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Abstrakt

Jana Hricova: Syntéza ligandov pre reakcie organickych alkinov a azidov katalyzované
biologickym ciel'om
Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra organickej chémie

Bakalarska praca, 73 stran, 2017

Moderny vyvoj chemickych lie¢iv predpoklada molekulové lieciva ako inhibitory
biologickych ciel'ov. Identifikacia vhodnych molekulovych ciel'ov nésledne vedie k liecbe
nadorovych ochoreni pomocou cielenej terapie. Click reakcie prebiehaji mechanizmom
[3+2] cykloadicie medzi organickymi alkinmi a azidmi za vzniku 1,2,3-triazolov. Praca sa
zameriava na charakteristiku jednotlivych druhov Click reakcii a hlavne na aplikaciu Click

chémie v oblasti syntézy ligandov s protirakovinovou aktivitou.

KTlacové slova: in situ Click chémia, medicinska chémia, organicka syntéza, VEGFR2

tyrozin kinaza.



Abstract

Jana Hricova: Synthesis of ligands for biological target guided of organic alkynes and
azides.

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

Bachelor work, 73 pp., 2017

The modern development of chemical drugs predicts molecular inhibitors of the
biological targets. The identification of key molecular targets results in the treatment of
cancer by means of targeted therapy. Click reactions undergoes [3+2] cycloaddition among
organic alkynes and azides to form 1,2,3-triazoles. This work is focused on characteristics
of the types of Click reactions and on the synthesis of Click chemistry precursors for

compounds with predicted anticancer activity.

Key words: in situ Click chemistry, medicinal chemistry, organic synthesis, VEGFR2

tyrosine kinase.



Graficky abstrakt uskutoCnenej syntézy
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1.1  Graficky abstrakt NMR spektier
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Pouzité skratky

AChE Acetylcholin esteraza

BINAP 2,2'-bis(difenylfosfin)-1,1'-binaftyl

CuAAC Med'ou katalyzovana alkin — azid cykloadicia (Copper-catalyzed
alkyne-azide cycloaddition)

DCC Dynamic combinatorial chemistry

DIBAL diizobutylaluminium hydrid

DIEA N-etyl-N,N-diizopropylamin

DMF N,N-dimetylformamid

DTP dietyl 1,4-dihydro-2,6-dimetyl-3,5-pyridindikarboxylat

EA etyl-acetat

FLC stredne tlakova stipcova chromatografia (Flash chromatography)

HDAC histon deacetylaza (Histone Deacetylase)

HDACIs inhibitory histon deacetylazy (Histone deacetylase inhibitors)

MCF-7 bunkova linia rakoviny prsnika (Michigan cancer foundation-7)

Pd.dba tris(dibenzylidéneaceton)dipaladium (0)

PdCI, - (CH:CN),

bis(acetonitril)dichloropaladium (II)

PTA

kyselina fosfowolframova (Phosphotungstic acid)

PTKs protein tyrozin kinazy (Protein tyrosine kinases)

Ra-Ni Raneyov nikel

RUuAAC Ruténiom katalyzovana alkin - azid cykloadicia (Ru-catalyzed
alkyne-azide cycloaddition)

Schwartzovo bis(cyklopentadienyl)zirkonium (IV) chlorid hydrid

¢inidlo

SPAAC Azid - alkin cykloadicia s napnutym kruhom (Strain-promoted
azide-alkyne cycloaddition)

SPANC Azid - nitrén cykloadicia s napnutym kruhom (Strain-promoted
azide-nitrone cycloaddition)

TBTA tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)metyl]Jamin

TCEP tris(2-karboxyetyl)fosfin

TFA kyselina trifluéroctova

TGS Target-guided synthesis

THF tetrahydrofuran

THPTA tris(3-hydroxypropyltriazolylmetyl)amin

VEGFR 2 Vaskularny endotelialny rastovy faktorovy receptor 2 (Vascular

Endothelial Growth Factor Receptor 2)
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Ciele diplomovej prace

1. Spracovanie najnovsich poznatkov z in situ Click chémie.

2. Viacstupiiova syntéza pocitatom predpovedaného alkinového ligandu navrhnutého pre
in situ Click chémiu.

3. Syntéza 1,2,3-triazolového inhibitora na vyvinutom ligande (bod 2) v 50 mg mnozstve

na zabezpecenie jeho testovania (ICso, VEGFR2 kinéza)
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3 Uvod

V sticasnosti do oblasti mediciny prenikd odbor medicinskej chémie: interdisciplina
chemickych a biologickych odborov. Do praxe sa dostalo mnozstvo chemickych lie€iv,
ktoré zachranuju ludské zivoty a zlepSuju kvalitu Zivota jednotlivca. Moderny vyvoj
chemickych lieCiv sprevadza objasneniec funkcie enzymov a porozumenie koncepcii
receptorov. Inhibitory biologickych ciel'ov predstavuju moderné molekulové lieciva.

Pokroky v molekularnej biologii a pribuznych biologickych odboroch viedli
Kk objasneniu mechanizmov onkogenézy, ¢im pomahajt identifikovat’ délezit¢ molekulové
ciele, ktoré by bolo mozné vyuzit' v liecbe nddorovych ochoreni pomocou cielenej terapie.

Jednou z najdolezitejSich terapeutickych drah v bioldgii tumorov st kindzové
signalne drahy. Kindzové receptory prenasaju signal z medzibunkového priestoru pomocou
chemického posla (rastového faktoru, signalnej bielkoviny), ktory informaciu odovzdéva
tyrozinkindzovému receptoru. TK receptor sa konformacne meni a spusta pozadovanu
signalnu drahu. Délezitym receptorom pri neovaskularizacii tumorov je VEGFR2
tyrozinkindzovy receptor.

Organické alkiny aazidy poskytuju jednostupniovou reakciou 1,2,3-triazolové
zltCeniny, takéto reakcie sa nazyvaju Click reakcie. Uskutocniovaniu tychto reakcii
v prostredi biomakromolekuly sa venuje in situ Click chémia. Samotné click reakcie
prebichaju relativne Cisto, bez vedlajSich produktov a v dobrych vytazkoch. Pri in situ
Click reakcii vyuzivame katalyzu Click reakcie fixovanim vhodnych ligandov slabymi
interakciami v aktivnom mieste biomakromolekuly, ¢im sa znizi aktivacna energia reakcie
organického alkinu s azidom aza fyziologickej teploty moze dojst’ k syntéze t¢inného

inhibitora, ktort si samotny enzym katalyzuje a usije si na mieru svoj vlastny inhibitor.
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4 Teoreticka ¢ast’ — Medicinska chémia

4.1 In-Situ Click chémia

V sucasnosti Click chémia vzbudzuje vel’ky zdujem a predstavuje vplyvny néstroj
na vyvoj bioaktivnych latok a lieciv.

Cielom Click chémie je syntetizovat rdézne inhibitory s vyuzitim vhodnych
vychodiskovych latok. Vécsina Click reakcii v sebe zahfiia tvorbu véizieb C-heteroatém
(N, O, S). Charakteristickymi vlastnostami Click chémie su mierne reakéné podmienky,
relativne dostupné vychodiskové latky, vysoké vytazky, velkd selektivita a 'ahkd izoldcia

produktu.t

4.2 Huisgenova [3+2] cykloadicia a jej katalyzované modifikacie

Mechanizmus Kkatalyzovanej cykloadicie bol opisany Sharplessom a jeho
spolupracovnikmi v roku 2002.2

Click reakcie prebichaju ako [3+2] cykloadicie. V pripade syntézy 1,2,3-triazolov
z terminalnych alkinov a azidov ide o jednu z energeticky najvyhodnejSich reakcii na
vytvaranie vézieb uhlik-heteroatom(y)-uhlik. Dipoly a dipolarofily vyuzivané v Click
reakciach st derivaty alkénov, alkinov ardéznych dipolarnych zlicenin. Dvojité a trojité
vizby su energeticky bohaté funkéné skupiny, z ktorych v reakcii vznikd energeticky
chudobnejsi cykloadi¢ny produkt, ¢o umoznuje dobra energetickt bilanciu reakcie.

Huisgenova cykloadicia sa zakladd na reakcii dipolarofilu s 1,3-dipolarnou
zlt€eninou, ktoré spolu vytvoria péatclenny heterocyklicky kruh. V zastipeni dipolarofilov
modzu byt napr. alkény, alkiny, karbonyly alebo nitrily. Tieto zli¢eniny obsahuju atomy
uhlika, dusika, kyslika, zatial' ¢o 1,3-dipolarne zluceniny predstavuju dipolové molekuly
a mali by obsahovat’ aspoii jeden heteroatom.® Click reakcie nevyzaduju inertn atmosféru,
ani suché prostredie a st kompatibilné s mnohymi funkénymi skupinami. Vyhodou Click
reakcii je ahka izolacia produktu bez vyuzitia chromatografickych metod.* Viacsina Click
reakcii v sebe zahfiia vznik védzby uhlik-heteroatdom (hlavne N, O, S). Click reakcia je

termodynamicky preferovana, ale zaroven pomala reakcia kvoli vysokej aktivacnej bariére,

! Nie, J.; Li, J.-P.; Deng, H.; Pan, H.-C. Chin. J. Anal. Chem. 2015, 43, 609-617.

2 Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 2004-2021.
® Huisgen, R. Angew. Chem. Int. Ed. 1963, 2, 565-598.

* Thirumurugan, P.; Matosiuk, D.; Jozwiak, K. Chem. Rev. 2013, 4905-4979.
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ktorej hlavnou zlozkou je entropicky faktor. Termodynamicku preferenciu reakcie
zabezpecuje nizka energia produktu voci relativne vysoko energetickym vychodiskovym

latkam.

V roku 1960 bola Huisgenom opisand termickd 1,3-dipolarna cykloadicia medzi
alkinmi a azidmi. Spociatku nemala dobrt selektivitu a poskytovala zmes 1,4- a1,5-
disubstituovanych derivatov 1,2,3-triazolov. Reakcia vyzadovala zahrievanie a dlhy
reakény C¢as na uplnu konverziu vychodiskovych latok. S rozvojom Click chémie sa
podarilo fyziologicky nekompatibilné podmieky eliminovat, ¢o viedlo k vyuziteI'nosti 1,3-

dipolarnej cykloadicie v In-Situ Click chémii.?

V medicinskej chémi je 1,3-dipoldrna cykloadicia medzi alkinmi a organickym
azidom jednou z najvyznamnej$ich Click reakcii. Jej produktom su 1,2,3-triazoly, ktoré su
n-elektronovo bohaté zluceniny. Ich Specifickou vlastnostou je slaba bazicita. Vo

fyziologickom pH triazolovy kruh nie je protonizovany.’

4.3 Med’na katalyza v Zivych systémoch a v In-Situ syntéze

Bioortogonalne reakcie predstavuji skupinu akychkol'vek reakcii, ktoré prebiehaju
vo vnutri zivych systémov bez narusenia priebehu biochemickych procesov. Click reakcie
st kvoli vysokej Specificite a efektivite najvyhodnejSou stratégiou pre potreby zavedenia
fluoroforu alebo lieciva vo vnutri bunky. Rézne funkcionalizované produkty Click reakcii
(1,2,3-triazoly) su sucastou mnohych liekov, u¢innych fungicidov a herbicidov. Avsak
Click reakcie vyzaduji katalyzu prechodnymi kovmi, ktoré su toxické pre zivy

organizmus.®

4.3.1 Med’ou katalyzovana alkin - azidova cykloadicia

Novodoba katalyza Click reakcii umoziuje jej urychlenie a takmer kvantitativne
vytazky dokonca aj vo vode bez potreby chranenia funkénych skupin. V roku 2002 sa

zistilo, Ze katalyzou med'nymi solami sa urychli priebeh Click reakcie 107 az 10° krat

® Chemama, M.; Fonvielle, M.; Arthur, M.; Valéry, J. M.; Etheve-Quelquejeu, M. Chem. Eur. J. 2009, 15,
1929-1938.

® Clavadetscher, J.; Hoffmann, S.; Lilienkampf, A.; Mackay, L.; Yusop, R. M.; Rider, S. A.; Mullins, J. J.;
Bradley, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 15662-15666.
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a suCasne bola pozorovana regiosSpecificka preferencia v prospech 1,4-disubstituovanych

triazolov.”®

Takato 1,3-dipolarna cykloadicia sa nazyva CUAAC (Copper-catalyzed
alkyne-azide cycloadition) a vyzaduje pritomnost’ Cu(l) katalyzatora. Katalyzator sa
zvycajne pripravuje in situ z Cu(Il) soli pomocou redukéného ¢inidla, akym je napriklad
TCEP alebo askorbat sodny. V stiasnosti je opisana §iroké $kala CuAAC reakecii,” ktoré sa
javia byt uzito¢nymi prostriedkami pre vyvoj novych molekulovych liekov, bioaktivnych
materidlov, antibakterialnych a neimunogénnych povrchov pre lekarske implantaty.

Regioselektivna cykloadi¢na reakcia medzi organickymi termindlnymi alkinmi a
azidmi za vzniku 1,5-disubstituovanych regioizomérov moze byt taktiez katalyzovana
napr. komplexami pentametylcyklopentadienylruténium chloridu (Cp*RuCl(PPhs),).
V porovnani s CUAAC, ruténiom katalyzovana alkinovo-azidova cykloadicia (RuAAC)
moze byt uskutocnend aj na internych (disubstituovanych) alkinoch.™®

CuAAC aRuAAC katalyza umoznuju selektivny synteticky pristup k obom
regioizomérom 1,2,3-triazolov a pomaha k objaveniu novych zlafenin, ktoré maju
pozadovanu biologicku aktivitu.* Pomocou CUAAC reakcie bol pripraveny inhibitor histon
deacetylazy (HDAC), ktory ukédzal vysokll ucinnost’ inhibicie progresie viacerych
tumorovych bunkovych linii.***** (Obr. 9, 10)

Na zlepsenie aktivity a prekonanie bakteridlnej rezistencie boli pripravené

antimikrobialne konjugaty na zaklade ciprofloxacinu a neomycinu B."

Nevyhodou CuAAC reakcii je dosledok cytotoxicity Cu(I) v zivych organizmoch.
Medné iony st lahko a ochotne chelatované nativnymi aminokyselinami a mézu
indukovat’ tvorbu reaktivnych foriem kyslika, ¢o ma za nasledok poSkodenie buniek
atkaniv v organizme oxidaénym stresom a indukciou zlomov v DNA.2® V désledku
toxického efektu Cu(I) i6nov bolo vynalozené zna¢né usilie odstranit’ potrebu medi
Vv bioorganickych reakciach uskuto¢iiovanych za pritomnosti cielovych biomakromolekul.

Na odstranenie vplyvu toxicity medi sa vyuzili Cu'-stabilizované ligandy (derivaty

triazolov) TBTA a THPTA (Obr. 1). TBTA a THPTA su ligandy, ktoré sa vyuzivaji na

" Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2596-
2599,

8 Tornge, C. W.; Christensen, C.; Meldal, M. J. Org. Chem. 2002, 67, 3057-3064.

® The Scripps Research Institute (TSRI); Patent US7375234 B2, 2008.

10 Zhang, L.; Chen, X.; Xue, P.; Sun, H. H. Y.; Williams, 1. D.; Sharpless, K. B.; Fokin, V. V.; Jia, G. J. Am.
Chem. Soc. 2005, 127, 15998-15999.

' Accenda Tech Co., Ltd.; Patent W0O2011003365 A1, 2011.

12 Technion Research & Development Foundation Limited; Patent W02010113151 A1, 2010.

'3 prescher, J. A.; Bertozzi, C. R. Nat. Chem. Biol. 2005, 1, 13-21.
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zvySenie rychlosti cykloadicie a znizenie toxicity Cu(I) vin situ Click chémii.
V pripadoch, kde kinetika cykloadicie nepresiahne 24 h si Cu(l) stabilizované ligandy
efektivnym néstrojom na potlacenie toxicity mednych iénov. Avsak po 24 h sa objavuje

toxicita spdsobena mednymi solami aj napriek pritomnosti Cu(I)-stabilizovanych

Q/ /N:N :N
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Obrazok 1. Cu'-stabilizované ligandy 14, 15 vyuZivané na Click reakcie. VIavo sa
nachadza TBTA a vpravo THPTA.

ligandov.**

Z~z

4.3.2 Click reakcie pomocou cyklickych alkinov s napnutym
kruhom (Strain-promoted alkyne - azide cycloaddition
(SPAACQC))

Na potlacenie toxického efektu mednych soli vedci vyuzili pnutie kruhu ako
alternativny prostriedok na aktivaciu alkinov a uskuto¢nenie cykloadicie s azidmi v zivych

bunkovych systémoch.'>*°

Prikladom s rozne druhy cyklooktinov, ktorych vnutorné
pnutie sposobilo zvySenie reakénej rychlosti s azidmi.

Obmedzenie reakcie spociva v pritomnosti osemcldnkového kruhu, ktory nie je
vzdy zelany fragment pri In-Situ Click reakcii. Urychlenie Click reakcie cez cyklooktiny
umoznilo ich Uspes$né vyuzitie na znacenie biomakromolekul napr. v Zivych organizmoch

(Obr, 2) 71818

14 Besanceney-Webler, C.; Jiang, H.; Zheng, T.; Feng, L.; Soriano Del Amo, D.; Wang, W.; Klivansky, L.
M.; Marlow, F. L.; Liu, Y.; Wu, P. Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 8051-8056.

5 Agard, N. J.; Prescher, J. A.; Bertozzi, C. R. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 15046-15047.

16 Agarwal, P.; Beahm, B. J.; Shieh, P.; Bertozzi, C. R. Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 11504-11510;
Angew. Chem. 2015, 127, 11666-11672.

7 Baskin, J. M.; Prescher, J. A.; Laughlin, S. T.; Agard, N. J.; Chang, P. VV.; Miller, I. A.; Lo, A.; Codelli, J.
A.; Bertozzi, C. R. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2007, 104, 16793-16797.

18 Chang, P. V; Prescher, J. A.; Sletten, E. M.; Baskin, J. M.; Miller, I. A.; Agard, N. J.; Lo, A.; Bertozzi, C.
R. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2010, 107, 1821-1826.
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Azide-functionalized DBCO-functionalized Conjugate of A and B crosslinked
molecule A molecule B via a Triazole moiety

Obrazok 2. SPAAC Click reakcia bez vyuzitia Cu(I) katalyzatora.

4.3.3 Cu-chelaé¢né azidy (Copper-chelating azides)

Druhym spdsobom potlacenia cytotoxicity je vyuzitie vo vode rozpustnych
ligandov, ktoré obsahuji komplex medi s katalytickou funkciou. K molekule azidu 16 je
chelatac¢ne viazana Cu(l) v adukte 17, pricom je relativne silno fixovana, ¢im sa znizuje jej

cytotoxicky charakter.?># (Obr. 3)

B
Z R
R\A ///\R' = B N=N
s N SN L )
N 3 N I —_— N R'
CU(') L,Cu— 'N\N'
click ligand (L) \\ N

16 i X 17 _ 18

R

Obrazok 3. CUAAC s vyuzitim Cu-chela¢nych azidov.

9 Ning, X.; Guo, J.; Wolfert, M. A.; Boons, G. J. Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 2253-2255.

20 Uttamapinant, C.; Tangpeerachaikul, A.; Grecian, S.; Clarke, S.; Singh, U.; Slade, P.; Gee, K. R.; Ting, A.
Y. Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 5852-5856.

2 Bevilacqua, V.; King, M.; Chaumontet, M.; Nothisen, M.; Gabillet, S.; Buisson, D.; Puente, C.; Wagner,
A.; Taran, F. Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53 , 5872-5876.
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4.3.4 Katalyza Click reakcie s polymérne zachytenymi nano-
casticami medi (E-Cu-NPs entrapped copper nanoparticle

catalysts)

Vedci  opisuji rozvoj] a Vyuiitie6 netoxického,  biokompatibilného
a implantovatel'ného heterogénneho Cu katalyzatora, ktory vykazuje funkénost’ v in vitro
aj in vivo systémoch. Koncept E-Cu-NPs je pouzitelny v in situ syntéze bioaktivnych
lieCiv.

Heterogénny katalyzator obsahuje uvdznenu Cu v polymérnom nosi¢i. Syntéza

katalyzatora prebieha v troch hlavnych krokoch. (Obr. 4)

Ha
~NH; THF AN~
it Cu(@Ac)y ————— = | T Cu(OAc);
NH, 60 °C > r.t. N
........... Ho
Polystyrene
| 10% NH,NH,/MeOH
PEG PEG !
I\NHQ |\NH2

__________________________________________

Et;N, DCM, r.t. Ha

Obrazok 4. Na obrazku je znazornena syntéza heterogénneho katalyzatora. Na polymérny
nosi¢ obsahujuci ramienka s NH,- funkénymi skupinami sa po inkubacii s roztokom
Cu(OAC); naviaze Cu. Nasledne dochadza k redukcii pomocou hydrazinu a uvédzneniu

medi Vo vnutri nanocastice premostenim aminov sukcinyl dichloridom.
Katalyticka aktivita takychto Cu nanoCastic bola preukazana na 3-azido-7-

hydroxykumarine 19 (kumarinovy profluorofér) s alkinovym derivatom 20. (Obr. 5)

Aktivovany profluorofor 21 nésledne autori vyuzili na bunkové testy.
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Obrazok 5. E-Cu-NPs sprostredkovana cykloadicia 3-azido-7-hydroxykumarinu 19 a

derivatu alkinu 20.

SKOV-3 (ovarian adenocarcinoma) bunky boli inkubované v pritomnosti
aktivneho profluoroféru 19 s derivaitom alkinu 20 a heterogénnym katalyzatorom
lokalizovanym v extracelularnom priestore. Detekciu vzniknutého triazolového produktu
21 potvrdili pomocou live-cell fluorescen¢nej mikroskopie a cytometrie. Pomocou takto
aktivovaného profluoroféru zaznamenali osemnasobny narast fluorescencie v celkovej
bunkovej populacii. Heterogénny katalyzator nepreukazal cytotoxicitu Vv porovnani
s vyuzitim homogénneho katalytického systému (CuSO, / THPTA), ktory vykazoval
cytotoxicitu po 24 h.

Ddélezitym dokazom biokompability heterogénneho katalyzatora a nasledna
aplikacia v Zivych organizmoch bola jeho implanticia do Zitkového vaku rybych embryi
(Zebrafish). Heterogénny katalyzator nevykazoval toxicitu, nebola pozorovana zmena
fenotypu a embrya sa vyvijali prirodzenym sposobom az do larvélneho $tadia.

Metodikou E-Cu-Nps vstavanych do polymérneho podkladu autori demonstrovali
biokompabilitu heterogénneho katalyzatora v zivych bunkovych systémoch.

Katalyzatory pripravené pomocou metdody E-Cu-NPs umoziuju in situ syntézu

cytotoxickych protirakovinovych zluc¢enin, ktoré indukuji apoptézu bunky.

4.4 Mechanizmus In-Situ Click reakcie

Jeden z moznych pristupov pri navrhovani lieCiv v medicinskej chémii pozostava
zo syntézy zlucenin a ich nasledného biologického testovania. Ak by si biologicky ciel

aktivne vybral svoj najvhodnejsi ligand, cely postup by sa optimalizoval a skratil. Takto by
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biologicky ciel' fungoval ako idedlna predloha na syntézu dokonalého inhibitora. Tento
princip je vyuzivany v In-Situ Click chémii.

V biologickych systémoch je to prave bioortogonalnost’ alkinov a azidov, ktord
dava tymto zlucenindm vlastnost’ idedlnych reakénych partnerov.22 Klasicka alkinovo-
azidova cykloadicia musi prekonat velkt aktivacnu energetickil bariéru, a preto sa
uskutocnuje pri zvysenych teplotach (> 80 °C). Avsak ak ma templat v Zivom organizme
schopnost’ viazat' dve podjednotky vhodnym spdésobom, t.j. privedie alkin a azid do
vzajomnej blizkosti s vhodnou orientaciou, aktivacna energia reakcie sa znizi natol’ko, Ze
reakcia prebehne uz pri fyziologickej teplote a vytvori sa detekovate'né mnozstvo triazolu.
Hnacou silou reakcie je znizenie aktivacnej entropie na taku uroven, aby reakcia zacala
prebichat’ uz pri laboratornej ¢i fyziologickej teplote. To je mozné docielit vhodnym

farmakoforickym ukotvenim podjednotiek (ligandov) v aktivhom mieste enzymu.

Sposob, akym biologicky ciel’ pdsobi na vyber vhodnych ligandov, z ktorych
vznikd produkt sa nazyva target-guided synthesis (TGS).? V TGS sa rozliguju dva
zakladné pristupy, ktor¢ boli doposial opisané. Prvym je rovnovdha, alebo
termodynamicky pristup. Druhym je kineticky pristup. Oba pristupy zahfiiajii inkubaciu
biologického ciela s reaktivnymi stavebnymi jednotkami.

Termodynamicky rovnovazny pristup je znamy aj pod nazvom DCC (Dynamic
Combinatorial Chemistry) a je zaloZeny na reverzibilnom spéjani jednotiek. Efekt templatu
biologického ciel'a posunie rovnovahu k Specifickému produktu. Termodynamicky produkt
sa identifikuje pomocou MS, NMR.? Do kinetického pristupu sa zarad’uju In-Situ Click
reakcie, Vv ktorych je spajanie stavebnych podjednotiek ireverzibilné, z dovodu velkej
stability produktu voci relativne reaktivnym vychodiskovym latkam.

Zluceniny, ktoré su vytvorené oboma pristupmi pomocou TGS, sa nésledne vel'mi
ochotne viazu na protein s ovel'a vy$Sou védzobnou afinitou, ako ich individudlne stavebné
podjednotky.

Vzhladom na roznorodé heterocyklické produkty, predstavuje Click chémia
v navrhovani lie¢iv vSeobecnu a aplikovatel'ni metodu pre mnohé biologické ciele. Jej
buducnost’ spociva Vv pouziti sady podjednotiek, priCom by sa lieCivo mohlo syntetizovat’

pomocou In-Situ Click chémie aj priamo v organizme, napr. v tumore. Dékazom je zaujem

2 McKay, C. S.; Finn, M. G. Chemistry and Biology. 2014, 1075-1101.

2 Abet, V.; Mariani, A.; Truscott, F. R.; Britton, S.; Rodriguez, R. Bioorg. Med. Chem. 2014, 4474-4489.

% Bunyapaiboonsri, T.; Ramstrém, O.; Lohmann, S.; Lehn, J.-M.; Peng, L.; Goeldner, M. ChemBioChem
2001, 2, 438-444.
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mnohych vyskumnych skupin, ktoré sa rozvojom In-Situ syntetizovanych bioaktivnych
lieCiv zaoberaji. Skiimanie prebicha na ochoreniach ako rakovina, AIDS, Huntingtonova
choroba, antrax...

Konvenény pristup vyvoja lieCiv pozostava zo syntézy zlucenin a ich nasledného
biologického testovania. Tento postup by sa mohol skratit, ak by si biologicky ciel’ pre
seba aktivne vybral najvhodnejSi inhibitor. V skuto¢nosti by ciel’ takto zohral ulohu
idealneho templatu a spdsobil by tak spojenie niektorych ligandov do vacsej molekuly.
Dolezité je to, Ze enzym by mal byt schopny priniest’ alkin a azid obsahujice podjednotky
do vzijomnej tesnej blizkosti, tak aby sa mohla prekonat’ vysoka aktiva¢na bariéra
a cykloadi¢né reakcia by mohla prebehnut’ uz pri fyziologickej teplote. Tymto spdsobom
reaguju len zluceniny, ktoré su stereoelektronicky kompatibilné s aktivnym miestom
enzymu a sucasne su reakéné skupiny udrzované vo vhodnej vzdialenosti a geometrii.?®
V tomto pripade sa aktivne miesto enzymu sprava ako reaktivna komora. Tato stratégia
bola vyuzita na identifikaciu vysoko uéinnych inhibitorov AChE.

AChE je kPaCovy enzym, ktory hydrolyzuje (deaktivuje) neurotransmiter
acetylcholin v synaptickej nervovej Strbine. AChE je tiez farmakologicky ciel’ pre mnoho
klinicky z&vaZznych chorob, vratane Alzheimerovej choroby. Na uskuto¢nenie syntézy
vedci pouzili sadu analdgov takrinu a fenantridinia ako derivatov terminalnych alkinov
a azidov. Tieto zluCeniny boli inkubované spolu s enzymom a poskytli z viac ako 75
moznych kombinécii len Sest’” 1,5-disubstituovanych triazolov. Néasledne boli zliceniny
overené, ako najucinnejSie nekovalentné inhibitory AChE s nizkymi disociaénymi
konstantami. Jedna zlG¢enina 24 sa ukézala ako doposial’ najucinnejsi objaveny inhibitor

AChE s pdsobivou afinitou charakterizovanou cez Kq= 77 fM. (Obr. 6)

2 Manetsch, R.; Krasinski, A.; Radi¢, Z.; Raushel, J.; Taylor, P.; Sharpless, K. B.; Kolb, H. C. J. Am. Chem.
Soc. 2004, 126, 12809-12818.
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Obrazok 6. In-Situ Click chémia. Na lavej strane sa nachddzaju vhodné ligandy
acetylcholin esterazy 22, 23 viazanej Vv jej aktivnom mieste. Na pravej strane sa nachadza

1,5-disubstituovany triazolovy produkt 24 — ¢inny AChE inhibitor.

Na in situ Click reakciu sa nevyzaduje pritomnost’ medi, pretoze efektivita reakcie
je zaloZena na vzajomnej blizkosti ligandov (nizka entropia). Zaujimavé je poznamenat’, Ze
Vv tomto pripade 1,4-regioizomér nebol takto pripraveny. Po jeho syntéze CuAAC
a RUAAC metodami bolo dokazané, Ze 1,4-regioizomér predstavuje ovela slabsi inhibitor
Vv porovnani s jeho 1,5-disubstituovanym analdgom produkovanym aj pomocou in situ

Click chémie.?®

441 Acetylcholin esteraza

Sharpless uskutoc¢nil prvy uspesny dokaz konceptu In-Situ Click chémie s vyuZzitim
acetylcholin esterazy (AChE).27
Vyuzitie enzymu ako enzymatického katalyzatora Huisgenovej reakcie s pripravou

predpovedanych dipolov a dipolarofilov je doposial’ relativne nepreskimanou metodou.

% Tron, G. C.; Pirali, T.; Billington, R. A.; Canonico, P. L.; Sorba, G.; Genazzani, A. A. Med. Res. Rev.
2008, 278-308.

2t Lewis, W. G.; Green, L. G.; Grynszpan, F.; Radi¢, Z.; Carlier, P. R.; Taylor, P.; Finn, M. G.; Sharpless, K.
B. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1053-1057.
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Ponatie tohto pristupu zavisi na simultdnnom naviazani sa oboch ligandov do vézbovych
miest proteinu, ktoré obsahuji komplementarne reaktivne skupiny schopné spolu reagovat’.

Autori vybrali ako ciel' enzym acetylcholin esterdzu AChE, ktory ma klIacova
ulohu v hydrolyze (odburani) neurotransmiteru acetylcholinu v centrdlnom a periférnom
nervovom systéme.”®> AChE bola pouzita, aby si vybrala a pomohla pripravit' triazolovo
spojeny inhibitor pouzitim vlastného S$pecifického miesta, kde sa viaze neurotransmiter
pred jeho hydrolyzou. Na vyber boli poskytnuté takrinové a fenantridiniové derivaty
s rozne dlhymi bo¢nymi retazcami, ktoré¢ boli zakoncené alkinovymi alebo azidovymi
zvy$kami. (Obr. 7) Hoci su AChE inhibitory klinicky vyuzivané na lie¢bu Alzheimerovej
demencie, musi sa stymito zliceninami zaobchadzat' s vel'kou obozretnostou pretoze

vysoko afinitné inhibitory st potencialne neurotoxickeé.

HN HN
(CHa)n—N (CHp)p——
25 26
TZ, (n = 2-6) TA, (n = 1-3)

PZ, (n = 6-8) PA, (n = 2-6)

Obrazok 7. Alkinové a azidové stavebné jednotky. T-tacrine, P-fenantridinium, A-

alkinovy zvysok, Z-azidovy zvysok, n-pocet -CH,- skupin v retazci linkera ligandov.

Ligandy znazornené na Obr. 7 umoznuju zostavenie 98 potencialnych inhibitorov
AChE, ktoré predstavuju regioizomérne pary (Syn a anti triazolov) vznikajice zo zmesi
ligandov tacrine / fenantridinium (TZ 2-6/ PA 2-6 a TA 1-3/ PZ 6-8) a regioizomérnych

parov zo zmesi tacrine / tacrine triazolov (TA 1-3/ TZ 2-6). Kazda z tychto moznych

% Taylor, P.; Radic, Z. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 1994, 34, 281-320.
26



binarnych kombinécii bola inkubovand v pritomnosti AChE pri laboratérnej teplote.
Rychlost’ reakcie je pri tychto podmienkach bez pritomnosti enzymu zanedbatelna, ¢o sa
vyuziva ako negativna kontrola reakcie. Detekovate'né mnozstvo triazolu je vytvorené iba
V pritomnosti alkinu, azidu a enzymu, ktory ich spoji. Preskimanie vyslednych 49 reakcii
ukazalo iba jedini kombinaciu, TZ 2 + PA 6, ktora viedla k vytvoreniu triazolu
s femtomolarnou aktivitou. Kontrolné experimenty potvrdili, ze blokovanim enzymu
v aktivnom mieste bud’ kovalentnym alebo nekovalentnym spdsobom, inhibuje vznik
daného triazolu. Okrem toho bolo dokazané, Ze 2 mol ekvivalenty triazolu vznikli na 1 mol
ekvivalent aktivneho enzymu. Z toho vyplyva, ze adukt sa pevne viaze na AchE a uvedena

in situ Click reakcia je preto vel'mi pomala.

442 HIV-1 proteaza

Experiment bol zaloZzeny na vyuziti katalyzy reakcie alkinu aazidu s HIV-1
protedzou. Ligandy spojené pomocou CuAAC daju 1,4-disubstituovany triazol - inhibitor
tohto enzymu. V skutocnosti pri in situ Click sa takyto inhibitor vytvori spontanne
v aktivnom mieste enzymu. V tomto pripade bol 1,4-disubstituovany triazolovy ako
dominantny produkt vytvoreny v pritomnosti enzymu s pomerom 18 : 1 v porovnani s jeho
1,5-disubstituovanym regioizomérom. Ked boli do rovnakej zmesi pridané aj odliSné
alkiny, bol spozorovany selektivny vyber vysSie uvedeného inhibitora ¢o demonstrovalo,

Ze enzym moze riadit’ selektivitu cykloadicie.29

Aplikacia tejto in situ Click techniky bola tieZ demon$trovana na priprave

inhibitorov karbonickej anhydrazy,® o naznaguje, Ze in situ Click technika je vieobecna a

vyuzitel'nd pre rozne biologické ciele.

2 Whiting, M.; Muldoon, J.; Lin, Y.-C.; Silverman, S. M.; Lindstrom, W.; Olson, A. J.; Kolb, H. C.; Finn,
M. G.; Sharpless, K. B.; Elder, J. H.; Fokin, V. V. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 1435-1439.

% Mocharla, V. P.; Colasson, B.; Lee, L. V.; Réper, S.; Sharpless, K. B.; Wong, C. H.; Kolb, H. C. Angew.
Chem. Int. Ed. 2004, 44, 116-120.
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4.5 Aplikacia Click chémie pri syntéze ligandov s protirakovinovou

aktivitou

Rakovina, tiez nazyvand ako maligna neoplazia, je zapriCinena poruchami
v mechanizme bunkovej proliferacie, prezivani a stdrznosti buniek aje tazkym
zdravotnym problémom vo vSetkych krajinach sveta. Hoci sa klinicky vyuzivaja
protirakovinové¢ lie¢iva s vyznamnymi lieCebnymi ucinkami, stale je potrebné hl'adat’ nové
prostriedky s roznymi aplikaciami. Vyznamnti tlohu pri liecbe rakoviny zohravaju

inhibitory enzymov v eukaryotickych genomoch.

4.5.1 Inhibitory Topoizomerazy II

Topoizomerdzy 1, Il su enzymy, ktoré riadia zmeny v tercidrnej Struktre DNA
pomocou zlomov anasledného znovuspojenia fosfodiesterovej vidzby v DNA vlakne.
V sucasnosti st topoizomerazy dolezitym cielom pre ziskavanie novych chemoterapeutik
na liecbu rakoviny.

Antimikrotubularne ¢inidlo Podophyllotoxin pdsobiace v kolchicin-vdzobnom
mieste na tubulin® sa kvoli vysokej toxicite klinicky nevyuziva. Napriek tomu su zname
jeho semisyntetické derivaty Etoposide, Teniposide vyuzivané na liecbu rakoviny pluc,
lymfému a Kaposiho sarkomu.

Autori pripravili derivaty Podophyllotoxinu (Obr. 8), kde vid¢Sina z nich je
uc¢innejsia ako Etoposide. Vybrané zlG¢eniny vykazovali protirakovinovu aktivitu s 1Csq v
rozsahu 0.001 - 1 pM. Pritomnost mens$ich substituentov (metyl, etyl, hydroxyl) v
zlt€enine triazolu zvySuje protirakovinovi aktivitu jednotlivych zlti€enin. Na druhej strane

pritomnost’ dlhého alkylového bo&ného ret'azca aktivitu znizuje.

% Jordan, A.; Hadfield,J.A.; Lawrence, N.J.; McGown, A.T. Med. Res. Rev. 1998, 18, 259-296.
%2 Reddy, D. M.; Srinivas, J.; Chashoo, G.; Saxena, A. K.; Sampath Kumar, H. M. Eur. J. Med. Chem. 2011,
46, 1983-1991.

28



@ e I
MeO OMe MeO OMe
MeO OMe OR, OH
OMe
Podophyllotoxin 29 30

Obrazok 8. Struktiry Podophyllotoxinu a inhibitorov Topoizomerazy II (29 a 30)

pripravené pomocou Click chémie.

4.5.2 Inhibitory HDAC

HDAC st enzymy, ktoré katalyzuju deacetylovanie lyzinového bo¢ného retazca
v chromatine. Ich funkcia je vyuZivand v mnohych biologickych procesoch bunky —
bunkova diferenciacia, proliferacia, angiogenéza a apoptéza. HDACIs vykazuji schopnost’
indukovat’ inhibiciu bunkového delenia, diferenciacie a apoptozy. Zakladny farmakofor pre
HDACIs pozostava ztroch odliSnych Struktirnych casti: zinok viazica skupina,
hydrofébny linker a &iapo&ku rozpoznavajuca skupina.®

Chen akolektiv modifikovali cap region pomocou HDACIs s triazolovym
zakladom. Autori sledovali produkty s pankreatickymi bunkovymi liniami a vysledkom

skimania bolo, Ze substiticia na fenylovom kruhu zohrdva hlavnl Glohu pri selektivite

medzi HDAC1 a 6. Triazolovy ligand (Obr. 9) u¢inne inhibuje HDAC6 s ICso 1.9 nM. *

% Miller, T.A.; Witter, D.J.; Belvedere, S. J Med Chem. 2003, 46, 5097-5116.
% Chen, Y.; Lopez-Sanchez, M.; Savoy, D. N.; Billadeau, D. D.; Dow, G. S.; Kozikowski, A. P. J. Med.
Chem. 2008, 51, 3437-3448.
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Obrazok 9. Struktira HDACISs syntetizovanych pomocou Click chémie.

Suzuki a kolektiv pripravili 2 u¢inné inhibitory 32 a 33 (Obr. 10), ktoré selektivne
inhibuji HDACS. Inhibitory sposobili selektivnu acetyldciu kohezinu v bunkach a
ovplyvnili tak inhibiciu rastu T-lymfocytov a neuroblastovych buniek (Glso = 3 - 80 uM).

HDACS selektivne inhibitory st potencidlnymi protirakovinovymi lie¢ivami.®

H ©\
— N_
= o SN
N \
O N:N
NH
OH

32 33 o

Obrazok 10. Selektivne inhibitory HDACS 32 a 33.

4.5.3 Inhibitory PTKs

Protein tyrozin kinazy katalyzuju fosforylaciu fenolovej skupiny tyrozinu prenosom
fosfatu z ATP. PTKs maji dolezitt lohu v transdukénych signalnych drdhach. Zmenena
regulacia kindzovej aktivity je spajana s povodom mnohych ochoreni vratane rakoviny.

Src kinases (rodina PTKSs) reguluju bunkové signalne drahy: signalizacia rastovych
faktorov, diferenciacia, prezitie, adhézia, migracia a invéazia.®® Src mutécie spésobuju rast
tumorov, metastazy a angiogenézu.

Autori $tudovali 1,4-disubstituované 1,2,3-triazoly ako ligandy pre inhibitory Src
kinazy. Predpokladali substiticiu v polohe Nj a 4- na triazolovom derivate s hydrofobnymi

zvySkami, ktoré mozu interagovat’ s hydrofobnym vreckom Src ATP-vdzbového miesta.

% Suzuki, T.; Ota, Y.; Ri, M.; Bando, M.; Gotoh, A.; Itoh, Y.; Tsumoto, H.; Tatum, P. R.; Mizukami, T.;
Nakagawa, H.; lida, S.; Ueda, R.; Shirahige, K.; Miyata, N. J. Med. Chem. 2012, 55, 9562-9575.
% summy, J. M.; Gallick, G. E. Cancer Metastasis Rev. 2003, 22, 337-358.
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Syntetizovali hexyl triazolyl-3-fenylpyrazolopyrimidinovy inhibitor 34 (Obr. 11), ktory
vykazoval inhibiciu Src kinazy s ICsg 5.6 uM. 87

N/\\ ]\/\/\/
34 N

Obrazok 11. Struktara Src inhibitora 34 pripraveného pomocou Click chémie.

454 Antimikrotubularne ¢inidla

Tubulin ma klucovil ulohu pocas mitézy a jehO naruSenie modze zabranit
bunkovému deleniu a néasledne indukuje apoptézu bunky. Sucastou cytoskeletu su
mikrotubuly, ktoré sa skladaji z a a B-tubulinu a navzajom tvoria heterodimér.

Hladanie novych mikrotubuly viazucich ligandov, ktoré maji zvysenu $pecifitu
K tumoru, znizentl neurotoxicitu a zaroven insenzivitu k chemorezistennym mechanizmom
sa Vv sucasnosti stalo cielom pre vyvoj novych protirakovinovych liegiv.*®

Stefely a kolektiv syntetizovali N-((1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)metyl)arylamid
35 pomocou CuAAC, ktory sluzi ako antimikrotubularne ¢inidlo. (Obr. 11) Zlucenina 35
vykazovala U¢innu inhibiciu s ICsp = 46 nM vo¢i MCF-7 l'udskym nadorovym bunkdm

prsnika.®

O
N

DR RN,
= =N /®/O
- D

Obrazok 12. Struktira antimikrotubularneho &inidla 35 syntetizovaného pomocou Click

chémie.

% Kumar, A.; Ahmad, |.; Chhikara, B. S.; Tiwari, R.; Mandal, D.; Parang, K. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011,
21, 1342-1346.

%8 Dumontet, C.; Jordan, M. A. Nat. Rev. Drug Discov. 2010, 9, 790-803.

9 Stefely, J. A.; Palchaudhuri, R.; Miller, P. A.; Peterson, R. J.; Moraski, G. C.; Hergenrother, P. J.; Miller,
M. J. J. Med. Chem. 2010, 53, 3389-3395.
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Odlo a kolektiv pripravili 1,5-disubstituované 1,2,3-triazolové analdgy
Combretastatinu A. (Obr. 13) Zlu¢enina 36 inhibuje polymerizaciu tubulinu s ICso = 4.8
MYES

NH,

-~ 0]
Combretastatin 36 %

Obrazok 13. Vlavo je Combretastatin. Vpravo je Struktira antimikrotubularnej latky 36

pripravenej pomocou Click chémie ako derivat Combretastatinu.

5  Teoreticka ¢ast’ — Organicka syntéza

Navrhnuta priprava latok 8 je na nasledujucej schéme. (Schéma 2)

R: —CH a
Z 4 (a-c) o A DBAL o ~ | NHz 7 o A 3
............ - Bt R 1 b
\S NS NS \S
cI” N PdCl, - (CH3CN), R)J\N N R)kN N NaBH, R)J\N N
BINAP H H HOAc H —CF; ¢
Cs,CO4
1 10 (a-c) 6 (a-c) 8 (a-c)

Schéma 2. Prvy navrh syntézy alkinového ligandu 8.

K danému navrhu sme nasli nasledujuce poznatky z literatiry.

51 K predpokladanej syntéze N-(4-kyanopyridin-2-yl)acetamidu
(10a)

Pozadovana couplingova reakcia uz bola na substrate 1 opisana. Autori ako ligand

vyuzili (5-difenylfosfanyl-9,9-dimetyl-xantén-4-yl)difenylfosfan. (Schéma 4) Reakénu

0 Odlo, K.; Hentzen, J.; Chabert, J. F.; Ducki, S.; Gani, O. A. B. S. M.; Sylte, I.; Skrede, M.; Florenes, V.
A.; Hansen, T. V. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 4829-4838.
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zmes zahrievali pomocou mikrovinného Ziarenia na 150 °C pocas 1 h v pritomnosti

katalyzatora Pd,dbas a ziskali pozadovany produkt 10a v 54 % vytazku po FLC &isteni.**

1.00 mol ekv 2.01 0.02 0.06 1.20
o7 o
g ) ( N
= | 4a szdba3 K3PO4 o) = |
cl \N 1,4-dioxan AN \N
MW, 150 °C, 1 h H
1 10a (54 % po FLC)

Schéma 4. Syntéza N-(4-kyanopyridin-2-yl)acetamidu 10a.
5.2 K navrhu syntézy N-(4-formylpyridin-2-yl)acylamidov (6 (a-c))

Reakcie na substratoch 10(a-c) neboli doposial’ opisané. (Schéma 5)

N
| Ox
0O A @)
L | s = I | | R—CHs a
R™NTON R™ONTON —<] b
10 (a-c) 6 (a-c) —CF; ¢

Schéma 5. Zamysl'ana priprava latky 6 (a-c).

Boli vSak opisané reakcie na pyridinoch, kde redukovali nitrilovii skupinu na
aldehyd pomocou DIBAL-u. V literatire je DIBAL najcastejSie vyuzivané redukcné
¢inidlo na Struktirne podobnych substratoch k naSmu pyridinovému skeletu 10. V Schéme

6 sa autorom podarilo zredukovat’ substrat 37 na aldehyd 39 vo vytazku 64 %.*

* Raqualia Pharma Inc. Patent: W02013/161308 A1, 2013.
*2 Arienti, K. L.; Breitenbucher, J. G.; Buzard, D. J.; Edwards, J. P.; Hack, M. D.; Khatuya, H.; Kindrachuk,
D. E.; Lee, A.; Venable, J. D. Patent: US2005/70550 A1, 2005.
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1.00 mol ekv y 1.50 DIBAL
Il 1. DIBAL 0
PhMe 3. H,S0, (10 %)
\O\/\A Ny 0°C>RT,3h O\/\A RT, 30 min H'\O\/\/\ |
o0 N7 123 00 4. NaOH (5%) o
2. MeOH RT, 30 min
37 38 39 (64 %)

X

X

Pz

N

Schéma 6. Priprava aldehydu 39 z nitrilu 37.

Zaujimavou redukciu 40 pomocou DIBAL-u je reakcia v suchom toluéne pri nizke;j

teplote pocas 2 h, kde autori ziskali latku 41 v 54 % vytazku. (Schéma 7)43

1.00 mol ekv 3.00
N
| 1. DIBAL O\
toluén

XX -70°C,2h X

[ B
N 2. Hy,S0O4 (10 %) N

OH 15 min OH

40 41 (54 %)

Schéma 7. Sposob pripravy aldehydu 41.

Inou metddou je redukcia pomocou kyseliny mravéej na Ra-Ni. Autori reakciu
uskuto¢nili vo vode za refluxu pocas 15 min a ziskali dobry vytazok aldehydu 44. (Schéma
8).44

1.00 mol ekv
N
I HN Oy
F S F HCOOH (konc.) e F H,0 F o F
F7ON”F RaneyNi-Al | g S\ F N F
42 43 44 (61 %)

Schéma 8. Redukcia nitrilu 42 na aldehyd 44.
Dalsou reakciou, ktorou autori patentu pripravili amidovy derivat zo $truktirne
podobného substratu 46 (Schéma 9) bola hydrolyza 3-chlor-6-metoxy-1,5-naftyridin-4-
karbonitrilu 45 na 3-chlér-6-metoxy-1,5-naftyridin-4-karboxamid 46 pomocou 10 %

vodného roztoku hydroxidu sodného. Reakciu zahrievali na reflux pocas 30 minut

*® Pfizer Inc. Patent: WO2013/150416 A1, 2013.
* Timperley, C. M.; Banks, R. E.; Young, |. M.; Haszeldine, R. N. J. Fluor. Chem. 2011, 132, 541-547.
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V inertnej atmosfére a nasledne kyslou hydrolyzou pripravili zli€eninu 46 v 64 % vytazku

po FLC disteni.

1.00 mol ekv
N
Il 0] NH»
| 1 .
. NaOH (10%)
© /N | N reflux, 30 min -~ /N | N ¢l
A N 2. HCI (aq.) XN
45 46 (64 % po FLC)

Schéma 9. Priprava amidu kyseliny 46.

Pripraveny amid 46 autori pouzili do reakcie so Swartzovym ¢inidlom v THF.
(Schéma 10) Reakciu uskuto¢nili pri RT pocas 10 min a ziskali karbaldehydovy derivat 47

v slabsom vytazku po FLC &isteni.*”

1.00 mol ekv 1.50
H" 2C|-
O+__NH, @/Zr
_0O /N | N Cl D _0O
XN THF
RT, 10 min
46 47 (28 % po FLC)

Schéma 10. Priprava karbaldehydového derivatu 47.

53 K navrhu syntézy N-(4-((2-etynylfenylamino)meyl)pyridin-2-
ylhacylamidov (8 (a-c))

Reakcia na Schéme 11 nebola v literatire opisana. Napriek tomu boli opisané

reakcie na podobne Struktirnych derivatoch zluceniny 6 (a-c).

“ Basilea Pharmaceutica AG; Patent: W02011/73378 Al, 2011.
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; X
Oy NH
\\ R: _CH3 a
___________ - :I b
H HOAc H —CF; ¢
6 (a-c) 8 (a-c)

Schéma 11. Predpokladana priprava produktu 8 (a-c).

Autori opisali reakciu na benzaldehydovom derivate. (Schéma 12) Ku zmesi
benzaldehydu 48 a derivatu anilinu 49 pridali tris(pentafluorofenyl)boran (CgFs)3B Vv
etanole. Reakciu uskuto¢nili pri RT pocas 15 min. V druhom kroku autori pridali k
reakénej zmesi redukéné ¢inidlo NaBH,4 v etanole a reakciu miesali pri RT pocas 25 min.

Nasledne ziskali pozadovany produkt 50 v dobrom 75 % vytazku po FLC &isteni.*°

1.00 mol ekv 1.00 0.01 |

H
Oy 1. (CeF5)3B N
\H EtOH
. ©i 2 RT, 15 min
| 2.00

2. NaBH,
48 49 EtOH 50 (75 % po FLC)

RT, 25 min

Schéma 12. Priprava aduktu 50.

Autori uskuto¢nili aj Sonogashira cross-coupling na pripravu zluceniny 51 zo
zltceniny N-benzyl-2-jodanilinu 50 pomocou bistrifenylfosfinpaladium(II) chloridu, Cul a
EtsN v THF pri RT. (Schéma 13) V druhom kroku pouzili zmes trimetylsilylacetylénu

v THF a ziskali zlt¢eninu 51 v 94 % vytazku.

“® Prajapti, S. K.; Gupta, K. K.; Babu, B. N. J. Chem. Sci. 2015, 127, 1047-1052.
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1.00 mol ekv

1. [(CgH5)3P1,PdCl,, Cul, Et;N
H H
N THF N
@ RT
| 2. trimetylsilylacetylén S /

THF
RT /

50 51 (94 % po FLC)

Schéma 13. Priprava alkinu 51 pomocou Sonogashira cross-couplingu.

Nasledne bola trimetylsilylova skupina odstranena pomocou K,CO; v MeOH.
(Schéma 14) Reakciu uskutocnili pri RT pocas 3 h a ziskali pozadovany produkt 52 vo
vynikajucom 94 % vytazku po FLC &isteni.*’

@ K,COj3 @
-/ MeOH
Ng; RT.3h X

51 52 (94 % po FLC)

Schéma 14. Odstranenie TMS skupiny pri syntéze zluceniny 52.

Pozoruhodnou je aj priprava zla¢eniny 55 (Schéma 15). K reakénej zmesi N-(4-
formylpyridin-2-yl)pivalamidu 53 v dichlérmetane pridali etylpiperidin-4-karboxylat 54,
do vzniknutého roztoku prikvapkavali HOAC a miesali pri RT pocas 40 min. Potom do
roztoku pridali NaBH(OAC); a zmes nechali miesat’ pri RT cez noc. Takto autori pripravili

zluceninu 55 vo vybornom 98 % vytazku po FLC Gisteni.*®

T Anwar, U.; Fielding, M. R.; Grigg, R.; Sridharan, V.; Urch, C. J. J. Organomet. Chem. 2006, 691, 1476-
1487.
“8 Schering Corporation; Patent: W02008/108957 A2, 2008.
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1.00 mol ekv

53

1.10

OO~

1. HOAc
CH,CI,
RT, 40 min

Iz

54

2.00
2. NaBH(OAc);
CH,Cl,
RT,12h

%q
N~ N
H

55 (98 % po FLC)

Schéma 15. Priprava zluc¢eniny 55.

Dal$im postupom, ktory autori uskutoénili na podobnom derivate, ako je nami
zamyslany 1, je reakcia 2-chlor-3-metylizonikotinaldehydu 56 s cyklopropanaminom 57
v MeOH pri RT pocas 4 h. (Schéma 16) . Potom k zmesi pridali NaBH, a reakciu nechali
miesat’ pri RT pocas nasledujiceho dna. Reakciu ukon¢ili pridanim 1 M vodného roztoku
NaOH. Ziskali produkt N-((2-chlor-3-metylpyridin-4-yl)metyl)cyklopropanamin 58 v 79 %
vytazku po FLC ¢isteni.*®

1.00 mol ekv 2.00 V
1. MeOH
O RT,4h HN
N 1.30 N
[ N 2.NaBH4 B
Ccl” N MeOH cl” N
RT, 12 h
56 57  3-NaOHaq (1M) 58 (79 o, po FLC)

Schéma 16. Spdsob pripravy pyridinového derivatu 58.

Zaujimavou pripravou pyridinového derivatu je aj amindcia izonikotinaldehydu 59
S 4-metoxyanilinom (60) v DCM pomocou Hantzschovho esteru (DTP). (Schéma 17)
Autori uskutocnili reakciu s pridavkom katalytického mnozstva jodu pri RT po€as 5 h a
ziskali pozadovany produkt 4-metoxy-N-(pyridin-4-ylmetyl)anilin 61 vo vynikajuicom 97
% vytazku po FLC &isteni.*

49 Actelion Pharmaceuticals Ltd; Patent; W0O2005/40120 A1, 2005.
% Bachu, P.; Zhu, C.; Akiyama, T. Tetrahedron Lett. 2013, 54, 3977-3981.
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1.00 mol ekv 1.10 1.20
o} ~ ONG
A Q 1. DTP /©/
AN CH2C|2 X N
| + R | H
NG 0.05 N~
NH, 2
RT, 5h
59 60 61 (97 % po FLC)
o} 0
/\OMO/\
N
H DTP

Schéma 17. Priprava zlG¢eniny 61 reduktivnou aminaciou.

Autori opisali reduktivhu aminaciu katalyzovani Bronstedovou kyselinou
s benzotiazolinom ako vysoko efektivnym donorom vodika. (Schéma 18) Reduktivna
aminacia aldehydu 62 saminom 63 prebieha v pritomnosti benzotiazolinu za katalyzy

TFA. Reakcia poskytuje zodpovedajuci amin 64 v dobrom vytazku.™

1.00 mol ekv 1.20 1.20

O
MeOPh(Bt) /©/
© CHzclz Q/\
0.02
TFA /C[ )
MeO

62 63 RT,48h 64 (87 % po FLC) MeOPh(Bt)

Schéma 18. Reduktivna aminacia aldehydu 62 s aminom 63.

Dalsou metédou reduktivnej aminécie je priprava N-(pyridin-4-ylmetyl)anilinu 66.
(Schéma 19) Autori K izonikotinaldehydu (62) aanilinu (65) v MeOH pridali PTA
(H3PW1,040, phosphotungstic acid) a reakciu nechali prebiehat’ pri RT poc¢as 10 min.
Nasledne do reakcie pridali NABH, a zmes nechali mieSat’ pri RT d’alSich 30 min. Autori

ziskali predpokladany produkt 66 v kvantitativnom vytazku po FLC Eisteni.>?

51 Zhu, C.; Akiyama, T. Synlett 2011, 9, 1251-1254.
%2 Heydari, A.; Khaksar, S.; Akbari, J.; Esfandyari, M.; Pourayoubi, M.; Tajbakhsh, M. Tetrahedron Lett.
2007, 48, 1135-1138.

39



1.00 molekv  1.10 0.005

Ox NH,  1.PTA /@
X © MeOH XN N
H

RT, 10 min |

NG 100 Nz
2. NaBH,
62 65  RT,30min 66 (100 % po FLC)

Schéma 19. Reduktivna aminécia aldehydu 62 s aminom 65.

Autori patentu pripravili 3-(cyklopentyloxy)-N-((3,5-dichlorpyridin-4-yl)metyl)-4-
metoxyanilin (69) reduktivnou aminaciou 3,5-dichlérizonikotinaldehydu (67) s 3-
(cyklopentyloxy)-4-metoxyanilinom (68) V toluéne. (Schéma 20) Nasledne k reakénej
zmesi pridali HOAc a EtsN. Reakciu nechali miesat’ pri RT pocas 2 h a potom do zmesi
pridali NaBH3CN v toluéne. Reakciu uskutocnili pri RT pocas 1 h a ziskali produkt 69
Vv 82 % vytazku po FLC Eisteni.>

1.00 mol ekv 0.98 490 3.92 o
0]
O\ 1. HOAc, Et3N \Q
| toluén

cl |\ ¢l . Oj@\ RT,2h NH
~
N o) NH, 3.92 Cl A
2. NaBH5CN |
toluén N/
RT, 1h

67 68 69 (82 % po FLC)

Schéma 20. Sposob pripravy zluceniny 69 reduktivnou aminaciou aldehydu 67.

Inou metddou pripravy produktu 72, je reakcia pyridinového derivatu aldehydu 70
s kyselinou antranilovou (71) za kalayzy HOAc v MeOH. (Schéma 21) Autori reakciu
uskutocnovali pri 40 °C pocas 12 h. V d’alSom kroku pridali do zmesi NaBH3;CN v MeOH
areakénii zmes zahrievali na 40 °C pocas 12 h. Produkt metyl 2-((2-brompyridin-4-

yl)metylamino)benzoat (72) sa takto podarilo pripravit' v 78 % vytazku po FLC &isteni.>*

5% Basilea Pharmaceutica AG; Patent: W02009/106419 A1, 2009.
> Huth, A.; Zorn, L.; Krueger, M.; Ince, S.; Thierauch, K. H.; Menrad, A.; Haberey, M.; Hess-Stumpp, H.:
Patent: US2005/54654 A1, 2005.
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1.00 mol ekv 1.00 1.66
O 1. HOAc Br
MeOH —
N 40°C, 12 h N
| ]+ HN 7 N
N 150
o 2. NaBH,CN o
oO— MeOH o—
70 71 40°C,12h 72 (78 % po FLC)

Schéma 21. Sposob pripravy zluceniny 72 reduktivnou aminaciou.

Dal§im postupom pre reduktivnu aminaciu je reakcia znizornena v Schéme 22.
Autori reakciu uskuto¢nili pomocou NaBH(OAC); v DCM pri RT pocas 12 h vychadzajuc
z izonikotinaldehydu (62) a terc-butyl 4-aminobenzylkarbamatu (73). Takto pripravili terc-
butyl-4-(pyridin-4-ylmetylamino)benzylkarbamat (74) v dobrom vytazku.”

1.00 mol ekv 1.10 1.49
o

N

NaBH(OAc)3 7
CH,Cl, N
+ H,N o) —
HN— RT, 12 h N—/<
st

62 73 4 (57 % po HPLC)

{»

Schéma 22. Spdsob pripravy zluceniny 74 reduktivnou aminéaciou.

> Devgen NV; Patent: W02005/82367 Al, 2005.
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R: —CH a
|\ _NH() & | --DBAL /| 13(ac), 0 /| ___________ - ©° /‘ ’
—<] b
N HoNT SN HoNT SN R)J\H SN NaBH, R)J\” SN
HOAc —CF; ¢
1 1 12 6 (a-c) 8 (a-c)

Schéma 3. Druhy ndvrh syntézy alkinového ligandu 8.

54 K predpokladanej syntéze 2-aminoizonikotinnitrilu (11)

Reakcie na substrate 1 aminaciou pomocou kvapalného amoniaku doposial’ neboli

V literatre uskuto¢nené. (Schéma 23)

= NH;(1) =

~ U T . ~ |
Cl N H,N™ °N
1 11

Schéma 23. Zamyslana priprava 2-aminoizonikotinnitrilu 11.

Avsak boli opisané reakcie na Struktirne podobnych substratoch, kde sa aminacia
uskutoénovala pomocou amoniaku. (Schémy 24, 25)

Autori uskuto¢nili reakciu 2-chlor-5,6-dimetylpyridin-3,4-dikarbonitrilu  (75)
roztokom suchého amoniaku v 'PrOH. (Schéma 24) Reakcia prebiehala pri 100 °C pocas 7
h v autoklave a autori ziskali 78 % surového produktu 2-amino-5,6-dimetylpyridin-3,4-
dikarbonitrilu (76).>°

1.00 mol ekv
It Il
N & N N
= = NH3 ~ = |
- ,
cI” N PrOH 1 NN
100°C, 7h
75 76 (78 % crude)

Schéma 24. Priprava zltceniny 76.

*® Maksimova, V. N.; Ershov, O. V.; Lipin, K. V.; Eremkin, A. V.; Nasakin, O. E.; Russ. J. Org. Chem.
2012, 48, 426-429.
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Dal§im spdsobom pripravy derivatov 2-aminopyridinov je reakcia 2-chlér-5,6,7,8-
tetrahydrochinolin-3,4-dikarbonitrilu (77) v roztoku NH3 v 'PrOH pri 100 °C pocas 7 h.
(Schéma 25) Autori postupovali rovnakym sposobom ako v predchadzajucom pripade
aziskali surovy produkt 2-amino-5,6,7,8-tetrahydrochinolin-3,4-dikarbonitril  (78)

v surovom 75 % vytazku.”®

1.00 mol ekv

N N

It It

N N
N | NH3 N |
N\ i X
cI” N ProH H,NT SN
100 °C, 7 h
77 78 (75 % crude)

Schéma 25. Priprava zluceniny 78.

Inou metddou syntézy zluceniny 11 je vyuzitie cross-couplingovej reakcie, ktora je
opisana v literatire. (Schéma 26) Autori uskutocnili reakciu zmesi 2-chlor-4-
pyridinkarbonitrilu 1 a benzofenoniminu 79, ktory je ekvivalentom amoniaku. Adukt
benzofenoniminu 80 bol nasledne premeneny na koreSpondujici primarny derivat 2-
aminopyridinu pomocou roztoku HCI. Na tato reakciu méze byt pouzity aj NH,OH . HCI.
Autori pripravili 2-(difenylmetylénamino)-4-pyridinkarbonitril (80) reakciou 2-chlor-4-
pyridinkarbonitrilu (1) s Pd(OAc), v 1,4-dioxane. Reak¢énti zmes zahrievali na 80 °C pocas
5 h vinertnej atmosfére akyslou hydrolyzou medziproduktu 80 ziskali 2-

aminoizonikotinnitril (11) v 72 % vytazku.*

1.00 mol ekv 2.00 0.02 0.03 1.40
NH |N|
N N
Il = Il
79 Pd(OAc), BINAP Cs,CO; I[| HCI(aq)
NS —_—
7 1,4-dioxan N~ N a
oSN 80°C, 4 h O ' O HN SN
1 B 80 - 1 (72 %)

Schéma 26. Priprava primarneho aminu 11 cross-couplingovou reakciou z

vychodiskového 2-chlor-4-pyridinkarbonitrilu (1).
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Reakcia v Schéme 27 je opisana v literature. Autori uskutocnili Buchwald -
Hartwigov coupling s Pd(OAc), a BINAP-om v 1,4-dioxane. Reak¢éni zmes nechali
mieSat’ pri 80°C pocas 4 h v zatavenej ampuli, v inertnej atmosfére a ziskali 93 % surového

produktu 81.>’

1.00 molekv 2.00 0.02 0.03 1.40

NH,
N N
I I
| 65 Pd(OAc), BINAP Cs,CO, ©\ = |
cl N 1,4-dioxan H \N

80°C,4h
1 81 (93 % crude)

\

7

Schéma 27. Priprava zlG¢eniny 81 Buchwald-Hartwig couplingom.

5.5 K predpokladanej syntéze 2-aminoizonikotinaldehydu (12)

Zamyslana reakcia zo Schémy 28 nie je doposial’ v literatire opisana.

il Ox
= - DIBAL = |
NS S
H,N" N H,N" N
11 12

Schéma 28. Predpokladana redukcia zliceniny 11 na 2-aminoizonikotinaldehyd (12).

V literatire je vSak opisana redukcia na podobnom derivate 82. (Schéma 29) Autori
uskutocnili reakciu pomocou DIBAL-uU Vv toluéne pri -15 °C. Nasledne do reak¢énej zmesi

pridali vodny roztok HCl a ziskali zlugeninu 83.%

" Guo, S.; Wang, Y.; Sun, C.; Li, J.; Zou, D.; Wu, Y.; Wu, Y. Tetrahedron Lett. 2013, 54, 3233-3237.
%8 Frey, L. F.; Marcantonio, K.; Frantz, D. E.; Murry, J. A.; Tillyer, R. D.; Grabowski, E. J. J.; Reider, P. J.
Tetrahedron Lett., 2001, 42, 6815- 6818.
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1.00 mol ekv
N
Il 1. DIBAL Ox
toluén
= | -15°C = |
NS S
HN N 2. HCI (aq) HN N
82 83

Schéma 29. Redukcia zluceniny 82.

Autori patentu z reakénej zmesi 1H-pyrolo[2,3-b]pyridin-4-karbonitrilu (84) v THF
pripravili zla¢eninu 1H-pyrolo[2,3-b]pyridin-4-karbaldehyd (85) redukciou DIBAL-om
Vv toluéne. (Schéma 30) Zmes ochladili na -78 °C, poc¢as 1 h pridavali 1.00 ekv DIBAL-u.
Nasledne reakciu miesali 2 h a potom k zmesi pridali d’alsi 1.19 mol ekvivalent DIBAL-u.
Pocas nasledujucich 2 h zmes zahrievali na 55 °C. Pri spracovani reakciu ochladili na 5
°C, okyslili 2 M vodnym roztokom HCl a zmes nechali mieSat’ 15 min. Takto autori ziskali
72 % surového produktu 85.%°

1.00 mol ekv 2.19

1.00
|N| 1. DIBAL o\
THF, toluén
J =z | -78 az55°C,5h J = |
N \N 2. HCl (aq) N \N
H 5°C, 15 min H
84 85 (72 %)

Schéma 30. Redukcia derivatu karbonitrilu 84 na derivat aldehydu 85.

56 K predpokladanej syntéze N-(4-formylpyridin-2-yl)acylamidov
(6 (a-c))

Predpokladany navrh syntézy nebol doposial’ v literature opisany. (Schéma 31)

% Wynne, G. M.; Doyle, K.; Ahmed, S.; Li, A. H.; Keily, J. F.; Rasamison, Ch. M.; Pegg, N. A.; Saba, I.;
Thomas, C.; Smyth, D.; Sadiq, Sh.; Newton, G.; Dawson, G.; Crew, A. P.; Castelhano, A. L.; Patent:
US2004/186124 A1, 2004.
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H,N~ °N R "N~ °N
H
12 6 (a-c)

Schéma 31. Zamysl'any spdsob syntézy N-(4-formylpyridin-2-yl)acylamidov 6 (a-c).

V literatire bol opisany sposob syntézy N-(4-formylpyridin-2-yl)acetamidov
z benzénovych derivatov. Autori patentu uskuto¢nili acylaciu 4-chlérbenzoyl chloridu (86)
s 3-aminobenzaldehydom (12) v zmesi DMF a DIEA. Reaként zmes zahrievali pomocou
mikrovinného ziarenia na 110 °C pocas 10 min. (Schéma 32) Autori ziskali surovy produkt

4-chlor-N-(3-formylfenyl)benzamid (87) v 85 % vytazku.®

1.00 molekv  1.00 2.00
O\
DIEA : O
HN
DMF
110 °C, 10 min
12 86 87 (85 % crude) [

Schéma 32. Priprava zlt¢eniny 87 acylaciou 3-aminobenzaldehydu (12).

Dalsou reakciou, ktor(i autori patentu uskuto¢nili je acylacia 3-amino-4-
chlérbenzaldehydu (88) v DCM pri 0 °C, kedy bol pridany DIEA a 5-metylizoxazol-3-
karbonyl chlorid (89). (Schéma 33) Autori reakciu uskuto¢nili pri 0 °C pocas 30 min.
Potom ju nechali pri RT pocas 1 h a ziskali produkt N-(2-chlér-5-formylfenyl)-5-
metylizoxazol-3-karboxamid (90) v 26 % vytazku po FLC &isteni.™

% Aventis Pharma S.A.; Patent: EP1746097 Al, 2007.
%1 Amgen Inc.; Patent: US2008/221101 A1, 2008.
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1.00 mol ekv 1.17
O\
(@]
* MC'
HoN o-N
Cl
88 89

2.00

DIEA

CH,Cl,
0a220°C,1.5h

2

90 (26 % po FLC)

Schéma 33. Priprava zla¢eniny 90 acylaciou 3-amino-4-chlorbenzaldehydu (88).

5.7 K predpokladanej syntéze N-(4-((2-etynylfenylamino)metyl)-

pyridin-2-yl)acylamidov (8 (a-c))

Navrhnuty  sposob  pripravy  N-(4-((2-etynylfenylamino)metyl)pyridin-2-

yl)acylamidov 8(a-c) reduktivnou aminaciou z derivatov 6(a-c).

. b

0]

N

'e) /| NHy 7 0 /|

R)J\N SN NaBH, R)J\N SN —] b
H HOAc H —CF; ¢
6 (a-c) 8 (a-c)

Schéma 34. Predpokladana syntéza produktu 8(a-c).
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6  Experimentalna Cast’

6.1 Metody a pouzity material

Potrebné chemikalie a ¢inidla sa kupovali od firiem Sigma Aldrich, Merck, Fluka,
alebo Acros. Rozpustadla sme susili pomocou CaH,, alebo sodiku (nie halogenované) a na
skladovanie takychto rozpustadiel sme pouZili molekulové sitd 4 A. Reakcie vyzadujuce
suché podmienky sa uskuto¢nili pod atmosférou argénu. Na TLC analyzu sa pouzivali
produkty Merck F254 s vrstvou SiO; na hlinikovej platni. Na detekciu skvin sme pouzili
UV lampu (254 nm) alebo jodové pary. Na stipcovi chromatografiu sme pouzivali SiO
Silica, Merck 60 (40 - 63 um). Teploty topenia boli stanovené pomocou Koflerovho
aparatu a neboli korigované. IC spektra boli merané na pristroji FT-IR-ART REACT IR
1000 (ASI Applied Systems) v oblasti 650 - 4002 cm™ na diamantovom detektore bez
rozpustadiel referenéne oproti vzduchu. Elementovné analyzy (C, H, N) sa ziskali
pomocou pristroja Carlo Erba Strumentazione Model 1106. '"H-NMR a *C-NMR spektra
boli merané na Varian Gemini spektrometri (300 MHz pre H, alebo 75.4 MHz pre *C) v
CDCl; alebo DMSO-ds. Chemické posuny udavame v ppm vzhl’adom na zvoleny Standard
TMS a interakéné konstanty J v Hz.

6.2 Priprava 2-chlérizonikotinaldehydu (2)

1.00 molekv  1.00

PhMe (abs)

-78 az-30 °C
1 2 (94 % po FLC)

Roztok 2.00 g (14.49 mmol, 1.00 mol ekv) nitrilu 1 v 40 ml PhMe (abs) sme ochladili na

-78 °C. Potom sme k nemu pri tej istej teplote pocas 10 min prikvapkali 14.49 ml (14.49
mmol, 1.00 mol ekv) roztoku DIBAL-u (1.00 M v heptane). Nasledne sme z reakcie
odstranili chladiaci kapel' a vznik produktu sme priebezne monitorovali pomocou TLC
analyzy. Pri -30 °C sme pozorovali Uplnu konverziu vychodiskovej latky 1 a selektivny
vznik novej Skvrny menej polarneho produktu. Reaként zmes sme opdtovne ochladili na
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-78 °C a prikvapkali k nej 18 ml MeOH pocas 5 min. Potom sme k reakcii pridali 15 ml 25
% roztoku vinanu sodno-draselného spolu s 20 ml 10 % H,SO, a zmes miesali pocas 15
min. Vysledni zmes sme neutralizovali pomocou NaHCO3 do bazického pH = 8. Mierne
zakaleny roztok sme prefiltrovali a filtrat extrahovali pomocou EA (3 x 50 ml). Spojené
organické vrstvy sme premyli 100 ml nasyteného roztoku NaCl a oddelent organicku fazu
sme suSili nad Na,SO,4. Po odfiltrovani suSidla sme filtrat zahustili za zniZeného tlaku a
surovy produkt sme ¢istili pomocou FLC (SiO2; H/ EA). Ziskali sme 1.92 g (13.62 mmol,
94 %) aldehydu 2.

Novost’: Latka 2 ma v literature opisané len *H-NMR spektrum.®
T.t.: 47.8 - 48.5 °C [EA].

CDCl, (300 MHz) CDCl; (75 MHz)
Oy 9.98 0x,189.7
153.1
7.68 2, | 7.58 (5.0) a s ’ a
2 151.312 11442
o Sy~ 859 (5.0) AN
2 2 a:123.5,6120.7

'H-NMR (300 MHz,CDCls): & 9.98 (s, 1H, -CHO), 8.59 (d, 1H, J(5,6) = 5.0 Hz, H-C(6)),
7.68 (s, 1H, H-C(3), 7.58 (d, 1H, J(5,6) = 5.0 Hz, H-C(5)).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): § 189.7 ((-CH=0)), 153.1 (C(4)), 151.3 (C(2)), 144.2 (C(6)),
123.5a120.7 (C(3) a (C(5)).

FT IR (neat, cm™): 3297(w), 3076(m), 2835(m), 2687(w), 2344(w), 2114(w), 1708(w),
1599(m), 1551(m), 1453(m), 1377(m), 1310(m), 1280(m), 1202(m), 1129(m), 1043(s),
1002(s), 914(m), 885(m), 835(s), 749(s), 688(s), 562(s), 489(m).

MS (ESI m/z, poz. méd): 174.0 (100 %) [M+MeOH+H]", 301.0 (73 %).

Anal. Vypocitany pre CeH4sNOCI (141.00): C, 50.91; H, 2.85; N, 9.89. Najdeny: C, 50.84;
H, 2.99; N, 9.82.

%2 Allergan, Inc.; Patent: W02008/11478 A2, 2008.
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6.3 Priprava 2-chlér-4-(dimetoxymetyl)pyridinu (3)

1.00 mol ekv 2.00 0.02
|
O 0.0
‘ AN HC(OMe)3 H2804 | AN
o7  PhMe/MeOH (6/15) A 7
50°C,1h
2 3 (89 % po FLC)

K 1.50 ml MeOH a 600 ul PhMe sme pridali 300 mg (2.13 mmol, 1.00 mol ekv) aldehydu
2. Potom sme k tomuto roztoku prikvapkali 467 ul (4.26 mmol, 2.00 mol ekv) CH(OCH3)3
a2.3 ul (0.04 mmol, 0.02 mol ekv) H,SO4 (conc). Po 1 h zahrievania na 50 °C sme
pomocou TLC analyzy pozorovali Gplnu konverziu vychodiskovej latky 2 a vznik skvrny
produktu. Pri spracovani sme k reak¢nej zmesi pridali 15 ml (10 %) NaOH a 20 ml
nasyten¢ho roztoku NaHCO3;. Zmes sme extrahovali pomocou EA (3 x 20 ml). Spojena
organicka vrstvu sme susili statim nad Na;SO,. Po odfiltrovani suSidla sme filtrat zahustili
za znizeného tlaku a zmes cistili pomocou FLC (SiO,; H / EA). Ziskali sme 355 mg (1.90
mmol, 89 %) latky 3.

Novost’: Latka 3 ma v literature opisané ‘H-NMR spektrum.®

DMSO-dg (300 MHz) CDCl; (75 MHz)
2% 3.26 2% 53.2
| | | |
0. 0 0. 0
5.43 ‘|b00-7
742 2, 7.38 (5.1) al N a
2 _18.42(5.1) pll2 _Jb
c” N CI™ N 51223 1214
3 3 b:151.0. 151.0, 150.6

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 8.42 (d, 1H, J(5,6) = 5.1 Hz, H-C(6)), 7.42 (s, 1H, H-
C(3)), 7.38 (d, 1H, J(5,6) = 5.1 Hz, H-C(5)), 5.43 (s, 1H, -CH(OCHs),), 2 x 3.26 (s, 6H, 2
X -OCHy3).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): § 2 x 151.0 (C(2) a C(6)), 150.6 (-CH(OCHj3),), 122.3 a
121.4 (C(3)) a (C(5)), 100.7 (C(4)), 53.2 (2 x -OCHs).

83 Schmees, N.: Petrov, O.: Patent: US2008/242866 Al, 2008.
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FT IR (neat, cm™): 2937(w), 2833(w), 1594(m), 1552(w), 1463(m), 1374(m), 1348(m),
1209(m), 1102(s), 1054(s), 988(s), 913(m), 883(m), 832(s), 758(s), 724(m), 686(m),
614(m), 558(w), 439(m).

MS (ESI m/z, poz. mdd): 188.0 (100 %) [M+H]", 301.0 (48 %), 381.0 (25 %).

Anal. Vypocitany pre CgH;oCINO, (187.04): C, 51.21; H, 5.37; N, 7.47. Najdeny: C,
51.13; H, 5.53; N, 7.39.

6.4 Priprava N-(4-(dimetoxymetyl)pyridin-2-yl)acetamidu (5a)

1.00 mol ekv  3.00 0.03 0.06 1.50
| | 0 | |
o_ _O (0] 0]
)J\NHZ
cl \N 1,4-dioxan N \N
90 °C, 14 h H
3 5a (84 % po FLC)

K 190 mg (1.02 mmol, 1.00 mol ekv) zli¢eniny 3 sme pridali 180 mg (3.05 mmol, 3.00
mol ekv) acetamidu 4a, 7.90 mg (0.03 mmol, 0.03 mol ekv) PdCl;, . (CH3CN),, 38.0 mg
(0.02 mmol, 0.06 mol ekv) BINAP-u a 496 mg (1.52 mmol, 1.50 mol ekv) Cs,CO3. Potom
sme do zmesi pridali 5 ml dioxanu a tato zahrievali na 90 °C pocas noci. Nasledujtci den
sme pomocou TLC analyzy pozorovali ako dominantn nova $kvrnu produktu. K reakénej
zmesi sme priliali 50 ml nasyteného roztoku NaCl a zmes sme extrahovali pomocou EA (3
x 20 ml). Spojenu organickt vrstvu sme susili statim nad Na,SO,4. Po odfiltrovani susidla
sme filtrat zahustili za znizeného tlaku a surovy produkt sme Eistili pomocou FLC (SiO2; H
| EA). Ziskali sme 181 mg (0.86 mmol, 84 %) latky 5a spolu s 108 mg (0.58 mmol, 57 %)

vychodiskového acetalu 3.

Novost’: Latka 5a nebola doposial v literatare opisana.

T.t.: 97.7 - 98.4 °C [EA].
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DMSO-dg (300 MHz) CDCl; (75 MHz)
2x3.26 2x53.2
| |
o.__0O 0__0
5.37 101.6
N 111.5 -2
08.10| £ 7.04 (5.1) 0 £ 117.5
2 _ 2 a
NN 8:28 (5.1) )kN N7
206 H 243 l H l
1049 169.8152.9
5a 5a a:148.9,148.4

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 10.49 (s, 1H, -NH-), 8.28 (d, 1H, J(5,6) = 5.1 Hz, H-
C(6)), 8.10 (s, 1H, H-C(3)), 7.04 (d, 1H, J(5,6) = 5.1 Hz, H-C(5)), 5.37 (s, 1H, -
CH(OCHs3),), 2 x 3.26 (s, 6H, 2 x -OCH3), 2.06 (s, 3H, -COCHy3).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): 5 169.8 (C=0), 152.9 (C(2)), 148.4 a 148.9 (C(4)) a (C(6)),
117.5 (C(5)), 111.5 (C(3)), 101.6 (-CH(OCHy3),), 53.2 (2 x -OCHj3), 24.3 (-COCHy3).

FT IR (neat, cm™): 3240(w), 3202(w), 3131(w), 3059(w), 2991(w), 22936(w), 2888(w),
2827(w), 2084(w), 1925(w), 1669(m), 1609(m), 1570(s), 1535(s), 1442(m), 1407(s),
1275(s), 1234(m), 1196(m), 1159(s), 1100(s), 1046(s), 987(s), 964(s), 916(s), 887(s),
849(m), 809(s), 706(s), 610(s), 559(s), 474(m).

MS (ESI m/z, poz. méd): 211.1 (95 %) [M+H]", 233.1 (100 %) [M+Na]"

Anal. Vypo¢itané pre CioH14N203 (210.10): C, 57.13; H, 6.71; N, 13.33. Najdené: C,
57.08; H, 6.81; N, 13.28.

6.5 Priprava N-(4-formylpyridin-2-yl)acetamidu (6a)

1.00 mol ekv

|

o.__0O Ox

HOAc (ladova) / HBr (konc)
0 | X (5/71) o) | X
AN NT 75°C,2h )J\N N"
H H
5a 6a (34 % po FLC)

K roztoku 40 ml Tadovej HOAc a 8 ml HBr (konc) sme pridali 820 mg (3.90 mmol, 1.00
mol ekv) acetalu 5a. Zmes sme zahrievali na 75 °C pocas 2 h a nasledne sme ju nechali
ochladit na RT pocas 2 h. Pomocou TLC analyzy sme pozorovali uplni konverziu

vychodiskovej latky za vzniku Skvrny novej zluceniny. Reakénli zmes sme spracovali
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pridanim 100 ml Tadového NaOH(ag, 20 %) roztoku. Zmes sme neutralizovali do
bazického pH pridavanim tuhého NaHCOj3; a stcasne sme reakciu chladili pridavanim
I'adu. Potom sme zmes nasytili pridanim tuhého NaCl a extrahovali ju pomocou EA (3 X
80 ml). Spojenu organicka fazu sme susili statim nad Na,SO,. Po odfiltrovani susidla sme
filtrat zahustili za znizené¢ho tlaku. Ziskali sme 560 mg (3.41 mmol, 87 %) surového
produktu 6a, ktory sme cistili pomocou FLC (SiOy; H / EA). Ziskali sme 220 mg (1.34
mmol, 34 %) aldehydu 6a.

Novost’: Latka 6a nebola doposial’ v literatire opisana.

T.t.: 135.2 - 136.4 °C [EA].

DMSO-d (300 MHz) DMSO-d; (75 MHz)
Ox-H10.03 0x,193.8
112.6 J143.8
08.47(74) 7.48 (5.0) o) 4 117.9
27 8.55 (5.0) N~ ToNT 149.8
211 H 243y H l
10.76 170.3 153.9
6a 6a

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 10.76 (s, br, 1H, -NH-), 10.03 (s, 1H, -CHO), 8.55
(d,1H, J(5,6) = 5.0 Hz, H-C(6)), 8.47 (s, 1H, H-C(3)), 7.48 (d, 1H, J(5,6) = 5.0 Hz, H-
C(5)), 2.11 (s, 3H, -OCHb).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & 193.8 (-CH=0), 170.3 (-(C=0)NH-), 153.9 (C(2)), 149.8
(C(6)), 143.8 (C(4)), 117.9 (C(5)), 112.6 (C(3)), 24.3. (-COCHj3).

FT IR (neat, cm™): 3257(m), 3215(m), 3123(w), 3073(w), 2918(m), 2871(m), 2106(w),
1936(w), 1792(m), 1699(s, -CONH-), 1608(m), 1573(s), 1534(s), 1421(s), 1385(s),
1265(s), 1143(s), 992(m), 958(s), 896(m), 833(s), 789(m), 747(s), 682(m), 654(s), 601(s),
559(s), 450(s).

MS (ESI m/z, neg. mod): 163.0 [M-H]".

Anal. Vypocitané pre CgHgN,O, (164.06): C, 58.53; H, 4.91; N, 17.06. N4ajdené: C, 58.46;
H, 4.84; N, 17.20.
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6.6 Priprava N-(4-((2-etinylfenylamino)metyl)pyridin-2-yl)acetamidu

(8a)
1.00 mol ekv 1.10 1.20
X
O NH

o | N NH, NaBH(OAc); | | N

)J\N N” HOAc )J\N N”
H RT, 30 min H ™

6a 8a (35 % po FLC)

Zmes 190 mg (1.16 mmol, 1.00 mol ekv) zluc¢eniny 6a a 149 mg (1.27 mmol, 1.10 mol

ekv) 2-etinylanilinu 7 sme rozpustili v 1 ml 'adovej HOAc. Potom sme do reakénej zmesi
pridali roztok 53.0 mg (1.39 mmol, 1.20 mol ekv) NaBH(OAc); v HOAc, ktory sme

pripravili reakciou NaBH, v 1 ml Tadovej HOAc pri 0 °C. Reakénti zmes sme mieSali pri

RT pocas 30 minat. Pomocou TLC analyzy sme pozorovali vznik novej latky a reakénu

zmes sme spracovali. Zmes neutralizovali Tadovym roztokom NaOH do bazického pH

a roztok sme nasytili pridanim tuhého NaCl. Reak¢énti zmes sme extrahovali s EA (2 x 30

ml). Spojenu organicka vrstvu sme susili statim nad Na,SO,4. Po odfiltrovani susidla sme

filtrat zahustili za zniZzeného tlaku. Ziskali sme 450 mg surového produktu, ktory sme

Cistili pomocou FLC (SiOy; H / EA). Ziskali sme 109 mg (0.41 mmol, 35 %)

pozadovaného produktu 8a.

Novost’: Latka 8a nebola doposial v literatire opisana.

T.t.: 98.5-99.7 °C [EA].

CDCl, (300 MHz)
6.66 (2 x 7.6)

7.11 (m)(7.6, 1.5)
6.39 (8.4)
X 346

DMSO-dg (75 MHz)

169.8 |2NA/ 1481 a:152.7, 152.1, 149.4

243 H b: 132.9, 130.6
8a c:111.7,110.2
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'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 9.13 (s, 1H, -NH-), 8.29 (s, 1H, H-Ca(3)), 8.16 (d, 1H,
J(As,A¢) = 5.4 Hz, H-Ca(6)), 7.37 (dd, 1H, J(B3,Ba) = 7.6 Hz, J(B3,Bs) = 1.5 Hz, H-Cs(3)),
7.11 (m, 2H, H-Ca(5) a H-Cg(5)), 6.66 (dd 1H, J(Bs,Bs) = J(B4,Bs) = 7.6 Hz, H-Cg(4)),
6.39 (d, 1H, J(Bs,Bg) = 8.4 Hz, H-Cg(6)), 5.25 (s, 1H, -NH-), 4.50 (s, 2H, -H,CNH-), 3.46
(s, 1H, HC:::C-)), 2.23 (s, 3H, H3CCO-).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 8 169.8 (-CONH-), 152.7, 152.1, 149.4 (Ca(2)), (Ca(4)),
(Cg(1)), 148.1 (Ca(6)), 132.9 a 130.6 (Cg(3 a b)), 117.9 (Ca(3)), 116.3 (Cg(4)), 111.7 a
110.2 (Ca(5) a (Cg(6)), 106.4 (Cg(2)), 86.6 (-C:::CH)), 81.1(HC:::C-), 45.9(-CH,NH-),
24.3 (CH3CO-).

FT IR (neat, cm™): 3416(w), 3265(m), 3179(w), 2964(m), 2260(w), 1687(s, -CONH-)
1653(w), 1597(m), 1571(s), 1531(s), 1508(s), 1413(s), 1370(m), 1320(s), 1285(s), 1261(s),
1238(s), 1159(s), 1019(s), 96(m), 882(m), 831(s), 747(s).

MS (ESI m/z, poz. mod): 266.3 [M+H]".

Anal. Vypocitané pre C16H15N30 (265.12): C, 72.43; H, 5.70; N, 15.84. Najdené: C, 72.38;
H, 5.64; N, 15.95.

7 Diskusia

V bakalarskej praci sme sa zamerali na syntézu ligandov pre reakcie organickych
alkinov a azidov katalyzované biologickym cielom. Na pripravu ciel'ovej zlu¢eniny 8 (a-C)
sme navrhli dva mozné syntetické postupy.

V prvom navrhu (Schéma 2) sme uvazovali prvotné zavedenie acylamidove;j
skupiny 10 a az naslednu redukciu karbonitrilovej skupiny na aldehyd 6, ktory by nasledne
reduktivnou amindciou poskytol cielovi molekulu 8. Isté pochybnosti vzbudzoval druhy

synteticky krok, kde by mohla byt problematické selektivna redukcia nitrilovej funkénej

skupiny.
o) T X
I i o
R)]\NHZ ) N R:—CH; a
@ 4 (ac) o A DIBAL o Y NHe 7 o ' ’
............ - R e 1 o
CI” N7 PdCly - (CHCN), RS RS NaBH, RS
BINAP H H HOAc H —CF, ¢
Cs,CO;3
1 10 (a-c) 6 (a-c) 8 (a-c)

Schéma 2. Prvy navrh syntézy alkinového ligandu 8.
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V druhom syntetickom pristupe (Schéma 3) sme uvazovali substituciu
chloridového derivatu 1 na aminovy derivat 11 a naslednt redukciu karbonitrilovej
skupiny na pozadovany aldehyd 12. Potom by sme pomocou acyla¢ného ¢inidla zaviedli

pozadovany amidovy fragment a poslednym krokom by bola reduktivna amindcia.

NH,
7 R: —CH a
N N Py meaL 2y RS o ey T -1 o X
_ x X N N —< b
cI” N H,NT N H,NT N RJ\H N NaBH, R)J\N N
HOAC —CF,
1 11 12 6 (a-c) 8 (a-c)

Schéma 3. Druhy navrh syntézy alkinového ligandu 8.

Vzhl'adom na jednoduchost’ syntetickych krokov sme dali prednost’ druhému
syntetickému postupu. Zistili sme vSak, ze substiticia chloru zluc¢eniny 1 na amin nie je
synteticky schodna. Pokusili sme sa substituovat’ chlor pomocou kvapalného amoniaku.
Reakcia neposkytla pozadovany amin, ale viedla k vzniku 2-chlérizonikotinimidamidu.
V prostredi vodného roztoku amoniaku pri vyssej teplote v autoklave sme izolovali
hydrolyzovany produkt 2-chlérizonikotinova kyselinu.

Reakciu sme sa snazili katalyzovat’ aj mednymi solami (Cu(ll)), hlavné produkty
reakcie sa v8ak nezmenili a boli identifikované ako tie, ziskané v postupe bez katalyzy.

Nas predpoklad, ktory vychadzal z moZnosti nukleofilnej substitucie chloru na
deaktivovanom pyridinovom skelete neviedol k Zelanej reakcii, z dovodu nedostatocnej
reaktivity halogénu v o polohe na pyridine. RieSenim by mohli byt extrémnejSie
podmienky (vysSia teplota a tlak), ktoré¢ sme pri danych laboratérnych podmienkach
neuskutociiovali.

Vratili sme sa kK pévodnému navrhu. (Schéma 2) Tu sa nam podarilo uspesne
uskutoc¢nit’ a optimalizovat’ amidovy Buchwald-Hartwigov coupling a pripravit’ amid 10a.
V pripade vyuzitia 1.00 mol ekv acetamidu ako ¢inidla, reakcia poskytovala len nizke
vytazky (32 %). Ak sme uskutoc¢nili reakciu s 3.00 mol ekv acetamidu, reakcia na 8a
poskytla uspokojivy 88 % vytazok. V druhom kroku pri priprave aldehydu 6 nas navrh
zlyhal z dovodu obavanej neselektivity reakcie. Reakcia s DIBAL-om na substrate 10a

viedla k nezelanym rozkladnym produktom.
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Rozhodli sme sa preto prvy synteticky navrh upravit. (Schéma 1) Na substrate 1

sme najprv uskuto¢nili redukciu pomocou DIBAL-u a ziskali sme aldehydovy derivat 2

vV 94 % vytazku.
1.00 mol ekv 1.00 2.00 0.02
| |
Il Ox 0._0
= | DIBAL = | HC(OMe); H,SO, = |
SN PhMe (abs) o S PhMe / MeOH (6/15)  ~ -~
-78 a2 -30 °C 50°C,1h
1 2 (94 % po FLC) 3 (89 % po FLC)
3.00 0.03 0.06 1.50 | |
o 0
P} HOAc (ladova) / HBr (konc)
4a NH2  PdCl, - (CH3CN), BINAP ~ Cs,COj 0 = | (5/1)
1,4-dioxan AN SN 75°C,2h
90 °C, 14 h H
5a (84 % po FLC)
1.10 1.20 ©\
o) NH S
N %
o | N NH, 7  NaBH(OAc); o | N
)J\N N" HOAc AN N”
H RT, 30 min H
6a (34 % po FLC) 8a (35 % po FLC)

Schéma 1. Upraveny uspesny navrh syntézy alkinu 8a.

Problematicky sa ukazal aj Buchwald-Hartwigov coupling na substrate 2, ktory
priamo neposkytol produkt 6a, ale pozorovali sme rozklad vychodiskového aldehydu 2.
Dovodom je zrejme nekompatibilita aldehydickej funkénej skupiny pri tejto reakcii.
Problém sme sa snazili obist’ chrdnenim aldehydickej funkénej skupiny cez acetal 3.
Ochranou aldehydovej funkénej skupiny sme zabezpecili jej stabilitu voci reakénym
podmienkam a ziskali sme nizke vytazky produktu 5a (24%). Na dosiahnutie vyssieho

vytazku bolo nevyhnutné okrem 3.00 mol ekv amidového Cinidla zvysit aj molovy
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ekvivalent katalyzatora a ligandu. Ak sme pouzili 0.03 mol ekv PdCl, . (CH3CN), a 0.06
mol ekv ligandu BINAP-u, ziskali sme az 85 % produktu 5a po FLC ¢isteni. V Stvrtom
kroku sme aldehydovi skupinu obnovili odchranenim z acetalu 5a v zmesi HBr (konc)
a ladovej HOAC. Ziskali sme aldehyd 6a v 34 % vytazku po FLC ¢isteni. Reakciou kyslej
hydrolyzy sa ndm nepodarilo pripravit' adehyd 6a. Vychodiskova latka 2 sa ukazala byt’
pomerne stabilnd v kyslom prostredi. Dovodom je zrejme protonizacia pyridinového
skeletu, ktory destabilizuje vytvorenie oxoniového kationu (vhodného tranzitného stavu)
v para polohe na pyridine. Poslednym krokom pri priprave 8a bola reduktivna aminacia
acylamidového derivatu 6a na alkin 8a. Reakciu sme uskuto¢nili pomocou NaBH(OAC)s,
ktory sme pripravili pridanim NaBH4 do zmesi 'adovej HOAC. Nasledne sme cerstvo
pripraveny roztok borohydridu pridali k zmesi 6a a 7 v HOAc pri RT. Po FLC ¢isteni sme

ziskali 35 % pozadovaného produktu 8a.
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8 Zaver

V teoretickej Casti prace sme opisali aplikacie In-Situ Click chémie pri vyvoji
inhibitorov s protirakovinovou aktivitou. Zamerali sme sa aj na opis vyuzitia mednej
katalyzy v zivych organizmoch sohladom na redukciu potencidlnej cytotoxicity. Pri
navrhovani syntetickych postupov na pripravu pozadovaného alkinového ligandu 8a sme
vyuzili databazy Reaxys a SciFinder.

V experimentalnej Casti bakalarskej prace sme sa zamerali na optimalizaciu a
pripravu alkinu 8a. Péat'stupiovym postupom sa nam podarilo pripravit ligand 8a
v celkovom 8 9% vytazku. Tato zlaCenina bude vyuzitd na pripravu pozadovaného
inhibitora, ako aj na In-Situ Click reakcie s po¢itatom navrhnutymi azidmi. Vsetkych pat
pripravenych zlacéenin (2, 3, 5a, 6a, 8a), z toho tri dosial’ v literatire neopisané (5a, 6a, 8a)

sme charakterizovali pomocou fyzikalnych vlastnosti, ako aj pomocou spektralnych metod.

Conclusion

In theoretical part, we have described the aplication of In-Situ Click chemistry in
development of inhibitors with anticancer activity. We focused on describing the
exploitation of copper catalysis in living organisms with regard on the reducing the
potencial cytotoxicity. In designing the syntethic pathways for the preparation of the
required alkyne ligand 8a, we used the Reaxys and SciFinder databases.

In experimental part of the bachelor work, we have focused on the optimalization
and preparation of alkyne 8a. By five-step procedure, we synthesized the ligand 8a in total
8 % vyield. This compound will be subsequently used for the preaparation of required
inhibitor as well as for In-Situ reactions with computer designed azides. All prepared
compounds (2, 3, 5a, 6a, 8a) of which three are not yet described in literature (5a, 6a, 8a)

were characterized by their physical features as well as by spectral methods.
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9  Prilohy

9.1 2-chlérizonikotinaldehyd (2)

CDCl, (300 MHz) CDCl, (75 MHz)
Oy 998 0x,189.7
1531
7.68 | 7.58 (5.0) a A, |
2 2
2 a: 123.5, 120.7

]m

T T T T
78 & e 75 PP

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12 10 8 6 4 2

Obr. 14. 'H-NMR (300 MHz, CDCls) spektrum zluéeniny 2.
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Obr. 15. 3C-NMR (75 MHz, CDCl3) spektrum zli&eniny 2.
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Obr. 17. MS (poz. mod) spektrum zluceniny 2.



9.2 2-chlér-4-(dimetoxymetyl)pyridin (3)

DMSO-d (300 MHz) CDCl, (75 MHz)
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| | | |
0. O 0. O
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Obr. 18. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) spektrum zlugeniny 3.
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Obr. 19. ¥C-NMR (75 MHz, CDCl3) spektrum zluceniny 3.
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Obr. 20. IR (neat, cm™) spektrum zli¢eniny 3.
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Obr. 21. MS (poz. mod) spektrum zluceniny 3.



9.3 N-(4-(dimetoxymetyl)pyridin-2-yl)acetamidu (5a)

DMSO-d (300 MHz)
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Obr. 22. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) spektrum zlugeniny 5a.
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Obr. 23. ¥C-NMR (75 MHz, CDCl3) spektrum zli&eniny 5a.
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Obr. 24. IR (neat, cm™) spektrum zlieniny 5
r. . neat, cm Spektrum ziuceniny a.
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Obr. 25. MS (poz. mod) spektrum zluceniny 5a.
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9.4 N-(4-formylpyridin-2-yl)acetamid (6a)

DMSO-d4 (300 MHz) DMSO-d (75 MHz)
Ox-H10.03 0x,193.8
112.6 143.8
08.47(74™ 7.48 (5.0) 0 £ 117.9
N~ N 855 (5.0) N TN 149.8
211 H 243 b |
10.76 170.3 153.9
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12 10
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Obr. 26. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) spektrum zlugeniny 6a.
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Obr. 27. ¥ C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) spektrum zluceniny 6a.
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Obr. 28. IR (neat, cm™) spektrum zliceniny 6a.
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Obr. 29. MS (neg. méd) spektrum zluceniny 6a.
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9.5 N-(4-((2-etinylfenylamino)metyl)pyridin-2-yl)acetamidu (8a)

CDCl, (300 MHz) DMSO-dg (75 MHz)
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Obr. 30. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) spektrum zliceniny 8a.
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Obr. 31. ®°C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) spektrum zlugeniny 8a.

72



g
" )
ed- ‘I /
|
A Vi
7ok ‘ | IS nl r
O Y A o
\& L a ™ [T il
3 ( \a2 RN
g e || i | “ i
i ||
g ‘ IR
g | st M
% | | i ‘ | ‘ i
1R
g A Al
2 |
J . 3
gl 3 Il
./ 8 '\r 8 \\' l_ﬂ o | |
I g Ha %"l;:‘ L
g2 | 3
- 8
“ | gl |
| &l
o @] ‘ Sl |
8 &
- 2 e - | e
g Lz Iz
= 3Ellm 34!03 ?A‘JE 32‘m 33‘E3 QéDE QS‘JE Zﬂ‘m ZZIM QE:IE |EIDD0 5‘00 dﬂﬂ |Iﬂn 1000 B‘m
‘Wavenumber
b -1 ;o\ .
Obr. 32. IR (neat, cm™) spektrum zli¢eniny 8a.
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Obr. 33. MS (poz.

mod) spektrum zluceniny 8a.
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