg (600 MHz) 130.8 DMSO-dg (150 MHz)
12.26 115.8

718@3) H 125.6
7.69(8.3,1.5) Sa'}l o 126.4 @
HO da4 HO
N 6.79 167.00 118.3&

12.92 (br) 118.04 (1.5)

1244 QO
13;290(8 4 18577 .
. ) . Cl
7.57 (8.4) 1293
5a MO 02-11-14.fid 5a MO 02-11-14.fid

"H-NMR (600 MHz, DMSO-d;, MO 02-11-14.fid): J 13.48 (s, 1H, H-Nx(4)), 12.92 (br s,
1H, -COOH), 12.26 (s, 1H, H-Nx(1)), 8.04 (d, 1H, J(As,A7) = 1.5 Hz, H-Ca(5)), 7.99 (d,
2H, J(B,,B3) = 8.4 Hz, H-Cg(2)), 7.69 (dd, 1H, J(A7,Ag) = 8.3, J(As,A7) = 1.5 Hz, H-
Ca(7)), 7.57 (d, 2H, J(B,,B;) = 8.4 Hz, H-Cg(3)), 7.18 (d, 1H, J(A7,Ag) = 8.3 Hz, H-
Ca(8)), 6.79 (s, 1H, -CH=).

BC-NMR (150 MHz, DMSO-ds, MO 02-11-14.fid): § 187.7 (s, Cs(1)C=0), 167.0 (s,
-COOH), 156.4 (s, Ca(2)), 145.8 (s, Ca(3)), 137.7 (s, Cg(1)), 137.3 (s, Ca(4)), 130.8 (s,
Ca(8a)), 129.4 (d, Cp(2)), 129.3 (d, Cg(3)), 126.4 (s, Ca(6)), 125.6 (d, Ca(7)), 124.4 (s,
Ca(4a)), 118.3 (d, Ca(5)), 115.8 (d, Ca(8)), 90.0 (d, -CH=).

IR v(solid, cm™): 3184 (s, OH), 2925 (m), 1732 (w), 1688 (s, C=0), 1615 (s), 1586 (s),
1550 (w), 1526 (w), 1486 (w), 1457 (w), 1366 (m), 1247 (m), 1218 (m), 1165 (w), 1095
(m), 1065 (w), 1011 (w), 787 (w), 750 (m), 719 (w), 628 (W).

MS (ESI-): 341.2 ([M-H]).

Anal. Calcd for Ci7H11CIN204(342.73): C, 59.57; H, 3.23; Cl, 10.34; N, 8.17. Found: C,
59.60; H, 3.31; C1, 10.33; N, 8.14.
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3.3.3. Syntéza kyseliny (Z) 3-[2-(4-chlorfenyl)-2-oxoetylidén],4-dihydrochinoxalin-
2(1H)-6n-7-karboxylovej (5)

1.00 mol ekv 1.00 1.00 Cl

o)

§
o @*W owe (1Y
HOOC DMF abs
RT 72h Ar HOOC H o

4 3 5 (45 %)

MW: 152.15 254 67 122.17 34273

Experimentalny postup: Do roztoku 300.0 mg (1.97 mmol, 1.00 mol ekv) kyseliny 4 v 20
ml DMF abs sme pridali 241.0 mg (1.97 mmol, 1.00 mol ekv) DMAP, 502.0 mg (1.97
mmol, 1.00 mol ekv) esteru 3a miesali 72 h pri RT. Vypadnutu zrazeninu sme odfiltrovali,
triturovali s EA a Et;0 avysuSili pomocou RVO a HV. Po krystalizacii z DMSO sme
ziskali produkt vo forme DMAP-ovej soli. MieSanim s 1 M HCI sme po 1 h ziskali 305.0
mg (0.89 mmol, 45 %) kyseliny 5.

M.p.: 391-392°C [DMSO], zlta krystalicka latka.

Novost’ zliceniny 5:Zluc¢enina 5 nie je v literatire opisana.

DMSO-d; (300 MHz) DMSO-d; (150 MHz)
129.4
137.6 . CI
13440 7.60 (8.6) 1281 A
7.61 (8.4) N 8.02(8.6) 1169 :
7.67 (8.4,1.6) 4a4 - 6.87 1252 AN
ga 1 1269 5a 1
HO NSO HO
1295 (br) [7.73 0107 167.0 11e.gt
12.14 O
126.9
5 MO 18-22-15.fid 5 MO 18-11-14.fid

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d;, MO 18-22-15.fid): 6 13.44 (s, 1H, H-Na(4)), 12.95 (br s,
1H, -COOH), 12.14 (s, 1H, H-Na(1)), 8.02 (d, 2H, J(B,,B3) = 8.6 Hz, H-Cp(2)), 7.73 (d,
1H, J(Aq,As) = 1.6 Hz, H-Ca(8)), 7.67 (dd, 1H, J(As,Aq) = 8.4 Hz, J(As,As) = 1.6 Hz, Hz,
H-CA(6)), 7.61 (d, 1H, J(As,A¢) = 8.4 Hz, H-Ca(5)), 7.60 (d, 2H, J(B,,B;) = 8.6 Hz, H-
Cs(3)), 6.87 (s, 1H, -CH=).
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BC-NMR (150 MHz, DMSO-ds;, MO 18-11-14.fid): 5 188.3 (s, C(1)C=0), 167.0 (s,
-COOH), 156.1 (s, Ca(2)=0), 145.6 (s, Ca(3)), 137.6 (2 x s, Ca(1) a Cg(4)), 128.1 (s,
Ca(4a)), 129.5 (d, Cp(2)), 129.4 (d, Cg(3)), 126.9 (2 x s, Ca(8a) a Ca(7)), 125.2 (d, Ca(6)),
116.9 (2 x d, CA(5) a Ca(8)), 90.8 (d, -CH=).

IR v(solid, cm™): 3486 (m), 3206 (s, OH), 2634 (w), 1706 (m, C=0), 1661 (w), 1628 (m),
1586 (s, C=0), 1522 (w), 1398 (m), 1374 (w), 1291 (m), 1248 (m), 1184 (m), 1093 (w),
1056 (m), 1009 (w), 899 (w), 781 (w), 764 (w), 721 (w).

MS (ESI-): 341.0 ((M-H]).

Anal. Calcd for Ci7H11CIN204(342.73): C, 59.57; H, 3.23; Cl, 10.34; N, 8.17. Found: C,
59.50; H, 3.20; Cl, 10.36; N, 8.20.

3.3.4. SyntézaN-(2-(dietylamino)etyl) (Z) 3-[2-(4-chlérfenyl)-2-oxoetylidén],4-
dihydrochinoxalin-2(1H)-6n-7-karboxamidu (7)

1.00 mol ekv

cl
/\/NH2
100 )

H
. N

Q 12 ESE” o L L
DMF abs, 24 h. Ar /T/\“’ NTo

0

MW: 116.20 (amin 6)
5 135.12 (HOBY) 7 (56 %)
MW: 342.73 191.70 (EDC . HCI) 440.92

HOOC

Literatiira:*’Reakcia uskutoénéna v DMF pri RT.

Experimentalny postup: Do roztoku 500.0 mg (1.46 mmol, 1.00 mol ekv) kyseliny 5 v 5
ml DMF abs sme pridali 206 pl(169.5 mg, 1.46 mmol, 1.00 mol ekv, d=0.82 g/ml)aminu6,
236.5 mg(1.75 mmol, 1.20 mol ekv) HOBt a 335.6 mg(1.75 mmol, 1.20 mol ekv)
EDC.HCI a reak¢énli zmes sme mieSali 24 h pri RT. Vzniknutl zrazeninu sme prefiltrovali,
premyli s EA a Et,0 a vysusSili pomocou RVO a HV. Ziskali sme 360.0 mg (0.82 mmol, 56
%) amidu7.

M.p.: 339-342°C [DMF], zIt4 krystalicka latka.

27Kohda, K.; Kouketsu, A.; Matsuura, A.; Miyata, N.; Suzuki, T.; Kohara, A.; Ninomiya, S. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2004, 14,3313-3317.
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Novost’ zliceniny 7:Zluc¢enina 7 nie je v literatire opisana.

DMSO-dj (3oo MHz) DMSO-d (150 MHz)
129.0
Cl
25572 13520 7.60 (8.6) :
"\ 836(5.6)a N Hss 8 02(86)
BY D= [ o K
&t 51.4
N’}gON N0 N
/ °h )
252(71) 12.13 (br . 468
0.97 (7.1) ®n 5757764 -
7 MO 17-02-15.fid 7 MO 17-02-15C.fid

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, MO 17-02-15.fid): 0 13.52 (s, 1H, H-N(4)), 12.13 (br s,
1H, H-N(1)), 8.36 (t, IH,J(NH,CH,) = 5.6 Hz, -NHC(=0)Ca(6)-), 8.02 (d, 2H, J(B,,B;) =
8.6 Hz, H-Cg(2)), 7.57-7.64 (m, 3H, H-Ca(5), H-CA(6), H-Ca(8)), 7.60 (d, 2H, J(B,,B;) =
8.6 Hz, H-Cp(3)), 6.85 (s, 1H, -CH=), 3.30 (br td, 2H, -CH,NH-), 2.55 (br t,
2H,J(CH,,CH,) = 7.2 Hz,-CH,N-), 2.52 (q, 4H, J(CH,,CH3) = 7.1 Hz,-CH,CH3), 0.97 (t,
6H, J(CH,,CH3) = 7.1 Hz,-CH,CH3).

BC-NMR (150 MHz, DMSO-ds;, MO 17-02-15C.fid): & 187.6 (s, -Cp(1)C=0), 165.1 (s,
-CA(7)C=ONH), 155.7 (s, Ca(2)), 145.4 (s, Ca(3)), 137.2 (2 x 5, Cg(1) a C(4)), 129.0 (2 x
d, Ca(2) a Cg(3)), 128.9 (s, Ca(4a)), 126.6 (s, Ca(82)), 126.2 (s, Ca(7)), 124.8 (d, Ca(6)),
116.2 (d, Ca(8)), 114.9 (d, Ca(5)), 89.9 (d, -CH=), 51.4 (t, -NCH,-), 46.8 (t, -CH,CH3),
40.3 (t, -CH,NH-), 11.9 (g, -CH3).

IR v(solid, cm™): 3316 (m), 3154 (s), 2968 (s), 1685 (s), 1629 (m), 1602 (s), 1535 (s),
1462 (m), 1412 (w), 1371 (m), 1350 (w), 1289 (w), 1253 (w), 1233 (m), 1204 (w), 1092
(m), 1011 (w), 876 (w), 845 (w), 792 (m), 751 (w).

MS (ESI-): 439.2 (IM-H]).

Anal. Calcd for C23H25CIN40O3(440.92): C, 62.65; H, 5.71; Cl, 8.04; N, 12.71. Found: C,
62.66; H, 5.71; Cl, 8.00; N, 12.70.

3.4. Priprava potencialneho inhibitora 12 Mer TK receptora

- 46 -



1.00 mol ekv

NH; O 3.80 N~ O Et0 OEt N O OH
o~ B l I 200 [, @)Woa
3.00 DIPEA 2.00 EtONa o
0.20 Kl EtOH abs
8 toluén abs 9 (88%) -20°CaZRT,3h,Ar 10 (78 %)
110°C, 10 h, Ar
Ch
NH,
1.00 /@[ o /\/NHz o
Hooc ! 00 =
@E C
1.00 DMAP 1.20 HOBt \H/@
DMFabs  HOOC 1.20 EDC . HCI 5N
RT, 72 h, Ar DMF abs
1 (51 %) RT, 24 h, Ar 12 (75 %)

Schéma 17. Synteticka cesta ,,B“ veduca k priprave zluceniny12.

3.4.1. Syntéza 2-(pyrolidino)-acetofen6nu (9)

1.00 mol ekv

NH,

8
M=135.16

3.80 g B

3.00 DIPEA
0.20 Kl
toluén abs, 110 °C, 10 h, Ar

215.91 (1,4-dibrém)
129.24 (DIPEA)
166.00 (KI)

o

O

9 (88 %)
189.25

Literatiira:**Reakéné podmienky prevzaté z literattry. Pracovny postup nebol opisany.

Experimentalny postup: Do roztoku 1.00 ml (1.112 g, 8.227 mmol, 1.00 mol ekv,

d=1.112 g/ml)acetofenénu 8v 5 ml toluénu abs sme pridali 3.73 ml (6.75 g, 31.264 mmol,
3.80 mol ekv, d=1.808 g/ml) 1,4-dibrombuténu, 4.30 ml(3.190 g, 24.682 mmol, 3.00 mol
ekv, d=0.742 g/ml)DIPEA, 273 mg (1.645 mmol, 0.20 mol ekv) KI a reak¢ni zmes sme

mieSali 10 h pri 110°C. Reak¢nt zmes sme premyli vodou a extrahovali do EA. Spojené

2 Verboom, W.; Hamzink, M.R.J.; Reinhoudt, D.N.; Visser, R. Tetrahedron Lett.1984, 25, 4309-4312.

_47 -



organické fazy sme eSte premyli nasytenym roztokom NaCl a vysuSili nad bezvodym
Na;SO4. Rozpustadlo a zvySky prchavych podielov sme odstranili pomocou RVO a HV.
Ziskali sme 1.25 g (0.983 umol, 88 %) acetofendonu 9 vo forme hnedej olejovitej latky.

Novost’ zla¢eniny 9:Zlucenina 9 je v literature opisana: IR*

1.96 (6.6) CDCl; (300 MHz) 253 DMSO-dg (75 MHz)
3.14 (6.6) 51.1
N O N~ O
1467 2005
6.85 (8.5) ‘/k 2.59 115.1 313203
7.33(858517) 7.51(7.8.17) 129.1 126.7
6.75 (8.5,7.8) 113.9

9 MO 22-19-15.fid 9 MO 22-19C-15.fid

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, MO 22-19-15.fid):  7.51 (dd, 1H, J(5,6) = 7.8 Hz, J(4,6) =
1.7 Hz, H-C(6)), 7.33 (ddd, 1H, J(3,4) = J(4,5) = 8.5 Hz,J(4,6) = 1.7 Hz, H-C(4)), 6.85 (dd,
1H, J(3,4) = 8.5 Hz, H-C(3)), 6.75 (dd, 1H, J(4,5) = 8.5 Hz,J(5,6) = 7.8 Hz, H-C(5), 3.14
(t, 4H, J(CH,,CH,) = 6.6 Hz, -CH,CH,N-), 2.59 (s, 3H, -CH3), 1.96 (t, 4H, J(CH,,CH,) =
6.6 Hz, -CH,CH,N-).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d;, MO 22-19C-15.fid):6 200.5 (s, -C=0), 146.7 (s, C(2)),
131.5 (s, C(1)), 129.1 (d, C(4)), 126.7 (d, C(6)), 115.1 (d, C(3)), 113.9 (d, C(5)), 51.1 (t, -
CH,N-), 29.3 (q, -CH3), 25.3 (t, -CH,CH,N-).

IR:”

MS (ESI+): 190.1 ([M+H]).

Anal. Calcd for Ci12H1sNO(189.25): C, 76.16; H, 7.99; N, 7.40. Found: C, 76.18; H, 7.99;
N, 7.38.

3.4.2. Syntéza etyl-esteru kyseliny o-(pyrolidin-1-yl)benzoyl pyrohroznovej (10)

29 Nijhuis, W.H.; Verboom, W.; El-Fadl, A.A.; Harkema, S.; Reinhoudt, D.N. J. Org. Chem.1989, 54, 199-
209.
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1.00 mol ekv 2.00 2.00
1) EtONa N O OH
EtO\H)-L _9HO" A\ -OFt
EtOH abs e}
-20 az 80°C
30 min, Ar 10 (78 %)
MWV: 189.25 146.14 22.99 (Na) 289.33

Literatira:**Literatura uvadza reakéné podmienky na p-chléracetofenénovom substrate.
Experimentalny postup: Do vychladené¢ho roztoku EtONa (-20°C) v EtOH pripravené¢ho
rozpustenim 242.9 mg (10.568 mol, 2.00 mol ekv) Na v 40 ml EtOH abs sme poc¢as 1 h
pod Ar atmosférou prikvapkavali zmes 1.00 g (5.284 mmol, 1.00 mol ekv) acetofenénu 9
al.44 ml (1.54 g, 10.568 mmol, 2.00 mol ekv, d=1.076 g/ml) dietyl-oxalatu 2.Po ukonceni
pridavania sme reakéni zmes mieSali 30 min pri 80°C. Z reakénej zmesi sa vyzrazala
sodna sol’ esteru 10. Po odpareni rozpustadla sme surovu zmes rozdelili v zmesi EA / 1M
HCI. pH oddelenej vodnej tazy sme upravili na pH=10 a extrahovali do EA. Organicku
fazu sme potom premyli nasytenym roztokom NaCl, vysuSili nad bezvodym Na,SO4 a
suSidlo odfiltrovali. Rozpustadlo a zvySky prchavych podielov sme odstranili pomocou
RVO a HV a ziskali sme 1.20 g (4.148 mmol, 78 %) esterul0vo forme Zltej tuhej latky.

Novost’ zluceniny 10:Zic¢enina 10 nie je v literatire opisana.

1.92 (6.6) CDCl; (300 MHz) - CDCl, (75 MHz)
320 6.6 (not seen) 52.4[ >
®O°N" 0" oH 1.39(7.2) N O OH
697 ©6) P o 147.7 ] 196.3 16%’16260\/141
. . 116.9 )
730 (8686.1.6) . 680 [ 438(72) o 13;0;03_2 I e
6.85  7.58(7.9,1.6) 150
®879 10 MO 25-07B-15.fid 10 MO 25-07C-15.fid

"H-NMR (300 MHz, CDCl;, MO 25-07B-15.fid): J 7.58 (dd, 1H, J(5,6) = 7.9 Hz, J(4,6)
= 1.6 Hz, H-C(6)), 7.39 (ddd, 1H, J(3,4) = J(4,5) = 8.6 Hz, J(4,6) = 1.6 Hz, H-C(4)), 6.97
(dd, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, H-C(3)), 6.85 (dd, 1H, J(4,5) = 8.6 Hz,J(5,6) = 7.9 Hz, H-C(5),
6.89 (s, 1H, -CH=), 4.38 (q, 2H, J(CH,,CH3) = 7.2 Hz,-CH,CH3), 3.20 (t, 4H, J(CH»,CH>)
= 6.6 Hz, -CH,CH)N-), 1.92 (t, 4H, J(CH,,CH,) = 6.6 Hz, -CH,CH,N-), 1.39 (t, 3H,
J(CH,,CH3) = 7.2 Hz,-CH,CH3). Enolicky OH je mimo rozsah meraného spektra.

3" Geffken, D.; Soliman, R.; Soliman, F.S.D.; Abdel-Khalek, M.M.; Issa, A.E. Med. Chem. Res.2011, 20,
408-420.
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BC-NMR (75 MHz, CDCL, MO 25-07C-15.fid):5 196.3 (s, C(1)C=0), 163.5 (s,
=C(OH)-), 162.6 (s, -COOEY), 147.7 (s, C(2)), 133.0 (s, C(1)), 130.6 (d, C(4)), 123.9 (d,
C(6)), 116.9 (d, C(3)), 115.0 (d, C(5)), 103.2 (-CH=), 62.4 (t, -CH,CH3), 52.4 (t, -CH,N-),

25.8 (t, -CH,CH,N-), 14.1 (q, -CH3).

IR v(solid, cm™): 3119 (w), 2962 (s), 2923 (s), 2867 (s), 2824 (s), 1742 (s, C=0), 1599 (s,
C=0), 1543 (m), 1495 (m), 1479 (m) 1466 (m), 1445 (m), 1370 (m), 1353 (m), 1299 (w),
1251 (s), 1210 (s), 1173 (m), 1120 (s), 1014 (s), 872 (w), 798 (m), 748 (s), 629 (W).

MS (ESI-): 290.1 ((M+H]").

Anal. Calcd for CisH19NO4(289.33): C, 66.42; H, 6.62; N, 4.84. Found: C, 66.40; H, 6.60;

N, 4.80.

3.4.3. Syntéza kyseliny (Z) 3-[2-(o-arylpyrolidin)-2-oxoetylidén],4-

dihydrochinoxalin-2(1H)-6n-7-karboxylovej (11)

1.00 mol ekv 1.00 1.00
N~ O OH
NH,

ISUIo e S
HOOC NH, © DMF abs
RT, 72 h, Ar

4 10
MW: 152.15 289.33 12217

O
X
HOOC N~ ~O
H

11 (51 %)
377.39

Experimentalny postup: Do roztoku 131.5 mg (0.86 mmol, 1.00 mol ekv) kyseliny 4 v 20
ml DMF abs sme pridali 105.6 mg (0.86 mmol, 1.00 mol ekv) DMAP, 250.0 mg (0.86

mmol, 1.00 mol ekv) esteru 10areakénii zmes sme mieSali 72 h pri RT. Vzniknuta

zrazeninu sme odfiltrovali, triturovali s EA a Et;O a vysuSili pomocou HV. Ziskali sme

produkt vo forme DMAP-ovej soli. MieSanim s 1 M HCI sme po 1 h ziskali 165.0 mg

(0.44 mmol, 51 %) kyseliny 11.
M.p.: 273-275°C [DMF], oranzova tuha latka.

Novost’ zluceniny 11:Zicenina 11 nie je v literatire opisana.

DMSO-d (600 MHz) DMSO-d (150 MHz)
1.95 (br t) 1459
C\a.aa (br,t) 55 533
7.14 (br,7.1)
N _ C\ 128.9
7.43 (b7 1505 N 1300
13120 6.98 (br,7.1) 1283 QTN 1245
756 (8.4) H ) 757 (rd) 116_5l H 197799
7.67 (8.41.7) | & a Y 6.58 125'2ﬁ\T“'4
HO g J8aq | BT | A ., 1



"H-NMR (600 MHz, DMSO-d;, MO 26-02D-15.fid): 6 13.12 (s, 1H, H-Nx(4)), 12.12 (s,
1H, H-Na(1)), 7.75 (d, 1H, J(As,Ag) = 1.7 Hz, H-CA(8)), 7.67 (dd, 1H, J(As,As) = 8.4 Hz,
J(As,Ag) = 1.7 Hz, H-Ca(6)), 7.56 (d, 1H, J(As,A¢) = 8.4 Hz, H-Ca(5)), 7.57 (br d, H-
Cg(6)),7.43 (br dd, H-Cg(4)), 7.14 (br d, 1H, H-Cg(3)), 6.98 (br dd, 1H, H-Cg(5)), 6.58 (s,
1H, -CH=), 3.33 (br t, 4H, -CH,CH,N-), 1.95 (br t, 4H, -CH,CH,N-).

BC-NMR (150 MHz, DMSO-ds;, MO 26-02D-15.fid): § 193.7 (Cg(1)C=0), 167.0 (s,
-CaA(7)C=00H), 156.2 (s, Ca(2)), 145.9 (s, Cg(2)), 143.9 (s, Ca(3)), 139.5 (s, Cg(1)), 132.0
(d, Cs(4)), 129.9 (d, C(6)), 128.9 (d, Cs(3)), 128.3 (s, Ca(4a)), 126.7 (s, Ca(7)), 125.8 (s,
Ca(8a)), 125.2 (d, Ca(6)), 124.9 (d, Ca(5)), 116.9 (d, Ca(8)), 116.5 (d, Ca(5)), 95.4 (d, -
CH=), 53.5 (t, -CH,N-), 25.5 (t, -CH,CH,N-).

IR v(solid, cm™): 2776 (s, OH), 1686 (m, C=0), 1597 (s, C=0), 1581 (s, C=0), 1523 (m),

1506 (m), 1400 (w), 1335 (m), 1245 (m), 1194 (m), 1131 (m), 1050 (w), 907 (w), 810 (w),

752 (m), 702 (w), 670 (w).

MS (ESI-): 376.1 ((IM-H]).

Anal. Calcd for C21H19N304(377.39): C, 66.83; H, 5.07; N, 11.13. Found: C, 66.81; H,
5.12;N, 11.12.

3.4.4. SyntézaN-(2-(dietylamino)etyl) (£) 3-[2-(0-arylpyrolidin)-2-oxoetylidén],4-
dihydrochinoxalin-2(1H)-6n-7-karboxamidu (12)
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1.00 mol ekv

N
o o j g ]

o)
» N~
=
1.20 HOBt L H
1.20 EDC . HCI NN N0
HOOC N o) DMF abs, 24 h, Ar N

116.20 (amin 6)
11 135.12 (HOBY) 12 (60 %)
MW: 377.39 191.70 (EDC . HCI) 475.58

Literatira:>’ Literatura uvadza reakéné podmienky pre reakciu substituovaného aminu
a alifaticka dikarboxylovu kyselinu v DMF pri RT.

Experimentalny postup: Do roztoku 130.0 mg (0.34 mmol, 1.00 mol ekv)kyseliny 11v 5
ml DMF abs sme pridali 48.8 pl(40.0 mg, 0.34 mmol, 1.00 mol ekv, d=0.82 g/ml)
aminu6,55.9 mg (0.41 mmol, 1.20 mol ekv)HOBt, 70.2 mg (0.41 mmol, 1.20 mol ekv)
EDC.HCI areakéni zmes sme miesali 24 h pri RT. pH reakénej zmesi sme upravili na
hodnotu pH=12 pomocou 5M roztoku NaOH a vzniknuti zrazeninu sme prefiltrovali,
triturovali s EA a Et,O avysuSili pomocou HV. Po krystalizacii surového produktuz MeOH
sme ziskali 98.0 mg (0.21 mmol, 60 %) amidul2.

M.p.: 237-239 °C [MeOH], oranzové tuha latka.

Novost’ zluceniny 12:Zi¢enina 12 nie je v literatire opisana.

DMSO-d (600 MHz) DMSO-d; (150 MHz)

1.86 (6.4) 316 (6.4) 147.4

6.84 (8.6)
7.29 (8.6,7.41.7)
6.74 (7.4,7.4)

N

756 (8.41.8) 13110

254(7.2) 751 84H
\f 20 8.4 J 4673.39 (7.41.7)
N
ﬂ I O
5 51 (70) 759(1 8)H
11.92 (br)
097(70) 331 (7.2,5.6)
12 MO 29-01U-15.fid 12 MO 29-01U-15.fid

"H-NMR (600 MHz, DMSO-d;, MO 29-01U-15.fid): 6 13.11 (s, 1H, H-N(4)), 11.92 (br

s, 1H, H-Na(1)), 8.20 (t, 1H, J(NH,CH,) = 5.6 Hz, -NH-), 7.59 (d, 1H, J(As,As) = 1.8 Hz,

H-CA(8)), 7.56 (dd, 1H, J(As,Aq) = 8.4, J(Ae,As) = 1.8 Hz, H-CA(6)), 7.51 (d, 1H, J(As,Aq)

= 8.4 Hz, H-C(5)), 7.39 (dd, 1H, J(Bs,Be) = 7.4 Hz, J(B4,B) = 1.7 Hz, H-Cy(6)), 7.29

(dd, 1H, J(B3,Bs) = 8.6 Hz, J(B4,Bs) = 7.4 Hz, J(B4,Bs) = 1.7 Hz, H-Cp(4)), 6.84 (d, 1H,
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J(B3,Bs) = 8.6 Hz, H-Cg(3)), 6.74 (dd, 1H, J(B4,Bs) = J(Bs,Bs) = 7.4 Hz, H-Cs(5)), 6.46 (s,
1H, -CH=), 3.31 (td, 2H, J(CH,,CH,) = 7.2 Hz, J(NH,CH,) = 5.6 Hz, -CH,NH-), 3.16 (t,
4H, J(CH,,CH,) = 6.4 Hz, -CH,CH,CH,N-), 2.54 (t, 2H, J(CH,,CH,) = 7.2 Hz, -
NCH,CH,NH-), 2.51 (q, 2H, J(CH,,CH3) = 7.0 Hz, -CH,CH3), 1.86 (t, 4H, J(CH,,CH,) =
6.4 Hz, -CH,CH,N-), 0.97 (t, 6H, J(CH,,CH3) = 7.0 Hz, -CH,CH3).

BC-NMR (150 MHz, DMSO-d;, MO 29-01U-15.fid): & 194.6 (s, -Cg(1)C=0), 165.6 (s,
-CA(7)C=0-NH-), 156.5 (s, Ca(2)), 147.4 (s, Cp(2)), 143.3 (s, Ca(3)), 131.3 (d, Cg(4)),
129.8 (d, Cg(6)), 129.7 (s, Ca(7)), 128.3 (s, Ca(1)), 127.1 (s, Ca(4a)), 126.5 (s, Ca(82)),
122.4 (d, Ca(6)), 116.3 (d, Ca(5)), 115.9 (d, Ca(5)), 115.3 (d, Ca(8)), 114.5 (d, Cs(3)), 95.6
(d, -CH=), 51.9 (t, -CH,NEt,), 51.5 (t, -CH,N- z pyrolidinu), 47.2 (t, -NCH,CHj3), 38.1 (t, -
CH,NHCO-), 25.8 (t, -CH,CH,N-z pyrrolidinu), 12.4 (g, -CH3).

IR v(solid, cm™): 3107 (w), 2965 (s, OH), 2865 (m), 1690 (m, C=0), 1592 (s, C=0), 1569
(m), 1537 (m), 1494 (m), 1481 (m), 1440 (m), 1397 (w), 1352 (s), 1207 (s), 1178 (m),
1113 (m), 1055 (m), 1036 (m), 961 (w), 908 (w), 826 (m), 744 (s), 724 (s).

MS (ESI-): 474.3 ([M-H]).

Anal. Calcd for C27H33Ns503(475.58): C, 68.19; H, 6.99; N, 14.73. Found: C, 68.20; H,
7.01; N, 14.70.

3.5. Priprava potencialneho inhibitora 18 Mer TK receptora
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EtO

2.00

—_—
2.00 EtONa
EtOH abs
15 (91 %) -20°C azRT, 1h, Ar

@)

O 2

\H)kOEt

Et

3

16 (83 %)

1.00 mol ekv
Os_OH o]
2.00 H,
OO PtO, . H,0 2.20 Meli
—_— —_—
AcOH Et,0 abs
RT,48h 0°CazRT
13 14 (65 %) 1h, Ar
/@E © LN/\/NHz
HoOC N 100 J
1.00 DMAP Q 1.20 HOBt
DMF abs HOOC ﬁ © 1.20 EDC . HCI
RT, 72 h, Ar DMF abs
RT, 24 h, Ar

17 (56 %)

Schéma 18.Synteticka cesta ,,C* veduca k priprave zli¢eniny 18.

3.5.1. Syntéza kyseliny tetralin-5-karboxylovej (14)

o]
=
H
A~ N- /( IN o

ZT

18 (66 %)

1.00 mol ekv
O~_OH
H, / PtO, . H,O
OO AcOH, RT,48h
13
M=172.18

14
176.21

OH

(65 %)

Literatiira:*Literatira uvadza reakéné podmienky na kyseline a-naftyloctove;.

Experimentalny postup: Do roztoku 5.00 g (29.04 mmol, 1.00 mol ekv) kyseliny 13v 50

ml AcOH sme pridali katalytické mnoZstvo PtO, .

H,0 a atmosféru sme nasytili s H,. Po

TLC kontrole sme reaként zmes zriedili s H>O, extrahovali do EA. Spojené organické fazy

sme premyli nasytenym roztokom NaCl a vysuSili nad bezvodym Na,SO,4. Rozpustadlo

a zvySky prchavych podielov sme odstranili pomocou RVO a HV. Surovy produkt sme

krystalizovali z EA, pricom sme ziskali 3.31 g (18.78 mmol, 65 %) kyseliny 14.

M.p.: 148-150°C [EA], biela tuha latka.
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Novost’ zliceniny 14:Zlucenina 14 je v literature opisana: M.p., "H-NMR, “C-NMR, IR,
MS.*!

CDCl; (300 MHz)
O OH

316 (6350)] 13800
181 (6.35.0) 7.86 (7.6)
181 (6.35.0) 7.18(7.6,7.6)

2.84 (6.3,5.0) 7.28 (7.6)
14 MO 24-03-15.fid

'H-NMR (300 MHz, CDCl;, MO 24-03-15.fid): § 11.38 (br s, 1H, -OH), 7.86 (d, 1H,
J(2,3) = 7.6 Hz, H-C(2)), 7.28 (d, 1H, J(3,4) = 7.6 Hz, H-C(4)), 7.18 (dd, 1H, J(2,3)
=J(3,4) = 7.6 Hz, H-C(3)), 3.16 (t, 2H, J(7.8) = 6.3 Hz, J(6,8) = 5.0 Hz, C(8)H,), 2.84 (t,
2H, J(5,6) = 6.3 Hz, J(5,7) = 5.0 Hz, C(5)Ha), 1.81 (tt, 4H, J(5,6) a J(7,8) = 6.3 Hz, J(5,7)
a J(6,8) = 5.0 Hz, C(6)H, a C(7)Hy).

3.5.2. Syntéza S5-acetoxytetralinu (15)

1.00 mol ekv 2.20
O OH O
MelLi
Et,O abs
0°CazRT,1h, Ar
14 15 (91 %)
M=176.21 21.98 17424

Literatara:**Literatdra uvadza reakéné podmienky pre kyselinu f-metylnaftolova.

Experimentalny postup: Do l'adom vychladené¢ho roztoku 500.00 mg (2.838 mmol, 1.00
mol ekv)kyseliny 14 v 5 ml Et,O abs sme pod inertnou Ar atmosférou pridali 3.90 ml
(6.243 mmol, 2.20 mol ekv) 1.6 M roztoku MeLi v Et,0. Reakénu zmes sme mieSali 1 h
pri RT, pricom vznikla oranZovl zrazenina. Reakciu sme ukoncili pridavkom H,O
a nasledne sme reaként zmes extrahovali do EA. Spojené organické fazy sme premyli

nasytenym roztokom NaCl a vysuS$ili nad bezvodym Na,SO4. Rozpustadlo a zvysky

! Connolly, T. J.; Durst, T. Tetrahedron1997, 53, 15969-15982.
32 Amin, S.; Hecht, S.S.; LaVoie, E.; Hoffman, D. J. Med. Chem.1979, 22, 1336-1340.
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prchavych podielov sme odstranili pomocou RVO a HV. Ziskali sme 450.0 mg (2.58
mmol, 91 %) ketonulS vo forme Cirej olejovitej latky.

Novost’ zlu€eniny 15:ZIucenina 15 je v literatire opisana M.p., "H-NMR, “C-NMR, IR,
MS, HRMS.*?

CDCl, (300 MHz)

Oy 255
2.95 (6.4,3.3)
1.77 (6.4,3.3) 7.44 (7.0,1.9)
1.77 (6.4,3.3) 7.15 (7.6,7.0)

2.81(6.4,3.3) 7.19(7.6,1.9)
15 MO 24-01-15.fid

'H-NMR (300 MHz, CDCL;, MO 24-01-15.fid): 6 7.44 (dd, 1H, J(2,3) = 7.0 Hz, J(2,4) =
1.9 Hz,H-C(2)), 7.19 (dd, 1H, J3,4) = 7.6 Hz, J(2,4) = 1.9 Hz, H-C(4)), 7.15 (dd, 1H,
J(3,4) = 7.6 Hz, J(2,3) = 7.0 Hz, H-C(3)), 2.95 (t, 2H, J(7.,8) = 6.4 Hz, J(6,8) = 3.3 Hz,
C(3)H), 2.81 (t, 2H, J(5,6) = 6.4 Hz, J(5,7) = 3.3 Hz, C(5)Ha), 2.55 (s, 3H, -CHz), 1.77 (tt,
4H, J(5,6) a J(7,8) = 6.4 Hz, J(5,7) a J(6,8) = 3.3 Hz, C(6)H, a C(7)Hy).

3.5.3. Syntéza etyl esteru kyseliny 4-(5-tetralin)-2,4-dioxobutanovej (16)

OEt
1.00 mol ekv 2.00 2.00 HO
| @]
@) @)
O 1) EtONa
+
. EtO% Ot 2) H30
o) EtOH abs
-20°C azRT,1h, Ar
15 2 16 (83 %)
M=174.24 146.14 22.99 (Na) 274.31

Literatiira:**Literatura uvadza reakéné podmienky Claisenovej kondenzacie pre pripravu
derivatov etylesteru kyseliny 4-benzoylpyrohroznove;.

Experimentalny postup: Do vychladeného roztoku (-20°C) EtONa pripravené¢ho
rozpustenim 105.6 mg (4.591 mmol, 2.00 mol ekv) Na v 5 ml EtOH abs sme poc¢as 1 h pod

¥ Kido, Y.; Yonehara, F.; Yamaguchi, M. Tetraheron2001, 57 (5), 827-833.
3% Geffken, D.; Soliman, R.; Soliman, F.S.D.; Abdel-Khalek, M.M.; Issa, A.E. Med. Chem. Res.2011, 20,
408-420.
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Ar atmosférou prikvapkavali zmes 400.00 mg (2.296 mmol, 1.00 mol ekv) acetyltetralinu
152 623 pl (670.8 mg, 4.591 mmol, 2.00 mol ekv, d=1.076 g/ml) dietyl-oxalatu 2.Po
ukonceni pridavania a samovol'nom vystupeni teploty na RT sme reakénii zmes miesali
eSte 1 h. Po odpareni rozpustadla sme surovy produkt miesali s 1 M HCI a nasledne
extrahovali s EA. Spojené organické fazy sme premyli nasytenym roztokom NaCl
avysu$ili nad bezvodym Na,SO4. Rozpustadlo a zvysky prchavych podielov sme
odstranili pomocou RVO a HV. Po FLC (Hexol / EA; 20/1) sme ziskali 520.0 mg (1.896
mmol, 83 %) esteru 16 vo forme oleja, ktory v chlade vykrystalizoval.

M.p.: 60.7-61.9°C [EA], zlta tuha latka.

Novost’ zluceniny 16:Zi¢enina 16 nie je v literatire opisana.

J 1.32(7.2) ;;‘;j CDCl, (75 MHz)

4.31(7.2)

14.96 o)

O  CDCl; (300 MHz)

7.31(7.3,1.6)
7.11(7.7,7.3)

2.76 (6.1,5.1) 7.16 (7.7,1.6) 30-4 1334
16 MO 27-02C-15.fid 1872 4¢ MO 27-02U-15.fid

"H-NMR (300 MHz, CDCl;, MO 27-02C-15.fid): 5 14.96 (br s, 1H, -OH), 7.31 (dd, 1H,
J(2,3) = 7.3 Hz, J(2,4) = 1.6 Hz,H-C(2)), 7.16 (dd, 1H, J(3,4) = 7.7 Hz, J(2,4) = 1.6 Hz, H-
C(4)), 7.11 (dd, 1H, J(3,4) = 7.7 Hz, J(2,3) = 7.3 Hz, H-C(3)), 6.69 (s, 1H, -CH=), 4.31 (q,
2H, J(CH,,CH3) = 7.2 Hz, -CH,CH3), 2.89 (t, 2H, J(7,8) = 6.1 Hz, J(6,8) = 5.1 Hz,
C(8)H,), 2.76 (t, 2H, J(5,6) = 6.1 Hz, J(5,7) = 5.1 Hz, C(5)H>), 1.72 (tt, 4H, J(5,6) a J(7,8)
= 6.1 Hz, J(5,7) a J(6,8) = 5.1 Hz, C(6)H, a C(7)H,), 1.32 (t, 3H, J(CH,,CH3) = 7.2 Hz, -
CHa).
BC-NMR (75 MHz, CDCL, MO 27-02U-15.fid):5 196.8 (s, C(1)C=0), 168.1 (s,
=C(OH)-), 162.4 (s, -COOEY), 138.9 (s, C(1)), 137.2 (s, C(4a)), 136.5 (s, C(8a)), 133.4 (d,
C(4)), 126.6 (d, C(3)), 125.5 (d, C(2)), 102.7 (d, -CH=), 62.7 (t, -OCH,-), 30.2 (t, C(5)),
27.8 (t, C(8)), 23.2 (t, C(6)), 22.6 (t, C(7)), 14.3 (q, -CHs).
IR v(solid, cm™): 3126 (w), 2985 (w), 2925 (s, OH), 2877 (m), 2856 (m), 1739 (s, C=0),
1614 (s, C=0), 1577 (s), 1455 (m), 1367 (w), 1335 (w), 1245 (s), 1178 (m), 1131 (m),
1110 (m), 1091 (m), 1019 (m), 996 (m), 900 (w), 864 (w), 770 (m), 748 (m), 668 (W).
MS (ESI-): 273.1 ([M-H]).
Anal. Calcd for Ci6H1804(274.31): C, 70.06; H, 6.61. Found: C, 68.99; H, 6.78.
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3.5.4.

2(1H)-6n-7-karboxylovej (17)

Syntéza kyseliny (Z) 3-[2-(tetralin)-2-oxoetylidén|,4-dihydrochinoxalin-

1.00 mol ekv

MW 152 15

o G A I e

274 31

DMAP

DMF abs
RT, 72 h, Ar

122.17

HOOC : N
H

O
H
N~

@)

17
362.38

(56 %)

Experimentalny postup: Do roztoku 130.6 mg (0.857 mmol, 1.00 mol ekv) kyseliny 4v 5
ml DMF abs sme pridali 104.7 mg (0.857 mmol, 1.00 mol ekv) DMAP, 235.0 mg (0.857

mmol, 1.00 mol ekv) esteru 3a reakéntt zmes sme miesali 1 h pri RT. Vzniknut zrazeninu

sme centrifugovali a vysuS$ili pomocou RVO a HV. Krystalizaciou surového produktu

z MeOH sme ziskali Struktaru 17 vo forme DMAP-ovej soli. Jej mieSanim s 1 M HCI sme
po 1 h ziskali 175.0 mg (0.483 mmol, 56 %) kyseliny17.
M.p.: 322-324 °C [MeOH], zIta tuh4 latka.

Novost’ zluceniny 17:ZIi¢enina 17 nie je v literatire opisana.

DMSO-ds (300 MHz)

172(6152)
172 (61,5.2) 278(6.15.2)
286(6152) 717 (5.43.7)
13.180 719 (5.45.4)
7.58 (8.4) H ) 7306437
7.66 (8.4’;‘2‘3’4 6.39
HO e
1291 (o) [7720 N 0
12.06
17 MO 28-02-15.fid

17

DMSO-d (75 MHz)

MO 28-03-15.fid

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d;, MO 28-02-15.fid): 6 13.18 (s, 1H, H-Na(4)), 12.91 (br's,
1H, -OH), 12.06 (s, 1H, H-Na(1)), 7.72 (d, 1H, J(As As) = 1.7 Hz, H-Ca(8)), 7.66 (dd, 1H,

J(5,6) = 8.4 Hz, J(6,8) =

1.7 Hz, H-Ca(6)), 7.58 (d, 1H, J(5,6) = 8.4 Hz, H-CA(5)), 7.30
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(dd, 1H, J(2,3) = 5.4 Hz, J(2,4) = 3.7 Hz, H-Cg(2)), 7.19 (dd, 1H, J(2,3) a J(3,4) = 5.4 Hz,
H-Cg(7)), 7.17 (dd, 1H,J(3,4) = 5.4 Hz, J(2,4) = 3.7 Hz, H-Cg(8)), 6.39 (s, 1H, -CH=),
2.86 (t, 2H,J(7,8) = 6.1 Hz, J(6,8) = 5.2 Hz, Cg(8)H>), 2.78 (t, 2H,J(5,6) = 6.1 Hz, J(5,7) =
5.2 Hz, Cg(5)H>), 1.72 (tt, 4H,J(5,6) a J(7,8) = 6.1 Hz, J(5,7) a J(6,8) = 5.2 Hz, Cg(6)H> a
Cg(7)Ho).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d;, MO 28-03-15.fid): § 195.6 (s, Cg(1)C=0), 167.0 (s,
-COOH), 156.1 (s, Ca(2)), 144.3 (s, Ca(3)), 141.0 (s, Cp(1)), 138.2 (s, Cg(4a)), 135.2 (s,
Cg(8a)), 131.6 (d, Cg(4)), 128.2 (s, Ca(4a)), 126.8 (s, Ca(8a)), 125.9 (s, Ca(7)), 125.8 (d,
Cs(3)), 125.3 (d, Cg(2)), 125.2 (d, Ca(6)), 116.9 (d, Ca(8)), 116.7 (d, Ca(5)), 95.4 (d, -
CH=), 29.7 (t, Cg(8)), 27.4 (t, Cg(8)), 23.0 (t, Cg(6)), 22.6 (t, Cs(7)).

IR v(solid, cm™): 2928 (s, OH), 2853 (s), 1678 (m, C=0), 1629 (m), 1605 (s, C=0), 1589
(s), 1531 (m), 1424 (m), 1366 (m), 1298 (m), 1239 (m), 1133 (w), 1106 (m), 1055 (w),
1000 (w), 895 (w), 755 (w).

MS (ESI-): 361.0 ([M-H]).

Anal. Calcd for C21H18N204(362.38): C, 69.60; H, 5.01; N, 7.73. Found: C, 69.59; H, 5.01;
N, 7.72.

3.5.5. SyntézaN-(2-(dietylamino)etyl) (£) 3-[2-(5-tetralin)-2-oxoetylidén],4-
dihydrochinoxalin-2(1H)-6n-7-karboxamidu (18)

1.00 mol ekv
H ° e H
N. - =
1.20 HOBt L H
1.20 EDC . HCI N/\/N N No
HOOC N o) DMF abs, RT, 24 h, Ar ) N
0
116.20 (amin 6)
17 135.12 (HOBt) 18 (66 %)
MW: 362.38 191.70 (EDC . HCI) 460.57

Literatira:>’ Literatura uvadza reakéné podmienky pre reakciu substituovaného aminu

a alifaticka dikarboxylovu kyselinu v DMF pri RT.
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Experimentalny postup: Do roztoku 400.0 mg (1.10 mmol, 1.00 mol ekv) kyseliny 17v 5
mL DMF abs sme pridali 156 pl(128.3 mg, 1.10 mmol, 1.00 mol ekv, d=0.82 g/ml),
aminu6,179.0 mg (1.32 mmol, 1.20 mol ekv) HOBt, 253.9 mg (1.32 mmol, 1.20 mol ekv)
EDC.HCI areakénii zmes sme mieSali 24 h pri RT. Do reakénej zmesi sme pridali
nasyteny roztok NaHCO; a vyextrahovali do EA. Spojené organické fazy sme premyli
nasytenym roztokom NaCl a vysu$ili nad bezvodym Na,SO4. Rozpustadlo a zvySky
prchavych podielov sme odstranili pomocou RVO a HV. Surovy produkt sme
prekrystalizovali z MeOH, pricom sme ziskali 335.0 mg (0.727 mmol, 66 %) amidul8.
M.p.: 222-224°C [MeOH], ZIt4 tuha latka.

Novost’ zluceniny 18:Zi¢enina 18 nie je v literatire opisana.

1.73 (6.0,5.4)
2.87 (6.0,5.4)

DMSO-d (300 MHz)
1.73 (6.0,5.4)
2.79 (6.0,5.4)

7.18 (5.6,3.6)

DMSO-d; (75 MHz)
225

140.6

13.250 7.20 (5.6,5.6) 129.7
0.98 (7.1) 8'36|(_f'5)a 2 ME /6.3;-30 639 H121.9114'8l4ﬂ =
2.52 (7.1) L";\f’fg/)rl;lﬁ o LNi“%ﬁwﬂl
- (7-)6c1> (b{‘m)12'}8 ey T 7 iz_z s
18 MO 30-02C-15.fid 18 MO 30-02U-15.fid

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, MO 30-02C-15.fid): 6 13.25 (s, 1H, H-N(4)), 12.08 (br
s, [H, H-Nx(1)), 8.36 (t, IH, JINH,CH,) = 5.5 Hz, -NHCO-), 7.61 (br m, 1H, Ca(8)), 7.59
(br m, 2H, H-CA(5) a H-CA(6)), 7.30 (dd, 1H,J(2,3) = 5.6 Hz, J(2,4) = 3.6 Hz, H-Cy(2)),
7.20 (dd, 1H,J(2,3) a J(3,4) = 5.6 Hz, H-Cp(3)), 7.18 (dd, 1H,J(3,4) = 5.6Hz, J(2,4) = 3.6
Hz, H-Cp(4)), 6.37 (s, 1H, -CH=), 3.31 (m, 2H, -CH,NH-), 2.87 (t, 2H, J(7,8) = 6.0 Hz,
J(6,8) 5.4 Hz, Cs(8)H), 2.79 (t, 2H, J(5,6) = 6.0 Hz, J(5,7) = 5.4 Hz, Cs(5)H), 2.55 (m,
2H, E,NCH,-), 2.52 (q, 4H, J(CH,,CHs) = 7.1 Hz, -CH,CHs), 1.73 (tt, 4H, J(5,6) a J(7,8)
= 6.0 Hz, J(5,7) a J(6,8) = 5.4 Hz, Cp(6)H, a Cp(7)Ha), 0.98 (t, 6H, J(CH,,CHs) = 7.1 Hz, -
CH,CH).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-d;, MO 30-02U-15.fid): & 194.8 (s, Cp(1)C=0), 165.1 (s,
-CaA(7)CONH-), 155.7 (s, Ca(2)), 144.0 (s, Ca(3)), 140.6 (s, Cp(5)), 137.6 (s, Cg(52)),
134.6 (s, Cs(8a)), 130.9 (d, Cp(4)), 129.7 (s, Ca(4a)), 126.3 (s, Ca(8a)), 126.2 (s, CA(7)),
125.2 (d, Cp(3)), 124.7 (d, C(2)), 121.9 (d, CA(6)), 115.9 (d, Ca(8)), 114.8 (d, CA(5)), 94.4
(d, -CH=), 51.3 (t, EtatNCH,-), 46.7 (t, -CH,CHs), 37.4 (t, -CH,NH-), 29.2 (t, Cp(5)), 26.9
(t, Cs(8)), 22.5 (t, Cx(7)), 22.1 (t, Cx(6)), 11.7 (g, -CHs).
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IR v(solid, cm™): 3421 (w), 3137 (m), 2933 (s), 2798 (m), 1694 (s, C=0), 1645 (w), 1600
(s, C=0), 1588 (s), 1531 (s), 1496 (s), 1469 (m), 1394 (w), 1345 (s), 1325 (m), 1290 (m),
1251 (s), 1211 (s), 1176 (m), 1110 (s), 1066 (m), 998 (m), 972 (w), 914 (w), 815 (s), 803
(s), 786 (s), 756 (s), 723 (m), 698 (m).

MS (ESI-): 461.1 ((M+H]").

Anal. Calcd for C27H3:N403(460.57): C, 70.41; H, 7.00; N, 12.16. Found: C, 70.40; H,
7.00; N, 12.15.

3.6. Priprava potencialneho inhibitora 26 Mer TK receptora

1.00 mol ekv
1)
CluoN=Csq
H H H H
NH 2
2 100 5 9 N\S,N\[(O\Bn Pd/C Nig-NM2 2 50 Mno,
—_— O// N\ B — O// \\O —_—
2) 1.00 BnOH 0 MeOH DMF abs
o) DCM abs RT, 24 h RT, 72h
0°CazRT,24h O OH
19 21 (75 %) 22 (90 %)
0 NH,
1.00
Q Etojﬁ\oa Q  OH J@[
200 § 5 _A\__OEt HOOC NH;
08 [ Tt - 9P (R S
HNS N 2.00 EtONa HNSN 1.00 DMAP
20 H EtOH abs *H DMF abs
23 96%)  20°CazRT Ar 24 RT, 72h, Ar
H : H
N.__NH, : N..-NH;
/S\ : 77\
/N L ! 00
0 ©0° ~_NH, | ©
H 100 | : N
= ) 6 i
X bl LS
HOOC N Yo 120 HOBt ! N~ N
H 120EDC. HCl 1] 0 H
DMF abs |
25 RT, 24h Ar ! 26

____________________________________________________

Schéma 19.Synteticka cesta ,,D“ veduca k priprave zluceniny 26.
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3.6.1. Syntéza benzyl N-(4-acetylfenyl)sulfamoylkarbamatu (21)

1.00 mol ekv
cl_N=¢c<
NH, 1.00 5 °=0 H H
2 ' oo 20 N. _N_ O.
o 8. 7 Bn
- /7 \
1.00 BnOH 00 0O
o DCM abs
0°CazRT,24h O
19 21 (70%)
MW: 135.16  141.53 (izokyanat 20) 348.37
108.14 (BnOH)

Literatiira:>> Reakéné podmienky pouzité na nesubstituovanom aniline.

Experimentalny postup: Do roztoku 644 ul (1.047 g, 7.40 mmol, 1.00 mol ekv, d=1.626
g/ml) izokyanatu 20v 5 ml DCM abs sme za chladenia 'adom pridali 752 pl(800 mg, 7.40
mmol, 1.00 mol ekv, d=1.064 g/ml) BnOH a reak¢nii zmes sme mieSali 30 min pri RT.
Takto pripraveny roztok sme za chladenia (0°C) prikvapkali do roztoku 1.00 g (7.40 mmol,
1.00 mol ekv) acetofenonu 19v 5 ml DCM abs. Reakénli zmes sme mieSali 24 hod pri RT.
Po odpareni rozptstadla sme surovy produkt triturovali s CHCls a docisli na FLC elu¢nou
zmesou DCM/MeOH (20/1). Ziskali sme 1.795 g (5.153 mmol, 70 %) karbamatu21.

M.p. chyba pre nedostatok latky21.

Novost’ zluc¢eniny 21:Zli¢enina 21nie je v literature opisana.

DMSO-dg (300 MHz) DMSO-dg (76 MHz)

11111206(br) a 1424 1514 A a
7.91(8.7) H 1177
7.25(8.7) a
a:7.30-7.20 197, 0

a: 130.2, 128.8, 128.6, 128.5, 128.3, 126.8
21 MO 32-041-15.fid 21 MO 32-04U-15.fid

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, MO 32-041-15.fid): § 12.06 (br s, 1H, CONH), 11.11 (s,
1H, CA(1)NH), 7.91 (d, 2H, J(A2,A3) = 8.7 Hz, H-CA(2)), 7.25 (d, 2H, J(A,,A3) = 8.7 Hz,
H-Ca(3)), 7.30-7.20 (m, 5H, H-Cg(2, 3, 4)), 5.09 (s, 2H, -CH>-), 2.53 (s, 3H, -CH3).
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, MO 32-04U-15.fid): § 197.0 (s, Ca(4)C=0), 151.4 (s,
-NH(C=0)), 142.4 (s, Ca(1)), 117.7 (d, Ca(2)), 67.3 (t, -CHz-), 26.9 (q, -CH3), a (Ca(3.4),
Cs(1,2,3,4)).

IR a Anal. chyba pre nedostatok latky 21.

% Lee, Ch.; Kohn, H. J. Org. Chem.1990, 55. 6098-6104.
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3.6.2. Syntéza 1-(1-hydroxyetyl)-4-(sulfamoylamino)benzénu (22)

N N o Mz N NH
80 )Y Bn __Pd/C s 2
/7\ _ 7\
00 o MeOH © o0

RT, 24 h
o) OH
21 22 (90%)
348.37 216.26

Literatiira:*® Identické reakéné podmienky na inom substrate.

Experimentalny postup: Do roztoku 300 mg (0.861 mmol, 1.00 mol ekv) karbamatu 21
v 10 ml MeOH sme pridali katalytické mnoZstvo 10% Pd/C a atmosféru nasytili plynnym
H,. Reakénii zmes sme mieSali 24h pri RT. Zvy$né Pd sme odfiltrovali cez kratky stipec
silikagélu a rozpustadlo sme odparili pomocou RVO a HV. Ziskali sme 155 mg (0.717
mmol, 83%) sulfamidu22.

Novost’ zluceniny 22:ZIi¢enina 22 nie je v literatire opisana.

DMSO-d4 (300 MHz)
9.34 (br)
7.22(8.6) H

7.10 (8.6) N;S;N';'%1 X
1.29 (6.4) Qo 7010
465 (6.4,4.1)

OH
5.03(4.1) 22 MO 32-05-15.fid

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, MO 32-05-15.fid): 6 9.34 (br s, 1H, C(4)NH), 7.22 (d,
2H, J(H,,H;) = 8.6 Hz, H-C(3)), 7.10 (d, 2H, J(Ha,H3) = 8.6 Hz, H-Ca(2)), 7.01 (br s, 2H, -
NHL), 5.03 (d, 1H, JOOH,CH) = 4.1 Hz, -OH), 4.65 (dq, 1H, JOOH,CH) = 4.1 Hz,
J(CH,CH;) = 6.4 Hz, -CH-), 1.29 (d, 3H, J(CH,CH;) = 6.4 Hz, -CHy).

Intermediat 22 bol bez d’alSej charakterizacie pouzity na reoxidaciu na latku 23.

36 Krueger, A.Ch.; Madigan, D.L.; Jiang, W.W; Kati, W.M.; Liu, D.; Liu, Y.; Maring, C. J.; Masse, S.;
McDaniel, K.F.; Keith, F.; Middleton, T.; Mo, H.; Molla, A.; Montgomery, D.; Pratt, J.K.; Rockway,
T.W.; Zhang, R.; Kempf, D.J. Bioorg. Med. Chem. Lett.2006, 16, 3367-3370.
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3.6.3. Syntéza N-(4-acetylfenyl)sulfamidu (23)

1.00 mol ekv 2.5
0
H H
N\/S\/NHz Mn02 N\S/NHZ
7\ —_— /7\
00 DMF abs 00O
RT,72h
OH O
22 23 (96%)
216.26 86.9 214 .24
4

Literatiira:’’ Literatura uvidza pouZitie MnO, na inom substrate v Et,O pri RT.
Experimentalny postup: Do roztoku 200 mg (0.925 mmol, 1.00 mol ekv) sulfamidu
22v 5 ml DMF abs sme pridali 201 mg (2.312 mmol, 2.50 mol ekv) MnO,a reakénli zmes
sme mieSali 72h pri RT. Surovy produkt sme zriedili s EA a zvy$Sny MnO, sme odfiltrovali
cez kratky stipec silikagélu. Rozpustadlo sme odparili pomocou RVO a HV a ziskali sme
183 mg (0.854 mmol, 92%) sultamidu23.

M.p.: 159-161°C [DMF], hneda tuha latka.

Novost’ zla¢eniny 23:Zlu¢enina 23 je v literatire opisana: M.p.:(160-162 °C)*®

DMSO-dg (300 MHz) DMSO-d; (75 MHz)
10.11 (br) 1445
722(89) H ”6'6¥ N.o-NH,

7.88 (8.9) N-S'NH2 265 a S
3o 7.360n S a 00
2.51 196.9
O O a: 130.6, 130.1
23 MO 36-01-16.fid 23 MO 36-02-16.fid

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d;, MO 36-01-16.fid): 6 10.11 (br s, 1H, C(1)NH), 7.88 (d,
2H, J(Ha,H;) = 8.9 Hz, H-C(3)), 7.36 (br s, 2H, -NH,), 7.22 (d, 2H, J(H,,Hs) = 8.9 Hz, H-
Ca(2)), 2.51 (s, 3H, -CH3).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, MO 36-02-16.fid): 5 196.9 (s, C=0), 144.5 (s, C(1)),
130.6 a 130.1 (d and s, C(3) a C(4), 116.6 (d, C(2)), 26.8 (q, -CHs).

37 Therkelsen, F.D.; Hansen, A.L.; Pederson, E.B.; Nielsen, C. Org. Biomol. Chem.2003, 16, 2908-2918.
3% Catt, J.D.; Matier, W.L. J. Org. Chem.1974, 39, 566-568.
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4 Diskusia

4.1. Priprava vychodiskovych acetofenonov

Na pripravu potencidlnych Mer TK inhibitorov sme navrhli syntézu tak, Ze
vychodiskovymi latkami st rozne substituované acetofenony. Acetofenén 1 bol komeréne
dostupny, ostatné sme pripravili jedno resp. dvojkrokovymi syntézami. Acetofenén 9 sme
pripravili cyklizacnou reakciou z o-aminoacetofenénu 8s 1,4-dibrombutinom
v pritomnosti bazy DIPEA a katalytického mnozstva KI. Reakcia bez KI dosiahla
v najlepSom pripade 80% konverziu za vzniku jedin¢ho produktu 9. Po pridani KI, ktory in
situ generuje reaktivnejSi jod derivat, sme cyklicky produkt 9 s pyrolidinovym kruhom
ziskali v 88 % vytazku. Ak sme reakciu neukoncili do 10 hodin, pozorovali sme aj vznik

vedl'ajSieho produktu 9b (Obrazok 20).

N o) Q\o
9 9b
Obrazok 20.Struktiry hlavného 9a nasledného produktu 9bcyklizaénej reakcie.

Produkty 9 a 9b boli oddeliteIné pomocou FLC, pricom na identifikaciu Struktury
vedlajSicho produktu 9b srovnakou molekulovou hmotnostou sme vyuzili 2D-NMR
analyzy. Vedl'aj$i produkt 9bvznikd v dosledku javu, ktory sa v literatire nazyva terc-
amino efekt. Uz v roku 1983 bol uverejneny clanok, ktory opisuje aplikacie terc-amino
efektu v chémii heterocyklov pri syntéze benzoxazinov.”> Zahrievanim derivatu o-
aminoacetofenonu v butanole autori dostali zmes izomérov 9¢ a 9d v pomere 1:4.
Majoritne zastupeny izomér 9d sa im podarilo z MeOH vykrystalizovat a pomocu rtg.

Strukturnej analyzy mu priradit’ syn konfiguraciu (Obrazok 21).

% Verboom, W.; Van Dijk, B.G.; Reinhoudt, D.N. Tetrahedroan Lett.1983, 24, 3923-3926.
- 65 -



5.05-5.25 4.65-4.80

@H @H

N O 495 N O
' 'H . 'CF3
CF; H
5.20
9¢ 9d
anti syn

Obrazok 21.Diastereoizomérne Struktiry9c a 9da niektoré chemické posunyich CH vodikov.

Pri¢inou tohto efektu a vzniku produktu 9b je pritomnost’ N-metylénovej skupiny
na N,N-dialkyanilinovom fragmente a karbonylovy uhlik v ortopolohe. Vedl'ajsi produkt
9b obsahuje vo svojej Struktare novo vzniknuty 6-Clankovy kruh ziskany po [1,5]
sigmatropnom preSmyku a ndslednej intramolekulovej adicii kyslikatého nukleofilu na
iminiovlh ndsobnu védzbu (Schéma 20). Pri latkach typu 9musi byt preto priebeh
cykliza¢nej reakcie sledovany, aby sa zabranilo naslednej konverzii na vedl'ajsi produkt9b.

Informativne uvadzame aj '"H-NMR spektrum latky 9b(Obrazok 21a).

[ §,H H [ )
.o ® o @/ o *
N) o) N)(\O NS O N" o
8 I\> H
[1.5] * *
9 9b

Schéma 20.Mechanizmus vzniku vedl'ajSicho produktu 9b intramolekulovou redox cyklizaciou.

8 234 CDCl; (300 MHz)
7 1.93

9b MO 22-23-15.fid

_JJMML Mm A o

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

Obrazok 21a. 'H-NMR spektrum latky 9b.
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Acetofenon 15 sme pripravili v dvoch syntetickych stupiioch. Prvym bola redukcia
elektronovo bohatSieho nesubstituovaného aromatického jadra kyseliny I-naftolovej 13
s H, na Pt katalyzatore. V surovej reakénej zmesi sme taktiez pozorovali vedlajs$i produkt
s oboma zredukovanymi jadrami. Majoritni (90 % v NMR), parcialne zredukovanu
kyselinu 14 sme zo zmesi ziskali kryStalizdciou. Druhym syntetickym krokom bola
konverzia karboxylovej skupiny na acetylova. Literatira opisuje pouzitie 2 mol ekv
MeLi.*® Reakcia prebicha selektivne bez vzniku tercidlneho alkoholu, kvdli vzniku
stabilnej dilitnej soli, ktora po spracovani s H,O poskytuje acetylovany produkt 15(Schéma
21). V pripade pouzitia 5 mol ekv MeLi uZ vznikd zmes acetylovaného produktu v zmesi
s terciarnym alkoholom. Podla literatiry pouZitim 10 mol ekv MeLi prebehne reakcia

selektivne aZ na terciarny alkohol.

Os_OH 0s_OLi LiO.| OLi HO.| OH O
Cé 1.00 MeLi Cé 1.00 MelLi H,0 C5
14 15

Schéma 21.Reakény mechanizmus adicie 2 mol ekv MeLi na kyselinu 14.

Acetofendn 23 s aminosulfoamidovou skupinou sme nakoniec ziskali troma krokmi
z p-aminoacetofenonu 19. Nakol'ko sa v Strukture izokyanatu 20 nachddzaja 2 elektrofilné
centra (atomy C a S), selektivitu reakcie sme vynutili adiciou BnOH, ktory ako tvrdé
centrum prednostne atakuje tvrdsi atom uhlika za vzniku benzyl karbamového sulfonyl
chloridu. Z takto in situ pripraven¢ho intermediatu bola nukleofilnym atakom acetofenonu
19 selektivne pripravena aminosulfonamidova zlacenina2l. Katalytickou hydrogenolyzou
sa okrem benzylovej skupiny nezelanezredukovala aj acetylova skupina na benzénovom
jadre22. Latku 22 sme nasledne oxidovali za vzniku pozadovaného acetofenonu

23(Schéma 22).

0 Tegner, C. Achta. Chem. Scand. 1952, 6, 782-790.
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Schéma 22.Reak¢ény mechanizmus selektivnej pripravy acetofenonu 23.

4.2. Priprava a,y-diketoesterov 3, 10 a 16

Acetofenony 1, 9, 15 a 23 sme Claisenovou kondenzaciou premenili na prislusné
a,y-diketoestery3, 10 a 16. Posledny diketoester 24 sa nam pre kratkost’ Casu pripravit
nepodarilo. V bazickych podmienkach a v pritomnosti dietyl-oxalatu vznikaju sodné soli
diketoesterov, ktoré sme okyslenim s HCI premenili na poZzadované diketoestery (Schéma
23). VSetky pripravené produkty Claisenovej kondezacie sa ndchadzali vylu¢ne v enol

formach (vid’ ich NMR spektrd).

o .
ONa 'e) 0]
N EO O
R EONa . N OFt
Z N 0) OFt -EtoH R o
[

®Na
O OH 6o O
R R-T— o
P> o) H,O =

Schéma 23.Vseobecny mechanizmus Claisenovej kondenzacie.
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4.3. Regioselektivita cyklokondenzacnej reakcie o-PDA a

benzoylpyruatov

KIi¢ovym krokom zamyslanej syntézy Mer TK inhibitorov boli cyklokondenzacné
reakcie a,y-diketoesterov s nesymetricky substituovanou kyselinou 3,4-diaminobenzoovou
4. Reakcia tychto substratov je neselektivna a poskytuje zmes regioizomérnych produktov
(ANTI a SYN)s nosnym dihydrochinoxalinonovym skeletom. Zmene izomérie je pridruZzena
taktiez zmena priority ¢islovania skeletu tychto Struktur. Oba vznikajliice regioizoméry sa
vyznacuji vel'mi podobnou polaritou a vysokymi teplotami topenia (nad 250°C). Su slabo
rozpustné v beznych organickych rozpustadlach ako EA, DCM, DMF ¢i THEF. V pripade,
ze su jednotlivé regioizoméry v surovej zmesi zastupené vo vyhodnom pomere, je mozné
majoritne zastupeny izomér vykrystalizovat’ (vi¢Sinou z MeOH alebo DMSO).

Selektivitu cyklizacnej reakcie sme chceli overit’ aj na elektronovo podobnom 3,4-
diaminobenzokarbonitrilovom analogu 37, ktory podla literatary reaguje s identickym
substratom selektivne."” Princip selektivity reakcie je zaloZeny na rozdielnej reaktivite
karbonylovych skupin v estere 35 a v cyklickom laktone 36. Kym v pripade laktonu 36
dochadza k nukleofilnému ataku s nukleofilnejSou NH, skupinou na esterickom karbonyle,

ester 35 reaguje opacne na a-karbonyle(Schéma 24).

cl
a o)
o NH cl
NH; =0 %0 H _
+ — vy — X
NC NH, HoJ ol NG NSO
37 36 38

o O

woa NC NH @[
37+ — o NC N
al © \ - EtOH H
o
ol
39

EtO
o
35

Cl

Schéma 24.Mechanizmy regioselektivnych priprav zli¢enin 38 a 39.

Avsak, postupom z uvedenej literatury sa ndm podarilo pripravit’ karbonitrilovy
SYN regioizomér 39 len s81% selektivitou, ¢o nie je v sulade s publikovanymi
vysledkami, ktoré uvadzaja uplnu selektivitu (Tabulka 4). Cyklicky lakton 36, potrebny na
vynutenie regioselektivity a vzniku opaéného ANTI regioizoméru 38, sa ndm nepodarilo
pripravit’.
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Pomery regioizomérov su ziskané z '"H-NMR spektier surovej zmesi po odpareni
rozpustadla, pricom prva hodnota vzdy prislicha pozadovanému ANTIregioizoméru.
Nakolko selektivitu reakcie benzoylpyruatova cast vel'mi neovplyvnuje, su pomery
vznikajucich produktov uvadzané len reakcious p-Cl benzoylpyruatom35. Vsetky reakcie
boli uskuto¢nené paralelne, tj. v rovnakom rozpustadle (DMF abs), za rovnakej teploty
(RT) a spracované po rovnako dlhom reakénom ¢ase (72 hodin). V zatvorkach st uvedené

konverzie tj. zanik vychodiskovych latok, o-PDA 4 resp. 37 a diketoesteru 35(Tabulka 4).

Tabul’ka 4. Pomery vznikajucich AN77 a SYN regioizomérov zistené pri optimalizacii reakénych podmienok.

O OH 1.00
AN Ca 1.00 2.00 TEA
Clw Nativne'  1.00TsOH 1.00TEA 2.00TEA o o/''n 0l
DMAP

Ji:INW 40 : 60 15 : 77 :23 70 85 : 85  82:18

hooo P, (100%)° 85(100%)  (70%)  :30(80%) 15(70%) :15(50%) (65%)
/[::[NHz 19:: 81 15 : 53:47 100 : 100 75:25
NP, (100%)  85(100%)  (20%) 0(10%)  :0(20%)  (30%)

37

*Nativne: DMF abs, 72 h, RT.

°Konverziavztazne na vychodiskovy o-PDA 4 resp. 37.

Sthlasne s literaturou si vznik SYN regioizoméru pri derivatoch o-PDA s EWG
skupinou vysvetl'ujeme atakom nukleofilnejSej m-NH, skupiny na reaktivnejsi a-karbonyl,
v porovnani s karboxylovym karbonylom. Vznik iminu resp. enaminu je reverzibilny krok
a az vytvorenim intramolekulovej amidovej vézby, v dosledku reakcie volnej amino
skupiny s esterovym zvySkom, vznika stabilny SYN produkt s novym 6-clankovym kruhom
(Schéma 25).

O OH NH,
NH
SO UEREN on
+
R NH, Q0 okt o
R: COOH, CN I
Cl _HZOJ Cl
NH, NH,
H
1o D L
R NH R N
o o |
. R H SN - - AN —
\ - EtOH EtO EtO
o7 0 0
SYN
enamin cl imin cl

Schéma 25.Mechanizmus cyklokondenzacnej reakcie za vzniku SYN regioizoméru.
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Na porozumenie regioselektivity a jej zvySenie sme do reakénych zmesi zacali
pridavat rozne aditiva.Pouzitim kyslych podmienok (TsOH ako aditivum) sme
na molekule kyseliny 4 predpokladali protonizaciu bazickejSej m-amino skupiny a v
dosledku zmeny nukleofility amino skupin preferenéne vznikANTI regioizoméru (Schéma
26).

nukleofilnejsia

— e e ANT
SYN T Ewe NH, EWG NH; T

nukleofilnejsia @

Schéma 26.Predpokladana zmena regioselektivity vplyvom pridavku kyseliny TsOH.

Vysledok nés prekvapil, nakolko v reakcii vznikol s vysokou selektivitou prave
opacny SYN izomér. Jedno z moznych vysvetleni je, ze kyselina TsOH mo6ze protonizovat’
karbonylv a-pozicii etylesteru benzoylpyruatu3S, ¢o by zvySilo jeho elektrofilitu a

selektivitu reakcie posunulo v prospech SYN regioizoméru (Schéma 27).

® ®
O OH " O OH, O OH
= OEt _ OEt OEt
0
0
cl o © cl
35

Schéma 27.Predpokladané zvysenie reaktivitya-karbonylového uhlika v dosledku protonizacie.

Po vysledkoch z reakcie s TsOH vznikla mySlienka pouzit naopak béazické
podmienky. Predpokladali sme, ze DMAP ako baza vytvori s kyselinou 4 sol’ a v dosledku
zmeny —M a —I efektu karboxylovej skupiny na +I efekt karboxylatovej skupiny sa
ovplyvni nukleofilita amino skupin a Ze po reakcii s a-karbonylom ziskame viacANTI
regioizoméru (Schéma 28).

nukleofilnejSia

— e T ANTI
SYN ~ Hooc NH, ooc NH, T

4 nukleofilnejsia

Schéma 28.Predpokladana zmena regioselektivity vplyvom DMAP-u ako bazy.
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Pouzitie DMAP-u sice vo vSeobecnosti znizilo konverzie reakcii, avSak v pripade
karboxylového4 aj benzonitrilového derivatu o0-PDA37 sme ziskali ocakdvany ANTI
izomér s vysokou selektivitou (Tabulka 1). Znizenie konverzie si vysvetlujeme
deprotonizaciou dikarbonylového systému za vzniku enolatu z benzoylpyruatu 35, ¢im sa
vyrazne znizi elektrofilita o-karbonylu areakcia prebieha hlavne cezdeaktivovany

karboxyl, o znizi celkovu rychlost’ reakcie (Schéma 29).

Schéma 29.Mezomérne formy diketo systému po deprotonizacii bazou.

Reakcia s DMAP-om vSak poskytla int, kI'icovii mysSlienku v ovplyviiovani
selektivity cyklizacnej reakcie, a to, Ze DMAP neplni len ulohu bazy ale aj acyla¢ného
katalyzatora. DMAP by v tom pripade vytvorenim dobre odstupujucej skupiny aktivoval
karboxyl a atakom zo strany o-PDA na takto aktivovany karboxylatovy karbonyl
preferoval viacANTI regioizomér (Schéma 30).Dal§im zasadnym rozdielom pri vzniku
regioizomérov je, ze vpripade vzniku ANTI regioizoméru je prvotny vznik
amiduireverzibilnym reakénym krokom, na rozdiel od tvorby iminu pri SYN regioizoméry.
Vicsie molarne nadbytky acylaéného katalyzatora DMAP selektivitu cyklokondenzacnej

reakcie uz nezvysili.

\N/

X

IN/

c N

o DMAP
EtO” N

enamin imin
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Schéma 30.Mechanizmus A NT/heterocyklizacie acyla¢nou katalyzou pomocou DMAP.

Na zéklade vysledkov bazickych aditiv sme navrhli aktivovat’ karboxyl cezHOBt
ester (Schéma 31). Podobna myslienka aktivacie bola pouzita v literature, kde bol atak na
karboxyl vyniteny reaktivitou laktonu 36.*' Ten sa nam vsak pripravit’ nepodarilo. -OBt je
dobre odstupujicou skupinou kvoli stabilizacii negativneho naboja delokalizaciou na
aromatické jadro a taktiez vd’aka elektron akceptornym ucinkom dusikatych atémov
benzotriazolu. Generovanim takéhoto aktivovaného esteru in sifu sme dosiahli vyrazne
lepSie selektivity aj konverzie cyklizacnych reakcii(Tabulka 5). Za esencialny faktor
v chemickom prepinani regioselektivity vramci molekuly benzoylpyruatov preto

povazujeme vynutenie primarneho ataku nukleofilu na karboxylovy karbonyl.

N
P N

N=C=N

o OH
Sy P PCDic ? Host
U\( SiPr —— O N~ SiPr
o) H 5
2
O OH J@[ NH, al
WQ @ e [T W J@[

N

\ R N

N - - HOBt
cl O NN H o o

|

- Pr iPr Pr al H0 cl
BN O NG H* Oy NH
S e ANTI o o
_ _NH
ipr- N ipr iPr (IH = [:[N\
R N R N0
H H

enamine imine

Schéma 31.Mechanizmus heterocyklizacie prostrednictvom aktivovaného OBt esteru.

Po optimalizdcii reakénych podmienok sme wuskutocnili aj reakcie opisané
literattirou. Ciel'om bolo potvrdit’ naSe podozrenia na chybu v publikovanej praci s nitro
derivatom40.”*My sme v pripade nitro analogu izolovali v 81 % nadbytku SYNizomér,
opacny ako v literature(Tabul’ka 5). Izomériu dihydrochinoxalindnového nitro derivatusme
potvrdili aj priestorovymi interakciami z NOE/NMRexperimentu (Obrazok 23). Autori
v ¢lanku vznik ANTIregioizoméru nezddvodiuja.

V pripade metoxy derivatu 43sme izolovali ANTI izomér rovnako, ako opisuje
literatGira.” V $truktire 0-PDA s elektron donornou OMe skupinou je nukleofilita amino
skupin opacnd ako pri NO,0-PDA. V désledku toho sme za rovnakych reakénych
podmienok ziskali opac¢ny izomér, ako v pripade o-PDA substituovaného -elektron

akceptornou skupinou.
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Neuvedené spektralne charakteristiky 6 pripravenych dihydrochinoxalinonovych
analogov ANTI(CN), SYN(CN), ANTI(NO,), SYN(NO,), ANTI(OMe), SYN(OMe) su

sucast'ou experimendlnej Casti pripravovanej publikacie.

Tabulka 5.Pomery vznikajucich AN77 a SYN regioizomérov pri prepinani selektivity cyklokondenzacie cez
aktivovany OBt ester.

O  OH O OH a
MOEt MO&
Cl 35 © cl 0
NH,
HOOCJ@NHZ 40:60 (100%)° 9208 (70%)

’ NH,
L ossioow 93107 (100%)
= NH,
AL 19181 (50%) 971 03 (100%)
4:0 NH
MeO e NH

) 85:15(100%) 15: 85 (100%)

?Aktivovany ester pripraveny in situ.

®Pomer ANTI/SYN regioizomérov a % konverzie vychodiskovych o-PDA 4, 37, 40 resp. 43.

4.4. Spektralne charakteristiky ANTI a SYN regioizomérov

Na jednoznacné priradenie ANTI a SYN izomérnych produktov sme spociatku
pouzivali komplikovanejSie 2D-NMR metédy (HMBC, NOESY). Pomocou védzbovych a
nevdzbovych (priestorovych) interakcii medzi atdmami H,C aH,H sme priradili

regioizomérne Struktiry niektorych produktov reakcii §, 5a, 11, 12 a 17 (Obrazok 22).
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HMBC, NOESY (600 MHz, DMSO-d%) || HMBC, NOESY (600 MHz, DMSO-df) || HMBC, NOESY (600 MHz, DMSO-d®)
NQESY
NOESY
|
258N __~ 10
das i H
HO SN
st N "0
O H7-9 H1,2
NOESY
SYN (5a) MO 02-11-14.fid || ANTI (5) MO 18-11-14fid ||ANTI (11) MO 26-02D-15.fid

HMBC, NOESY (600 MHz, DMSO-df)

HMBC, NOESY (300 MHz, DMSO-d®)

NOESY

MO 28-03-15.fid

ANTI (12) MO 29-01U-15fid || ANTI (17)

Z = 4-chlorfenyl; Y = N,N-dietyletylén.

Obrazok 22.Vizbové a nevdzbové interakcie ANTI a SYN regioizomérnych Struktir. Interakcie pozorované
v HMBC spektre su ¢islované parovo (vodik s ¢islom 1 ma interakciu s uhlikom ¢islo 1 cez 3, pripadne 4
vazby). NOESY pritomna interakcia je znazornena Sipkou medzi interagujiicimi vodikmi.

Zapojenim NH vodika do intramolekulovej vodikovej vdzby s priestorovo blizkou

C=0 skupinou aroylového fragmentu molekuly dihydrobenzochinolindonu zvysuje
elektronové zriedenie na H jednej NH skupine, ¢o sa prejavi vy§§im chemickym posunom
0 tohto NH

regioizomérovANTI / SYN ovplyviiuja chemické posuny signalov H-C(5), H-C(8), H-N(1)

signalu oproti signalu druhej skupiny. Zistili sme, ze Struktiry
a H-N(4). Preto vieme jednoduchym NOE experimentom zistit’ priestorovy vztah NH a H
s charakteristickym Stiepenim dubletu s velkou alebo malou interakciou (Obrazok 23).
Tymto spdsobom mdézme jednoduchSie priradit’ regioizomérnu Struktaru produktu bez
merania komlikovanych 2D-NMR spektier.Taktiez rozdielny charakter HB vézbou
viazanej a volnej NH skupiny S$truktiry dihydrochinoxalinénu je zretelny aj vIC

spektrach.
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dublet  \gesy vy$8i chem. posun v NMR

Obrizok 23.Cislovanie skeletu, charakteristické tiepenia a NOE interakcie regioizomérnych ANTI /
SYNstruktur.

4.5. Tautomérna rovnovahadihydrochinoxalinonov a chemicka vymena

NH vodikov

Z NMR spektier a integralov jednotlivych signdlov mo6zme jednoznacne vyluacit
pritomnost’” ketoiminovej tautomérnej formy. Rtg. analyza preukazala, ze rovnovaha je
posunuté na ketoenaminova formu (Schéma 32)."*V 'H-NMR sa nachadza singlet okolo 7
ppm, ktory zodpoveda exocyklickému vinylovému typu vodika. Chemicky posun dvoch

roz8irenych singletovych signalov v oblasti 12-14ppm je odozvou na pritomnost’ dvoch
sekundarnych aminov.

vodikova
vézba

vodikova
O N 14 ppm\H\’O\ vézba \H -0
P 0z P
~ H H . ~ H
12 ppm
ketoimin ketoenamin enolimin

Schéma 32.Tautomérna rovnovaha dihydrochinoxalinonovych struktur.

NH vodiky piperazindbnového kruhu st v rychlej chemickej vymene, ¢o niekedy

predstavovalo problémpri merani NOE experimentu (napr. pri oZarovani signadlu NH pri 14
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ppm). Az pouzitim kratSej ozarovacej periody sa tento problém vyries$il (oziarenie pri 12

ppm) (Obrazok 24).

1H NMR, 300 MHz b
MO-37-06-16, iradiacia signalu pri 14 ppm
DMSQ A B C D
HH-Apr-2016—— _-___\‘ — ~ U | IS R,
N |
|| |

|
1H NMR, 300 MHz
MO-37-06-16, iradiacia signalu 12 ppm
DMSO /

tHApr20t6——— ﬁ—-f S et e o R AR et e e

|
i

‘ MeQ

1H NMR, 300 MHz ‘
MO-37-06-16 A | -
DMSO 4 B “

1H-Anr-2016 | — ¥ BT ™ N | N
:

150 145 140 13.5 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 6.5
f1 (ppm)

Obrazok 24.Rychla chemicka vymena NH vodikov v NOE experimente.

4.6. Priprava prekurzorov Mer TK inhibitorov 5, 11, 17 a 24

Prekurzory S5, 11 a 17 s ANTI konfiguraciou sme pripravili cyklokondenza¢nou
reakciou kyseliny 4 s prisluSnymi etyl-benzoylpyruatmi (napr. Schéma 30).Syntézu
sulfonamidového prekurzoru 24sme pre nedostatok casu nedokoncili. Ako aditivum sme
do cykliza¢nych reakcii pouzili DMAP. Po centrifugicii zrazeniny vypadnutého surového
produktu ajeho naslednej triturdcii sme pri vSetkych derivatoch S, 11 a 17izolovali
dihydrochinoxalinony vo forme DMAP-ovych soli. Zatial' ¢o sme po odpareni rozpustadla
zo surovych zmesi vzdy izolovali zmesiANTI a SYN regioizomérov, odcentrifugovanim po
reakcii ziskanej zrazeniny, jej triturdcii rospuStadlom aokysleni, sme ziskali
dihydrochinoxalinény 5, 11 a 17 vo forme cistéhoANTT regioizoméru. ANTI konfiguracia
vSetkych prekurzorovs, 11 a 17 bola dokdzana na zédklade 2D-NMR analyz (Obrazok 22).

4.7. Priprava zlicenin 7, 12, 18 a 26 s predpovedanou Mer TK aktivitou
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Poslednym reakénym stupiiombola reakcia prekurzorov S, 11 alebo 17s N,N-
dietyletylaminom 6, v ktorej sme ziskali zluceniny7, 12 a 18.V tejto reakcii smeopat’
vyuzili aktivaciu karboxylupomocou HOBt a EDC. Findlne produkty sme po viac
stupnovej syntéze izolovali v celkovych vytazkoch 21% (p-Cl derivat 7), 26%
(pyrolidinovy derivat 12) a 18% (naftylovy derivat 18). Struktira inhibitora 12bola
(podobne ako prekurzory 5, 11 a 17)potvrdena 2D-NMR experimentom (Obréazok 22).

5 ZAVER

Diplomova praca naplnila takmer vSetky stanovené ciele. V teoretickej Casti sme
opisovali  vlastnosti, biologické funkcie a charakteristiky Mer tyrozin-kindzy.
V experimentalnej Casti sme uviedli optimalizované syntetické postupy na pripravu
pocitacom navrhnutych analogov inhibitora BM01014. V diskusii uvadzame aj objavenu
regioselektivnu pripravu dihydrochinoxalindnovych heterocyklov. TaktieZz uvadzame
sposob chemického prepinania regioselektivity s navrhnutymi mechanizmami. Nasli
a dokdzali sme chybu priradenia produktu cyklizacie v literature. Podarilo sa nam pripravit’
3 zo 4 anal6gov aktivneho inhibitora BM01014, ktorych biologickt aktivitu budeme
testovat. Celkovo sme pripravili 16 zluéenin, z toho 11v literatire neopisanych. Dalsie
latky, ktoré sme pripravili ale nie st z dovodu rozsahu prace uvedené v experimentalne;j
Casti je nasledovnych 10 latok dihydrochinoxalinonovych ANTI / SYN Struktur
substituované s —OMe, -Cl, -F, -CN, -NO, a hydrolyzovana 4-chlérbenzoylpyrohroznova
kyselina vyuzita pro priprave OBt aktivovanych esterov. Z uvedenych 11 latok st 2
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v literature dosial’ opisané. V rozpracovanej publikacii objasnujeme vplyv substituentov

Struktiry dihydrochinoxalindnov na regioselektivitu cyklokondenzéacie o-PDA.

6 PRILOHA - spektralne charakteristiky pripravenych zli¢enin
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6 PRILOHA - spektralne charakteristiky pripravenych zli¢enin

6.1. Zlacenina 3(diketoester)

CDCl, (300 MHz2)

794 (86) @ OH 1.42 (7.2)

7.49 (8.6) N O
704 [ 441072
Cl

3 MO 01-01-14.fid

Obrazok 1. Spektralny abstrakt 'H-NMR spektra zlugeniny 3.

- Jk
41

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

Obrazok 1a."H-NMR (300 MHz, CDCl;) spektrum zluéeniny 3.

Zlu&enina 3 je v literature opisana: M.p., 'H-NMR, *C-NMR.'

'Qi-Chao, Y ; Ding-Er, W.; Ru-Zheng, M.; Min, X. J. Organomet. Chem.2013, 743, 1-9.
-1-
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Obrazok 1b. IR(solid, cm ™" )spektrum zlaceniny 3.
*MSD1 SPC, time=1.032:1.102 of C:A\CHEM32\1\DATA\SNAPSHOT.D MM-ES+APCI, Neg, Scan
MSD1 SPC, time*1.032°1.102 of SNAPSHOT.D, Neg Max: 19222
-MSD1 SPC, time=0.821:0.892 of SNAPSHOT.D, Neg
80 |
O OH
60 —|
@)
Cl
40 . 3
4 Exact Mass: 254,03
20 I
g N
&
i [ Hu‘ Muh I e
0
160 260 360 460 560 660 760 860 m/Z

Obrazok 1c. MS spektrum zluceniny 3.



6.2.

Zlucenina 5(ANTI dihydrochinoxalinonkarboxylat)

DMSO-d¢ (300 MHz)

Cl
13.440 @

7.60 (8.6)
761(84) H 8.02 (8.6)

7.67 (8_4,[}1 ' 6.87
HO &
1205 on) [773010

12.14
5 MO 18-22-15.fid

126.9

DMSO-d; (150 MHz)
129.4

5 MO 18-11-14.fid

Obrazok 2. Spektralny abstrakt 'H-NMR a ?C-NMR spektier zli&eniny 5.

ok

o
g T apt
.78 770 785
0 0 100
T T
12 10

o
T T
8 6

T
4

T
2

Obrazok 2a.'H-NMR (300 MHz, DMSO-d;) spektrum zluéeniny 5.

T
0 PPM

T T
200 100

150

T
50

Obrazok 2b.">C-NMR (150 MHz, DMSO-d;) spektrum zluéeniny 5.

PPM
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Obrazok 2c¢. IR(solid, cm™ )spektrum zluceniny 5.
*MSD1 SPC, time=12.017:12.279 of C:A\CHEM32\1\DATA\ORGANIKA\SIG1001918.D MM-ES+APCI, Neg, Scan, Frag: 70, "SCAN poz"

Q

100 g
Max: 21833
80 |
Cl
60 | H O
N~
HO

40 N O

3 o) H

5

204 Exact Mass: 342,04

i

4

0 T R . [
1(‘)0 ‘ 2(50 ‘ ‘ 3(‘)0 ‘ ‘ 4(50 ‘ ‘ 5(‘)0 ‘ ‘ 6(‘)0 ‘ ‘ 7(50 ‘ m‘/z

Obrazok 2d. MS spektrum zltceniny 5.



6.3. Zlucenina 5a(SYN dihydrochinoxalinénkarboxylat)

1256
7.69 (8.3,1.5) 8;}] o 126.4 @
HO 4a4 HO
N, 6.79 167.00 118.3&

12.92 (br) 118.04 (1.5)

DMSO-ds (600 MHz)

12.26
718(83) H

13.48 O
7.99 (8.4)
7.57 (8.4)

5a MO 02-11-14.fid

1308 DMSO-dg (150 MHz)

115.8

- 129.3 CI
5a MO 02-11-14.fid

T b T T
735 770 Tes  7e0 =

Obrazok 3. Spektralny abstrakt 'H-NMR a ?C-NMR spektier zligeniny 5a.

JU—'J\JJ.I

J)/,‘
: 0 0 10;
14

T
12

M "
T g T 283 T
10 8

T T T
6 4 2

Obrazok 3a."H-NMR (600 MHz, DMSO-d;) spektrum zluéeniny 5a.

T
0PPM

200

T T T T T T
150 100

Obrazok 3b.">C-NMR (150 MHz, DMSO-d;) spektrum zlu¢eniny 5a.

PPM
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Obrazok 3c. IR(solid, cm ™ )spektrum zluceniny Sa.
*MSD1 SPC, time=1.050:1.155 of C\CHEM32\1\DATA\SNAPSHOT.D MM-ES+APCI, Neg, Scan
] o
100 3
MSD1 SPC, time=1.050:1.155 of SNAPSHOT.D, Neg Max: 85801
-MSD1 SPC, time=0.734:0.874 of SNAPSHOT.D, Neg
80 4
H
N_O
60+ HO NS
0O H
O
40 b Cl
3
5a
! Exact Mass: 342,04
20
(3]
S -
- i
N~ n
o
O — [ I i
160 260 360 ‘ 460 ‘ ‘ 560 ‘ 660 760 m}z

Obrazok 3d. MS spektrum zluceniny Sa.



6.4. Zlucenina 7(ANTI chlorfenylovy finalny produkt)

DMSO-dg (300 MHz) DMSO-dg (150 MHz)
129.0
oh :
255(72) 13520 7.60 (8.6) :
836(56)a N /68802(86)
/\/ N 7(‘;’ 1
)N 3.30
252 (7.1)O 1213 br
0.97 (7.1) (br) a.7.57-7.64
7 MO 17-02-15.fid 7 MO 17-02-15C.fid

Obrazok 4. Spektralny abstrakt 'H-NMR a ?C-NMR spektier zli&eniny 7.

e I

T
2 0 PPM

‘\ T T T T
12 10 8 6 4

Obrazok 4a."H-NMR (300 MHz, DMSO-d;) spektrum zlu¢eniny 7.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 150 100 50 0 PPM

Obrazok 4b.">C-NMR (150 MHz, DMSO-d;) spektrum zluéeniny 7.
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. 1 .
Obrazok 4c. IR (solid, cm™) spektrum zluceniny 7.
*MSD1 SPC, time=1.098:1.148 of C\CHEM32\1\DATA\SNAPSHOT.D MM-ES+APCI, Neg, Scan
| N
100 | MSD1 SPC, time=1.098:1.148 of SNAPSHOT.D, N% Max: 12885
-MSD1 SPC, time=0.803:0.984 of SNAPSHOT.D, Neg
i Cl
80 — O
1 H
] N~
I
60 —
] N> N0
] P o) H
40 | 7 T
1 Exact Mass: 440,16 ¥ o
h
] § B
] o =
) N
20 g M
| p = % i
] pr T
] @ : :
o — ‘ ‘ N S (' \“m‘\ ‘M\ - L“\\I‘ “\ N (T I
100 200 300 400 500 600 700 m/Z

Obrazok 4d. MS spektrum zltceniny 7.



6.5. Zlucenina 9(pyrolidinovy acetofenon)

1.96 (6.6)

3.14 (6.6)

6.85 (8.5)
7.33(8.5,8.5,1.7)

.

CDCl; (300 MHz)

N O

‘/k 2.59
7

51(7.8,1.7)

6.75 (8.5,
9

7.8)
MO 22-19-15.fid

253
511

DMSO-d; (75 MHz)

N O
146.7 2005
1151 1315293
1291 126.7

113.9

9 MO 22-19C-15.fid

Obrazok 5. Spektralny abstrakt 'H-NMR a ?C-NMR spektier zlieniny 9.

1y

850 885 880 €75 PPM

UNABRRABRRARE)
738 7.3 732 FFM

T
6

T
13

I

T
4

g

T
2

N

T
1

Obrazok 5a."H-NMR (300 MHz, CDCl;) spektrum zluéeniny 9.

T
0PPM

T
200

Obrazok 5b.">C-NMR (75 MHz, DMSO-d;) spektrum zli&eniny 9.

T
100

ZluGenina 9 je v literatare opisana: IR?

2Verboom, W.; Hamzink, M.R.J.; Reinhoudt, D.N.; Visser, R. Tetrahedron Lett.1984, 25, 4309-4312.
-9.
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80 —

60 —

40 |

20

*MSD1 SPC, time=1.568:1.681 of C:\CHEM32\1\DATA\SNAPSHOT.D

MSD1 SPC,
-MsSD1 SPC,

time=1.
time=1

568:1.681 of SNAPSHOT.D,
.099:1.341 of SNAPSHOT.D,

()

9
Exact Mass: 189,12

Pos
Pos

MM-ES+APCI, Pos, Scan

g

-

1911

Max: 174784

T
200

Obrazok Sc. MSspektrum zluceniny 9.
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6.6. Zlucenina 10(pyrolidinovy diketoester)

1.92 (6.6)
3.20 (6.6)

6.97 (8.6)
7.39 (8.6,8.6,1.6)

6.85
(8.6,7.9)

CDCI; (300 MHz)
(not seen)

OH
I o \)39 7.2)

6.89 () 438(72)
7.58 (7.9,1.6)

10 MO 25-07B-15.fid

58 CDCl, (75 MHz)

52.4@ oH

N O
147.7) 196.3) 163211626
116.9 133.0103.2 62.4 1
1306 1239 O

115.0

10 MO 25-07C-15.fid

Obrazok 6. Spektralny abstrakt 'H-NMR a ?C-NMR spektier zligeniny 10.

s S
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T T
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Obrazok 6a.'H-NMR (300 MHz, CDCls) spektrum zlaéeniny 10.

T T T T T T
200 160

T
100

T
50

Obrazok 6b.">C-NMR (75 MHz, CDCl;) spektrum zluéeniny 10.
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Obrazok 6c¢. IR(solid, cm™)spektrum zlu¢eniny 10.

*MSD1 SPC, time=1.616:1.762 of C\CHEM32\1\DATA\SNAPSHOT.D

100 —

80

60 1

40

20

MSD1 SPC, time=1.616:1.762 of SNAPSHOT.D, Pos
-MSD1 SPC, time=1.260:1.471 of SNAPSHOT.D, Pos

10
Exact Mass: 289,13

MM-ES+APCI, Pos, Scan

290.1

2911

322.1

Max: 39456

—— T T T T T T T T T
100 150 200 250

T
300

T
350

T
400

m/Z

Obrazok 6d. MS spektrum zlt€eniny 10.
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6.7. Zlucenina 11(ANTI pyrolidinovykarboxylat)

7.67 (8.4,1
HO

(not seen)

DMSO-d (600 MHz)

1.95 (br,1)

3.33 (br,b)
Cl\\l 7.14 (br,7.1)
7.43 (br,7.7)

13120

7.56 (8.4) H

7) NN
8a|:|\l
Jrrs g

1212

1

6.98 (br,7.1)
7.57 (br,d)
6.58

O

MO 26-02D-15.fid

DMSO-dj (150 MHz)
1459

11 MO 26-02D-15.fid

Obrazok 7. Spektralny abstrakt 'H-NMR a ?C-NMR spektier zligeniny 11.
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Obrazok 7a."H-NMR (600 MHz, DMSO-dj) spektrum zlageniny 11.
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Obrazok 7b.">C-NMR (150 MHz, DMSO-dj) spektrum zlageniny 11.
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150
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Obrazok 7c. IR(solid, cm™)spektrum zluceniny 11.
*MSD1 SPC, time=1.589:1.714 of CA\CHEM32\1\DATA\ORGANIKA\SIG11002500.0 MM-ES+APCI, Neg, Scan, Frag: 70, "SCAN poz"
] b
100 4 of
MSD1 SPC, time=1.589:1.714 of SIG11002500.D, Neg Max: 16261
-MSD1 SPC, time=1.231:1.480 of SIG11002500.D, Neg
80
R
@)
60 —
H
N~
HO
40-| N""O
0O H
] 11 5
20 Exact Mass: 377,14
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Obrazok 7d. MS spektrum zlt€eniny 11.

- 14 -




6.8. Zlucenina 12(ANTI pyrolidinovy finalny produkt)

DMSO-d (600 MHz) DMSO-ds (150 MHz)

1.86 (6.4) 316 (6.4) 147.4

N_ 68488
7.29 (8.6,7.41.7)
6.74 (7.4,7.4)

756 (8.41.8) 13110

254(7.2) 751 84H
\f 20 8.4 J 4673.39 (7.41.7)
7(‘£ o L 519 H
551 (70) 759(1 8)H /\/
057 (7.6 11.92 (br) )472
( ) 331(7256) 124
12 MO 29-01U-15.fid 12 MO 29-01U-15.fid

Obrazok 8. Spektralny abstrakt 'H-NMR a ?C-NMR spektier zligeniny 12.

A 102 101 . 102 . 195
760 755 750 748 740 7.35 730 PPM
r —— ’

Obriazok 8a.'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj) spektrum zlageniny 12.

nETHEE

T T T T T
200 150 100 a0 0 PPM

Obriazok 8b.">C-NMR (150 MHz, DMSO-dj) spektrum zlageniny 12.
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Obrazok 8c. IR(solid, cm™)spektrum zlu¢eniny 12.
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*MSD1 SPC, time=1.558:1.682 of C:\CHEM32\1\DATA\SNAPSHOT.D MM-ES+APCI, Neg, Scan

™
T
MSD1 SPC, time=1.558:1.682 of SNAPSHOT.D, Neg E; Max: 152733
-MSD1 SPC, time=1.215:1.355 of SNAPSHOT.D, Neg
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I
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Obrazok 8d. MS spektrum zlt€eniny 12.
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6.9. Zlucenina 14(kyselina tetrahydronaftalén-1-karboxylova)

CDCl; (300 MHz)

O H
3.16 (6.35.0) 11.38 (br)
1.81 (6.3,5.0) 7.86 (7.6)
181 (6.3,5.0) 718 (7.6,7.6)

2.84 (6.3,5.0) 7.28 (7.6)
14 MO 24-03-15.fid

Obrazok 9. Spektralny abstrakt 'H-NMR spektra zlu¢eniny 14.

22 at 20 28 28 PPl

10 192
T T ? T T T T u T 1 T
732 730 728 T26 724 722 T2 718 TAPPM 0 U 1.80.78.70.74.72.70.6FFM
i
Lo ; 205 204 —0¢
8 4 2

T T T T
12 10 3 0 PPM

Obrazok 9a."H-NMR (300 MHz, CDCls) spektrum zlaéeniny 14.

Zltcenina 14 je v literature opisand: M.p., ]H-NMR, 13 C-NMR, IR, MS.?

*Connolly, T. J.; Durst, T. Tetrahedron1997, 53, 15969-15982.
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6.10. Zlucenina 15(tetrahydronafto-etanon)

1.77 (6.4,3.3)
1.77 (6.4,3.3)

CDCl;, (300 MHz)
2.55

2.95 (6.4,3.3)
7.44(7.0,1.9)
7.15 (7.6,7.0)
2.81(6.4,3.3) 7.19 (7.6,1.9)

15 MO 24-01-15.fid

Obrazok 10. Spektralny abstrakt "H-NMR spektra zlgeniny 15.

184 1.82 120 1.78 1.78 1.74 1.78FM
408
T

201
T T T T T T
7.22 720 718 7.18 714 TAFRM
2
T T
7 [3

T
5

Obrazok 10a.'H-NMR (300 MHz, CDCL) spektrum zlueniny 15.

Zlucenina 185 je v literature opisana M.p., IH-NMR, 13 C-NMR, IR, MS, HRMS.*

“Kido, Y.; Yonehara, F_; Yamaguchi, M. Tetraheron2001, 57 (5), 827-833.

T T T T T T
300 235 250 285 230 FFM
202 24
T T
4 3
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6.11. Zlucenina 16(tetrahydronaftyldiketoester)

J1.32 (7.2) ;;‘;j CDCl, (75 MHz)
4.31(7.2) O

14.96 e)
O  CDCl; (300 MHz)

2.89 (6.1,5.1)
1.72(6.1,5.1) 7.31(7.3,1.6)
1.72 (6.1,5.1) 7.11(7.7,7.3)
2.76 (6.1,5.1) 7.16 (7.7,1.6) 30-2f 1334
16 MO 27-02C-15.fid 1872 4¢ MO 27-02U-15.fid

Obrazok 11. Spektralny abstrakt 'H-NMR a *C-NMR spektier zlu¢eniny 16.

i

UM e A T e
722 720 T8 718 T4 T2 740 TO8 TOBFM 2952502 552 502 TEFM

A
0

‘ 2052048 ; ;
4 2 0 PPM

T = T T T T T
16 14 12 10 8 6

Obrazok 11a."H-NMR (300 MHz, CDCl;) spektrum zligeniny 16.

T T T T
200 180 100 50 0 PPM

Obrazok 11b."?C-NMR (75 MHz, CDCls) spektrum zlaeniny 16.
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Obrazok 11c. IR(solid, cm™ )spektrum zlt€eniny 16.
*MSD1 SPC, time=1.591:1.762 of CACHEM32\1\DATA\SNAPSHOT.D MM-ES+APCI, Neg, Scan
] e
100 4 &
MSD1 SPC, time=1.591:1.762 f SNAPSHOT.D, Neg Max: 54747
-MSD1 SPC, time=1.310:1.497 |of SNAPSHOT.D, Neg
80— J
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Obrazok 11d. MS spektrum zluceniny 16.
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6.12. Zlucenina 17(ANTI tetrahydronaftylkarboxylat)

DMSO-ds (300 MHz)

1.72(6.152)

1.72(6.15.2)
2.86 (6.1,5.2)

278 (6.15.2)

717 (5.4,3.7)

13.180 719 (5.45.4)
7.58 (8.4) H ) 7306437
7.66 (8.4,1.7) N 639
HO. ““1
1291 br) 1772 an ©
12.06
17 MO 28-02-15.fid

DMSO-d (75 MHz)

17

MO 28-03-15.fid

Obrazok 12. Spektralny abstrakt 'H-NMR a *C-NMR spektier zlu¢eniny 17.
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Obrazok 12a.'H-NMR (300 MHz, DMSO-dy) spektrum zlu¢eniny 17.
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T
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Obrazok 12b.”>C-NMR (75 MHz, DMSO-dj) spektrum zlageniny 17.
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1 N~
1 o
1 ® HO
X
N N° O
40 4
] + O H
1 o % 17
’ o = Exact Mass: 362,13
20 udo)]
1 @ < 9 9
] & g 8
Q®
od I \H 1 R e »
I I I I I |
100 200 300 400 500 m/z

Obrazok 12d. MS spektrum zluceniny 17.
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6.13. Zlucenina 18(ANTI tetrahydronaftyl finalny produkt)

DMSO-d (300 MHz) DMSO-d¢ (75 MHz)
1.73 (6.0,5.4)

1.73(6.0,5.4) 3 2.79 (6.0,5.4)

2.87 (6.0,5.4)

7.18 (5.6,3.6)
7.20 (5.6,5.6)

7.30 (5.6,3.6)
Z6.37

13.250

a H

0.98 (7.1) 8.36(5.5)a N
252 (7.1) L2'55 (m)H :1
Nostmg 1 N

12.08 (pr) & 799

7.61 (br,m) :
18 MO 30-02C-15.fid 18 MO 30-02U-15.fid

Obrazok 13. Spektralny abstrakt 'H-NMR a *C-NMR spektier zlu¢eniny 18.

_~ - - s 7
7.630 7620 7610 7500 7.590 T.538FM A_ 7.210205 200155 150 185FF M ‘JUU
i L
100 . 0 100 100 102 208205 40 612

i T T T T T T T T T T T T T T T T T ¥ T T T r T T
12 10 8 [ 4 2 0 PPM

Obrazok 13a.'H-NMR (300 MHz, DMSO-dy) spektrum zlu¢eniny 18.

T
200 150 100 50 0 PPM

Obriazok 13b.”?C-NMR (75 MHz, DMSO-dj) spektrum zlaeniny 18.
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. 1 . .
Obrazok 13c. IR(solid, cm™ )spektrum zlt€eniny 18.
*MSD1 SPC, time=1.560:1.716 of C:\CHEM32\1\DATA\ORGANIKA\SIG11002531.D MM-ES+APCI, Pos, Scan, Frag: 70, "SCAN pos"
100 §
| MSD1 SPC, time=1.560:1.716 of SIG11002531.D, Pos Max: 20783
-MSD1 SPC, time=1.108:1.357 of SIG11002531.D, Pos
80 —
e
607 N~
W
N> N0
s0-] P o) H .
N
st
18
Exact Mass: 460,25
20 :
N
07 ‘ I “
1‘50 ‘ 260 ‘ ‘ 25‘0 ‘ ‘ 360 ‘ ‘ 35‘0 ‘ ‘ 460 ‘ ‘ 4‘50 ‘ ‘ 560 ‘ ‘ 5‘50 ‘m/‘z

Obrazok 13d. MS spektrum zluceniny 18.
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6.14. Zlucenina 21(/NV-arylsulfamoylkarbamat)

DMSO-dg (300 MHz) DMSO-dg (76 MHz)

11111206(br) a 142;1' 1514 e

7.91 (87 ‘@| 1177 @|

725(87)( ) N N O a \/‘
a: 7.30-7.20 1970

a: 130.2, 128.8, 128.6, 128.5, 128.3, 126.8
21 MO 32-041-15.fid 21 MO 32-04U-15.fid

Obrazok 14. Spektralny abstrakt 'H-NMR a *C-NMR spektier zlu¢eniny 21.

f T f T T T T
12 10 8 6 4 2 0PPM

Obrazok 14a.'H-NMR (300 MHz, DMSO-dy) spektrum zlu¢eniny 21.

‘ . J{’I o L

T T T T T
200 150 100 50 0PPM

Obrazok 14b.”>C-NMR (75 MHz, DMSO-dj) spektrum zla&eniny 21.

IR, MS a Anal. chyba pre nedostatok latky 21.
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6.15. Zlucenina 22(redukovany N-arylaminosulfonamid)

9.34 (br)
7.22(8.6) H

DMSO-d4 (300 MHz)

7.10 (8.6) N ‘s‘NH2
129 (6.4) \(‘/ So 701N
465 (6.4,4.1)
OH

5.03(4.1) 22 MO 32-05-15.fid

Obrazok 15. Spektralny abstrakt '"H-NMR spektra zligeniny 22.

. g f
Wk%
kJ)\ .

'y J—-g

L

i

"

T T T T
10 8 6 4

Obrazok 15a."H-NMR (300 MHz, DMSO-d;) spektrum zla&eniny 22.

Intermediat 22 bol bez d’alSej charakterizacie pouzity na reoxidaciu na latku 23.
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6.16. Zlucenina 23(aminosulfonamidovy acetofenon)

DMSO-ds (300 MHz)
10.11 (br)
72289 H

7.88 (8.9) N.g-NH>
Q0O 7360
251
O

23 MO 36-01-16.fid

a

268 ,

o)

DMSO-d; (75 MHz)
1445

116.6L N"SCNH2
o))
196.9

a: 130.6, 130.1
23 MO 36-02-16.fid

Obrazok 16. Spektralny abstrakt 'H-NMR a *C-NMR spektier zlu¢eniny 23.

o S

L

L

T T T
10 8 6

Obrazok 16a.'H-NMR (300 MHz, DMSO-dy) spektrum zlu¢eniny 23.

T
4

T
2

T
0 PPM

T
200 150 100

Obriazok 16b.?C-NMR (75 MHz, DMSO-dj) spektrum zlageniny 23.

T
50

Zli&enina 23 je v literatare opisana: M.p.:(160-162 °C)’

IR, MS a Anal. chyba pre nedostatok latky 23.

>Catt, J.D.; Matier, W.L. J. Org. Chem.1974, 39, 566-568.
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