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Abstrakt

Lintnerova, Lucia: Navrh Struktar, syntéza a biologické testovanie inhibitorov tumorovej
neovaskularizacie s VEGFR-2 receptorovou selektivitou. Dizertacna praca. Univerzita
Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra organickej chémie.

Skolitel: doc. RNDr. Andrej Bohég, PhD.

Rozsah prace: 187 stran, 39 276 slov

Prilohy: spektralne data, evidencia publikacnej ¢innosti

Angiogenéza, t.j. tvorba novych ciev, ma znaény vplyv na vyvoj rakoviny v organizme.
VEGFR-2 receptor ma klIi¢ovl tilohu v procese angiogenézy a jeho inhibitory su dolezitym
nastrojom V lieCbe a prevencii rakoviny. V tejto praci sme sa zamerali na pripravu inhibitorov
VEGFR-2, zaloZzenych na oxazol-2-aminovom skelete, odvodenom z PDB komplexu 1Y6A
alY6B a ciastocnej aj na pripravu mimetik Sunitinibu (Sutent). Kritickym krokom pri
priprave 0xazol-2-aminovovych derivatov je samotna cyklizaéna reakcia za vzniku
heterocyklu oxazolu. Z tohto dovodu prezentujeme literarnu reSer§ o roéznych metddach
pripravy oxazolu, resp. oxazol-2-aminu. V ramci samotnej syntézy oxazol-2-aminovych
derivatov sme vyuzili niekol’ko z tychto metdd: A) reakciu azidoketonov a arylizokyanatov,
B) reakciu bromketénov a mocoviny, resp. jej derivatov, C) hydroxypyrimidinovi metddu a
D) 2-chlérooxazolovii metodu na zavedenie anilinového zvySku do polohy 2 na oxazole, E)
reakciu aldehydu s TOSMICom. V ramci pripravy Sutentového mimetika a na pripravu
novych "Click-chemistry" inhibitorov z ligandov odvodenych od 1Y6A sme planovali pouzili
"Click-chemistry" metodiku na spojenie dvoch farmakoférov cez 1,2,3-triazol. Z tohto
dovodu praca obsahuje aj kratku reSerS na tému ,,click-chemistry* a jej vyuzitia v medicinske;j

chémii.

Krucové slova: inhibicia angiogenézy, VEGFR2, 1Y6A, oxazol-2-amin, ,,click-chemistry*



Abstract

Lintnerova, Lucia: Design, synthesis and biological scrining of tumor neovascularisation
inhibitors possessing VEGFR-2 selectivity. Dissertation. Comenius University in Bratislava,
Faculty of Natural Sciences, Department of Organic Chemistry.

Supervisor: Assoc. prof. RNDr. Andrej Bohac, PhD.

Thesis volume: 187 pages, 39 276 words
Appendix: spectral data, publication records

Angiogenesis - growth of new blood cells form preexisting ones - has important effect on
tumor development. VEGFR-2 receptor bears a key role in the process of angiogenesis.
Inhibitors of VEGFR-2 are important in treatment and prevention of angiogenesis. In this
thesis we focused on preparation of VEGFR-2 inhibitors based on oxazol-2-amine moiety
from PDB complex 1Y6A and 1Y6B but also partially on preparation of Sunitinib (Sutent)
mimetics. Within the synthesis of oxazol-2-amine derivatives the cyclisation reaction to form
an oxazole heterocycle represents a critical step. For this reason we present a review on
methods for synthesis of oxazoles and aminooxazoles: A) reaction of azidoketones and
arylisocyanates, B) reaction of bromoketones and urea or its derivatives, C) 2-
hydroxypyrimidine methodology, D) 2-chlorooxazol method for attachment of aniline moiety
on position 2 of oxazole, E) reaction of an aldehyde with TOSMIC. By a synthesis of Sutent
mimetics and a preparation of "Click-chemistry™ inhibitors containing fragment of 1Y6A
ligand we planned to use the "Click-chemistry" approach for combining two pharmacophores
via a 1,2,3-triazole linker. Therefore thesis contains also ashort review about ,,Click-

chemistry* and its exploitation in medicinal chemistry.

Key words: angiogenesis inhibition, VEGFR2, 1Y6A, oxazol-2-amine, click-chemistry



Predhovor

Stcasnd medicinska chémia je interdisciplindrnou vedou a spaja poznatky organickej chémie,
pocitacovej chémie a biologickych vied. Jej hlavnou tlohou je vyvoj novych nosnych Struktur
a modernych lieCiv pre farmaceuticky priemysel.

Vzhl'adom na sucasny stav onkologickych ochoreni je potrebné hl'adat’ nové pristupy liecby
tohto zavazného ochorenia. Inhibicia angiogenézy, ktora ma klI'i¢ova tlohu v procese vyvoja
a Sirenia rakoviny v organizme, patri momentdlne K vysoko skimanym oblastiam v
medicinskej chémii. V ramci vyvoja novych antiangiogenik je dolezita znalost’ miesta ucinku
lieiva a sposob interakcie lieCiva s jeho biologickym cielom. Toto umoznuje d’alsi vyvoj
nizkomolekulovych lieiv prostrednictvom racionadlneho pristupu a molekulového
modelovania.

V ramci ndsho vyskumu sme tento pristup pouzili pri vyvoji novych inhibitorov
neovaskularizacie, resp. VEGFR2 receptoru, priCom sme ako vychodiskovl nosnt Struktiru
zvolili dva zname inhibitory VEGFR2: ligand AAZ (PDB: 1Y6A) a sunitinib. Navrhli sme
niekol’ko novych Struktar s cielom pripravit’ ich dostupnymi metodami organickej syntézy a

testovat’ ich biologicku aktivitu.
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Pouzité skratky

AChE - acetyl cholin esteraza

AIBN - azoisobutyronitril

bFGF- basic Fibroblast Growth Factor, zasadity fibroblastovy rastovy faktor
DBU - 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-én

DEAD - dietylester kys. azadikarboxylovej

DIAD - diizopropylester kys. azadikarboxylovej

DIPEA - diizopropyletylamin

DMF - dimetylformamid

DMSO - dimetylsulfoxid

DPPA - difenylfosforylazid

EA - etyl-acetat

EGF - Epidermal Growth Factor, epidermalny rastovy faktor

HB - Hydrogen Bond, vodikova véizba

HFI - hydrofobna interakcia

HUVEC - Human Umbilical Vascular Endothelial Cells, T'udské popucnikové cievne
endotelidlne bunky

ICsp - koncentracia s 50 %-nou inhibi¢nou G¢innost’ou

LDA - litium diizopropylamid

LiIHMDS - litium hexametyldisilazan

MMP - matrixové metaloproteazy

MW - mikrovInné ziarenie

PPB - pyridinium perbromid

SMEAH - sodium bis(2-metoxyetoxy)aluminium hydrid

TFE - 2,2,2-trifludéretanol

THF - tetrahydrofuran

VDA - Vascular Disrupting Agent, ¢inidlo na rozruSenie ciev

VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor, cievny endotelialny rastovy faktor
VEGFR-1 (2, 3) - Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1 (resp. 2 alebo 3), receptor

pre cievny endotelialny rastovy faktor 1 (resp. 2 alebo 3)
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Uvod

Liecba rakoviny je stale vo vacsine pripadov odkazana na chemoterapiu, radioterapiu alebo na
chirurgické odstranenie nadorov. V poslednych rokoch sa vsSak objavilo niekolko anti-
angiogenik, ktoré predstavuju Setrnejsi a neinvazivny pristup k lie¢be rakoviny. Ako sa zistilo
na mnozstve neddvno uskutocnenych klinickych pokusov, inhibitory angiogenézy
(antiangiogenikd) st v kombinécii s chemoterapiou vhodné terapeutikd vyuzitelné pri
spomaleni, ¢i zastaveni rastu tumorov a ich metastdz. Ich toxicita je oproti beznym
chemoterapeutikdm nizka, pricom mechanizmus pdsobenia tychto latok na tumor je odlisSny
od klasickej chemoterapie.

Medicinska chémia sa kombinaciou organickej chémie, molekularnej bioldgie,
chemoinformatiky a vypoctovych metdd snazi raciondlne dizajnovat’ a pripravovat latky,
ktoré by mohli rozsirit' stibor pouzitelnych anti-angiogenik. Jeden z bezne pouzivanych
postupov v medicinskej chémii vychddza zo Struktiry znameho inhibitora, tzv. "hit molecule"
a pomocou upravy jeho Struktiry (napr. pridat/odobrat/obmenit’ funkéné skupiny, zmenit’
kruh, upravit boéné refazce z hladiska ich priestorovej naroénosti, dizky linkerov atd.)
objavit molekuly s vyhodnejSimi vlastnostami - ¢i uz farmakodynamickymi alebo
farmakokinetickymi. Z tohto doévodu sme vybrali dve nosné Struktary: ligand z PDB
komplexu 1Y6A a sunitinib (aktivna zlozka lie¢iva Sutent), ktoré uz sami o sebe maju
vyznamnt biologicku aktivitu. Pomocou in silico metdéd najst’ derivaty, alebo bioizostéry,
ktoré by sa vyznacovali va¢$im poctom interakcii s VGEFR2 TK proteinom a teda by mohli
mat’ lepSiu aktivitu, iné farmakokinetické a toxické vlastnosti a nasledne tieto latky pripravit’

za ucelom ich biologického testovania.

Ciele dizerta¢nej prace
e vyvoj novo navrhnutych inhibitorov VEGFR-2 odvodenych z komplexu PDB: 1Y6A
(bispyridylové a nové meta a para substituované derivaty)
e vyvoj "Click-chemistry" ligandov zameranych na VEGFR2 inhibiciu
e vyvoj mimetik sunitinibu (aktivna zlozka lie¢iva Sutent, Pfizer)
e porovnanie a vyhodnotenie metodik na pripravu tazko dostupnych oxazol-2-aminov
e vyhodnotenie bioaktivit pripravenych derivatov a ndvrh mechanizmu ich biologického

ucinku vo VEGFR?2 tyrozin kinazovych variantoch
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TEORETICKA CAST

1. Inhibicia angiogenézy

Angiogenéza je proces tvorby novych ciev, ktory vyzaduje delenie endotelidlnych buniek,
Z ktorych je tvorena vnutornd stena ciev. Delenie endotelidlnych buniek nastava, ak sa
v organizme vyskytuje zvySena koncentracia rastovych faktorov (Specialnych signalnych
molekul viazucich sa na receptory na povrchu endotelialnych buniek, napr. VEGF, b-FGF).
Angiogenéza vyuziva aj spoluucast dalSich biologickych Ccinitelov (napr. aktivitu
matrixovych metaloproteindz, nizku hladinu rastovych inhibitorov a pod.). Za normélnych
okolnosti (zdravy stav organizmu) sa angiogenéza vyskytuje vo faze vyvoja organizmu (v
embryonalnom a nedospelom obdobi zivota organizmu), pocas tehotenstva atiez v pripade
hojenia poraneni. Angiogenézu si schopné vyvolavat aj rakovinové bunky produkovanim

rastovych faktorov (Obrazok 1).

Obrazok 1: V\yvolanie angiogenézy nadorom (zelené: rakovinové bunky, ruzové. endotelialne

bunky, cervené: cievy a nové cievy, modré: rastové faktory).

Vplyvom nadoru sa za normalnych okolnosti relativne neaktivne endotelialne bunky
(deleniev kl'udovom stave nastava raz za ca. 2-3 roky) delia raz za 2-3 dni. . Nova cieva
rastie k zdroju, vsmere koncentraného gradientu rastovych faktorov, tj. k nadoru.
Rakovinové bunky prostrednictvom novych ciev ziskaji novy zdroj Zivin a kyslika ku
ktorému predtym nemali pristup ateda sa moézu neruSene delit’ a tumor sa mdze d’alej

rozvijat’.
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Angiogenéza je relativne komplexny proces, ktory sa da zastavit zasiahnutim do

niektoré¢ho s nim suvisiaceho deja (Obrazok 2). Existuje niekol'’ko moznosti inhibicie:

1. inhibicia medzibunkovej komunikicie (blokovanie
Cancar rastovych faktorov)
2. inhibicia receptorov na endotelidlnych ¢i ich
RS . aktivujucich bunkach (VEGFR-2, FGFR, EGFR...)
l 3. inhibicia proteolytickych enzymov (MMP2, MMPO...)
4.  vyvolavanie apoptdzy endotelidlnych buniek
5. depolymerizacia mikrotubul endotelidlnych buniek

Angiogenesis
Inhibitors 6

znizenie tvorby krvnych dosti¢iek (obsahuju velké

mnozstvo rastovych faktorov, najmid VEGF).

*? ?; Obrdzok 2: Proces angiogenézy: od rakovinovej bunky po

S e . delenie endotelialnych buniek.
<]
®

Vel'mi vyhodnou sa zdd byt inhibicia receptorov na
povrchu endotelialnych buniek, hlavne klI'icového angiogénneho VEGFR-2 receptoru, ktory
sa sklada zextracelularnej cCasti, obsahujucej vdzobné miesto pre VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor, cievny rastovy endotelialny protein), transmembranovej lipofilnej
Casti a intracelularnej Casti obsahujucej tyrozin kinazova doménu, ktora sa aktivuje ligandom

vyvolanou receptorovou homodimerizaciou (Obrazok 3).

VEGF

VEGFR
Ig-like %
domains Y

Tyrosine
kinase
domain

Obrazok 3. Aktivacia VEGFR-2 receptoru naviazanim signalnej molekuly VEGF. VEGF sa

viaze na monomérnu extracelularnu cast VEGFR-2, a to na imunoglobulinu podobné domény
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2 a 3. Nasledne sa na VEGF viaze druha monomérna jednotka VEGFR-2. Pomocou interakcii
medzi imunoglobulinu podobnymi doménami 7 oboch monomérov dojde k priblizeniu
monomeérov intrecelularnych tyrozin kinaz a tvorbe aktivneho diméru schopného
autofosforylovat’ kindzy navzdajom a nasledne fosforylovat aj iné intercelularne proteiny.
Predpokilada sa, Ze existuje aj interakcia medzi imoglobulinu podobnymi doménami 4 a 5 v
tomto dimeéri, ktora ma mat stabilizacny charakter. Mechanizmus dimerizacie bol pozorovany

I . . .1
pomocou elektronovej mikroskopie™.

Nedavno boli objavené nové potencialne inhibitory VEGFR-2? receptoru. Su to
derivaty 2-anilino-5-fenyloxazolu (1) (Obrazok 5), ktory sa vyznacuje aktivitou vo¢i VEGFR-
2 (ICsp = 1,2 uM). Latka 1 inhibovala aj VEGF-vyvolané delenie I'udskych pupo¢nikovych
cievnych endotelialnych buniek (HUVEC) s ICsp = 3 uM. 2-Anilino-5-fenyl-1,3-oxazol (1) sa
vyznacoval selektivitou, pretoZe menej tc¢inne inhiboval delenie HUVEC vyvolané bazickym
fibroblastovym rastovym faktorom (ICsp = 24uM).

Harris so spolupracovnikmi? preto modifikovali tato zakladnu $truktaru na oboch
aromatickych kruhoch, s cielom najst inhibitory s lepSou aktivitou. Zviac ako 40
novopripravenych derivatov oxazolu 1 sa na zaklade in vitro testov vo¢i VEGFR-2 vy¢lenili
ako najucinnejSie dva nové oxazol-2-aminy 2 (PDB: 1Y6A) a 3 (PDB: 1Y6B) s ICsp 22nM a
39 nM (Obrazok 4).

(@)
Oz QL @
H 1

Obrdzok 4: Struktirne vzorce aktivnych derivatov 2-aminooxazolu.

! Ruch, C.; Skiniotis, G.; Steinmetz, M.O.; Walz, T. ; Ballmer-Hofer, K. Nat. Struct. Molec. Biol. 2007, 14, 249-
250.

2 Harris, P.A.; Cheung, M.; Hunter I1l., R.N.; Veal, J.M.; Nolte, R.T.; Wang, L.; Liu, W.; Crosby, R.M.;
Johnson, J.H.; Epperly; A.H.; Kuma, R.; Luttrell, D.K.; Stafford, J.A. J. Med. Chem. 2005, 48, 1610-1619.
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1.1. NajvyznamnejSie antiangiogenika

Je znamych niekol’ko uc¢innych nizkomolekulovych inhibitorov intracelularnej ¢asti VEGFR-
2, patria sem napr. Vatalanib (4) (firma Novartis), Nexavar (5) (Bayer), SU11248 (6) (Sutent,
Pfizer) a CP-547,632 (7) (Pfizer) (Obrazok 5). Podobne ako 1Y6A a 1Y6B sa viazu v ATP

vidzobnom mieste intracelularnej Casti (tyrozinkinazy) z VEGFR-2.

Cl CF3 Et,N F
2
CONH,
/©/ \\\NH
HN

% @ Ofif . p

Obrdzok 5: gtruktmy niektorych znamych inhibitorov VEGFR-2 tyrozin kindzy.

Vatalanib (4) ma voc¢i tyrozinkinaze VEGFR-2 inhibiéni konstantu ICsp 50 nM a
vyznacuje sa vysokou selektivitou. Znizuje delenie VEGF aktivovanych buniek HUVEC (ICsg
= 16 nM, t.j. inhibicia s 50%-nou ucinnostou sa dosahuje uz pri 16 nM). Latka bola testovana
aj v biologickych testoch a aj v klinickych testoch na pacientoch.

Nexavar (Bayer, sorafenib tozylat 5)° sa pouziva na lieCbu nadoru pecene
(hepatocelularneho karcinomu). Tiez sa pouziva na liecbu pokroc¢ilého nadoru obli¢iek, ked’
bezna lieCba nepomohla zastavit ochorenie alebo sa zvazilo, Ze nie je vhodna. Nexavar je
takzvany multikindzovy inhibitor. P6sobi spomalovanim miery rastu nadorovych buniek a
prerusenim zasobovania krvou, ktord podporuje nddorové bunky v raste.

Sutent (Pfizer, sunitinib L-malat 6)* je lick, ktory sa pouZiva na lie¢bu rakoviny tym, Ze
zabranuje aktivite urcitej skupiny proteinov, o ktorych je zname, Ze sa z(c¢astiiuju na raste a
Sireni rakovinovych buniek. Je to lie€ivo, ktoré sa pouziva na liecbu karcindému z obli¢kovych
buniek, formy rakoviny obliciek, ktord zahfia nddorové zmeny v bunkich oblickovych
tubulov. Pouziva sa tieZ na lie€bu zhubného gastrointestindlneho stromalneho tumoru (GIST).
GIST je druh rakoviny zaludka a ¢riev. Vznika pri nekontrolovanom raste buniek podporného

tkaniva v tychto organoch. SUTENT potlaca rast tychto buniek.

® http://www.nobelplus.sk/web/humanne-lieky/detail/nexavar-17503.html.

* http://www.nobelplus.sk/web/humanne-lieky/detail/sutent-25556.html.
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Dal§imi vyznamnymi inhibitormi angiogenézy su inhibitory matrixovych metaloproteaz
(MMPs). MMPs st dolezit¢ v procese novotvorby ciev, kedze hydrolyzuju proteiny
nachadzajuce sa v intercelularnom matrixe a tym ho naruSaji, vytvaraji priestor, ktorym
mozu cievy rast. Existuje az 20 roznych MMPs, pricom pri inhibicii angiogenézy najvacsiu
ulohu zohravaji MMP-1, 2, 3, 7 a 9. Dobrymi inhibitormi MMPs st napr. Batimastat (8),
Marimastat (9) a Prinomastat (10) (Obrazok 6). MMP maji vo svojom aktivnom mieste
zinocnaty i6n, na ktory sa viazu kysliky z karboxamovej kyseliny CONHOH pritomné v

tychto troch inhibitoroch. Této vézba je jedna z klI'iCovych pri inhibicii MMPs.

O

0

10

Obrazok 6. Najvyznamnejsie MMPS inhibitory.: Batimastat (8), Marimastat (9) a Prinomastat
(10).

Dal$imi zaujimavymi zlu¢eninami, ktoré dokdZu ovplyvnit angiogenézu su latky
oznacované ako VDA (Vascular Disrupting Agents), ktoré st schopné reverzibilne
depolymerizovat’ mikrotubuly endotelidlnych buniek. Endotelidlne bunky, za normalnych
okolnosti ploché bunky, stratia svoj vnutrobunkovy skelet a stani sa z nich bunky gul'até.
Vd’aka svojmu gulatému tvaru zablokuju cievy, ¢im sa prietok krvi dramaticky znizi.
Docasnym zniZenim prietoku krvi utrpia najma bunky, ktoré sa rychlo delia, t.j. rakovinové
bunky. Za 2 - 6 hodin tak dojde k hemoragickej nekroze, t.j. bunkovej smrti v dosledku
nedostatku prisunu kysliku a zivin. Najznamej$im VDA je Combretastatin A4 fosfat (11)

(Obrazok 7), ktory je momentélne vo faze klinickych testov.

MeO MeO OMe

ooy (Com

11

Obrazok T7: Combretastatin A4 fosfat (11).
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2. Navrh Struktar cielovych molekul

2.1. Molekuly odvodené od Struktur ligandov z komplexov PDB: 1Y6A a
1Y6B

1Y6A je oznacenie pre PDB komplex N-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl]-5-[3-
(pyridin-2-yl)fenyl]Joxazol-2-aminu (2, nazyvaného aj AAZ) aintracelularnej domény
receptoru VEGFR-2. Jeho priestorové usporiadanie bolo ur¢ené pomocou Rontgenovej
Struktirnej analyzy. Pre inhibitor AAZ bola urcend inhibi¢na enzymaticka koncentracia ICso =
22 nM (VEGFR2). Uvedomili sme si, Ze tento komplex je vynimoc¢ny, lebo sa v aktivnom
mieste kindzy modze jeho ligand vynimoc¢ne viazat’ v dvoch réznych konforméciach (Obrazok
8). Na zéklade analyzy informécii z PDB databazy je mozné urcit’ miesto viazania sa ligandu
v aktivnom mieste, aktivnu(e) konformaciu(e) ligandu, dolezité interakcie v komplexe
protein-ligand a identifikovat’ farmakoforické Casti ligandu. Sti¢asne mézeme navrhnit’ nové

farmakoforické skupiny na uz existujuci skelet, ak RTG analyza odhali vhodné neobsadené

amikokyselinové zvysky, alebo kavitu v aktivnom mieste proteinu.

Obrazok 8: PDB komplex 1Y6A obsahujuici VEGFR-2 TK s inhibitorom 2 (AAZ), ktory sa
V proteine vyskytuje v dvoch aktivnych konformaciach, pricom sa v nich vyrazne lisi poloha

pyrid-2-ylového kruhu (dve struktury: tyrkysova a farebna podla atomov).

1Y6B je komplex ligandu AAX viazanom v ATP aktivhom mieste v intercelularnej Casti
VEGFR2. Inhibitor AAX ma ICsp = 39 nM (VEGFR2) a v molekule obsahuje pyridin-3-ylovy
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zvysok, ktory ma v tyrozinkindze len jednu zaznamenant konformaciu (Obrazok 9). Lisi sa

od 1Y6A polohou dusika v pyridinovom jadre a N-cyklopropylmetylsulfonamidovou

skupinou, ktora vynucuje svojim objemom existenciu len jedného konforméru.

3 (1Y6B)

Obrazok 9: Komplex 1Y6B s ligandom AAX a intraceluldrnou castou VEGFR-2.

Zakladné typy interakcii dolezitych z hl'adiska farmakodynamiky st: elektrostatické

interakcie (i6ny, dipdly ...), vodikové vazby a hydrofobne interakcie Van der Waalsovho typu.

Interakéna mapa AAZ aj AAX (Obrazok 10) naznaCuje, ze vyznamnymi z hladiska

vodikovych interakcii su etylsulfonyl a aminooxazol. Arylpyridinova Cast’ je zase vyznamna z

hl'adiska hydrofébnych interakcii, stacked interakcii, ako aj pre interakcie indukovaného

dip6lu s protonizovanym dusikom pyridinu. Tato ¢ast’ molekuly ma pre nas vyznam aj z iného

hl'adiska. V blizkosti arylu sa nachddza v aktivnom mieste kindzy nevyuzity priestor

obsadeny aminokyselinovymi zvySkami VEGFR2 kinazy. Zapojenie tohto sol'ny mostik

obsahujticeho vrecka pridanim vhodnych substituentov na ligand napr. do polohy meta alebo

para voci oxazolu na fenyle nesticom pyridylova skupinu by mohlo mat’ vyznamny vplyv na

aktivitu takychto derivatov.
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Obrdzok 10: Analyza interakcii AAZ a AAX zkomplexov PDB: 1Y6A alY6B
S intracelularnou castou VEGFR-2 receptoru. Dolezité interakcie predstavuju vodikové
vdzby, elektrostatické interakcie a slabsie, ale Castejsie sa vyskytujuce Van der Waalsove sily

(nezobrazené).

2.1.1. Bispyridylové derivaty odvodené od AAZ a AAX ligandov

Superimpoziciou oboch aktivnych konformérov AAZ ligandu z Rontgeno-strukturne;j
analyzy z PDB komplexu 1Y6A (Obrazok 10) boli navrhnuté tri Struktury zltéenin, u ktorych
oCakavame vicSiu aktivitu ako ma samotny ligand AAZ vzhladom na zvySeny pocet
farmakoforickych skupin aich interakcii v danom proteine. Navrhnuté molekuly 22SYM,
23ASYM, 33SYM sa navzijom lisia polohou dusika na pyridinovych kruhoch (kombinacie
poloh 2 a 3 dusika v pyridyloch).

225YM

23ASYM

33SYM

N” N
OMeH U-shaped

O,Et
(o]
N JQN

meo H S-shaped

0O3Et

N
omeH

1D G

225YM

1.8A" [19A
Cys917 (HB)

N> 56A

'Phe916 (IT,IT)

- 60.1 kcal/mol - 59.5 kcal/mol -58.4 kcal/mol
7N
N= Phe916 (P,P)
U-like 5.7A-' Phe916 (+,I1
OaEt Asn921 A : o
: { Xy /49A /s
0 Ny : 9 o 55A
~ 19A N | HN=

AAZ conformers (PDB: 1Y6A)

AAZ (U- a S-shaped) konformécie ndjdené v PDB: 1YBA. Struktura 22SYM inhibitora
obsahujuceho U-like / S-like pyridinové kruhy s predikovanymi interakciami a ocakavanou
polohou 22SYM vo VEGFR2 kinaze.
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Obrdzok 11: Struktiry navrhnutych bispyridylovych derivatov  22SYM, 23ASYM
a 33SYM, ich vypocitané hodnoty vizobnych energii (software UCF Dock 3.6) pre
intraceluldrnu cast VEGFR-2 receptoru (hore). Struktiira konformérov AAZ ligandu, analyza

pocitacom predpovedanych 22SYM interakcii, ako aj predikovand poloha 22SYM ligandu vo
VEGFR2 variante z PDB: 1Y6B (dole).

2.1.2. Ligandy pre ,,Click-chemistry' odvodené od Struktiury AAZ

Dal§im cielom projektu je priprava ligandov odvodenych od farmakoférického
ligandu AAZ, ktoré by mali byt pouzité pre ,,Click-chemistry" spajanie molekul. Tieto
ligandy budia mat’ zachovanua N-aryl-2-aminooxazolovt Struktaru pochadzajucu z AAZ, ale
budu sa liSit’ substituentom v polohe 5 na oxazole, kde namiesto pdvodného aromatického
systému budu mat’ pripojeny jedno alebo dvojmetylénovy linker zakonc¢eny azidom, alebo
trojitou vizbou. Tieto ligandy budt pouzité v kombinécii s linkermi odvodenymi od napr.
sorafenibu (z lieku Nexavar, Bayer) v ,,Click-chemistry" reakcii pri priprave vysoko u¢innych

inhibitorov VEGFR-2 kinazy.

/
oL S @/

Obrazok 12: Cielove ligandy pre ,, Click-chemistry"” syntézu s linkerom zakoncenym bud’

trojitou vdzbou alebo azidovou funkcnou skupinou.

2.1.3. m-O-substituované derivaty ligandu AAZ

Dal§imi navrhnutymi latkami odvodenymi od §truktiry AAZ ligandu st jeho m-O-
substituované derivaty (Obrazok 14). Z RTG $truktirnej analyzy vieme, ze v blizkosti AAZ
inhibitora sa nachddza neobsadené solny mostik obsahujuce vrecko (SBCP Salt Bridge
Containing Pocket) tvorené tromi aminokyselinami: Lys866, Glu883 a Phel045 (Obréazok

13). Rozhodli sme sa toto vrecko vyuzit’ na zvySenie vdzbovosti novych inhibitorov, ¢o by sa
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malo priaznivo odzrkadlit' aj na inhibi¢nych koncentracidch a pripadne aj na selektivite

inhibitorov.

Obrazok 13. RTG Strukturna analyza komplexu ligandu AAZ
aintracelularnej  casti VEGFR-2 (vlavo) so zobrazenim
neobsadeného solny mostik obsahujuceho vrecka, kam sa podla
pocitacovych predikcii hodia nové m-O-substituované derivaty

AAZ.

Relativna vdzobna energia ligandu AAZ vo VEGFR2 proteine z
komplexu PDB: 1Y6A je -54.4 kcal/mol. V tom istom dokovacom

experimente sme ziskali predikcie vézobnych energii navrhnutych
inhibitorov (Obrazok 14). Tieto hodnoty st vyhodnejsie (-55,6 az -62,2 kcal/mol), t.j. mala by

vznikat’ pevnejsia vizba medzi novym inhibitorom a vdzobnym miestom VEGFR2 receptoru.

U

9
N N=
SO,Et SO,Et \ 7
0 ICso = 22 "M O\
y //\\N - 54,4 keal/mol N )QN - 62,2 kcal/imol
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N /L\N - 55,6 kcal/mol N /L\N - 56,9 kcal/mol N /k\N -60,1 keal/mol
H 14 H 16 H 18
OMe OMe OMe

Obradzok 14: AAZ ligand 2 a navrhnuté derivaty 14 - 18 s predpovedanymi vizobnymi
energiami pre VEGFR2 receptor.

Pritomnost’ a funkénost SBCP vrecka bola dokdzand na naSich nedédvno vyvinutych
inhibitoroch p-OH, p-OMe a p-OMOM ktoré predstavuju tiez substituované derivaty AAZ
ligandu (Obrazok 14). Sucasne bola pomocou tychto derivatov overend aj spravnost’ pouzitej

metodiky in silico vypoctov.
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OMe H OMe H
19 20 21
-57.3 kcal/mol -58.7 kcal/mol -52.6 kcal/mol
ICs0 = 12.8 NM ICsq = 14.7 NM ICso = 87.3 nM

Obrdzok 15: Pripravené -OH, -OMe a -OMOM deriviaty odvodené od AAZ s ich
vypocitanymi viazobnymi energiami a ICsy hodnotami ziskanymi z enzymatickych biologickych

testov.

2.1.1. Bispyridylové derivaty odvodené od 1Y6A a 1Y6B

Superimpoziciou oboch aktivnych konformérov 1Y6A a komplexu 1Y6B z Rontgeno-
Struktarnej analyzy z PDB databazy (Obrazok 8 a 10) boli navrhnuté tri nové inhibitory,
U ktorych ocakdvame vacSiu aktivitu a selektivitu vzhl'adom na zvySeny pocet
farmakofoérovych skupin aich stérickych narokov v danom proteine (vacsi pocet interakcii
napr. Van der Waalsovymi interakciami aromatickych jadier s oboma lipofilnymi vreckami
v aktivnom mieste VEGFR-2 a moznymi H-vézbami dusikov pyridylov). Navrhnuté molekuly

sa lisia polohou dusika na pyridinovom kruhu (orto a meta polohy).

OMe 22SYM OMe 23ASYM OMe 33SYM
- 60.06 kcal/mol - 59.49 kcal/mol -58.38 kcal/mol

Obrazok 11: Struktury cielovych bispyridylovych derivatov 22SYM, 23ASYM a 33SYM a ich
vypocitané hodnoty inhibicnych energii voci intraceluldarnej tyrozinkinazovej casti VEGFR-2

receptoru.
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2.2. "'Click-chemistry" derivaty odvodené od sunitinibu

Sunitinib L-malat, aktivna zlozka licku Sutent, je selektivny inhibitor niekolkych
dolezitych receptorov (VEGFR-2, PDGFR-a, c-Kit...). Bol zavedeny firmou Pfizer a v roku
2006 bol uznany FDA USA ako antiangiogenikum pouZzivané pri lieCbe stromalnych tumorov
a nadorov l'advin. Lie¢ivo ma polyvalentny u¢inok pri inhibicii angiogenézy. Blokuje c-Kit,
ktory je u pacientov s rakovinou zmutovany tak, Ze ma vel'mi vysoku aktivitu a tym padom
delenie buniek a angiogenéza je vel'mi rychla. Dalej blokuje PDGFR-a, ktory sa nachadza
v krvnych dosti¢kach, a inhibuje tiez VEGFR-2, ktory priamo suvisi s tvorbou novych ciev.
Sunitinib je svojou schopnostou blokovat’ tieto dolezité receptory velmi ucinnym liekom

blokujicim angiogenézu, rastu tumorov a metastaz v organizme.

22 - sunitinib L-malat 23 24

Obrazok 16: Sunitinib 22 ajeho navrhnuté bioizostérne Struktury 23, 24 s predikovanou

inhibicnou aktivitou na VEGFR?2 receptor.

Rontgenova Strukturna analyza sunitinibu s VEGFR-2 tyrozinkinazou nebola znama,
ale bol znamy jeho komplex s tyrozinkinazou c-Kit (PDB: 3GOE). Superimpoziciou dvoch
komplexov VEGFR2 PDB: 20H4 a c-Kit PDB: 3GOE sa ukazalo, ze sutent sa bude v oboch
enzymoch viazat’ podobnym spdsobom, ked’ze sa viaze na rovnaké aminokyselinové zvySky
(Obrazok 17). Vidime, Ze vdzobne vyznamny je dusik a kyslik v indolin-2-6ne a karbonylovy
kyslik. Dietylaminovy zvySok na opacnej strane molekuly plni funkciu farmakokineticky
vyhodnej skupiny. Rozhodli sme sa upravit’ tieto ¢asti molekuly tak, aby syntéza vysledného
inhibitora bola uskutoc¢nitel'na z 2 nezavislych ligandov, ich jednoduchym spojenim metédou
,,Click chemistry. Pyrol obsahujtci stred molekuly tak bude nahradeny 1,2,3-triazolom
(Obrazok 6).
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interakcie 3GOE (predikovana 20H4)

_HN
(OCNH) Glu671°~
(superimp Glu915 (CONH))

(CONH) Cys673"""
(superimp Cys917 (CONH))

NH ? 3.75A_Asp677 (COO-)
23.8A_Lys 593 ("NH;)
Y
_..N_ ?2.35A_Asp680 (CONH2)
[N

Y

Obrazok 17: Vlavo: superimpozicia VEGFR-2 komplexu 20H4 a c-Kit komplexu 3GOE
S viazanym sunitibom. Vpravo: analyza a porovnanie vizobnych interakcii sunitibu v c-Kit

a jeho odhadnuté interakcie vo VEGFR2 kindze z 20H4.
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3. ,,Click-chemistry”

3.1. Huisgenova 1,3-dipolarna cykloadicia

Pojem ,,Click-chemistry" zavedeny B.K. Sharplessom pdvodne oznacoval skupinu reakcii,

ktoré mali spifiat’ nasledujice podmienky:®

o]

]

o]

[e]

[e]

o]

mali byt’ platné pre Siroky subor reaktantov daného typu

mali davat’ vysoké az takmer kvantitativne vytazky

mali prebiehat’ dobre v roznych systémoch rozpustadiel (vo vode, v zmesiach vody a
alkoholov, v DMSO, THF, acetone, DMF, acetonitrile)

nemali by potrebovat’ chrdnenie ostatnych funkénych skupin

mali prebiehat’ v Sirokom intervale pH a teplot

mali by umoznovat l'ahka separaciu produktov (napr. filtraciou ¢i extrakciou),

najlepsie bez pouzitia chromatografickych metod.

Momentalne sa pod pojmom “click”’-chémia rozumie hlavne reakcia, pri ktorej azidova

funkéna skupina reaguje s termindlnym alkinom a poskytuje 1,2,3-triazol. Podl'a podmienok a

katalyzatora moze reakcia davat 1,4-, 1,5-° alebo obidva regioizomérne disubstituované

triazoly (Schéma 1).

N—N
/
rR2-N\ A Rt
1,4

W <
N——-N
Rl'————H + N;—/R? —— 80°¢ 2/N\)\ /k/\\

RUk R2

N-——N

/k/\\

Schéma 1: Schéma roznych podmienok cykloadicie azidov s alkinmi.

®Kolb, H.C.; Finn, M.G.; Sharpless, K.B. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 2004-2021.
®Yap, A.H.; Weinreb, S.M. Tetrahedron Lett. 2006, 47, 3035-3038.
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Termickd reakcia azidov a terminalnych alkinov,’

tj. reakcia bez katalyzatora,
poskytuje obidva triazoly v pomere 1 : 1 alebo s miernym nadbytkom 1,4-disubstituovaného
regioizoméru.® Reakcia prebicha pomaly kvoli vysokej aktivatnej bariére reakcie. Ked'ze
vznik oboch regioizomérov je vysoko exotermicky, reakcie poskytuju pri dlhych reakénych
casoch vysoké vytazky.
Cu(l)-katalyzované reakcie poskytuju vyluéne 1,4-regioizomér. NajCastejSie vyuzivané
katalytické systémy su:
a) stabilna sol’ med’ného kationu (priamy zdroj med’nych idénov) , napr. Cul.
b) CuSO, - 5H,0 (0,25 — 2,00 mol%), askorbat sodny, alebo kyselina askorbova
(5-10mol %), ktoré funguji ako redukéné ¢inidlo a zabrafiuju oxidativnej tvorbe
couplingovych produktov, ktorych vznik sa pozoruje pri pouziti

priameho zdroja - Cu(l).

C) medeny drot (Cu a CuO na povrchu), tu Cu(l) vznikd vzdjomnou redoxnou
reakciou kovovej medi a mednatého kationu. Pouziva sa pri paralelnych

syntézach, alebo ked’ substrat nezndSa pritomnost askorbatu ¢i jeho oxidacnych

produktov.®

Energetickd bariéra katalyzovanej reakcie je priblizne o 40% nizSia nez pri
nekatalyzovanej reakcii. Toto umoziiuje zrychlenie reakcie 10” — 10® nasobne.

Prikladom Cu(I)-katalyzovanej reakcie je aj trojzlozkova syntéza triazolov, kde spolu
reaguje halogénderivat, napr. 25, azid sodny a termindlny alkin,™* napr. 26 (Schéma 2). L-
Prolin v reakcii je potrebny ako organokatalyzator, ktory aktivuje aromaticky kruh pyridinu,

aby mohlo dojst’ k substitucii jodu za azidovt skupinu.

"Himo, F.; Lovell, T.; Hilgraf, R.; Rostovtsev, V.V.; Noodleman, L.; Sharpless, K.B.; Fokin, V.V. J. Am. Chem.
Soc. 2005, 127, 210-216.

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

° T.R. Chan; R. Hilgraf; K.B. Sharpless; V.V. Fokin, Org. Lett., 2004, 6, 2853-2855.

" H.A. Orgueira; D. Fokas; Y. Isome; P. C.-M. Chan; C.M. Baldino; Tetrahedron Lett. 2005, 46, 2911-2914.

" AK. Feldman; B. Colasson; V.V. Fokin, Org. Lett., 2004, 6, 3897-3899.
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| NaNs, CuSO, . 5H,0 Y4
N 3 4 2V,
7z | . ~ askorbat sodny _ | N N
~ L-Pro, NaCO;, _ —/ \\
N ” DMSO : H,09: 1 N
60 °C
25 26 27

95%

Schéma 2: Priklad pre trojzlozkovii Cu(l)-katalyzovanu pripravu triazolov.
Nedavno Sharpless so spolupracovnikmi®? objavili katalyticky efekt Ru(Il)-komplexov

(napr. Cp-RuCly(PPhs),, (Cp-RuCl)4*®), pomocou ktorych je mozné pripravit' aj 1,5- (tj. syn)

regioizomér 1,2,3-triazolov ako napriklad triazol 30 (Schéma 3).

©/\/ ©/ Cp.RuCly( PPh3 ///Q
dioxan, 60°C, 2h
7 N

89%

Schéma 3: Priklad syntézy 1,5-disubstituovanych 1,2,3-triazolov.

DalSie urychlenie reakcie je mozné dosiahnut’ pomocou vyuzitia mikrovinného Ziarenia pri

termickych14 aj katalyzovanych reakciach.’®

3.2. ,,Click-chemistry' ako nastroj pre syntézu novych potencialnych lie¢iv

Vdaka objavu Cu(l) a tiez Ru(Il)-katalyzy umoziujicej az 10°-10° nasobné urychlenie
povodnej Huisgenovej 1,3-dipolarnej cykloadicie je mozné jednoducho generovat velké

kniZznice a subory novych zligenin.*® Triazoly m6Zu mat” v polohe 1,4 alebo 1,5 ro6zne

12 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.

13 Whiting, M.; Tripp, J.C.; Lin, Y-C.; Lindstrom, W.; Olson, A.J.; Elder, J.H.; Sharpless, K.B.; Fokin, V.V. J.
Med. Chem. 2006, 49, 7697-7710.

Y AR. Katritzky; S.K. Singh, J. Org. Chem. 2002, 67, 9077-9079.

5p. Appukkuttan; W. Dehaen; V.V. Fokin; E. Van der Eycken, Org. Lett. 2004, 6, 4223-4225,

1 |jsselstijn, M.; Cintrat,J.-C. Tetrahedron 2006, 62, 3837-3842.
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substituenty, t.j. farmakofory, ktoré v takomto spojeni mézu vykazovat’ lepSiu aktivitu. Ked’ze
Pudsky organizmus nie je schopny vzniknuty triazol enzymaticky ¢i inym spdsobom rozlozit’,
liedivo posobi dlhsie. Preto su 1,2,3-triazoly vhodné pre syntézu novych lie¢iv, vakein'’ a
novych Struktir vytvorenych z latok biologického povodu.

18 v ktorych su retazce

Znacna pozornost’ sa venovala syntéze hybridnych bielkovin
tvorené prirodnymi i umelymi aminokyselinami'® pospajané pomocou linkera obsahujuceho
triazol. Pri priprave takychto syntetickych bielkovin je mozné pouzit' aj syntézu na pevnej
faze.***' Urobena bola aj aplikacia ,,Click-chemistry" pri spdjani nukleotidov v DNA?,

2324 yratane hybridnych

,Click-chemistry" sa pouziva aj pri syntéze glykokonjugatov
polysacharidov®® (Schéma 4). ,,Click-chemistry" ma ta vyhodu, Ze sa d4 pomerne jednoducho

vyuzit' na pripravu mimetik (napr. vitaminu D).%®

10-20mol% (Ph3P)3.CuBr
o alebo (EtO);P.Cul

\ DIPEA alebo DBU, toluén Oﬁ NQN
n T —
* R™(N3h S0°C alebo MW —Q/ l
flash chromatografia N R
n

>80%

Schéma 4: Priprava glykokonjugadtov, kde R mozZe predstavovat’ aromaticky systém

S viacerymi azidmi alebo cyklodextrin alebo dendrimér.

7 Weterings, J.J.; Khan, S.; van der Heden, J.; Drijfhout, J.W.; Melief, C.J.M.; Overkleeft, H.S.; van der Burg,
S.H.; Ossendorp, F.; van der Marel, G.A.; Filippov, D.V., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006 16, 3258-3261.
'8 Guerin, D.J.; Miller, S.J.; J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 2134-2136.
19 Deiters, A.; Cropp, T.A.; Mukherji, M.; Chin, J.W.; Anderson, J.C.; Schultz, P.G. J. Am. Chem. Soc. 2003,
125, 11782-11783.
% Tornge, C.W.; Christensen, C.; Meldal, M. J. Org. Chem. 2002, 67, 3057-3064.
?! Lober, S.; Gmeiner, P., Tetrahedron 2004, 60, 8699-8702.
%2 poulin-Kerstien, A.T.; Dervan, P.B. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 15811-15821.
% Fazio, F.; Bryan, M.C.; Blixt, O.; Paulson, J.C.; Wong, C.-H. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 14397-14402.
? Chittaboina, S.; Xie, F.; Wang, Q. Tetrahedron Lett. 2005, 46, 2331-2336.
% Hasegawam T.; Umedam M.; Numatam M.; Li, C.; Bae, A.-H.; Fujisawa, T.; Haraguchi, S.; Sakurai, K.;
Shinkai, S. Carbohydrate Research 2006, 341, 35-40.
% Suarez, P.L.; Gandara, Z.; Gomez, G.; Fall, Y. Tetrahedron Lett. 2004, 45, 4619-4621.
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Prikladom pre syntézu novych ucinnych lie¢iv prostrednictvom ,,Click-chemistry" su
inhibitory fukozyltransferaz?’ (Schéma 5). Tento enzym sprostredkuva syntézu sialylovych
tetrasacharidov ktoré st dolezité pre procesy vzajomného rozpozndvania buniek,

oplodiovanie vajicka, embryogenézu, prenos lymfocytov imunitnych odpovedi na rakovinové

metastazy.
o
85 azidov GDP
o
= o) o) X o _—
I I ~N - \
o—T—o—T H - R N_ 7
(o) o 10 mol% CuSO, ll:l' n
H Cu-drét, rt
| OH OH H,0; EtOH; t-BuOH
75-98%
\ 31 32

Schéma 5: Reakcia propragylguanozindifosfatu (31) a réznych azidov, pricom vzniklo 85
novych potencidlnych inhibitorov. Kde R boli rézne alkyly alebo aryly, pricom dizka linkera
(n) sa pohybovala od I po 5 uhlikov.

Zo suboru 85 potencidlnych inhibitorov fukozyltransferaz bol ako jediny dostatocne G€inny
identifikovany triazol-GDP 33 (Obrazok 18), inhiboval l'udskt a-1,3-fukozyltransferazu VI v
nanomolarnom rozsahu (K; = 62 nM). Sucasne je tato latka doposial’ najucinnej$i znamy

inhibitor tohto enzymu.

o
H
N\‘(HZN’N\\N <,” | )N:
— o lo) P
0 \\Q_ i il N™ SN ONH,
O 0—P—0—P—0
o 0 o

33

O OH Oﬁl

Obrazok 18: Najucinnejsi autormi pripraveny inhibitor fukozyltransferdz.

7" Lee, L.V.; Mitchell, M.L.; Huang, S.-J.; Fokin, V.V.; Sharpless, K.B.; Wong, C.-H. J. Am. Chem. Soc.
2003, 125, 9588 — 9589.
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Dal§im prikladom st inhibitory HIV-protea’tz,28 ktoré s vyznamné enzymy vo findlnom
Stddiu  vyvoja virusu HIV. Pomocou ,,Click-chemistry" bola pripravend kniznica
potencialnych inhibitorov vytvorend z dvoch réznych azidov a 50 rdznych terminalnych
alkinov. Zistilo sa, Ze z tychto latok su dva triazoly (Obrazok 19) Gc¢inné vo¢i HIV-1 proteaze
a aj vo¢i niektorym mutovanym formam virusu (V82F, G48V, V82A) s inhibi¢nou

rovnovaznou konstantou v rozsahu 1,7 — 30,0 nM.

OH
N =N

HN_ SN N

\\( \ / N

3 N
E>< 5 /k/
o >/-7NH Boc

34 © o 35

Obrazok 19: Nové potencialne inhibitory HIV-proteaz.

Specialnu tilohu v ramci ,,Click-chemistry" a syntézy novych liegiv zohrava in situ ,,Click-
chemistry", predstavujica syntézu silnych inhibitorov vo wvnutri vdzobného miesta
(biologického ciel’a (tzv. cielom riadena syntéza).?® Sharpless a kol.*® skumali tuto metédu na
enzyme acetylcholinesteraza (AChE), ktory je katalyzatorom pre hydrolyzu neuralneho
prenasaca acetylcholinu v centrdlnom a periférnom nervovom systéme. AChE ma vidzobné
miesto v tvare 20 A hlbokej tizkej dutiny. Vzdialenost inhibitora takrinu (viaZuceho sa na dno
dutiny) od fenylfenantridinu (viaZuceho sa na okraj dutiny) bola modifikovand linkermi
s roznou diZkou, zakongenymi bud’ azidovou alebo terminalnou alkinovou skupinou. Vietky
takto modifikované takriny a fenylfenantridiny boli naraz pontknuté enzymu, aby si z nich
vybral ti dvojicu, ktord by v aktivnom mieste o najlepSie vyhovovala. Zistilo sa, Ze zo 104

moznych potencidlnych inhibitorov, bol najucinnejsi inhibitor s oznaCenim Syn-TZ2PA6

% Kolb, H.C.; Sharpless, K.B. Drug Discovery Today 2003, 8, 1128 — 1137.
2 Lewis, W.G.; Green, L.G.; Grynszpan, F.; Radié, Z.; Carlier, P.R.; Taylor, P.; Finn, M.G.; Sharpless, K.B.
Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1053-1057.
* 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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S inhibi¢nymi rovnovaznymi konstantami 99 fM (AChE el. thora) a 410 fM (AChE mysi) 3

(Schéma 6). Ukazalo sa, ze oba farmakoférne fragmenty v pripade tohto inhibitoru dokonale

zapadli dovnutra vdazobnej kavity AChE aZe ale aj samotny novy 1,2,3-triazol ma urcité

interakcie s vdzobnym miestom (Obrazok 20).

AChE
Periférne Obrdzok 20: Interakcna mapa komplexu syn-
centrum
TZ2PAG s vizobnou oblastou AChE
V reak¢nej zmesi vznikali d’alSie zluceniny,
z ktorych tri syn-TA2PZ6, syn-TZ2PAS5, syn-
TA2PZ5 sa ukazali ako ucinné inhibitory
(Schéma 6), avsak s nizSou aktivitou ako syn-
)::rtn't‘nl-:; TZ2PAG, pricom anti-regioizoméry pripravené
klasickou Cu(l)-katalyzovanou Huisgenovou
cykloadiciou sa vyznacovali ovela niZSou
aktivitou (Tabulka 2).%?
Tabulka 2: Inhibicné rovnovazne konstanty syn- a anti-regioizomérov inhibitorov
acetylcholinesterazy.
Ki(fM) my§  Ki (fM) el. Ghor Ki (fM) mys Ki (fM) el. uhor
syn-TZ2PA6 410 99 syn-TZ2PA5 2 300 100
anti-TZ2PA6 8900 14 000 anti-TZ2PA5 33000 42 000
syn-TA2PZ6 610 830 syn-TA2PZ5 3000 540
anti-TA2PZ6 42 000 100 000 anti-TA2PZ5 44 000 140 000

* Bourne, Y.; Radi¢, Z.; Kolb, H.C.;. Sharpless, H.B; Taylor, P.; Marchot, P. Chem. Biol. Inter. 2005, 157-

158, 159-165.

% Radi¢, Z., Manetsch, R.; Krasinski, A.; Raushel, J.; Yamauchi, J.; Garcia, C.; Kolb, H.C.; Sharpless, K.B.;
Taylor, P. Chem. Biol. Inter. 2005, 157-158, 133-141.
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syn - TZ2PA5 syn - TA2PZ5

Schéma 6. Kniznica reaktantov — takrinovych (TA a TZ) a fenylfenantridiniovych (PZ a PA)

azidov a termindlnych alkinov.
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4. Metody pripravy 2-aminooxazolov

4.1. Priprava 2-aminooxazolov pomocou «a-azidoacetofenonov a

arylizotiokyanatov

Jednou z moznych metod pripravy 2-amino-5-substituovanych oxazolov je adi¢no-elimina¢na
reakcia izotiokyanatov 36 (resp. izokyanatov) s a-azidokarbonylmi 37 za pritomnosti
trifenylfosfinu alebo trifenylfosfinu viazanom na polymérnom nosici (pPPhs) v dichlormetane
pri teplote miestnosti po dobu 4 az 48 hodin pod inertnou atmosférou®. Reakcia sa vyznacuje
nizkymi vytazkami (1 — 58 %), v dosledku rozpadu vychodiskovych latok a nasledného
vzniku inych konkuren¢nych produktov. Ak sa reakcia robi v dioxane s kratkodobym (15 min

OC,33’34

az 1 h) zahrievanim na 90 reakcia moze dosahovat’ vyssie vytazky (22 — 95 %) a tieto

zévisia od substituentov na aromatickych jadrach (Tabulka 3).

Q PPh5 alebo pPPhs
. N3
PN
NCz CH,Cl,, rt, noc //Q
alebo N N

Z: S alebo O dioxan, 30 min, 90°C H
36 37 38

Schéma T: VSeobecna schéma pripravy 2-aminooxazolov pomocou a-azidoacetofenonov a

arylizotiokyanatov.

Vzt'ah medzi Struktirou vychodiskovych latok 36, 37 a vytazkov oxazolov 38 nie je
celkom jasny (Tabulka 3), ale urcité tendencie sa daji vypozorovat z dostupnych

informécii.?*>* Riadky 1-10 v Tabulke 3 hovoria o vplyve roznych funkénych skupin na

% Perner, R.J.; Koenig, J.R.; Didomenico, S.; Gomtszan, A.; Schmidt, R.G.; Lee, C.-H.; Hsu, M.C.; Heath,
A.; Joshi, S.; Turner, T.M.; Reillz, R.M.; Kzm, P.R.; Kort, M.E. Bioorg. Med. Chem. 2010, 18, 13, 4821-
4829.

% Bursavich, M.G.; Prker, D.P.; Willardsen, J.A.; Gao, Z.-H.; Davis, T.; Ostanin, K.; Robinson, R.; Peterson,
A.; Cimbora, D.M.; Zhu, J.F.; Richards, B. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 1677-1679.

% Dhar, T.G.M.; Shen, Z.; Guo, J.; Liu, C.; Watterson, S.H.; Gu, H.H.; Pitts, W.J.; Fleener, C.A.; Rouleau,
K.A.; Sherbina, N.Z.; Mclntyre, K.W. J. Med. Chem. 2002, 45, 11, 2127-2130.
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vytazok reakcie. Zasadné su najmi elektronové efekty funkcnej skupiny ale aj jej poloha na
aromatickom kruhu azidu 39. Najlepsie vytazky boli ziskané u elektron donornych skupin
(R': MeO) v meta a para polohe (Tabulka 3, riadok 6-7), pricom para poloha sa ukazuje ako
vhodnejsia (az 58%). Na druhej strane najhorsie vytazky boli ziskané s kyano skupinou (Rl:
CN), pri¢om opét bola meta poloha menej vyhodna (iba 1%). Azidy s halogeno substituentom
tiez vykazuju tendenciu, Ze meta substitucia je menej vyhodna ako para, pricom vytazky sa

pohybujt v strednych hodnotach v porovnani s MeO a CN substituciou (Tabul'ka 3, riadok 2-

3).2
0
R, o
N Ns / PPh, (alebo pPPhy) 2 \R 1
|// A /\ DCM, cez noct, rt |\\ i \
R) N~ N

NCS (alebo dioxan, 90 °C, 30 min) =
H

39 40 41
1-95%

’ ’ . . ~ . . . 1 2 r.
Schéma 8: Priprava série 2-aminooxazolov s roznymi substituentami R~ a R® zobrazenymi

vV Tabulke 3.

Utinok substituentov na izotiokyanate resp. izokyanate 40 je menej jasny, najmi kvoli
vel'mi obmedzenym informéciam z literatary (Tabulka 3, riadky 11 - 16).>>*® Ale je zrejmé,
ze elektron donorné skupiny maju pozitivny vplyv, aj ked’ sa nachadzajii na aromatickom
systéme izotiokyanatu resp. izokyanatu 40. V riadkoch 11 - 16 (Tabul'ka 3) su pouzité iné
reakéné podmienky a tiez sa tu vyskytuju aj orto substituenty, ktoré mézu mat’ iny Specificky

vplyv, preto nie je mozné ich porovnavat' s riadkami 1 - 10.

% Dhar, T.G.M.; Quo, J.; Shen, Y.; Pitts, W.J.; Gu, H.H.; Chen, B.-C.; Zhao, R.; Bednarz, M.S.; lwanowicz,
E.J. Organic Letters 2002, 4, 12, 2091-2094.
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Tabulka 3: Porovnanie vplyvu

elektron akceptornych a donornych

skupin

na

vytazok 2-aminooxazolov. Reakcné podmienky A: DCM, rt, cez noc, B: dioxan, 90 °C, 30 min.

R R r. podm. vytazok %
1 2-Cl 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 25
2 3-Cl 5-SO,Et, 2-OMe PPh;, A 3
3 4-Cl 5-S0O,Et, 2-OMe PPh;, A 10
4 3-F 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 27
5 4-F 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 19
6 3-MeO 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 49
7 4-MeO 5-SO,Et, 2-OMe PPh;, A 58
8 3-Br 5-SO,Et, 2-OMe PPh;, A 36
9 3-CN 5-S0O,Et, 2-OMe PPh;, A 1
10 4-CN 5-SO,Et, 2-OMe PPhs, A 6
11 2-N(Me)COCH,0Ac 3-MeO, 4-(oxazol-4-yl) pPPhs;, B 95
12 2-NO, 3-MeO, 4-(oxazol-4-yl) pPPhs, B 70
13 2-COOEt 3-MeO, 4-(oxazol-4-yl) pPPhs, B 50
14 H 3-MeO, 4-CN pPPh;, B 67
15 H 3-MeO, 4-COOEt  pPPh;, B 69
16 H 3-CF3, 4-CN pPPh;, B 50

Predpokladame, ze hlavnym vplyvom substiticii na aromatickom jadre, je vplyv na

schopnost’ systému vytvorit' keto-carbodiimid®” a podporovat’ enol tautomériu v dostatone;

miere, aby mohol vzniknit novy heterocyklus (Schéma 9). Pokial' pomer enolu nie je

dostato¢ny, moézu prevladnut' iné reakéné procesy, ¢omu by nasvedCovali nizke vytazky

reakcii. Elektrondonorné substituenty pomahaji vzniku enolu, predovSetkym ak sa

nachadzaja v para polohe.

%" Takeuchi, H.; Yanagida, S.; Ozaki, T.; Hagiwara, S.; Eguchi, S. J. Org. Chem. 1989, 54, 431-434.
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Schéma 9: Mechanizmus vzniku 2-aminooxazolu reakciou 2-azidoketonu a izotiokyandtu.

4.2. Priprava 2-aminooxazolov pomocou a-halogénacetofenonov a N-

arylmocovinovych derivatov

Dalsou metédou je reakcia moCoviny >, resp. mocovinovych derivatov s -
halogénkarbonylmi*® (Schéma 10). Podl'a substitcie halogénkarbonylu je mozné pripravit’ 4-
alebo 5-substituovany regioizomér* | a substitiicia je mozna aj na mocovine*”. Tieto reakcie
prebichaju v polarnych rozpustadlach (vode®, alkoholoch®, DMF, CH3CN, kyseline octovej
atd’.) za refluxu alebo aj pri mikrovinnom oZarovani®. Vytazky tejto metody sa pohybuji v

sirokom intervale (9-85%).

® Qui, X.-L.; Li, G.; Wu, G.; Zhu, J.; Zhou, L.; Chen, P.-L.; Lee, W-H.; Chamberlin, A. R. J. Med. Chem.
2009, 52, 1757 - 1767.

% Koch, P.; Laufer, S. J. Med. Chem. 2010, 53, 4798-4802.

0 pathak, V.N.; Goyal, M.K_; Jain, M.; Joshi, K.C. J. Indian. Chem. Soc. 1993, 70, 539-542.

“ Kelly, T.R.; Lang, F. J. Org. Chem. 1996, 61, 4623-4633.

2 Butlin, R. J.; Davies, R.; McCoull, W. PCT Int. Appl. 141 502, 2007, Chem. Abstr. 2007, 148, 055033.

*® Lange, U. E. W.; Backfisch, G.; Delzer, J.; Geneste, H.; Graef, C.; Hornberger, W.; Kling, A.; Lauterbach,
A.; Subkowski, T.; Zechel, C. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2002, 12, 1379 - 1382.

* Vieira, E.; Huwyoer, J.; Jolidon, S.; Knoflach, F.; Mutel, V.; Wichmann, J. Bioorg, Med. Chem. Lett. 2009,
6, 1666-1669.

* Collins, J. L.; Blanchard, S. G.; Boswell, G. E.; Charifson, P. S.; Cobb, J. E.; Henke, B. R.; Hull-Ryde, E.
A.; Kazmierski, W. M.; Lake, D. H.; Leesnitzer, L. M.; Lehmann, J.; Lenhard, J. M.; Orband-Miller, L. A.;
Gray-Nunez, Y.; Parks, D. J.; Plunkett, K. D.; Tong, W.-Q. J. Med. Chem. 1998, 41, 5037 - 5054.
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)(J)\ Q polarne rozp. H\(O R3
RY + JK(X RT \27
N~ “NH, R? ohriev. N

H R3 (alebo MW) R2
42 43 44
R':Halebo Ar R2 R3: H, alif. R alebo Ar 9-85%
X: Cl alebo Br

Schéma 10: Priprava oboch regioizomérov 2-aminooxazolov pomocou reakcie mocoviny s o-

halogénkarbonylmi (X = Cl alebo Br).

Ide o relativne univerzalnu metddu, ked’ze typ substiticie definuje, aky derivat oxazol-2-
aminu sa ziska (Schéma 10). Tato metoda sa v literatire najcastejSie pouziva na pripravu
derivatov s primarnou NH; skupinou v polohe 2 na oxazole, t.j. reakcia samotnej moéoviny42
Ale v niekol'’ko malo pripadoch sa pouzila na syntézu N,4- a N,5-disubstituovanych oxazol-2-

aminov®. Najcastejiie sa v literatire objavuje priprava 2-aminooxazol-5-karboxylatov

(Schéma 11).
H,N-_©. F
%
160 °C, 10 min. "G, 10
H min / \ 819
=N

47
o)
o)
L HNSS
45 . H)K(Br 100 °C, 20 min \i\\l /
Ph
48 49 85%

(0]
HN—4, 4]

_ EOH N
reflux 8h F

cl 55%

Cl 50 52

COOEt

o o
HN)kNHz cl H,0 HN/(\ET

+
H)K( 150°C, MW N
COOEt 5 min 16%

53 54 55
Schéma 11. Priklady pouzitia reakcie mocoviny, resp. jej derivdatu na pripravu oxazol-2-

aminov.
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Tato reakcia prebieha pravdepodobne mechanizmom, ktorého navrh je v Schéme 12.
Reakcia zacina nukleofilnym atakom amidického dusika na karbonylovy uhlik a pokracuje
nukleofilnou substiticiou bromu, pricom dojde k uzavretiu kruhu. Pozadovany derivat

oxazolu vznikne po eliminacii vody.

R2
O O Ho. N=(
44
mN)kR? RO
42

R1

43 Br \
R2 R? R2
Nh( N:< N:<
«— HO «—— HO ® ©
R1/§\/o -H,0 R?K/o -HBr » OHBr
44 44c 44b

Schéma 12: Predpokladany mechanizmus reakcie pripravy 2-aminooxazolov vychadzajucej z

a-halogénkarbonylov.

Zaujimavou obmenou tejto metddy je pouzitie 2,3-dichléréteru napr. 2,3-
dichlértetrahydrofuranu (56)*° alebo bis-(2,3-dichléretyl)éteru (58) *” (Schéma 13) namiesto
a-halogénkarbonylu. V reakcii s mocovinou dochédza k rozpojeniu éteru a vytvorenie nového

heterocyklu oxazolu.

(e
) H,oN
QC' ¢ H,0 WOH
H,N NH, 1 h, reflux N Y 2

cl 8%
56 45 57
mﬁ/OWACI Q Ho N0
P )
Cl Cl HoN NH, reflux N
58 45 59 63%

Schéma 13: Priprava 2-amino-5-(2-hydroxyetyl)oxazolu 57 a aminooxazolu 59..

“® Reppe Just. Lieb. Ann. Chem. 1955, 596, 117.
47 Anderson, G. W. J. Am. Chem. Soc. 1942, 64, 2902.
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4.3. Priprava oxazol-2-aminov pomocou 2-hydroxypyrimidinu (61)

Alifanov a Babaev*® objavili novy netradiény spdsob pripravy oxazol-2-aminov v 3 stupiioch
S dobrymi vytazkami, pricom ako c¢inidlo vyuzili pyrimidin-2-6n (Schéma 14). Prvym
stupfiom syntézy je reakcia 2-brémacetofendénu s pyrimidin-2-6nom za pritomnosti bazy
(napr. MeONa alebo K,COg3) V acetone. V tomto stupni sa substituuje brom NH skupinou
pyrimidin-2-6nu. Druhym stupnom je vznik soli reakciou intermediatu 62 so silnym
dehydratacnym ¢inidlom ako je 6leum, resp. zmes P,0s a kys. trifluérsulfonovej. Kvoli lepsej
izolécii sa do reakcie na zaver prida kyselina chloristd, pricom sa izoluje chloristanova sol’ 63.
Poslednym stuptiom je otvorenie prikondenzovaného kruhu pomocou hydrazin hydratu za

vzniku aminooxazolového derivatu 64 (Schéma 14).

K,COs

Os__N
0 ji aceton O Y\j
Br 2d,rt
AF < NAMoOH |/ _
R - HCI aceton R
60 61 2 h, reflux 62
1. H,S0,.S04
R: 4-Cl, 4-Br, 2,4-diCl, 4-NO,, 3-NO,, H, 4-Me, 4-MeO alebo CF3SO3H, P,Os5
2. HClo,
NH _ 0] N o)
/ \ O\l( 2 ‘ NH2 NH2 . Hzo // \ \ \ﬁ N O_él_o
R — \_N AN, zahrievanie R\— N~ i
® (0]

Schéma 14: Priprava oxazol-2-aminov 64 pomocou pyrimidin-2-onu 61.

Pre substitu¢nii reakciu bromu autori vyskuSali dvojo roéznych podmienok. Metdda
A pouzivala ako bazu uhli¢itan draselny a reakcia prebiehala pri rt 2 dni v suchom acetone.
Tato metoda sice vyzadovala dlhy Cas ale vytazky sa pohybovali v rozsahu 70-95%. %.
Druhé metdda vyuzivala MeONa, pricom reakény ¢as bol len 2 h za refluxu, no vytazky boli
nizsie: 60 — 65 %. Metoda B bola pouzitd, ak substituenty acetofenonu boli elektronakceptory,
t.j. NO; alebo dva chlory. Pre vznik oxazolového kruhu autori museli pouzit silné kyseliny,

tzv. ,,super kyseliny” ako je napr. oleum alebo zmes P,Os/ CF3;SO3H. Zistili, ze ak kyselina

“8 Alifanov, V.L.; Babaev, E.V. Synthesis 2007, 2, 263-270.
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nie je dostatocne silnd, izoluji z reakcie len soli vychodiskovej latky. Autori predpokladaju,
ze tento krok vyzaduje dvojndsobnu protonizaciu vychodiskovej latky a az potom vznika

novy cyklus, pricom sa na vznik aromatického systému eliminuje voda (Schéma 15).

018 o (CF3SOgH. o
SN
@
63
H+ “H,0
é?fo% "superkyselina” &\f COH EH/\%/&“; on
NN N\)J\Ar /g Ar
62a 63b

«

Schéma 15: Mechanizmus vzniku Mechanizmus vzniku soli 63 pésobenim ,, superkyseliny *.

Tabulka 4: Dehydratdcia za vzniku oxazolo[3,2-a]pyrimidin-4-ia 63.

R kyselina Cas teplota | vytazky
1 4-Cl oleum 5h 0°C 90%
2 4-Br oleum 5h 0°C 85%
3 2,4-diCl oleum 24 h 0°C 83%
4 4-NO, oleum 72 h 0°C 80%
5 3-NO, oleum 72 h 0°C 87%
6 H oleum 72h 0°C 55%
7 H CF3SO3H/P,05 3h 90°C 79%
8 4-Me CF3SO3H/P,05 3h 90°C 75%

Poslednym krokom tejto metddy je tzv. hydrazinolyza oxazolopyridiniovych soli 63 za
vzniku oxazol-2-aminov 64. Reakcia prebiehala v suchom acetonitrile so zahrievanim na
reflux pocas 20 minat az do odfarbenia reakénej zmesi. Vytazky tejto reakcie sa pohybovali
vintervale 82-96%. Struktra produktov bola dokdzanda ‘H NMR spektroskopiou
a Rontgenovou Strukturnou analyzou. Mechanizmus tejto reakcie ma stupnovity dvojity

adi¢no-eliminacny priebeh (Schéma 16).
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Schéma 16: Priebeh hydrazinolyzy oxazolopyrimidiniovych soli 63 dvojitym adicno-

eliminacnym mechanizmom.

4.4. Priprava 2-aminooxazolov z kyanamidu (66)

Casto sa vyskytujicou metoédou na pripravu 2-aminooxazolov je cykloadicia kyanamidu resp.
jeho N-substituovanych derivatov 66 s 2-hydroxyketonom 65 (napr. 1-hydroxypropan-2-
6nom, 48 %)*°, 2-brémketonom (napr. 3-brom-1,1,1-trifluérpropan-2-6nom, 14 %) *° alebo 2-
diazoketénom® (Schéma 17). Vytazky tychto reakcii s vel'mi réznorodé (9 — 95 %). Pouzitie
2-bromketonov je najmenej rozsirené a opisané reakcie poskytuju vytazky len 6 — 14 %, preto
sa im d’alej venovat nebudeme.

(@) R2N

@)
2
R1)K( R+ RN—=N — » @‘R
XI R?
65 66 67

X:-OH, -Br, =N, R: H, alif./arom.

Schéma 17: Cykloadicia kyanamidu 66 S 2-hydroxyketonom, 2-bromoketonom alebo 2-

diazoketonom 65.

4.4.1. Priprava oxazol-2-aminov z kyanamidu a 2-hydroxyketonu

Pomerne casto sa vyskytujicou metédou na pripravu 2-aminooxazolov 67 je reakcia

kyanamidu, resp. jeho N-substituovanych derivatov 66, s réznymi 2-hydroxyketonmi 65a

* Ohta, H.; Ishizaka, T.; Tatsuzuki, M.; Yoshinaga, M.; lida, I.; Yamaguchi, T.; Tomishima, Y.; Futaki, N.;
Toda, Y.; Saito, S. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 1111-1124.

% Vieria, E.; Huwyler, J.; Jolidon, S.; Knoflach, F.; Mutel, V.; Wichmann, J. Bioorg. Mech. Chem. Lett. 2009,
19, 1666-1669.

*! Fukushima, K.; Ibata, T. Heterocycles 1995, 40, 149-154.
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(Schéma 18). Vo viésine pripadov sa v reakcii vyuziva baza ako napr. NaOH alebo EtONa na
odtrhnutie vodika z OH skupiny hydroxyketonu 65a. Ako rozpustadla sa pouzivaju voda,
alkoholy, THF alebo DMF, t.j. poldrne rozpustadla. Vytazky sa pohybuju skér z nizSich

Cislach a len malokedy sa produkt izoluje vo vy$$om vytazku ako 50%. (Tabul'ka 5)

R,N

(@] c (@]
baza
2
R )K( R? + RN—N —m—W—> le/\/giR
OH R1
65a 66 67

Schéma 18: Reakénd schéma pripravy 2-aminooxazolov 67 z kydnamidu 66 a 2-

hydroxyketonu 65a.

Tabulka 5: Vybrané priklady pre reakciu zo Schémy 18.

R R’ R podmienky vytazok
1 H,H H H NaOH, THF, H,0, rt 24h 66%
2 H, H Et Et EtONa, EtOH, rt, 3,5 h 30%°°
3 H,H furan-2-yl furan-2-yl EtONa, EtOH, rt, 2 h 31%>
4 H, H t-Bu H NaOH, AcONa, THF, H,0, rt, 48h 41%>
5 H, H 3-bromfenyl H DMEF, 10 min, 200°C, MW 24%
6 H, H H CH,OH H,0, NaOH, 2h, 60°C 66%°°
7 H, n-Bu Me H NaOH, dioxan, rt 2 h 73%"°
8 H, n-Bu Ph H NaOH, THF, rt, 2h 47%>
9 | NHy(C=NH) n-propyl n-propyl HCI, EtOH, 2h, 45-50°C 97%>®

52 Lapierre, J,-M.; Namdev, N. D.; Ashwell, M. A.; France, D. S.; Wu, H.; Hutchins, P. M.; Tandon, M.; Liu,
Y.; Link, J. S. Ali, S. M.; Brassard, C. J.; Nicewonger, R. B.; Filikov, A; Carazza, R. J. Int. Patent 123892,
A2, 2007.

> Muto, S.; Itai, A. Eur. Patent 1512396, A1, 2005.

*Dumas, J.; Khire, U.; Lowinger, T. B.; Paulsen, H.; Riedl, B.; Scott, W. J.; Smith, R. A.; Wood, J. E.;
Hatoum-Mokdad, H.; Johnson, J.; Lee, W.; Redman, A.; Sibley, R.; Renick, J. Eur. Patent 1047418, B1,
2005.

*® Borman, R. A.; Coleman, R. A.; Clark, K. L.; Oxford, A. W.; Hynd, G.; Archer, J. A.; Aley, A.; Harris, N.
V. Int. Patent 12263, Al, 2005.

% powner, M.W.; Szostak, J.W.; Sutherland, J.D. J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 46, 16677-16688.

*"Neville. M. C.; Verge. J. P. US Patent 4122183, A1, 1978.

%8 Ulbricht, H.; Kramarczyk, K.; Tonew, M.; Hoffmann, H.; Wilke, |. Pharmazie 1992, 47, 301-302.
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Uvedena reakcia bola aplikovand na réznych substratoch. Pouzitie 2-hydroxyketonov 65a
evokuje Struktaru cukrov (Schéma 19), ktoré prirodzene obsahuju keto aj hydroxyskupiny.

Anastasi a col.>®

pouzili niekol’ko réznych fosforylovanych aj nefosforylovanych aldéz na
pripravu zaujimavych 2-aminooxazolov napr. 69. Vytazky sa pohybovali v intervale 40 — 70

%.

(0]
o (@] OH NaO\l':l
I _ H,0 HO™ O N
, +  H,N—=N | Y NH
NaO OHO OH pH= 7 HO 2
OH 60°C, 28 h z
OH 70%

68 66 69

Schéma 19. Pouzitie cukru 68 ako 2-hydroxyketonu pri priprave 2-aminooxazolov 69.

Katsura a kol.?® pouzili tito metédu na pripravu série 2-aminooxazolov obsahujtcich
guanidinovi jednotku, pricom do reakcie pouzili acetylom chrdnené hydroxyketony napr. 70.
Acetyl bol pocas reakcie odstraneny v pritomnosti HC1 (Schéma 20). Reakcie boli robené v
dioxane pri rt po dobu 24 h. Pripravili niekol’ko 2-aminooxazolov napr. 71 s vytazkami v
intervale 26 — 39 %.

H
N /g HN.__N
N/// \ﬂ/ j/ O Jioxan NH Mt@
NH rt, 24 h 7/
N

Schéma 20. Priklad vyuzitia acetylom chraneného 2-hydroxyketonu 70 na pripravu 2-

aminooxazolu 71.

% Anastasi, C.; Buchet, F.F.; Crowe, M.A.; Helliwell, M.; Raftery, J.; Sutherland, J.D. Chemistry - A. Eur. J.
2008, 14, 2375-2388.

8 Katsura, Y.; Nishimo, S.; Inoue, Y.; Sakane, K.; Matsumoto, Y.; Morinaga, C.; Ishikawa, H.; Takasugi, H. J.
Med. Chem. 2002, 45, 1, 143-150.
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4.4.2. Priprava oxazol-2-aminov zZ kyanamidu a 2-diazoketonu

2 2
RAS(R + RN—=N —» Nl \/2* R
N, R

65b 66 67

Schéma 21: Vseobecna schéma pripravy 2-aminooxazolov 67 z kyanamidu 66 a 2-diazoketonu
65b.
Tabulka 6: Vybrané priklady pre metodu zo Schémy 21.

R R R? podmienky vytazok
1| 2xi-propyl O-t-Bu H Rh,Ac,, benzén, 1 h, 80°C 41%"
2 | 2xi-propyl O-[2,6-di(t-Bu)-4-Me]Ph H Rh,Acy, benzén, 0.5 h, 60°C 250
3 | 2xi-propyl O-adamantyl H Rh,Ac,, benzén, 1 h, 80°C 33%°%
4 | 2xi-propyl O-i-propyl H Rh,Ac,, benzén, 1 h, 80°C 45%°
5 | 2xi-propyl O-Et H Rh,Ac,, benzén, 1 h, 80°C 100%°*
6 | 2xi-propyl 4-metoxyfenyl H Rh,Ac,, 1 h, 60°C 70%°"
7 | 2xi-propyl 4-nitrofenyl H Rh,Ac,, 1 h, 60°C 95%%!
8 | 2xi-propyl Ph H Rh,Ac,, 1 h, 60°C 76%°
9 2x i-propyl 4-metylfenyl H Rh,Acy, 1 h, 60°C 83%°"
10| 2xi-propyl 4-kyanofenyl H Rh,Acy, 1 h, 60°C 79%°
11| 2xi-propyl 4-chlérofenyl H Rh,Acy, 1 h, 60°C 75%°
12 Me, Ph 4-nitrofeny! H Rh,Ac,, 1 h, 60°C 84%°"
13 2x Me 4-nitrofenyl H Rh,Ac,, 1 h, 60°C 829%°
14 2x Et 4-nitrofenyl H Rh,Ac,, 1 h, 60°C 989
15 2x Me O-Et Et,Si Rh(Oct),, 5 h, zahrievanie 54%°
16 H, t-Bu 4-nitrofenyl H Rh,Ac,, DCM, 1h, zahrievanie 33%°

Fukushima a lIbata®*® nasli uginné metédu na pripravu 2-aminooxazolov s réznorodymi
aromatickymi alebo O-viazanymi substituentami v polohe 5 oxazolu. Tato metdda je velmi
uzito¢na ak na dusiku amino skupiny maja byt 2 alifatické substituenty, napr. Me, Et, i-
Propyl, t-Bu alebo ich kombinacia (Tabulka 6, 6-14), kedy tato metdoda dava 75-100%
vytazky pre 5-aryl-2-aminooxazoly. Aj pre 5-O-substituované produkty (Tabulka 6, 1-5)

reakcia je schopna dat’ produkty ale s niz§imi vytazkami (25-45%) az na vynimku 5-etoxy-

81 Fukushima, K.; Ibata, T. Heterocycles 1995, 40, 1, 149-154.
82 Fukushima, K.; Lu, Y.-Q.; Ibata, T. Bull. Chem. Soc. Jap. 1996, 69, 11, 3289-3296.
% Ducept, P.C.; Marsden, S.P. Synlett 2000, 5, 692-694.
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oxazol, ktory sa vymykal a daval aZz kvantitativny vytazok. Tato metdda je ovel'a menej
vhodna, kde sa do reakcie pouzije iba monosubstituovany kyanamid (Tabulka 6, 16), ked’
produkt bol izolovany len s 33%-nym vytazkom.

Ducent a Marsden®® pouzili Fukushima-Ibatovu metédu, pricom do polohy R® zaviedli
Et3Si chraniacu skupinu a ako katalyzator pouzili oktanoat rodnaty. Vysledny 2-amino-oxazol

ziskali s 54%-nym vytazkom, ¢o nepredstavovalo vyrazné zlepSenie metody

4.5. Priprava oxazol-2-aminov pomocou dichlormetylén-dialkyliminium
chloridu (73)

R
o) - o)
Cl R
i Terg  _roo s
N
/©/ SN CH4CN,3h ®
X Y R zahrievanie
72 73 X 74 60|04

Schéma 21: Priprava oxazol-2-aminov 74 pomocou dichlormetylén-dialkyliminium chloridu

73 a 2-aminoketénu 712.

Tabulka 7: Prehlad vytazkov reakcii opisanej Schémou 21.

X Y R vytazok
1 H H 2x Me 88%
2 H Me 2x Me 84%
3 Me H 2x Me 72%
4 Me Me 2x Me 7%
5 Me Cl 2x Me 7%
6 MeO Cl 2x Me 74%
7 Cl H 2x Me 91%
8 Cl Cl 2x Me 80%
9 Me H 2x Et 73%
10 Cl Cl 2x Et 72%

Moschny a Hartmann® vyuZzili dichlormetylén-dimetyliminium chlorid a dichlérmetylén-
dietyliminium chlorid v reakcii s 2-amino-1,N-diaryletyl-1-6nom, pri¢om vznikol prislusny

N,N-dimetyl resp. N,N-dietyloxazol-2-aminovy 74 (Schéma 21). Pozorovali vplyv

% Morschny, T.; Hartmann, H. Helv. Chim. Acta 1999, 82, 11, 1981-1993.



substituentov v para polohach oboch aromatickych kruhov. Vytazky sa pohybovali nad 70 %.
Najlepsie vytazky sa dosiahli, ked” substituent X bol chlér. V podstate, ¢im silnejsi elektron
donor sa nachadzal pri X, tym slabSie vytazky sa ziskali. Vplyv elektronovych efektov pre
polohu Y nie je uplne jasny. Vymena ¢inidla za dichlormetylén-dietyliminium chlorid mala

len maly negativny vplyv na vytazok.

4.6. Priprava oxazol-2-aminov preSmykom z izooxazolkarbodiimidov (76)

Pascual®® prisiel na spdsob pripravy 2-amino-4-kyanooxazolov 77 s variabilnymi
substituentami R* v polohe 5 oxazolu a na dusiku NH, skupiny (R'). Z izooxazol-4-
tiomocovinového derivatu 75 pripravil prislusné karbodiimidy 76 a tie poskytovali preSmyk
na 2-aminooxazol (Schéma 22). Pripravil sériu latok lisiacich sa substituentami R' a R
(Tabul’ka 8), pricom vytazky sa az na jeden pripad ¢. 10 pohybovali v rozmedzi 82 — 97 %,
pricom jedinou zmenou v reakénych podmienkach bol ¢as. Tato metdéda ma nevyhodu, ze na

oxazolovom skelete ostava 4-kyano skupina, ¢im sa pouzitie tejto metoddy limituje.

R2 @

* © 2 RZ 1
N R el o R Et;N o R
X “pl ————————— / s | />_NH
TR N, | _N.
Q _ Et;N N _C” "R CHsCN N
N S CH,CN N 45minaz4h N7
75 1 ﬁ’, rt 76 75-98% 70-75°C 77

Schéma 22: Priprava 2-amino-4-kyanooxazolov 77 Pascualovou metodou.

8 pascual, A. Helv. Chim. Acta 1989, 72, 556-569.
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Tabulka 8: Prehlad vysledkov experimentov uskutocnenych podla Schémy 22 s rozne

substituovanymi substratmi.

4.7. Priprava 4-kyano-5-metoxyoxazol-2-aminov (79) presmykom

Saalfrank a ko

R1 R2 cas vytazok
1 i-propyl H 45 min 97%
2 i-propyl i-propyl 25h 95%
3 i-propyl Me 4h 92%
4 i-propyl t-Bu 3h 92%
5 t-Bu Me 4h 92%
6 t-Bu H 45 min 91%
7 n-propyl Me 2 h 20 min 91%
8 | 2,6-diMePh Me 1h 87%
9 Me Me 15h 82%
10 Ph Me 25 min 40%

I 66,67,68

prisli na uc¢inny sposob pripravy 4-kyano-5-metoxyoxazol-2-aminov 79

z metylesterov kyselin 3-(R-amino)-3-azido-2-kyanopropan-2-énovych 78. Pri tejto reakcii

dochadza kpreSmyku spolu s rozkladom Nj (odStiepenim N;) a naslednému ataku uhlika

karboxylu. Autori takto pripravili niekol’ko oxazol-2-aminov s réznym substituentom R

(Schéma 23) za zahrievania v toluéne, pricom vytazky sa pohybovali v rozsahu 43 — 97 %.

Komplikovanost” vychodiskovych latok ako aj nutnd pritomnost -CN a -OMe skupin v

produkte limituje vyuZitie tejto metody.

% Saalfrank, R.W.; Fischer, M.; Wirth, U.; Zimmermann, H. Angew. Chem. 1987, 99, 11, 1218-1219.

toluén
—_—

40 min
zahrievanie

O /
y O
CN

®7 Saalfrank, R.W.; Ackermann, E.; Fisher, M.; Wirth, U.; Zimmermann, H. Chem. Ber. 1990, 123, 1, 115-

120.
% Saalfrank, R.W.; Lurz, C.-J.; Hassa, J.; Danion, D.; Toupet, L. Chem. Ber. 1991, 124, 3, 595-608.
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78% 95% 97% 75% 79%
o’ MeO rac.
9 o -0 =D D
81% 68% 73% 70% 63%
EtQ OFEt
—\—/Si—OEt —(CHy);CH,3
60% 61% 43%

Schéma 23: Intramolekulovd cyklizacia metylesterov  kyselin  3-(R-amino)-3-azido-2-

kyanopropan-2-énovych 78 za vzniku aminoxazolov 79..

4.8. Aminooxazoly 83 z O-propargylpseudomocovinovych derivatov 81

Overman a Roos®® pripravili z propargylalkoholov 80 a kyanamidov 66 pseudomocoviné
derivaty 81, ktoré za pritomnosti diizopropyletylaminu zahrievanim na 140, alebo 205 °C
Vv xylénoch pod inertnym plynom poskytli pyridinoény 82 (13 — 69 %) a oxazol-2-aminy 83 (0
— 73 %). Oxazol-2-aminy 83 tu vznikaju skor ako vedlajSie produkty. Len v dvoch pripadoch
(Tabulka 9, riadky 3 a 8) bol majoritnym produktom oxazol 83, pri¢om v jednom pripade
vznikal selektivne (Tabulka 9, riadok 8).

e )
1
+ N—=N —_— | . +
\)\ 2 " R R? xylény RN N0 N/
R % zahrievanie H
RZ  12-36h R2
80 66 81 82 83

Schéma 24 Overman-Roosova priprava pyridinénov 82 a 2-aminooxazolov 83.

% Overman, L.E.; Roos, J.P. J. Org. Chem. 1981, 46, 4, 811-813.
60



Tabulka 9: Vytazky ziskanych pyridinonov 82 a oxazolov 83 z pseudomocovin 81.

- R R Rt teplota | cas vytazok (%)
(h) (°C) | pyridinon oxazol
1] Et Ph (CHy), 140 20 54 38
2| Et Ph Me Ph 140 28 69 11
3| Et H (CHy), 140 24 13 31
4| Et H Me Ph 140 20 41 27
5| Et H (CeHa)2 205 36 28 0
6 | Et 2,5-diMeOPh (CHy)4 140 24 14 16
7| Et 2,5-diMeOPh Me Ph 140 24 46 39
8 | Et 2,5-diMeOPh (CeHa)2 205 12 0 73
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5. Metody pripravy oxazolov s vodikom v polohe 2

Dalsim sposobom pripravy oxazol-2-aminov je substiticia chloru v polohe 2 za amin
prislusného anilinového derivatu (Schéma 24). 2-Chldéroxazol sa da pripravit z oxazolu
substiticiou s hexachloretanom'®, POCIls™ alebo NCS? a silnou litnou bazou napr. n-BuLi”
alebo LIHMDS® ktoré su schopné vodik v polohe 2 odtrhnut. Z tohto dévodu je pre nés

zaujimavé najst’ metody aj na pripravu oxazolov s vodikom v polohe 2.

O, —Q

Schéma 24: Retrosyntéza N-aryl-oxazol-2-aminu z oxazolu s vodikom v polohe 2.

LN Ny
NH, Cl/k\} H/k\} ?

5.1. Priprava oxazolov 86 z izokyannatov 84

0
.C EtsN o)
MeOOC._N"" * Cl TE . © )
2dt N 67%
84 85

Schéma 25: Reakcia acylchloridov napr. 85 s esterom kyseliny 2-izokyanooctovej 84

Znacne rozsirenou metdodou je reakcia acylchloridov napr. 85 s estermi kyseliny 2-
izokyanooctovej napr. 84™ a pribuznymi izokyanozlu¢eninami so susediacim uhlikom, z
ktorého je mozné odtrhnit’ vodik pomocou baz ako napr. trietylamin 75, NaH, BuLi a K,COs.

Po odtrhnuti vodika z metylénu 84 nasleduje nukleofilna substiticia chloru na karboxylovom

0 Atkins, J. M.; Vedejs, E. Org. Lett. 2005, 7, 15, 3351 — 3354,

™ Kameda, M.; Kobayashi, K.; Ito, H.; Miyazoe, H.; Tsujino, T.; Nakama, C.; Kawamoto, H.; Ando, M.;
Sato, N.; Ito, S.; Suzuki, T.; Kanno, T.; Tokita, S.; Tanaka, T.; Tahara, Y.; Tani, T.; Tanaka, S. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2009, 19, 15, 4325 — 4329.

"2 Sherry, B. D.; Chen, Y.-C. J.; Mangion, I. K.; Yin, J. Tetrahedron Lett. 2012, 53, 7, 730 - 732

¥ Egan, B. A.; Marquez, R.; Paradowski, M.; Thomas, L. H. Tetrahedron 2011, 67, 50, 9700 — 9707.

™ Hamada, Y.; Makino, K. Int. Patent 75651, A1, 2006,.

" Suzuki, M.; lwasaki, T.; Miyoshi, M; Okumura, K.; Matsumoto, K J. Org. Chem. 1973, 36, 3571-3575.
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uhliku 85 a na zaver dochadza k uzatvoreniu kruhu reakciou kysliku karbonylu s koncovym

uhlikom izokyano skupiny. V reakcii sa namiesto chloridov kyselin mézu pouzit' aj

78,79
@)

anhydridy®, estery’’, selenoestery v pritomnosti Cus ale aj aldehydy® a iminy®".

Vytazky tychto reakcii sa va¢Sinou pohybuji nad 65%.

o) 1. BuLi, THF N//\o
Cs o+ J\/\/\/\ ~ _-®C.2h WN\ -
N EtO S N 2.THF, 6,5 h S N
.THF, 6, 40
Mic 87 -78°Cazrrt 84% 88
-0
o 1. BuLi, THF IO>
-78°C, 2h (0]
2 - e YN
SN c” oS 2. THF S
0] 8 -78°C azrt 72%
TosMic 89 90

1.K2C03, MeOH N
0 N CH2C|2, rt / >
N v N ©
NS \\C" 2. H,0
O O,N

ON 83%
TosMic 91 92
COOtBu COOtBu N
N H ' N
o) N \
O C'. K2003 O
N = 5N MeOH N __
/ * o ~
93 x-N-N Q/ 4 h, ohrievanie 01 N\ N\N/ 69%
Oo__N__O .

Schéma 26: Niekolko prikladov na pripravu oxazolov s 2-izokyanometylénovymi derivatmi

Okrem esterov kyseliny 2-izokyanooctovej sa d4 pouzit aj napr. metylizokyanid’’,
toluénsulfonylmetylizokyanid (TOSMIC)®?, dietylizokyanometylfosfonat®® (Schéma 26).
NajcastejSie pouzivanym c¢inidlom je TOSMIC, pricom jeho vodiky na metyléne st

dostatocne kyslé, aby sa dal pouzit’ ako baza aj uhli¢itan draselny v metanole. Ak sa pouzije

® Chen, G.; Cushing, T. D.; Fisher, B.; He, X.; Li, K.; Li, Z.; McGeg, L. R.; Pattaropong, V.; Faulder, P.;
Seganish, J. L.; Shin, Y.; Wang, Z.; Liu, W. Int. Patent 158011, A1, 2009.

" Rusch, M.; Hedberg, C.; Zahov, S.; Lehr, M.; Vetter, I. R. Bioorg. Med. Chem. 2012, 20, 1100-1112.

8 Kozikowski, A.P.; Ames, A. Tetrahedron 1985, 41, 21, 4821-4834.

" Kozikowski, A.P.; Ames, A. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 2, 860-862.

8 Chandhok, M.; Hudyma, R. US Patent 082900, A1, 2007.

8 Qgihara, A.; Sakai, H.;Matsui, N.;Miyazaki, H. Eur. Patent 1371649, A1, 2003.

8 Baxendale, I.R. Buckle, C.D., Ley, S.V. Tamborini, L. Synthesis 2009, 9, 1485-1493.

8 Baumann, M.; Baxendale, I.R.; Ley, S.V.; Smith, C.D.; Trammer, G.K. Org. Lett. 2006, 8, 23, 5231-5234.
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tento systém, dochadza k odstiepenie tozylu zo vzniknutého oxazolu. Ak sa ako baza pouzije

n-Buli s chladenim na -78°C, tosyl ostava na heterocykle (Schéma 26, priklad 2).

5.2. Reakcia formamidu s 2-brémketonom 95

O
0 o /=0
Br OMe HoN 'H N __ OMe
100°C
95 MW, 1min 96 51%

Schéma 27 : Priklad pripravy oxazolov 96 z formamidu a 2-bromacetofenéonového derivatu 95.

Tato metdda je analogiou pre reakcie mocoviny resp. jej derivatu s 2-brémkarbonylmi
spomenutej v predchadzajicej kapitole. Rozdielom je, Ze zatial’ co v mocovinovej metdde na
pripravu oxazol-2-aminov sa ako rozpustadlo pouziva etanol alebo voda, tu sa ako
rozpustadlo pouziva priamo formamid. Reakcia sa vac¢Sinou zahrieva na 130-180°C84p0 dobu
1 - 4% hodin alebo aj v mikrovinnom reaktore®. Vytazky reakcii sa pohybuji v rozsahu 50-
65%°". Zaujimavou je trojzlozkova reakcia, kedy sa k zmesi kyseliny mravéej a 2-bromketonu

fuka amoniak poas zahrievania®® (Schéma 27).

o) ?L ;O
Br HO"H N
NH3,2 h
95a ohrievanie 96a 39%

Schéma 28: Reakcia 2-bromacetofenonu 95a s kyselinou mravéou a amoniakom

8 Nakamura, T.; Sato, M.; Kahinuma, H.; Mizata, N.; Taniguchi, K.; Bando, K.; Koda, A.; Kameo, K. J.
Med. Chem. 2003, 46, 25, 5416-5427.

% Howard, J.; Fordice, M. W.; Greenwald, R. B.; Hannah, J.; Jacobs, A.; Ruyle, W. V.; Walford, G.L.; Shen,
T.Y.J. Med. Chem. 1978, 21, 1100-1104.

8 Myllyméki, M.; Castillo-Melendez, J.; Koskinen, A.; Minkkild, A.; Saario, S.; Nevalainen, T.; Jarvinen, T.;
Poso, A.; Salo-Ahen, O.; Patent 129129, Al, 2008.

8 Lafontaine, J.A.; Day, R.F.; Dibrino, J.; Hadcock, J.R.; Hargrove, D.M.; Linhares, M.; Martin, K.A;
Tristan S.; N.; Nancy A., T.; DaSilva-Jardine, P. Bioorg. Med. Che. Lett. 2007, 17, 18, 5245-5250.

8 Whitney, S. E.; Winters, M.; Rickborn, B. J. Org. Chem. 1990, 55, 3, 929-935.
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PRAKTICKA CAST

Metédy a material

Potrebné chemikalie a ¢inidla sa kupovali od firiem Sigma Aldrich, Merck, Fluka alebo
Acros. Rozpustadla sa suSili pomocou CaHj, alebo sodikom ana skladovanie suchych
rozpt§tadiel sa pouzili molekulové sitd 4A. Reakcie vyzadujuce suché podmienky sa
vykonali pod atmosférou argonu. Na TLC analyzu sa pouzivali Merck Fs4 S vrstvou SiO; na
hlinikovej platni. Na detekciu Skvin sa pouzila UV lampa (254 nm) alebo jodové vypary. Na
chromatografie sa stipci SiO; bol pozity Silica, Merck 60 (40 — 63 um). Teploty topenia boli
stanovované na Koflerovom aparate alebo na Barnstead Electrothermal 1A9200.

IC spektra boli merané na pristroji FT-IR-ART REACT IR 1000 (ASI Applied Systems) v
oblasti 650 — 4 002 cm™ na diamantovom detektore bez rozpustadiel oproti vzduchu.
Elementarne analyzy (C, H, N) sa ziskali pomocou Vario MICRO Cube. *H NMR a *C NMR
spektra sa merali na Varian Gemini spektrometri (300 MHz pre *H alebo 75 MHz pre **C) v
CDCl; alebo DMSO-d®. Chemické posuny sa udévali v ppm vzhl'adom na tetrametylsilan a

interak¢éné konstanty (J) su uvedené v Hz.
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1. Priprava bispyridylovych derivatov ligandu z komplexu
PDB: 1Y6A

1.1. Priprava bispyridylovych derivatov s couplingom v poslednom stupni

Br.

SO,Et
Br
o 0 (; 100
SO,Et —
Br 1.Br, Br N3 NCO : Buﬁn—@
AcOH, HBr OMe 0 N
2. NaN; DMSO PPh, N//\\N Bu,NBr
Br Br 64% CH,Cl, N 19%  Pd(PPhs),
97 99 N OMe "' 101 HyCN
NS
N R;LB(OH)Z Eg?ggr: )
Pd(PPhy). — 3)a
dimetoxyétgn 1. Bu38n—<j/> CH;CN
Na,CO5 N—
reflux, 1 h 2 Buﬁn@
SO,Et N SO,Et
NJ\\N
ome 1 60% ome M 34%
33SYM 23ASYM
1.1.1. Syntéza 2-brém-1-(3,5-dibrémfenyl)etanénu (98)
O
Br Br, Br Br
Et,0
rt, 8h o
Br 97 74% Br 98

Do roztoku 1.00 g 3°,5‘-dibromacetofenénu (97) (3.60 mmol, 1.00 mol ekv) v 15 ml
dietyléteru sa pocas 15 min prikvapkavalo 575 mg bromu (3.60 mmol, 1.00 mol ekv) pri rt.
Reakéna zmes sa mieSala 8 h bez pritomnosti vzdusnej vlhkosti (chlorkalciovy uzaver), pocas
ktorych sa zmes odfarbila. Na odstranenie zvySkov brému sa pouzila extrakcia s vodnym
roztokom Na,S,03. Po oddeleni vodnej vrstvy sa tato extrahovala 2 x 15 ml Et,O. Spojené
organické vrstvy sa susili statim nad bezvodym Na,SOs, susidlo sa odfiltrovalo a rozpustadlo
sa odparilo. Ziskalo sa 1.03 g oranzovo-hnedého tuhého materialu, ktory mohol obsahovat’ aj
malé mnozstvo bisbromovaného produktu. Ten sa odstranil krystalizaciou zo zmesi Et,0 /
hexan. Vytazok produktu 98 bol 950 mg (2.66 mmol, 74 %).%

8 Dauben, W.G.; Evans, W.L.; Meltzer, R.I. JAm.Chem.Soc. 1941, 63, 1883-1885. (analogicky na inom

substrate)
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TLC (SiO,, Hex, 6x vyvolané) Rf = 0.31

T.t. 65 - 68 °C [Et,0]

Elem. An. pocitané na CgHsBr3O (356.84): C, 26.93; H, 1.41; Br, 67.18. merané: C, 26.63; H,
1.38; Br, 67.06%.

IC v(tuhé): 3080 (m, arom. C-H), 2997 (m, alif. C-H), 1700 (s, C=0), 1552 (s), 1408 (s),
1382 (m), 1188 (s), 1158 (m), 736 (s) cm™.

o cDCl,] *H NMR (300 MHz, CDCls) §: 8.03 (d, 2H, J = 1.8, C»-H), 7.90
(t, 1H, J = 1.8, C4-H), 4.38 (s, 2H, CHy).

13C NMR (75 MHz, CDCls) 8: 188.8 (C=0), 139.1 (C), 136.6 (Cy),
130.6 (C), 123.7 (C3), 29.3 (CH,).

LIN-3891-13C

1.1.2. Priprava 2-azido-1-(3,5-dibréomfenyl)etanénu (99)

O O
Br Br NaNs Br N3
MeOH
b 98 5°C, noc 86% @ 99

K roztoku 950 mg tribromoacetofenénu 98 (2.66 mmol, 1.00 mol ekv) v 33 ml MeOH
ochladeného na 0 °C sa prisypalo 194 mg NaN3 (2.98 mmol, 1.12 mol ekv) a pri 0 °C sa zmes
mieSala 1 h. Nasledne sa banka premiestnila do chladni¢ky (5 °C) a reakéna zmes sa nechala
stat’ cez noc. Na druhy denn sa MeOH odparil a ziskana Cervena tuha hmota sa extrahovala
medzi 75 ml Et;0 a 75 ml vody. Vodna vrstva bola extrahovana eSte 2 X rovnakym
mnozstvom Et,0O. Spojené organické vrstvy sa susili statim nad bezvodym Na,SO,, susidlo sa
odfiltrovalo a rozpustadlo sa odparilo na RVO. Takto sa ziskal ¢erveny tuhnuci material,
ktory sa dal cistit pomocou Kkrystalizacie zo zmesi Et,O / hexan. Vytazok produktu 99 bol
729 mg (2.29 mmol, 86%).

Poznamky:
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- produkt ma tendenciu sa rozkladat' za ohrievania, v polarnych rozpustadlach ako napr.
DMSO a etanol

- pri reakcii v metanole bola pozorovana d’al$ia neznama latka, ktora bola v NMR spektre
podobnéa produktu (predpoklad, Ze ide o 2-metoxyderivat, bol vyvrateny nepritomnostou
MeO signalu v NMR spektrach)

- kontakt so silikagélom tiez vedie k rozkladu produktu

T.t. 73-74 °C s rozkladom

TLC (SiOy, Hex, 6 x vyvolané) R¢ = 0.14

Elem. An. pocitané. na CgHsBr,N;O (318.95): C, 30.13; H, 1.58; Br, 50.10; N, 13.17.
merané: C, 30.05; H, 1.48; Br, 50.23; N, 13.01.

IC v (tuhé): 3074 (m, arom. C-H), 2917 (m, alif. C-H), 2104 (m, N3), 1693 (s, C=0), 1614
(m, C=C), 1544 (m, C-C), 1410 (m ,=CH), 1363 (m, =CH), 1249 (m, C-N), 1208 (s), 740 (w)

cm™.

OCDCl, 'H NMR (300 MHz, CDCls3) 6: 7.96 (d, 2H, J(2,4) = 1.8, C,-H),
Br 42113 7.92 (t, 1H, J(2,4) = 1.8, C4-H), 4.51 (s, 2H, CH,)
7.92 (1.8, 1.8) 7.96 (1.8)
Br LIN-3691

3C NMR (75 MHz, CDCl3) : 190.9 (C=0), 139.3 (C.), 136.9
(Cy1), 129.7 (Cy), 123.9 (Cs), 54.9 (CH,).

Br  LIN-3691-13C

1.1.3. Priprava  5-(3,5-dibrémfenyl)-N-(5-etylsulfonyl-2-metoxyfenyl)oxazol-2-aminu

(101)
SO, Et Br
o 100 SO,Et Br
B N NCO SO,Et o
r 3 OMe 2 0
+
PPh; O™\ NLN Br
! CH,Cl, P H H
r 1. OOC, 2h ” N OMe (e}
99 2.rt, noc OMe 101 19% 101a 26%
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Do roztoku 123 mg trifenylfosfinu (0.47 mmol, 1.00 mol ekv) v 1 ml CH,Cl; abs. sa pocas 2

h za chladenia na 0 °C prikvapka roztok 150 mg azidoacetofenénu 99 (0.47 mmol, 1.00 mol

ekv) a 113 mg arylizokyanatu 100 (0.47 mmol, 1.00 mol ekv) v 1 ml CH,ClI; abs. Nasledne sa

reakénd zmes necha mieSat’ cez noc pri rt. Dichlormetan sa odpari a produkt sa ¢isti

chromatografiou na silikagéli s eluentom EA / H (2 : 1). Ziskal sa produkt 101 ako zlty

tuhnuci olej, ktory sa d’alej krystalizoval zo zmesi EA / H. Vytazok bol 46 mg (0.09 mmol,

19%).2

TLC (SiO2, EA/H (1/1)) R¢=0.23
T.t. 206 - 207 °C [EA/H]

Elem. An. pocitané. na CigH16Br,N,04S (516.20): C, 41.88; H, 3.12; Br, 30.96; N, 5.43; S,
6.21. merané: C, 41.62; H, 2.86; Br, 31.12; N, 5.14; S, 6.03

IC v (tuhé): 3414 (m, NH), 3026 (w, arom. C-H), 2854 (w, alif. C-H), 1601 (s), 1574 (s),
1549 (s), 1527 (m), 1429 (m), 1308 (s), 1264 (s), 1123 (s), 1020 (s), 737 (m) cm™,

1.32 (7.4) Br 7.52016)
\3.17 (7.4)
7.61(1.6) Br
0=S8S=0
758 (86,231 g g5 (2.3)
27N\
/L 7.23
7.01 (8.6) N SN

H7.66 DMSO-dg

4037 LIN-4661

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &: 8.85 (d, 1H, J = 2.3
Hz, Ce-H), 7.66 (bs, 1H, NH), 7.61 (d, 2H, J = 1.6 Hz,
Cy-H), 7.58 (dd, 1H, J = 8.6, 2.3 Hz, C4-H), 7.52 (t,
1H, J = 1.6 Hz, C4-H), 7.23 (s, 1H, C4-H), 7.01 (d,
1H, J = 8.6 Hz, Cs-H), 4.03 (s, 3H, OCHs), 3.17 (q, 2H,

J=7.4Hz, CH,), 1.32 (t, 3H, J = 7.4 Hz, CHy)

LIN-4661-13C

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) &: 155.6 (C»+), 150.5 (C»),
142.6 (Cs+), 132.5 (Cs), 131.0 (Cy), 130.9 (Cy), 128.4 (Cy4),
124.5 (Cy), 124.2 (C4), 123.5 (C3), 122.9 (C4), 115.6 (Cs),
109.6 (C3), 56.3 (OCH3), 50.7 (CH,), 7.6 (CHs).

Vedlajsim produktom reakcie bola 1-[2-(3,5-dibromfenyl)-2-oxoetyl]-3-[5-(etylsulfonyl)-2-

metoxyfenylJmocovina (101a), ktora bola ziskana v podobe zltého prasku 64 mg (0.12 mmol,

26%).

TLC (SiOy, EA/H, 1/1) R¢=0.18
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Tt=149 - 153 °C [EA/Hex]

Elem. An. pocitané. na C1gH18Br.N2OsS (534.22): C, 40.47; H, 3.40; Br, 29.91; N, 5.24; S,
6.00. merané: C, 40.27; H, 3.19; Br, 29.89; N, 5.41; S, 6.10.

IC v (tuhé): 3325 (m, NH), 3072 (W), 2940 (W), 1744 (s, C=0), 1654 (s, C=0), 1594 (s), 1524
(s), 1411 (s), 1370 (m), 1305 (s), 1260 (s), 1228 (s), 1130 (s), 1084 (m), 1019 (w), 836 (w),
815 (w), 774 (w), 738 (m).

219~ 05 r5) cbcl, | ‘H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 8.13 (s, 1H, Ar-
0=S=0 Br NH-CO), 7.95 (d, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz, Cg-H),
©87.23) 7'95 ‘3 rss7) | 7.83 (dd, 1H, J(34) = 8.7, J(4,6) = 2.3 Hz, Cs-
o 470 (4.5)
702(87) N*N H), 7.67 (d, 2H, J(2°,4") = 1.7 Hz, C»-H), 7.58
O i oruyO 7 1H, J(2',4") = 1.6 Hz, C4-H), 7.02 (d, 1H
s 7 81 STED T ganp qp] (b IHL I204) = 1.6 Hz, CoH), 7.02 (d, TH,
J(3,4) = 8.7 Hz, Cs-H), 6.11 (t, 1H, J(NH,CH,)
= 4.5 Hz, CO-NH-CH,), 4.70 (d, 2H, J(NH,CH,) = 4.5 Hz, CO-NH-CH,), 3.87 (s, 3H,
OCHj), 3.08 (g, 2H, J = 7.5 Hz, -CH,-), 1.21 (t, 3H, J = 7.5 Hz, -CH3).
— coon, 3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 8: 189.3 (CH,CO),
156.3 (NH-CO-NH), 154.3 (C,), 139.1 (Cy), 134.3
(Cs), 130.8 (Cy), 130.1 (C,), 128.3 (Cy), 123.4 (C3),
121.2 (Cy), 116.2 (Cg), 111.0 (C3), 56.3 (OMe), 50.6
(SO,CH,CHj), 45.8 (CH,CO), 7.6 (SO,CH,CHs).

o)
5637 LIN-8602C-12

1.1.4. Priprava 5-[3-brém-5-(pyrid-2-yl)-fenyl]-N-(5-etylsulfonyl-2-metoxy-
fenyl)oxazol-z-aminu (102)

SnBU3
SO,Et SO,Et \
Bu,NBr, Pd(PPhs),
CH3CN, 100°C, 2d

/
02  53%

Do suchej ampulky sa navazilo postupne 50 mg vychodiskovej latky 101 (0.10 mmol, 1.00
mol ekv), 32 mg tetratylamonium bromidu (0.10 mmol, 1.00 mol ekv), 7.0 mg

tetrakistrifenylfosfin paladia (6 pumol, 0.06 mol ekv) a prikvapkal sa 36 mg tri(n-butyl)pyrid-
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2-ylei (0.10 mmol, 1.00 mol ekv) nu. Na zaver sa pridal 1 ml AN. Ampula bola zatavena
areakéna zmes sa po dobu 2 dni zahrievala na 100 °C bez mieSania. Nasledne sa ampula
otvorila a jej obsah sa prelial do zmesi 10 ml 1M vodného KF a 20 ml EA a nechal sa miesat’
3 h. Po oddeleni organickej vrstvy sa vodna vrstva eSte raz extrahovala EA. Spojené
organické vrstvy sa suSili statim nad bezvodym Na,SO,, prefiltrovali sa a rozpustadlo sa
odparilo. Produkt sa ¢istil chromatografiou na SiO; s elu¢nym systémom EA/H (2 / 1). Ziskal
sa biely prasok 27 mg (0.05 mmol, 53%). Chromatografiou sa dalo ziskat’ aj malé mnoZstvo

bispyridylovaného produktu ~5% a vychodiskovej latky ~10%.2

T.t. 183 - 186 °C (EA)

TLC (SiO, EA/H, 1/1) R¢ = 0.54

Elem. An. poitané. na CpsHaoBrNsO4S (514.39): C, 53.70; H, 3.92; Br, 15.53; N, 8.17; S,
6.23. merané: C, 53.52; H, 3.86; Br, 15.57; N, 8.00; S, 6.02

IC v (tuhé): 3342 (w, NH), 3102 (m, arom. C-H), 2923 (m, alif. C-H), 1602 (m), 1575 (s),
1425 (m), 1306 (m), 1263 (M), 1122 (s), 1083 (m), 1020 (w), 734 (m, C-Br), 717 (m) cm™.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &

LIN-462X2

DMSO-d
8.15 (1.5, 1.5)

113 (7.2) r 8.72(4.8,1.8,0.9) 9.92 (s, 1H, NH), 8.80 (d, 1H, J (4,6)
3.22(7.2)

792(15.15 7.45(7.8,48,09] = 2.3 Hz, CgH), 8.72 (ddd, 1H,

O:S:O n n — (1] n —
8.60 (2.3) N 7.96 (8.0,7.8,1.8) J(5",6") = 4.8 Hz, J(4",6") = 1.8 Hz,
7.52 (8.6, 2.3) O\8.36 (1.5, 1.5) Wy .
7_29(8_6) N /L\N\ 3¢ 60,0000 | 9367 = 08 Hz, Cy-H), 8.36 (dd,

J(2',4) = 1.5 Hz, J(2',6") = 1.5 Hz,

C,-H), 8.15 (dd, 1H J(2'4) = 1.5
Hz, J(4',6') = 1.5 Hz, C4-H), 8.11 (ddd, 1H, J(3",4") = 8.0 Hz, J(3",5") = 0.9 Hz, J(3",6") =
0.9 Hz, Cg-H), 7.96 (ddd, 1H, J(3",4") = 8.0 Hz, J(4",5") = 7.8 Hz, J(4",6") = 1.8 Hz, Cs--H),
7.92 (dd, 1H, J(2,6") = 1.5 Hz, J(4',6") = 1.5 Hz, Cs-H), 7.80 (s, 1H, Cax-H), 7.52 (dd, 1H,
J(3,4) = 8.6 Hz, J(4,6) = 2.3 Hz, C4-H), 7.45 (ddd, 1H, J(4",5") = 7.8 Hz, J(5",6") = 4.8 Hz,
J(3"5") = 0.9 Hz, C4~H), 7.29 (d, 1H, J = 8.6 Hz, C3-H), 4.00 (s, 3H, OCHs), 3.22 (g, 2H, J =
7.2 Hz, CH,), 1.13 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH3).

71



¥C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 8: 155.5 (Cy),
155.2 (Cp+), 150.5 (Cy), 149.8 (Cg), 144.0 (Cs),
141.8 (Cs), 137.1 (Cs), 132.4 (Cs), 131.0 (Cy),
130.9 (Cy), 130.2 (Cy), 128.6 (C4), 126.0 (Cg),
123.5 (Cz), 123.0 (Cs+), 122.7 (C4+), 120.8 (Csv),
120.0 (C4), 115.4 (Ce), 109.6 (C3), 56.3 (OCHy),
50.7 (CH,), 7.6 (CHs).

1.1.5. Priprava 5-[3,5-bis(pyrid-2-yl)-fenyl]-N-(5-etylsulfonyl-2-metoxy-fenyl)oxazol-2-
aminu (22SYM)

Br N._ _SnBus
AN
Br U
SO,Et =
O™\ Bu,NBr, Pd(PPh;),
N/k\N CH4CN. 100°C, 2d BN
o)
One 1 101 Ome 1 22SYM 47%

Do suchej ampulky sa postupne navazilo 50 mg vychodiskovej latky 101 (0.10 mmol, 1.00
mol ekv), 48 mg tetratylamonium bromidu (0.15 mmol, 1.50 mol ekv), 7.0 mg
tetrakistrifenylfosfin paladia (6 pumol, 0.06 mol ekv) a prikvapkalo sa 90 mg tri(n-
butyl)pyrid-2-ylcinu (0.25 mmol, 2.50 mol ekv). Na zaver sa pridal 1 ml AN. Ampula sa
zatavila a reak¢éna zmes sa po dobu 2 d zahrievala na 100 °C. Nasledne sa ampula otvorila
a jej obsah sa prelial do zmesi 10 ml 1M vodného KF a 20 ml EA a nechala sa miesat’ 3 h. Po
oddeleni organickej vrstvy sa vodna vrstva este raz extrahovala EA. Spojené organické vrstvy
sa susili statim nad bezvodym Na,SQ,, prefiltrovali sa a rozpustadlo sa odparilo. Produkt sa
¢istil chromatografiou na SiO, s eluentom EA / H (2 / 1). Ziskalo sa 24 mg (0.05 mmol,
47%)bieleho prasku.?

TLC (SiOy, EA/H,1/1)R¢=0.13
Tt =255 -257 °C [EtOH]
Elem. An. pocitané. na CogH24N404S (512.58): C, 65.61; H, 4.72; N, 10.93; S, 6.26. merané:
C, 65.88; H, 4.58; N, 10.78; S, 6.07.
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IC v (tuhé): 3416 (m, NH), 3186 (m, arom. C-H), 2937 (m, alif. C-H), 1610 (s), 1578 (s),
1521 (m), 1429 (m), 1300 (s), 1261 (s), 1121 (s), 1020 (s), 716 (m) cm™.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8: 9.94

\ DMSO-d
1.13(7.4) 8.75(4.7,1.8, 0.9) (S! 1Ha NH)’ 884 (d1 lHa J (416): 22
S o) 74506.47.09 ) Hz CooH), 8.75 (ddd, 1H, J(5",6") = 4.7

0=S=0 """ 7.98 (7.9,7.6, 1.8) o o
s Lewmen 8.18 (80,09, 09) Hz, J(4",6") = 1.8 Hz, J(3",6") = 0.9 Hz,

(8.6,2.2) A\ o
125 6ol o ST Ce-H), 8.67 (t, 1H J2'4) = 1.6 Hz,
Cy-H), 8.44 (d, 2H, J2'4") = 1.6 Hz,
4019 Bl LIN-447X1

C»-H), 8.18 (ddd, 1H, J(3".4") = 7.9
Hz, J(3"5") = 0.9 Hz, J(3",6")= 0.9 Hz, Cs-H), 7.98 (ddd, 1H, J(3".4")= 7.9 Hz, J(4"5") =
7.6 Hz, J(4",6") = 1.8 Hz, Cq-H), 7.79 (s, 1H, C=-H), 7.51 (dd, 1H, J (3,4) = 8.6 Hz, J(4,6) =
2.2 Hz, C4-H), 7.45 (ddd, 1H, J(4",5") = 7.6 Hz, J(5",6") = 4.7 Hz, J(3",5") = 0.9 Hz, Cs--H),
7.29 (d, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, C3-H), 4.01 (s, 3H, OCH3), 3.22 (g, 2H, J = 7.4 Hz, CHy), 1.13
(t, 3H, J = 7.4 Hz, CH3)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) &: 156.6 (Cz),
155.3 (Cp+), 150.5 (Cy), 149.7 (Cg), 145.4 (Cs»),
140.6 (Cz), 137.0 (Cs), 132.0 (Cs), 131.0 (Cy),
128.6 (C1), 124.4 (Cs), 122.7 (Cs), 122.6 (Cs),
1225 (Ca), 122.0 (Cz), 120.9 (Cs), 115.3 (Cq),
109.5 (Cs), 56.3 (OCHs3), 50.7 (CHy), 7.6 (CH).

LIN-4471-13C

1.1.6. Priprava 5-[3-(pyrid-2-yl)-5-(pyrid-3-yl)-fenyl]-N-(5-etylsulfonyl-2-metoxy-
fenyl)oxazol-2-aminu (23ASY M)

N= NTX SnBu3
\_7/ L

BuyNBr, Pd(PPh3),
CH3CN, 100°C, 2d

Br.

SO,Et
O™
PS
N~ SN
oMe 1 102

Do suchej ampulky sa postupne navazilo 50 mg vychodiskovej latky 102 (0.10 mmol, 1.00

23ASYM 47%

mol ekv), 32 mg tetratylamonium bromidu (0.10 mmol, 1.00 mol ekv), 7.0 mg

73



tetrakistrifenylfosfin paladia (6 pmol, 0.06 mol ekv) a prikvapkalo sa 36 mg tri(n-butyl)pyrid-
3-ylcinu (0.10 mmol, 1.00 mol ekv). Na zaver sa pridalo 1 ml AN. Ampula sa zatavila
a reak¢éna zmes sa po dobu 2 d zahrievala na 100 °C. Nasledne sa ampula otvorila a jej obsah
sa prelial do zmesi 10 ml 1M vodného KF a 20 ml EA a nechal sa mieSat’ 3 h. Po oddeleni
organickej vrstvy sa vodna vrstva eSte raz extrahovala EA. Spojené organické vrstvy sa suSili
statim nad bezvodym Na,SOy, prefiltrovali a rozpustadlo sa odparilo. Produkt sa Cistil
chromatografiou na SiO; s eluentom EA / H (2 / 1). Ziskal sa biely prasok 33 mg (0.07 mmol,
65 %).2

T.t. 183 — 186 °C (Et,O/H)

TLC (SiO, EA/H,2/1)Rs=0.11

Elem. An. pocitané. na CgH24N4O4S (512.58): C, 65.61; H, 4.72; N, 10.93; S, 6.26. merané:
C, 65.29; H, 4.61; N, 10.88; S, 6.13.

IC (tuhé skup.): 3398 (w, NH), 2939 (w, C-H), 1610 (s), 1575 (s), 1526 (m), 1488 (w), 1429
(m), 1301 (m), 1265 (s, C-O-C), 1142 (s), 1123 (s), 1083 (m), 1020 (w) cm™.

567 (45, 15)_ DMSO-dg] "H NMR (300 MHz, DMSO-dg, §): 8.98
74T 49) seean (d, 1H, J@2"4™) = 1.7 Hz, Cy»-H), 8.89
130 (7.3 308 (77 17.1.9) N (d, 1H, J(4,6) = 2.1 Hz, C¢-H), 8.76 (ddd
317 (7.3 842 (17,15 7.32(7.4,4.9,14) ' ’ ’ - & ’ 6 y O '
0=8= ot oe Pl 1H, J(5"6") = 4.9 Hz, J(4"6") = 1.8 Hz,

7.59 (8.7, 2.1)_h_8.89 21y 8.25(1.7,1.5) o
T J(3",6") = 0.9 Hz, Cg--H), 8.67 (dd, 1H,
703(67) NN J(5"6™) = 4.9 Hz, J@"6™) = 15 Hz,
405~ LIN-4681] Cg-H), 8.25 (dd, 1H, , J(2'4) = 1.7 Hz,

J(2',6') = 1.5 Hz, C»-H), 8.12 (dd, 1H, J(4',6") = 1.7 Hz, J(2',6) = 1.5 Hz, C¢-H), 8.05 (ddd,
1H, J(4™ 5™ = 7.7 Hz, J(2™,4™) = 1.7 Hz, J(4™,6") = 1.5 Hz, C4-H), 7.91 (ddd, 1H, J(3",4")
= 7.9 Hz, J(3"5") = 1.4 Hz, J(3",6") = 0.9 Hz, Cs--H), 7.85 (ddd, 1H, J(3"4") = 7.9 Hz,
J(4"5") = 7.4 Hz, J(4",6") = 1.8 Hz , C4~-H), 7.82 (dd, 1H, J(2',4") = 1.7 Hz, J(4',6") = 1.7 Hz,
Ca-H), 7.72 (bs, 1H, NH), 7.59 (dd, 1H, J(3,4) = 8.7 Hz, J(4,6) = 2.1 Hz, C4-H), 7.44 (dd, 1H,
J@"5™) = 7.7 Hz, J(5™,6™) = 4.9 Hz, Cs--H), 7.37 (s, 1H, Cq-H), 7.32 (ddd, 1H, J(4",5") =
7.4 Hz, J(5",6") = 4.9 Hz, J(3",5") = 1.4 Hz, Cs--H), 7.03 (d, 1H, J(3,4) = 8.7 Hz, Cs-H), 4.05
(s, 3H, OCH3), 3.17 (q, 2H, J = 7.3 Hz, CHy), 1.30 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CHy).

74



3C NMR (75 MHz, DMSO-ds, 8): 156.3 (Cy),
156.1 (Cy-), 1505 (Cz), 149.8 (Ce), 148.9 (Cp),
148.3 (Ce), 143.7 (Cs+), 1409 (Cs), 139.2 (Cs),
137.1 (Cy), 136.1 (Cs), 1348 (Cav), 1310 (Cy),
129.5 (Cs), 128.8 (Cy), 124.8 (C4), 123.7 (Cy), 122.9
(C2), 122.8 (Cy), 122.7 (Ca), 121.2 (Csv), 120.9
o M nassiqac] (Ca), 1201 (Co), 1153 (Ce), 1096 (Cs), 56.3
(OCH), 50.7 (CH,), 7.6 (CHa).

1.1.6. Priprava 5-[3,5-bis(pyrid-3-yl)-fenyl]-N-(5-etylsulfonyl-2-metoxyfenyl)-oxazol-2-
aminu (33SYM)

Br. N
N
Br |
SO,Et = B(OH), SO,Et
/(i \ Pd(PPh3)4
~ dimetoxyetan
N~ N Na,COs N
OMe 101 reflux, 1 h OMe

Do zmesi 110 mg 5-(3,5-Dibromfenyl)-N-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl]oxazol-2-aminu
101 (0.21 mmol, 1 mol ekv), 6 mg Pd(PPhs)s (0.05 mmol, 0.24 mol ekv) a 5 ml 1,2-
dimetoxyetanu miesane;j pri rt sa pridalo 60 mg kyseliny pyridin-3-borénovej (0.50 mmol, 2.4
mol ekv) a 2 ml 1M roztoku Na,COj3 a nasledne sa zmes ohrievala za refluxu poéas 1 h. Zmes
sa ochladila na rt a pridalo sa k nej 30 ml vody. Po oddeleni vodnej vrstvy sa vodna vrstva
extrahovala 3 x 5 ml CHCIj3. Spojené organické vrstvy sa premyli 5 ml 1M roztoku Na,COs.
Organicka vrstva sa susila statim nad Na,SO,, suSidlo sa odfiltrovalo a rozpustadlo sa
odparilo. Surovy produkt sa ¢istil pomocou FLC na SiO, (MeOH / EA, 1 / 3). Produkt
33SYM sa ziskal v podobe bieleho prasku 63 mg (0.13 mmol, 60 %).%

T.t. 206 - 207 °C [MeOH/EA]
TLC (SiOs, EA/H, 2/1) Ry = 0.12

% you,Y.; An, C.G.; Lee, D.S.; Kim, J.J.; Park, Y.Y. J. Mat. Chem. 2006, 16, 48, 4706 — 4713. (analogicky
na inom substrate)
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Elem. An. vypoditana pre CasHauN4O4S (512.58): C, 65.61; H, 4.72; N, 10.93; S, 6.26.

merané: C, 65.27; H, 4.58; N, 10.79; S, 6.16

IC v (tuhé): 3426 (m, NH), 2924 (m, arom.C-H), 2852 (m, alif. C-H), 1613 (s), 1553 (s), 1524
(m), 1430 (m), 1301 (s), 1264 (s), 1122 (s), 1022 (s), 706 (m) cm™

—N DMSO-dg
8.96 (2.0)
1.30 (7.5) 7.67 (1.6)
3.17 (7.5)
8.62 (5.0, 1.8)
\ 7.81(1.6)
0=S=0 7.48 (7.9, 5.0)
8.88 (2.2)
7.60 (8.5, 2.2) ')
7.04 (85 >
©5) N/KN
o H 7 )
4057 LIN-3bis

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &: 8.96
(d, 1H, J(2".4") = 2.0 Hz, C,~-H), 8.88 (d,
1H, J(4,6) = 2.2 Hz, C¢-H), 8.62 (dd, 1H,
J(5",6") = 5.0 Hz, J(4",6") = 1.8 Hz, Ce~-
H), 8.06 (ddd, 1H, J(4"5") = 7.9 Hz,
J(2",4") = 2.0 Hz, J(4",6") = 1.8 Hz, Cy~
H), 7.81 (d, 2H, J(2',4) = 1.6 Hz, C,-H),

7.72 (s, 1H, NH), 7.67 (t, 1H, J (2',4") = 1.6 Hz, C4-H), 7.60 (dd, 1H, J(3,4) = 8.5 Hz, J(4,6) =
2.2 Hz, C4-H), 7.36 (s, 1H, C4=-H), 7.48 (ddd, 1H, J(4",5") = 7.9 Hz, J(5",6") =5.0 Hz, Cs--H),
7.04 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Cs-H), 4.05 (s, 3H, OCH3), 3.17 (g, 2H, J = 7.5 Hz, CH,), 1.30 (t, 3H,

=N__ owsod, J=7.5Hz, CHy).
3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) &: 155.5 (Cy+), 150.5
RN so]  (Cy), 148.9 (C»), 148.0 (Cs), 144.8 (Cs+), 139.5 (C3),
0=5=0 wss 214 | 135.9 (C4), 134.9 (Cz), 131.0 (Cy), 129.7 (Cs), 128.7
e o e " (Cy), 124.9 (Ca), 123.9 (Cp), 123.2 (Cs+), 122.8 (Ca),
0150-5 N 555N | 121.4 (Cs+), 115.4 (Cs), 109.5 (C3), 56.4 (OCH3), 50.7
564" LIN-30is-13C | (CH,), 7.6 (CHs).
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1.2. Priprava bispyridylovych derivatov so Stilleho couplingom v prvom

stupni

Z {\j o) =z IN o)
N 1.Br, X N3
Bu3SnO M _____ P Ph3,
N

2. NaN3, DMSO CH,Cl,

/ ~ 1\‘ 4 {\l N
0 \
64% A oM H
Br Bu,NBr 103 107 SO,Et e 22SYM
Pd(PPh3),
97 CH4CN 100

Br NCO
Z N O Z N (0} OMe
U 1.Bry P N3
AcOH, HBr PPh,
— L J T T N O N 2
1, BuasnO 2. NaN;, DMSO CH,Cl,
N
— Z I Z ]
2. Bu Sn—O
° \ N 105 N 61% 100 N OMeH 23ASYM

1.2.1. Priprava 3°,5’-bis(pyrid-2-yl)acetofenénu (103)
N SnBU3

O | ~
Br @/

Bu,NBr, Pd(PPhs),
CH4CN, 100°C, 2d

Br 97

Do suchej ampulky sa postupne navazilo 50 mg vychodiskovej latky 97 (0.18 mmol, 1.00 mol
ekv), 87 mg tetratylamonium bromidu (0.18 mmol, 1.50 mol ekv), 13 mg tetrakistrifenylfosfin
paladia (11 pumol, 0.06 mol ekv) a prikvapkalo sa 165 mg tri(n-butyl)pyrid-2-ylcinu (0.45
mmol, 2.50 mol ekv). Na zaver sa pridalo 1 ml AN. Ampula sa zatavila a reakéna zmes sa po
dobu 2 d zahrievala na 100 °C. Nasledne sa ampula otvorila a jej obsah sa prelial do zmesi 10
ml 1 M vodného KF a 20 ml EA anechal sa miesat’ 3 h. Po oddeleni organickej vrstvy sa
vodna vrstva eSte raz extrahovala EA. Spojené organické vrstvy sa susili statim nad
bezvodym Na,SO,, prefiltrovali a rozpustadlo sa odparilo. Produkt sa ¢istil chromatografiou
na SiO, s eluentom EA / H, 2/ 1. Ziskalo sa 31 mg (0.12 mmol, 64%) bieleho praiéku.2

Tt =202 - 204 °C [EA/Hex]

TLC (SiO2, EA/H, 2/ 1) Rf=0.12

Elem. An. pocitané pre CigH14N20O (274.32): C, 78.81; H, 5.14; N, 10.21, merané: C, 78.75;
H, 5.21; N, 10.16.
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s75@s 1810 DMSO-dg] 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg, 8): 8.90 (t, 1H, J(2,4) = 1.8
Hz, Cs-H), 8.75 (ddd, 2H, J(5',6') = 4.8 Hz, J(4',6") = 1.8 Hz,
J(3',6") = 1.0 Hz, Cg-H), 8.66 (d, 2H, J(2,4) = 1.8 Hz, Cy-H),
7.93 (ddd, 2H, J(3'4") = 8.0 Hz, J(3,5) = 1.2 Hz, J(3'6") = 1.0
Hz, Cs-H), 7.82 (ddd, 2H, J(3',4) = 8.0 Hz, J(4',5) = 7.4 Hz,
751 044,12 LIN-409X2 J(4'6") 1.8 Hz, C4-H), 7.31 (ddd, 2H, J(4'5") = 7.4 Hz, J(5',6
=4.9 Hz, J(3,5') = 1.2 Hz, Cs-H), 2.77 (s, 3H, Me).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds, 8): 187.4 (CO), 156.2 (C-2"),
149.8 (C-6"), 140.5 (C-1), 138.2 (C-3), 137.2 (C-4"), 130.1
(C-4), 127.9 (C-2), 124.2 (C-3°), 120.8 (C-5"), 29.3 (Me).

120.8 LIN-409X2-13C

1.2.2. Priprava 3’-brom-5’-(pyrid-2-yl)acetofenénu (104)

o) N\ SnBU3 SN o
Br O/ S |
BusNBr, Pd(PPhg),
Br 97 CH4CN, 100°C, 2d 66% Br 104

Do suchej ampulky sa postupne navazilo 50 mg vychodiskovej latky 97 (0.18 mmol, 1.00 mol
ekv), 58 mg tetratylamOnium bromidu (0.18 mmol, 1.00 mol ekv), 13.0 mg
tetrakistrifenylfosfin paladia (11 pmol, 0.06 mol ekv) a prikvapkalo sa 66 mg tri(n-
butyl)pyrid-2-ylcinu (0.18 mmol, 1.00 mol ekv). Na zaver sa pridalo 1 ml AN. Ampula sa
zatavila a reak¢na zmes sa po dobu 2 d zahrievala na 100 °C. Nasledne sa ampula otvorila
a jej obsah sa prelial do zmesi 10 ml 1 M vodného KF a 20 ml EA a nechal sa miesat’ 3 h. Po
oddeleni organickej vrstvy sa vodna vrstva este raz extrahovala EA. Spojené organické vrstvy
sa suSili statim nad bezvodym Na,SQO,, prefiltrovali a rozptstadlo sa odparilo. Produkt sa
Cistil chromatografiou na SiO; s eluénym systémom EA / H, 2 / 1. Ziskalo sa 33 mg (0.12

mmol, 66%) bieleho prasku.”

Poznamka: Cast’ latky bola izolovana aj ako bispyridylovy produkt (do 20%).
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Tt =158 - 164 °C (EA/Hex)

TLC (SiOy, EA/H, 2/ 1) R¢=0.48

Elem. An. poitané. na C13HyoBrNO (276.13): C, 56.55; H, 3.65; Br, 28.94; N, 5.07, merané
C, 56.61; H, 3.72; Br, 28.79; N, 5.12.

DMSO-dg] ‘H NMR (300 MHz, DMSO-ds, §): 8.73 (ddd, 1H,
J(5',6) = 4.7 Hz, J(4'6") = 1.9 Hz, J(3'6) = 1.0 Hz,
26sl Ce-H), 8.50 (dd, 1H, J(2,6) = 1.6 Hz, J(4,6) = 1.6 Hz,
sr210.16] Cs-H), 838 (dd, 1H, J(2,4) = 1.9 Hz, J(4,6) = 1.6 Hz,
LIN-409X1 Br C4-H), 8.12 (dd, 1H, J(2,4) = 1.9 Hz, J(2,6) = 1.6 Hz,
Cy-H), 7.85-7.76 (M, 2H, Cs--H a Cy-H), 7.32 (ddd, 1H, J(4'5") = 8.0 Hz, J(5',6") = 4.7 Hz,
Py DMSO-d;] J(3.5) =19 Hz, Cs-H), 2.68 (s, 3H, CHa).

8.73 (4.7, 1.9, 1.0)

7.32(8.0,4.7,1.9)

7.85-7.76 (2H, m)

8.38 (1.9, 1.6)

1207 . | CNMR (75 MHz, DMSO-ds, 5): 196.6 (CO), 154.9 (C-2),
1371 :
1233 1283 s 28| 1499 (C-6), 141.8 (C-1), 139.1 (C-3), 137.1 (C-4), 134.2

(C-4), 131.5 (C-6), 125.3 (C-2), 123.5 (C-5), 123.2 (C-3)),

- - B
LIN20OXT15C 7 120.7 (C-5"), 26.8 (CH).

1.2.3. Priprava 3’-(pyrid-2-yl)-5’-(pyrid-3-yl)acetofenénu (105)

O
SnB
Br NI\ nBUs
/

Bu,NBr, Pd(PPh,),
N7 | CH4CN, 100°C, 2d

Do suchej ampulky sa navazilo postupne 50 mg vychodiskovej latky 104(0.18 mmol, 1.00
mol ekv), 58 mg tetratylamonium bromidu (0.18 mmol, 1.00 mol ekv), 13.0 mg
tetratylamonium bromidu tetratylamonium bromidu (11 pmol, 0.06 mol ekv) a prikvapkalo sa
66 mg tri(n-butyl)pyrid-2-ylcinu (0.18 mmol, 1.00 mol ekv). Na zaver sa pridalo 1 ml AN.
Ampula sa zatavila a reak¢na zmes sa po dobu 2 d zahrievala na 100 °C. Nasledne sa ampula
otvorila a jej obsah sa prelial do zmesi 10 ml 1 M vodného KF a 20 ml EA a nechal sa miesat’

3 h. Po oddeleni organickej vrstvy sa vodna vrstva eSte raz extrahovala EA. Spojené
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organické vrstvy sa suSili stitim nad bezvodym Na,SO,, prefiltrovali a rozpustadlo sa

odparilo. Produkt sa ¢istil chromatografiou na SiO, s elunetom EA / H 2/ 1. Ziskalo sa 45 mg

(0.17 mmol, 92%)bieleho pragku.?

Tt =196 - 201°C (EA/Hex)
TLC (SiOy, EA/H, 2 /1) R¢=0.15

Elem. An. pocitané. na C1gH14N20 (274.32): C, 78.81; H, 5.14; N, 10.21, merané: C, 78.69;

H, 5.08; N, 10.009.

8.96 (2.2, 1.0) 2.75

8.22(1.9,1.7) 8.60 (1.7, 1.6)

7.83-7.87 (m)Z2 N

7.42 (8.0,4.6, 0.9)\_ ") a7 (4.8,1.6)
LIN-408X1 7.23 (4.8,4.6,1.9)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 8): 8.96 (dd, 1H,
J(2"4") = 2.2 Hz, J(2",6") = 1.0 Hz Hz, Cy-H),
8.75 (ddd, 1H, J(5",6") = 4.7 Hz, J(4",6") = 1.6
Hz, J(2"6") = 1.0 Hz, Ce-H), 8.67 (dd, 1H,
J(5'6) = 4.8 Hz, J(4',6') = 1.6 Hz, Cs-H), 8.60
(dd, 1H, J(2,4) = 1.7 Hz, J(2,6) = 1.6 Hz, C-H),

8.46 (dd, 1H, J(4,6) = 1.9 Hz, J(2,6) = 1.6 Hz, Cs-H), 8.22 (dd, 1H, J(4,6) = 1.9 Hz, J(2,4) =
1.7 Hz, C4-H), 8.01 (ddd, 1H, J(4",5") = 7.9 Hz, J(2",4") = 2.2 Hz, J(4",6") = 1.6 Hz, C4«-H),
7.80-8.90 (M, 2H, Ca-H a Cs--H), 7.42 (ddd, 1H, J(3'4") = 8.0 Hz, J(4',5") = 4.6 Hz, J(4',6) =

148477 \134.7

7321 DMSOdg] 1.8 Hz, Ce-H), 7.23 (ddd, 1H, J(5'6) = 4.8 Hz, J(4'5') = 4.6 Hz,
Tz Qo | 33'5) = 1.8 Hz, Cs-H), 2.75 (s, 3H, Me).

149.2 138 1409298 13¢ NMR (75 MHz, DMSO-ds, 8): 197.7 (CO), 155.9 (C5.), 149.9
(Cs), 149.2 (Cy-), 148.4 (Cg-), 140.9 (Cy), 139.1 (Cs), 138.4 (Cs),
137.1 (C4), 134.7 (C4), 132.1 (Cs-), 130.0 (Cs), 127.3 (Cy), 126.4

a8 (C2), 123.7 (Cs), 123.0 (C3.), 120.8 (Cs.), 29.3 (Me).

LIN-408X1-13C
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1.2.4. Priprava 2-brom-3¢,5¢-bis(pyrid-2-yl)acetofenonu (106)

Z\| 0]
NN
Br2
AcOH, HBr
N7 50°C, noc
103 X

Do zmesi 50 mg vychodiskovej latky 103 (0.18 mmol, 1.00 mol ekv) v 5.0 ml AcOH a 5.0 ml

koncentrovanej HBr sa prikvapkalo 32 mg bromu (0.20 mmol, 1.10 mol ekv) a reakcia sa

nechala miesat’ pri 50 °C 2 d. Reak¢na zmes sa neutralizovala pomocou nasyteného roztoku

NaHCOj3; a zmes sa extrahovala pomocou CH,Cl; (3 x 15 ml). Vysledna zmes vychodiskovej
latky a oboch produktov (NMR: 45 % monoBr, 30 % bisBr, 25 % VL) sa rozdelila pomocou

FLC na silikagéli (hexan : etylacetat, 1 : 1), priCom monobromovany produkt 106 bol ziskany

vo vytazku 22 mg (0.06 mmol, 35 %) a bisbromovany produkt 106a s vytazkom 21 mg (0.05

mmol, 28 %).”

TLC (SiO,, EA/H, 2/ 1) Rf=0.58 (mono) a 0.60 (bisbrom)

DMSO-dg
LIN-4361

Br
8.73-8.77 (m)

DMSO-dj

LIN-4361 8.73-8.77 (m)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg, 8): 8.93 (t, 1H, J =
1.8 Hz, C4-H), 8.75 (dd, 2H, J = 4.9, 1.8 Hz, Cs--H),
8.68 (d, 2H, J = 1.8 Hz, C,-H), 7.91 (ddd, 2H, J = 7.9,
1.2, 1.0 Hz, Cs-H), 7.84 (ddd, 2H, J = 7.9, 7.3, 1.8
Hz, C4-H), 7.32 (ddd, 2H, J = 7.3, 4.9, 1.2 Hz, Cs--
H), 4.56 (s, 2H, CH,).
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg, 8): 8.96 (t, 1H, J =
1.8 Hz, C4-H), 8.73-8.77 (m, 4H, Ce-H a C,-H),
7.91 (ddd, 2H, J = 7.9, 1.2, 1.0 Hz, Cs-H), 7.83
(ddd, 2H, J = 7.9, 7.3, 1.8 Hz, C4-H), 7.32 (ddd, 2H,
J=73,4.9,1.2 Hz, Cs--H), 6.98 (s, 2H, COCH).

° Chintakunta, V. K.; Akella, V.; Vedula, M. S.; Mamnoor, P. K.; Mishra, P.; Casturi, S. R.; Vangoori, A.;
Rajagopalan, R. Eur. J. Med. Chem. 2002, 37, 4, 339 — 348. (analogicky na inom substrate)
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Poznamky:

- uvedeny postup je vysledkom optimalizacie s podmienkami uvedenymi v tabul’ke:

¢inidlo rozpustadlo  teplota cas 103 : 106 : 106a
Br, CH,Cl, rt 48 h 1:0:0
Br, CHClI,4 reflux® 15h 0:1:1
Br, AcOH rt 15h 8:2:1
Br, AcOH 70°C 15h 1:1:1
PPB THF rt® 15h 7:1:0
PPB THF rt 48 h 5:3:1
PPB THF rt 72 h 1:2:2
Br, AcOH, HBr  50°C* 15h 0:2:1

- snazili sme sa o c¢o najlepSiu konverziu a sucasne najlepSiu selektivitu voci

monobromovanému produktu 106

®’Hangeland, J. J.; Quan, M. L.; Smallheer, J. M.; Bisacchi, G. S.; Corte, J. R.; Friends, T. J.; Sun, Z.; Rossi,
K. A.;Cavallaro, C. L.; Int. Patent 123050, A2, 2005. (analogicky na inom substrate)

% peddibhotla, S.; Khan, P.; Smith, L. H.; Mangravita-Novo, A.; Vicchiarelli, M.; Roth, G. P.; Shi, R.; Su,
Y.; Reed, J.C.; Okolotowicz, K.J.; Cashman, J. R. J. Med. Chem. 2010, 53, 12, 4793 — 4797. (analogicky na
inom substrate)

% Laufer, S. A.; Hauser, D. R. J.; Liedtke, A.J. Synthesis 2008, 2, 253 — 266. (analogicky na inom substréte)
% Briner, K.; Deva Bartolome, M.; Cases-Thomas, M. J.; Galka, C., Stanley; Marcos Llorente, A.; Martinez-
Grau, M., Angeles; Mazanetz, M. P.; O'Toole, J. C.; Rathmell, R. E.; Reinhard, M. R.; Sapmaz, S.; Williams,
A. C. Int. Patent 028083, Al a A2, 2007. (analogicky na inom substrate)
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2. Priprava "Click-chemistry" oxazol-2-aminovych ligandov

2.1. Pokus 0 pripravu N-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl]-5-

propargyloxazol-2-aminu (118)

SO,Et
100  SO,Et SO,Et Br
NCO
9 Bry 9 NaN; @ OMe \ Br, resp. \
)J\ —>)K/Br VT N3 T
Et20 75% MeOH 87% PPh3 250/
110 11 ° 112 °  CHyClp OMe i ° OMe H114
DMC Q CI)LOEt
t-BuOK H™ "OEt tBuO SO,Et

t-BuOH t-BUOK t-BuO COOEt
t-BuOH \
SOt SO,Et COOMe SO,Et CHO H
o { 115
NJ\\N
H

OMe 118

2.1.1. Priprava 1-brémacetonu (111)

0 Bro
N+ L

7 0,
110 111 5%

Do roztoku 5 g (8.6 mmol, 5 mol ekv) acetonu v 30 ml dietyléteru sa prikvapkalo 272 mg (1.7
mmol, 1.00 mol ekv) brému, na banka sa dal chlorkalciovy uzaver. Reakéna zmes sa priviedla
k varu a nechala sa miesat’, pricom sa pozorovalo rychle zblednutie zmesi a vyvoj plynného
HBr. Nasledne sa do zmesi pridal nasyteny roztok Na,S,03 (pridavalo sa, az kym zostala
zmes Uplne bezfarebnd). Eterova vrstva sa oddelila a vodné sa extrahovala 3 x 25 ml éteru.
Spojené organické vrstvy sa suSili nad bezvodym Na;SO,, suSidlo sa odfiltrovalo a

rozpustadlo sa odparilo. Ziskala sa Gira kvapalina s vytazkom 175 mg (1.28 mmol, 75 %).%

% Lintnerova, L. Syntéza derivatov oxazolu vyuZitelnych pre VEGFR-2 , Click-chemistry* kniznicu,
diplomova praca, PriF UK, Bratislava, 2008.
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Poznamky:
- Reakciu je dobré robit’ v 0 nieCo vicsej banke ako je nutné, lebo bromovodik ma
tendenciu rychle unikat’ z banky a kvapalina méze vykypiet’
- Produkt je silny lachrymator
- Reakcia bola robena aj CH,Cl,, ale vytazky neboli lepsie (pod 60 %)

LIN-3031 CDCI,} T.v.=48-51°C (28 Torr)”
0

Br
238 389 | 'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 3.89 (s, 2H, CH,), 2.38 (s, 3H, CHs).

2.1.2. Priprava 1-azidoaceténu (112)

O NaN o
)J\/Br Meo|3_| )J\/N3

(0]
111 112 87%

Do roztoku 1.00 g bromaceténu 111 (7.3 mmol, 1.00 mol ekv) v 15 ml metanolu sa naraz
pridalo 715 mg NaN3 (11.0 mmol, 1.50 mol ekv). Reak¢éna zmes sa miesala cez noc. Nasledne
sa odparil metanol a tuhy material sa extrahoval medzi 15 ml CH,Cl, a 15 ml vody. Vodna
vrstva sa nasledne extrahovala 4 x 15 ml CHyCl,. Spojené organické vrstvy sa susili nad
bezvodym Na,SO4, susidlo sa odfiltrovalo a rozpastadlo sa odparilo. Ako produkt sa ziskala

hnedozlté &ira kvapalina (olej) s vytazkom 629 mg, 87%.%

LIN-304(1) CDCl,
Jn, IH NMR (300 MHz, CDCls) &: 3.96 (s, 2H, CHy), 2.21 (s, 3H, CHs).

2.21 3.06

" \egh, D.; Kovac, J.; Dandarova, M.; Bris, VV.; Seman, M. Coll. Czech. Chem. Comm. 1983 , 48, 7, 1891 —
1897. Tv = 138 — 140°C (760 Torr)
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2.1.3. Priprava N-(5-etylsulfonyl-2-metoxyphenyl)-5-metyloxazol-2-aminu (113)

SOzEt
100  SO,Et

(0]
)K/N:i PPh3 /L
CH,Cl, 25%

e

Do roztoku 109 mg trifenylfosfinu (0.41 mmol, 1.00 mol ekv) v 1.0 ml bezvodého
dichlérmetanu sa pocas 2 h za chladenia na 0 °C prikvapkal roztok 41 mg azidu (0.41 mmol,
1.00 mol ekv) 112 a100.0 mg arylizokyanatu 100 (0.41 mmol, 1.00 mol ekv) v1 ml
bezvodého dichlérmetanu. Nasledne sa reakéna zmes nechala mieSat’ cez noc pri rt.
Dichlérmetan sa odparil a produkt sa ziskal chromatografiou na silikagéli s eluentom hexan :
etylacetat, 2: 1 v podobe zItého tuhnuceho oleja, ktory sa krystalizoval zo zmesi hexan /
etylacetat. Na oddelenie trifenylfosfinoxidu, ktory sa dostal do frakcii s produktom sa pouzila

krystalizacia z etanolu. Takto sa ziskali 71t ihlickové krystaly s vytazkom 30 mg, 25%.%

Tt =149 — 150 °C [EtOH]
TLC (SiO,, Et,0) Rf = 0.45

Elem. An. vypocitané pre CogH24N4O4S (296.34): C, 52.69; H, 5.44; N, 9.45; S, 10.82.
merané: C, 51.88; H, 5.32; N, 8.92; S, 10.26

IC v (tuhé): 3422 (m), 3089 (M), 2942 (m), 1639 (m), 1621 (s), 1593 (m), 1579 (s), 1534 (m),
1461 (m), 1419 (s), 1346 (w), 1297 (s), 1261 (m), 1132 (s), 1014 (m), 838 (m), 743 (w), 717
(m) cm™

'H NMR (300 MHz, CDCls) 8: 8.77 (d, 1H, J = 2.2 Hz, C¢-H), 7.52 (dd, 1H, J = 8.5, 2.2 Hz,
C4-H), 7.39 (s, 1H, NH), 6.97 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Cs-H), 6.55 (q, 1H, J = 1.2 Hz, C4+-H), 3.99
(s, 3H, OMe), 3.15 (g, 2H, J = 7.4 Hz, CH,), 2.26 (d, 3H, J = 1.2 Hz, Cs«-CH3), 1.29 (t, 3H, J
= 7.4 h=Hz, SO,CH,CH).

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg, 8): 9.37 (s, 1H, NH), 8.75 (d, 1H, J = 2.2 Hz, Ce-H), 7.44
(dd, 1H, J = 8.4, 2.2 Hz, C4-H), 7.22 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Cs-H), 6.67 (5, 1H, Cy=-H), 3.94 (s,
3H, OMe), 3.17 (q, 2H, J = 7.2 Hz, CHy), 2.24 (s, 3H, Cs+-CHs), 1.10 (t, 3H, J = 7.2 Hz,
SO,CH,CHs).

3C NMR (90 MHz, CDCls) 8: 154.9 (C,+), 151.0 (Cy), 141.7 (Cs+), 129.9 (C1), 129.1 (Cs),
121.6 (C4), 121,5 (C4+), 114.9 (Cs), 110.5 (C3), 56.1 (OMe), 49.6 (CH,), 10.3 (Cs=-CHs), 7.2
(SO,CH,CHs).
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3.17(7.2) 1.10(7.2) 1.29(74) 7.2 CDCl3
3.15 (7.4)( 496
0=S=0 2.24 0=S=0 2.26 (1.2) O S o] 103
8.75 (2.2) 8.77 (2.2)

7.44 (8.4,2.2) ) A\ 667 752(85,22) 0 N 1216 1149 O 41 7

/k\ : /L\ 6.55 (1.2) 1105 4 1215
7.22 (8.4) N N 6.97 (8.5) N N . 1299,\11549[\1
O 937 O 739 ONG 56.1

LIN-288X2 3%  DMSO-dg | | LIN-3101  39° CDCls LIN-2901-13C

2.1.4. Priprava N-(5-etylsulfonyl-2-metoxyphenyl)-5-(brommetyl)oxazol-2-aminu (114)
SO,Et SO,Et

Br
© o{
NBS \
P
CCI4, 4 h H N

reflux OMe

Do suchej banky sa navazilo 20.0 mg vychodiskového 5-metyloxazol-2-aminu 113 (0.07
mmol, 1.00 mol ekv) a 12.0 mg NBS (0.07, 1.00 mol ekv) a pridalo sa 1.0 ml bezvodého
CCly. Reakéna zmes sa zahrievala za refluxu 4 h pod inertnou atmosférou. Po ochladeni sa

odfiltrovali zvysky NBS a sukcinimidu a rozpustadlo sa odparilo.”

Poznamky:
- pri reakcii dochadzalo k vyraznému stmavnutiu reakénej zmesi a po odpareni rozpustadla
ostal tmavy mazl'avy material. Po zmerani NMR spektra sme zistili, ze dochadzalo k rozpadu
oxazolu.
- reakciu sme vyskusali aj za inych podmienok:

- s bromom (1.00 mol ekv) v CH,Cl, pri rt®: nestala 7iadna zmena, reakcia vobec

neprebiehala

8 Kuang, R.; Shue, H.-J.; Blythin, D. J.; Shih, N.-Y.; Gu, D.; Chen, X.; Schwerdt, J.; Lin, L.; Ting, P. C.;
Zhu, X.; Aslanian, R.; Piwinski, J. J., Xiao, L.; Prelusky, D.; Wu, P.; Zhang, J.; Zhang X.; Celly, C. S.;
Minnicozzi, M.; Billah. M.; Wang, P. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17, 18, 5150 — 5154. (analogicky na

inom substrate)
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- s NBS (1.00 mol ekv), AIBN (0.20 mol ekv) v CCl, s refluxom pocas 1 h*: reakcia
neprebiahala
-'s NBS (1.00 mol ekv), AIBN (0.20 mol ekv) v CH,Cl, pri rt cez noc®: rozklad

oxazolu

2.1.5. Priprava etyl 2-{2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-yl}acetatu (115)

SO,Et SO, Et COOEt
/€ Cl OEt {
J\ t-BuOKi f
t-BuOH
oM rt, noc

Do roztoku 20 mg vychodiskového 5-metyloxazol-2-aminu 113 (0.07 mmol, 1.00 mol ekv) v
4 ml t-BuOH sa prisypalo 20 mg t-BuOK (0.18 mmol, 2.5 mol ekv). Zmes sa nechala miesat’
20 min a nasledne sa do nej pridalo 15 mg (0.14 mmol, 2.0 mol ekv) etylchlorformiatu. Zmes

sa nechala miegat’ pri rt cez noc.*®

Poznamky:

- TLC ukazalo, Zze nenastala Ziadna zmena

- ani zahrievanie na 50 °C, zvysenie mnozstva ¢inidiel a predizenie reakéného &asu neviedlo k
zmene

reakciu sme vzskusSali aj za inych podmienok:

- s n-BuLi v Hex (2.20 mol ekv) s THF (1. -78°C, 1 h; 2. rt, noc) ‘®: nevznikol
pozadovany produkt, ale iba N-substituovany derivat, ktory sa rychlo degradoval na
vychodiskovu latku

- s diisopropylaminom (2.00 mol ekv) a n-BuLi v Hex (2.20 mol ekv) s THF (1. -
78°C, 1 h; 2. rt, noc)ml: rovnaky vysledok

9 Ray, N. C.; Bull, R. J.; Finch, H.;.Van den Heuvel, M.; Bravo, J. A. Int. Patent 17669, Al, 2007.
(analogicky na inom substrate)

190 Cornwall, P.; Dell, C. P.; Knight, D. W. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1991, 10, 2417-28. (na tiazolovom
derivate)

191 Gould, N. P.; Lee, T.-J. J. Org. Chem. 1980, 45, 22, 4528 — 4530.
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2.1.6. Priprava 2-{2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-yl}acetaldehydu
(116)

SOZEt SOzEt CHO
/i H OEt {
)\ t- BuOKjé
-BuOH

OMe H 113 rt, noc

Do roztoku 20 mg vychodiskového 5-metyloxazol-2-aminu 113 (0.07 mmol, 1.00 mol ekv)
v 4 ml t-BuOH sa prisypalo 20 mg t-BuOK (0.18 mmol, 2.50 mol ekv). Zmes sa nechala
miesat’ 20 min a nasledne sa do nej pridalo 10 mg (0.14 mmol, 2.0 mol ekv) etyl-formiatu.
Zmes sa mieSala pri rt cez noc. Ked’ze rano na TLC platni¢ke nebola pozorovana Ziadna
zmena, pridalo sa d’alsich 20 mg t-BuOK (0.18 mmol, 2.5 ekv), pricom bola zmes ohrievana
na 50 °C a po 1 h sa pridalo 10 mg etyl-formiatu (0.14 mmol, 2.00 mol ekv).*

Poznamky: Na TLC platnicke boli 3 Skvrny, priCom dominantnd patrila VL. ZvySné dve

neboli produktom, ked’ze NMR ukazalo, Ze nemaju oxazolovy signal.

2.1.7. Priprava metyl 2-{2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-yl}acetatu
(117)

SN NaH (;\
” rt, 4d

K tuhému 2.5 mg NaH (0.11 mmol, 1.5 mol ekv) sa pridal 0.6 ml DMC (7 mmol, 100 mol
ekv) a20 mg vychodiskového 5-metyloxazol-2-aminu 113 (0.07 mmol, 1.00 mol ekv).
Suspenzia sa nechala miesat’ cez noc pri rt. Na druhy den bola pritomna este VL a tak sa
k zmesi pridalo este d’alsich 1.5 mol ekv NaH. Zmes sa miesala cez vikend. Po spracovani na
TLC (pridavok H,O a CH,Cl;) bola RZ identicka ako vychodiskova latka. Reakcia

neprebieha.*®

192 Epel, K.; Eiermann,M.; Papkalla, T. Eur. Patent 0725055, A1, 1996. (analogicky na inom substrate)
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Poznamky:
- tato reakciu sme skusali aj s t-BuOK (1.50 mol ekv) v t-BuOH pri rt aj so zahrievanim®, ale

produkt nevznikal

2.2. Pokus o priprava 2-{2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-
yl}etanolu (124) z dietylsukcinatu (119)

o}
N COOEt  AcON Br. Br
COOEt _H"OEt_ EtOOC __AcUNa _ Etooc 2
Et00C” N ~"CcHo g0 ~ EtooC
t-BuOK CHO H,O 2 CHO
119 t-BuOH ~31% 120 noc, reflux 121 27% 122

{ iEtoH
HoN” ~NH, | reflux

OH v
SO,Et /C
HN_ o COOEt
(o] - llllTT
A0 Y
N 124 123
OMe
2.2.1. Priprava dietyl 2-formylsukcinatu (120)
HCOOEt
t-BUOK
COOEt
COOEt tBuOH _  Etooc
Etooc”
Et,0, noc o, CHO
119 0°C a3 rt ~31% 120

K roztoku 3.87 g t-BuOK (34.4 mmol, 1.2 mol ekv) v 18 ml t-BuOH abs a 19 ml dietyléteru
sa za chladenia pri 0 °C prikvapkal roztok 5.00 g dietylsukcinatu 119 (28.7 mmol, 1.00 mol
ekv) a 2.55 ml etyl-formiatu (31.6 mmol, 1.1 mol ekv) v 19 ml éteru. Reakéna zmes postupne
tuhla vznikom draselnych soli. Reak¢éna zmes sa miesala pri rt cez noc. Rano sa vzniknuta sol’
odfiltrovala a premyla dietyléterom. Nasledne sa rozpustila vo vode azmes sa okyslila
pomocou 10 M HCI az do zakalenia roztoku (pH = 4). Vodna vrstva sa extrahovala
s dietyléterom (5 X 35 ml). Spojené organické vrstvy sa suSili nad bezvodym NaySO,,

prefiltrovali a odparili. Produkt sa ziskal pomocou rektifikacie za znizeného tlaku.”

Poznamky:
- hruby produkt po odpareni mal vytazok 4.41 g (21.8 mmol, 76%), ale bol znecisteny

vychodiskovou latkou a inou necistotou
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- Z hrubého produktu vypadavala biela zrazenina (Kys. jantarova)

- destilacia za znizeného tlaku (16 torr): I. frakcia okolo 130 °C: 1.28 g, 32 % P a68 %
dekarboxylovaného produktu + necistota; Il. frakcia 140 — 150 °C: 0.52 g, 38 % P a 62 %
dekarb. produktu + necistota; dest. zvySok zpolymerizoval

- tuto reakciu sme vyskusali aj so Na (1.50 mol ekv) a etanolom (5.00 mol ekv) v éteri pri rt
pocas 2 dni®, ale produkt vynikal len v stopach

- spekrum obsahuje vela signalov v nizsej oblasti a jediny pozorovatel'ny signal pre produkt,

je signal aldehydu

15 coc, | “H NMR (300 MHz, CDClg) &: 9.92 (s, 1H,

CHO)
0\/ )KJ/\W 'H NMR (300 MHz, CDCls) §: 11.53 (s, 1H,

L|N 3312 OH), 7.09 (S, lH, CH)

2.2.2. Priprava etyl 4-oxobutyratu (121)

EtOOC COOEt _ AcONa _

CHO H.0
120 2-3d, reflux 121 27%

Do roztoku 34 mg (0.25 mmol, 1.00 mol ekv) AcONa . 3H,0 v 0.6 ml vody sa pridalo 50 mg
(0.25 mmol, 1.00 mol ekv) vychodiskovej latky 120. Reakcia sa ohrievala za reluxu cez noc.
Nasledne sa neutralizovala pomocou 1 M HCI a extrahovala éterom (4 X 5 ml). Ziskalo sa 18

mg oleja.*®®

Poznamky:
- olej ktory sa ziskal mal tendenciu tuhnat

- podl'a NMR obsahuje vychodiskovu latku aj produkt a vel'ké mnozstvo necistot

193 vitali, T.; Impicciatore, M.; Plazzi, P. V.; Bordi, F.; Morini, G. Farmaco, 1986, 41, 6, 483 — 498.

(analogicky na inom substrate)
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- pri opakovani reakcie vo vda¢Som mnozstve, ked’ sme pouzili dlhsi reakény ¢as (2-3
dni) uz nebola pozorovand vychodiskova latka ale popri produkte vel’ké mnozstvo
necistot

- pokusili sme sa produkt vy¢istit' destilaciou za zniZzeného tlaku, pricom ¢ast’ kvoli
zahrievaniu na vysoké teploty zpolymerizovala, vytazok sa pohyboval okolo 27 % ale
produkt stale obsahoval stopy kyseliny octovej

- spekrum obsahuje vela signalov v nizsej oblasti delta ajediny jasne pozorovatelny

signal pre produkt, je signal aldehydu (LIN-3461)

'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 9.82 (t, 1H, J = 0.7 Hz, CHO).

2.2.3. Priprava etyl 3-brom-4-oxobutyratu (122)

Br Br
EtOOC -2
~"CHO Tgo  EtoOC
121 122  stopy

101 mg vychodiskového aldehydu 121 (0.78 mmol, 1.00 mol ekv)sa rozpustilo v 1.2 ml éteru
a k tomuto roztoku sa prikvapkalo 40 pl bromu (0.78 mmol, 1.00 mol ekv) za chladenia na 0
°C. Nasledne sa nechala reakéna zmes miesat’ az do odfarbenia bromu, pricom teplota
samovol'ne vystupila na rt. Do reakénej zmesi sa pridalo 0.5 ml 'adovej vody a organicka
vrstva sa oddelila. Vodna vrstva sa extrahovala éterom (3 x 1.5 ml). Spojené organické vrstvy
sa susili nad bezvodym Na,SO,, susidlo sa odfiltrovalo a prchavé podiely odparili. Hruby

produkt sa ziskal v podobe 92 mg tuhniiceho oleja.”
Poznamky:
- spekrum obsahuje vela signalov v nizSej oblasti ajediny pozorovatelny signal pre

produkt, je signal aldehydu (LIN-3481)

'H NMR (300 MHz, CDCI3) &: 9.54 (d, 1H, J = 0.9 Hz, CHO).

91



2.3. Pokus o priprava 2-{2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-
yl}etanolu (124) z etyl acetoacetatu (125)

o o o O O o
M 4,8'.2 MB"—W )J\)J\/N3
EtO CHcl,  EtO aceton/voda EtO
125 rt, 15 h 98% 126 reflux, 1.5 h 74% 127
SO,Et
PPhs, CH,Cl,
0°C azrt, noc NCO
OH
SO,Et SO,Et COOEt
/OL N ;Eredukcia Jo\/\{/
N N
H N N N
H
OMe 124 OMe 128 25%

2.3.1. Priprava etyl 4-brom-3-oxobutyratu (126)

o o O O
M S, M Br
EtO CHcl,  EtO
125 t, 15 h 87% 126

K roztoku 0.86 ml etyl-acetoacetatu (7.75 mmol, 1.00 mol ekv) v7 ml chloroformu sa
prikvapkalo 0.4 ml bromu (7.75 mml, 1.00 mol ekv) pocas 2 h a nasledne sa reakéna zmes
miesala 15 h. Banka sa prefukala dusikom na odstranenie plynného HBr a pridalo sa 3 ml
vody. Po extrakcii sa organicka vrstva oddelila, susila nad bezvodym Na,SO,, prefiltrovala
a odparila. Produkt sa ziskal takmer &isty s vytazkom 1.31 g (6.74 mmo, 87 %).'%*

Poznamka:
- Pri opakovani reakcie vo va¢Som sa dosiahli vytazky az 98%.
- tato reakciu sme skusili aj s bromom (1.02 mol ekv), v kyseline octovej pri rt pocas 3

hodin'®, pricom sme dosiahli vytazky do 84%

Tv =114 117 °C (14 torr)

104 yasohara, Y.; Kizaki, N.; Hasegawa, J.; Wada, M.; Kataoka, M.; Shimizu, S. Tetrahedron Assym. 2001,
12,1713-1718.
195 Choi, H. Y.; Chi, D. Y. Org. Lett. 2003, 5, 4, 411-414.
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4.21(7.2)
/\O
1.28 (7.2)

4.23(7.2)

1.30 (7.2)
LIN-3861

O OCDCl,
Br
370 4.04
12.00
O OH
Br
3.86
5.29

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 8: 4.21 (g, 2H, J = 7.2 Hz, CH,0),
4.04 (s, 2H, CH,Br), 3.70 (s, 2H, CH,CO), 1.28 (t, 3H, J = 7.2
Hz, CHj3).

1H NMR (300 MHz, CDCI3) 4: 12.00 (s, 1H, OH), 5.29 (s, 1H,
CH), 4.23 (q, 2H, J = 7.2 Hz, CH,0), 3.86 (s, 2H, CH,Br), 1.30
(t, 3H,J = 7.2 Hz, CH3).

2.3.2. Priprava etyl 4-azido-3-oxobutyratu (127)

O

EtO

o O O
Br___ NaNg )UJ\/N
3
aceton/voda EtO
126 reflux, 1.5 h 61% 127

V banke sa zmie$alo 1.31 g bromderivatu (6.79 mmol, 1.00 mol ekv) 126, 0.52 g NaN3 (7.94

mmol, 1.17 mol ekv), 8 ml acetonu a 2.7 ml vody. Zmes sa zahrievala na reflux 1.5 h, az kym

na TLC platni¢ke nie je vidiet vychodiskova latka. Aceton sa nasledne odparil a vodny

zvySok sa extrahoval EA (3 X 3 ml). Spojené organické vrstvy sa sus$ili nad bezvodym

Na,SO,, prefiltrovali a odparili. Ziskalo sa 1.17 g surového cerveného produktu. Cisty

produkt sa ziskal pomocou filtracie cez kratky stipec silikagélu (eluény systém, hexan : éter,
20 : 1). Vytazok po filtracii bol 0.71 g (4.14 mmol, 61 %).'%*

Poznamky:

- reak¢na zmes silne S¢ervenie pocas reakcie a surovy produkt je preto tmavocerveny olej

- filtraciou cez stipec SiO, je mozné odstranit’ va&sinu farebnych latok a ziska sa takto

oranzova kvapalina surového produktu 127

O cDClJ|
4.22(7.1)
/\O N3
1.30 (7.1) 352 4.13
12.04
O OH
4.22 (71
CD AN,
1.31(7.1) 3.45
LIN-3882 523

'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 4.22 (g, 2H, J = 7.1 Hz, CH,0),
4.13 (s, 2H, CHzN3), 3.52 (s, 2H, CH,CO), 1.30 (t, 3H,J =7.1
Hz, CHjy).

'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 12.04 (s, 1H, OH), 5.23 (s, 1H,
CH), 4.22 (q, 2H, J = 7.1 Hz, CH;0), 3.45 (s, 2H, CH,N3), 1.31
(t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3).
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2.3.3. Priprava etylesteru kys. 2-[2-(aminoaryl)oxazo-5-yl]octovej (128)

SO,Et
100
SOEt COOEt
O O NCO
OMe
EtO N3 PPh,
CH,Cl,
127 1.0°C, 2h OMe 28 19%
2. rt, noc

Do roztoku 1.40 g (5.43 mmol, 1.00 mol ekv) trifenylfosfinu v 14 ml bezvodého
dichlormetanu sa pocas 2 h za chladnia na 0 °C prikvapkal roztok 1.12 g (6.52 g, 1.20 mol
ekv) azidu 127 a 1.31 g (5.43 mmol, 1.00 mol ekv) arylizokyanatu 100 v 14 ml bezvodého
dichlérmetanu. Nasledne sa reakénd zmes mieSala cez noc pri rt. Dichlormetan sa odparil
a produkt sa ziskal chromatografiou na silikagéli s eluentom hexan : etylacetat, 1 : 2 v podobe
0.54 g zItého tuhnticeho oleja, ktory sa d’alej krystalizoval zo zmesi hexanu / etylacetatu s
vytazkom 383 mg (1.03 mmol, 19 %) bielych krystalov.?

Poznamky:
- Na oddelenie trifenylfosfinoxidu, ktory sa dostal do frakcii s produktom sa pouzila
krystalizacia z etanolu.

- vedl'ajsimi produktmi reakcie bol otvoreny moc¢ovinovy derivat a rozkladné produkty

T.t. =235-237 °C [EA/Hex]

TLC (SiO,, EA/H,2/1)R¢=0.35

Elem. An. vypo¢. CigH20N206S (368.40): C, 52.16; H, 5.47; N, 7.60; S, 8.70 merané: C,
52.41; H,5.49; N, 7.44; S, 8.59.

IC v(tuhé): 3334 (m, NH), 3089 (w, arom. C-H), 2976 (w, alif. C-H), 1736 (s, C=0), 1614
(m), 1599 (s), 1578 (s), 1541 (m), 1487 (m), 1432 (m), 1296(s), 1121(s), 1084(m), 1022(m),
734 (w), 719 (m).

10-1:3(M 515 (7.2) CDCl3
0 'H NMR (300 MHz, CDCl;) &: 8.81 (d, 1H, J
0=S=0 3.66 (1.0)
754(85,22) K 88122 o217 = 2.2 Hz, H-6), 7.54 (dd, 1H, J = 8.5, 2.2 Hz,
4
6.08 (8.5 N/L{';\ 679 (1.0) 10-13(mf H-4), 7.41 (s, 1H, NH), 6.98 (d, 1H, J = 8.5, H-
5 H, 3), 6.79 (t, 1H, J = 1.0 Hz, H-ox), 4.21 (q, 2H,
400 LIN-4893:12]  j = 7.1 Hz, OCH,), 4.00 (s, 3H, OCHj), 3.15

(0, 2H, J = 7.2 Hz, SO,CHy), 1.00-1.30 (m, 6H, 2x CHs).
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3C NMR (90 MHz, CDCls) §: 168.8 (CO), 155.2 (Cy-),
150.4 (C2), 138.7 (C4), 130.8 (Cy), 129.0 (Cs), 124.7
(Cs+), 1223 (C4), 1151 (Cg), 1094 (Cs), 61.5
(COOCH,CHj), 56.2 (OCH3), 50.6 (SO,CH,CHj), 31.6
(COCHj), 14.1 (COOCH,CHj), 7.5 (SO,CH,CHy).

56.2 LIN-4893C-12

2.3.4. Priprava 2-{2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-yl}etanolu (124)

SO,Et COOEt SO,Et
{ L|AIH4
THF rt, noc

Do banky sa navazilo 50 mg (0.14 mmol, 1.00 mol ekv) esteru 128 a pridal sa 1 ml suchého
THF a prisypalo sa 15 mg (0.42 mmol, 3.00 mol ekv) LiAlH,. Zmes sa nechala miesat’ pod
inertnou atmosférou cez noc. Na druhy den rano sa do zmesi pridalo 3 ml vody a zmes sa
trikrat extrahovala 5 ml etylacetatu. Spojené organické vrstvy sa su$ili nad bezvodym

Na,SO,, prefiltrovali a odparili. Ziskalo sa 16 mg materialu.%®

Poznamky:

- ziskany material bol merany pomocou NMR: obsahuje vychodiskovl latku a nova latku
v malom zastapeni, ktora ale nema oxazolovy signal

- pri dlh§im reakénych casoch bol pozorovany anilinovy derivat vzniknuty rozbitim
alebo odtrhnutim oxazolu

- ked’ bola reak¢nd zmes chladend pri zardbani na 0°C neboli ziadne vyrazné zmeny oproti
nechladenej reakcii

zvySenie mnozstva red. ¢inidla len zhorSovalo rozklad oxazolu

196 Thomas, A. A.; Huerou, Y. L.; Meese, J. D.; Gunawardana, I.; Kaplan, T.; Romoff, T. T.; Gonzales, S. S.;
Condroski, K.; Boyd, S. A.; Ballard, J.; Bernat, B.; DeWolf, W.; Han, M.; Lee, P.; Lemieux, C.; Pedersen,
R.; Pheneger, J.; Poch, G.; Smith, D.; Sullivan, F.; Weiler, S.; Wright, S. K.; Lin, J.; Brandhubera, B.; Vigers,
G. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 6, 2206 — 2210. (analogicky na inom substrate)
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- tato reakciu sme skusali aj s pouzitim inyh Cinidiel:

- s NaBH, (2.00 mol ekv) v THF pri rt cez noc'®: opit’ dochadzalo k &iastoénému
rozkladu a dominantnou zlozkou bola vychodiskova latka, produkt nevznikal

- s BH3.THF (10.00 mol ekv) v THF pri rt cez noc'®’: vznikali len nezname latky bez

oxazolového signalu v NMR spektrach

2.4. Priprava 2-(2-aminooxazo-5-yl)etanolu (131) z THF (129)

0
O  s0.Cl, o) . H,N*NH, H2N( o OH
_— | _—
Q 65°C, 3h Q H,0 alebo \E/)J
N 1 M HCI
129 34% ' 130 refux  6-16% 131

1haz3d

2.4.1. Priprava 2,3-dichlértetrahydrofuranu (130)

O so,cl, 0 o
65°C, 3h Q

129 34% © 130

Do 11.2 ml bezvodého THF (139 mmol, 4.00 mol ekv) sa prikvapkalo 5.6 ml (SO,Cl, (70
mmol, 2.00 mol ekv), pricom sa pozoroval vyvoj plynov. Nasledne sa zmes nechala zahrievat’
na 65°C pocas 3 h. Zvy$né THF sa nasledne odparilo a produkt sa ziskal rektifikaciou za
znizeného tlaku (Bp 60-64°C pri 20 torr). Vyt'azok po destilacii bol 1.69 g (11.2 mmol, 34%)

&irej kvapaliny.*®

Poznamky:
- reakcia je dvojstupiiova: I) rychla substitucia na orto uhliku, ktord prebehne takmer
okamzite (silby vyvoj plynu pred samotnym zahrievanim); II) pomalSia substitlicia na
meta uhliku, prebichajlica pocas zahrievania, je selektivna a prebieha len na

monochloérovanom THF

197 Lee, D. A.; Smith, K. M. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1997, 8, 1215 — 1228. (analogicky na inom
substrate)

198 Crombie, L.; Wyvill, R.D. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1985, 1971-1982.
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- pocas destilacie ostava vel'ké mnoZzstvo latky v destilacnej banke ako ¢ierna hmota —
polymerizécia

- produkt je drazdivy a je to lachrymator

- po destilacii dichlorTHF uz nema tendenciu polymerizovat’ a ostava ¢iry a bezfarebny

a spektralne Cisty aj po dlhsiu dobu

Tv =60-64°C (20 torr)

Cl
i% 'H NMR (300 MHz, CDCls) 8: 6.23 (s, 1H, H-2), 4.64 (d, 1H, J(3,4)
4.23 - 4.36 ’4.64 (5.5)
m2) el | =55 Hz, H-3), 4.23-4.36 (M, 2H, He'5 a Hq-5), 2.76-289 (m, 1H,
.76 - 2. m, 1H
2.20-2.29 (m. 1H) Ha-4), 2.20-2.29 (m, 1H, Hy-4).
LIN-4512  CDCl,

2.4.2. Priprava 2-(2-aminooxazo-5-yl)etanolu (131)

o)

O o H,N*NH, H2N(__o OH

Q H,O alebo W
. 1 M HCl
130  reflux  6-16% 131

1haz3d

K suspenzii 36 mg mocoviny (0.59 mmol, 1.00 mol ekv) v 0.25 ml vody sa prikvapkal roztok
100 mg 2,3-dichlortetrahydrofuranu (0.71 mmol, 1.2 mol ekv) v 0.25 ml vody. Zmes sa
refluxovala pocas 1 h. Voda sa nasledne odparila, ¢im vypadol hydrochlorid produktu.
Nasledne sa pridalo 0.10 ml vody a 20 pl 50% NaOH a par zrniek tuhého NaCl. Produkt sa

ziskal extrakciou do etylacetatu (3x 0.5 ml).*

Poznamky:
- hruby produkt obsahuje stopy P a dominantné su 2 nové latky, ktoré by mohli byt
produktami substitucie jedného z chlérov za mocovinu a THF kruh ostal zachovany
- dlhsi reakény cas (4 h, noc, vikend) nedokazal otvorit THF kruh (P stale len okolo
7%)
- zahrievanie samotnych intermediatov neviedlo k zmene

- MW Ziarenie po dobu 3x10 min nedava dokonca ani mocovinové intermediaty
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- reakcia bola opakovana aj v etanole, ale nedochadzalo k vzniku produktu ani
mocovinovych derivatov
- reakcia bola opakovana aj v 1M HCI, pricom dochadzalo k trochu vi¢Siemu otvaraniu

THF kruhu (produkt v zmesi az 16%) ale bolo nutné reakény ¢as predizit na 3 dni

2.5. Priprava 2-(2-aminooxazo-5-yl)etanolu (131) z y-butyrolakténu (132)
0

0 on X
Ezf DIBAL HNT UNHp H2NYO OH
© “cHyel, O H,0,70°C, 2h N\ j—f
1.-78°C, 1 h
132 2.0°C,4h 133 7% 131

2.5.1. Priprava 2-hydroxytetrahydrofuranu (133) redukciou

O OH
E/é DIBAL
O “ch,Cl, O
1.-78°C, 1h
132 20°C.4h 133 7%

Roztok 0.5 ml (0.65 mmol, 1.00 mol ekv) y-butyrolaktonu v 50 ml CH,CI, sa ochladil na -
78°C a prikvapkalo sa 3.7 ml 25% roztoku (0.65 mml, 1.00 mol ekv) DIBALuU Vv hexane
pocas 1 h. Nasledne sa kiipel’ vymenil na I'adovy a reakéna zmes sa nechala miesat’ pri 0°C po
dobu 4 h. Po ukonéeni reakéného ¢asu sa pridal 50 ml 1% NaOH. Vodna vrstva sa oddelila
a vodna sa extrahovala s 50 ml CH,Cl,. Spojené organické vrstvy sa suSili nad bezvodym

Na,SOy, prefiltrovali a odparili. Produkt sa ¢istil destilaciou za znizeného tlaku. 1%

Poznamky:
- po reakcii sa odparilo izolovat’ destilaciou len 40 mg produktu, 7% vytazok, ktory je
zmes otvoreného aldehydu okolo 4% a poloacetélovej formy 96%, destilacny zvySok
predstavoval vychodiskov latku

- predizenie reakéného Gasu viedlo len k o maélo lepsim vytazok (~10%)

1% Green, D. L.C.; Kiddle, J. J.; Thompson C. M. Tetrahedron 1995, 51, 10, 2865-2874.
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LN4821 " 'H NMR (300 MHz, CDCly) &: 5.51 - 5.55 (m, 1H, H-2), 4.12
Eﬁsfﬂ -ss5m | (bs, 1H, OH), 4.02 - 4.06 (M, 1H, H-54), 3.82 - 3.88 (m, 1H, H-
5g), 1.82 - 1.96 (M, 4H, H-3a, H-3g, H-44 a H-45).

1.82-1.96
(m, 4H)

CDCl,

2.6. Priprava 2-(2-aminooxazo-5-yl)etanolu (131) z butan-1,4-diolu (134)

0]
OH

idaci H,NT NH, HoN( o OH
HO\/\/\OH oxidacia N NP 2 m/
O  H,0,70°C, 2h N
131

134 133

2.6.1. Priprava 2-hydroxytetrahydrofuranu (133) oxidaciou

MnO,, THF OH

HO
\/\/\OH L noc Eéo
stopy

134 133

Do suchej banky sa k roztoku 1.00 g butan-1,4-diolu (11 mmol, 1.00 mol ekv) v 10 ml
suchého éteru prisypalo 0.96 g burelu (11 mmol, 1.00 mol ekv) a reak¢na zmes sa miesala pri

rt cez noc. Po prebehnuti reakéného ¢asu sa zmes prefiltrovala a filtrat sa odparil

Poznamky:
- reakcia ma na zaklade NMR len 1% konverziu
- predizenie reakéného Gasu a zvysenie teploty az na 60°C prinieslo len maly uéinok
- najvyssia dosiahnuta konverzia na zaklade NMR bola 12%
- tuto reakciu sme skusali aj s inymi ¢inidlami:
- Dess-Martinovo ¢inidlo (2.14 mol ekv) v CH,Cly, pri rt pocas 2 dni: 1,

reakcie sa nepodarilo izolovat’ Ziadna identifikovatel'na latka

19 Maier, G.; Sayrac, T. Chem. Ber. 1968, 10, 1354-1370.
1 Fyfe, M. C. T.; Bertram, L. S.; Thomas, G. H.; Williams, G. M. Int. Patent. 67531, A1, 2006. (analogicky

na inom substrate)
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- s PDC alebo PCC (2 mol ekv) v CH,Cly, pri rt podas 2 dni'**: reakcia mala
tiez nizku konverziu a najmi doslo k zvySenému znec€isteniu zmesi neznamymi

latkami

2.7. Priprava N-(5-etylsulfonyl-2-metoxy-fenyl)-5-propargyloxazol-2-aminu
(118) z tetrametoxypropanu (135)

OMe OM OMe O Tosmic
)\)\ e H3PO,4 )\/U\ KoCO4 MeO (o) ____ge_clﬁ___ MeO o)
MeO OMe rinoc  MeO H  t-BuOH ome U Y% Li-baza W )¢
reflux, 1-2d e N THF. -78°C OMe N
135 269 136 137 stopy ’ 138
SO,Et
i-PropOH |
5 |
; NH,
y OMe
139
SO,Et SO,Et
MeO
N \ // - - - N
/ /& \ OMe
N~ O DR N
OMe " 448 oMe " 140
2.7.1. Priprava 3,3-dimetoxypropanalu (136)
OMe OMe H;PO, OMe O
MeO OMe rt, noc MeO H

135 26% 136

K zmesi 1.00 g 1,1,3,3-tetrametoxypropanu (6.1 mmol, 1.00 mol ekv) a 320 pul vody (17.0
mmol, 2.90 mol ekv) sa pri rt prikvapkalo 176 pl konc. H3PO4 (2.6 mmol, 0.45 mol ekv).
Priebeh reakcie sa sledoval pomocou *H NMR. Po dvoch diioch sa pomer vychodiskovej
latky a produktu ustalil na 1 : 2. Do reak¢nej zmesi sa pridalo 1 ml H,O (52.6 mmol, 3.00 mol
ekv), ¢im sa rovnovaha reakcie pohla smerom k produktu a pomer vychodiskovej latky a
produktu sa ustalil na 1 : 4 po d’alsich 24 h. Nasledne sa k zmesi pridalo 5 ml dietyléteru a 5
ml vody, vodna faza sa neutralizovala pomocou Na,CO3. Organicka faza sa oddelila a vodna
sa extrahovala 2x 5 ml dietyléteru. Spojené organické vrstvy sa suSili statim nad Na,SOq,

prefiltrovali a odparili. Ziskal sa olej s pomerov vychodiskovej latky a produktu 1 : 4. Zmes

12 Constantino, M. G.; De Souza, A. X., Da Silva, G. V. J. Molecules 2002, 7, 6, 475-486.
100



sa nepodarilo oddelit’ a tak bola pouzita do d’alSicho kroku syntézy. Ziskalo sa 240 mg (~1.59

mmol,~26%) zmesi.'*®

LIN-5701-11 1
76523 | *HNMR (300 MHz, CDC) 8: 9.75 (d, 1H, J(1,2) = 2.3 Hz, CHO), 4.85
P ~

485 <s.57>0/9%.3> (d, 1H, J(2,3) = 5.5 Hz, CH), 3.39 (s, 6H, 2xCH30), 2.73 (dd, 2H, J (2,3)
CDCl, 339 = 5.5 Hz, J(1,2) = 2.3 Hz, CHy).

| 'H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 4.49 (d, 2H, J = 5.9 Hz, 2x CH),
1.93 (5.9)
(0] O —
o . | 334 (s, 12H, 4xCH30), 1.93 (d, 2H, J = 5.9 Hz, CHy).
~N O\
LIN-5701-11 CDCl;

2.7.2. Priprava 5-(2,2-dimetoxyetyl)oxazolu (137)

Tosmic
M K,COs4 MeO o
MeO H t-BuOH m />
reflux, 1-2 d € N

K roztoku 100 mg vychodiskového aldehydu (0.85 mmol, 1.00 mol ekv) (zmes s 1,1,3,3-
tetrametoxypropanom s pomerom 4 : 1 z predchadzajicej reakcie) v 8.5 ml t-BuOH pri rt za
miesania pridalo 166 mg Tosmic, t.j. toluénsulfonylmetyl isokyanid (0.85 mmol, 1.00 mol
ekv) a nasledne sa prisypalo 176 mg K,COj3 (1.28 mmol, 1.50 mol ekv). Zmes sa nechala
refluxovat’ cez noc alebo aj dva dni, nasledne sa do zmesi ochladenej na rt pridalo 10 ml
CH.Cl, a organicka faza sa premyla roztokom NaHSO,, roztokom NaHCO; a nasledne sa

114

organicka faza dala suSit statim nad Na,SO,, prefiltrovala a odparila.”™™ Ziskany olej

obsahoval len stopy produktu (~8%).

Poznamky:

113 Bj, L.; Zhang, Y.; Zhao, M.; Wang, C.; Chan, P.; Tok, J. B.-H.; Peng, S. Bioorg. Med. Chem. 2005,
13, 19, 5640 - 5646.
1 Mutel, V.; Windenaum, J. US Patent 19424, A1, 2002. (analogicky na inom substrate)
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- Pocas reakcie pravdepodobne dochadzalo k rozkladu vychodiskovej latky na metanol a
dialdehyd, ktory sa pravdepodobne polymerizoval. Hlavnym produktom reakcie bol 1,1,3,3-
tetrametoxypropan, ktory vznikal pravdepodobne reakciou metanolu a vychodiskovej latky.

- Pokusy o zoptimalizovanie (napr. najprv priprava soli tosmicu s K,COj3 a nasledné pridanie

vychodiskovej latky alebo zmena rozpust'adla a teploty) reakcie zlyhali.

UN-S71111 535 'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.81 (s, 1H, Cox-2), 6.89 (s, 1H, Cox-

CDCly 04,660(5_9) 4), 4.66 (d, 1H, J = 5.9 Hz, CH), 3.32 (s, 6H, 2xCH30), 3.00 (d, 2H, J
781 _0O
i \ | =5.9Hz CH,).
N Y 3.00 (5.9) 2)
6.89

2.8. Priprava N-(5-etylsulfonyl-2-metoxy-fenyl)-5-propargyloxazol-2-aminu
(118) metodou couplingu

BuzSn——= VS

Pd(PPh3}  7°
toluén, reflux, 20 h

SO,Et COOE SO,Et OH SO,Et al So,Et _
o i o o _
/Q:\g LiAIH, je socl, o BusSn—= 0/<‘\
NN THF, 0°C, 4h NT N rt, noc NN HCl Pd(dba)2 X /k\N
ome ome 74% OMe 1 92% PPhs, CHCI3 N
141 142 143 ° 50°C, 2d OMe ' ' 118
| TMSA, ZnBr2, n-BuLi v T
NaCN VAN
DMF, rt Pd(DPEphos)CI2, THF
1h -78°C az rt, noc
SO,Et SO,E SO,Et

CHO
@ é _Bestman-Ohira @\ )\{ _fedukcia @ {
118 145

2.8.1. Priprava {2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-yI}metanolu (142)
SO,Et SO,Et

COOEt OH
i/\g LiAIH, {
SN THF, 0°C, 4h

74%

K roztoku 1.00 mg vychodiskového esteru (2.82 mmol, 1.00 mol ekv) v 15 ml suchého THF
sa pocas chladenia na 0°C Sest’krat kazdych 30 min pridalo 54 mg LiAlH4 (6x 1.41 mmol, 6x

0.50 mol ekv), celkovo po dobu 3 hodin. Nasledne sa zmes nechala mieSat’ pri 0°C eSte

102



hodinu a potom bol 'adovy kipel’ odstraneny. Reakéné zmes sa nechala mieSat’ pri rt cez noc.
Na druhy den sa k zmesi pridalo 70 ml nasyteného roztoku NH4Cl a produkt bol ziskany
extrakciou do EA (4x 50 ml). Spojené organické vrstvy sa suSili statim nad Na,SO,,
prefiltrované a odparené. Produkt sa ziskal ako 0.65 g (74%) bledohnedého pra’téku.115

110 (7.4 DMSO-dg] “H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &: 9.53 (br s, 1H, NH),
013’327'4) g 20| 875 (@ 1H.3(46) = 23 Hz, CoH), 746 (dd, 1H, I3.4)
1 ~ /~OH | =86 Hz J(@4,6) = 2.3 Hz, Cs-H), 7.23 (d, 1H, J(3,4) =

7.46 (86,2.3) L 575 (23

0~ ] -
7_23(8_6) e A\ 8.6 Hz, Cs-H), 6.88 (s, 1H, Cx-H), 5.23 (t, 1H,

N N J(CH,,0H) = 5.5 Hz, OH), 4.38 (d, 2H, J(CH,,0H) = 5.5
3000 °% LIN-5431-11 | Hz, CH,0H), 3.94 (s, 3H, OCHs), 3.18 (g, 2H,
J(CHz,CHg) =74 HZ, 802CH2), 1.10 (t, 3H, J(CHz,CHg) =74 HZ, 802CH2CH3).

ﬁ?-ag_e DMSO-ds| 3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg) &: 155.9 (C2*), 151.3 (C2),

0=S=0 51 oy | 1456 (C5%), 130.0 (C1), 129.0 (C5), 123.2 (C4*), 122.0 (C4),
122.0 o 6“55-?\ 115.4 (C6), 110.7 (C3), 56.1 (OCHs), 53.1 (CH,OH) 49.6
1200 Z 71252 | (S0,CHy), 7.2 (SO;CH,CH).
110.7 1513 ”155.9N

5610 LIN-5431C-11

2.8.2. Priprava 5-(chlormetyl)-N-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl]oxazol-2-aminu (143)

SO,Et SO,Et

OH Cl
O{ SOCl, O{
QL5 = (L5 .
OMe H 142 OMe H 143 92%

K 50 mg vychodiskového alkoholu (0.16 mmol, 1.00 mol ekv) sa prikvapkalo 381 mg SOCI,
(3.20 mmol, 20.00 mol ekv) a reakéna zmes sa nechala miesat’ pri rt cez noc. Nadbyto¢ny

SOCI; bol odpareny a produkt za znizeného tlaku stuhol, ¢im sa ziskalo 54 mg (92%) Sedého

115 Dubowchik, G.M.; Michne, J. A.; Zuev, D.; Schwartz, W.; Scola, P. M.; James, C. A.; Ruediger, E. H.; Pin,
S. S.; Burris, K. D.; Balanda, L. A.; Gao, Q.; Wu, D.; Fung, L.; Fiedler, T.; Browman, K. E.; Taber, M. T;
Zhang, J. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13, 22, 3997 — 4000. (analogicky na inom substrate)
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prasku ¢istého produktu. Produkt je citlivy na vodu (a iné nukleofily), preto sme ho pouzili do

_ ., w1 we - 116
nasledujucich reakcii bez d’alSieho Cistenia.

w0 pmsoag| *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) &: 10.05 (br s, 1H, NH), 8.63

3.20 (7.3)
0-8=0 1oy | (@ 1H I(46) =22 Hz, CorH), 7.53 (dd, 1H, I(3.4) = 8.6 Hz,

753 (856,2.2) 8-63(2-2)0{ J(4,6) = 2.2 Hz, C4-H), 7.27 (d, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, Cs-H),
7.27(&6) A5 | 77 6 1H, €M), 490 (5, 2H, CHLCI), 3.94 (s, 3H, OCHy),

HHCl7e | 390 (g, 2H, J(CHo,CHs) = 7.3 Hz, SO,CHy), 1.10 (t, 3H,
J(CH2,CHs) = 7.3 Hz, SO,CH,CHs).

~
394 LIN-5471-11

2.8.3. Priprava N-(5-etylsulfonyl-2-metoxy-fenyl)-5-propargyloxazol-2-aminu (118)

pomocou Stilleho couplingu

2.8.3.1. Postup A

SO,Et ol SOt _
O —
/k\ N\ BuzSn—— X 0 N
N N e Pd(dba), N /L\N
OMe PPhs, CHCI, N
143 50°C, 2 d OMe 118

K roztoku 50 mg vychodiskového chlorderivatu 143 (0.136 mmol, 1 mol ekv) v 1 ml suchého
CHCI; sa pridalo 2 mg PPhs (8 umol, 6 mol%) a 2 mg Pd(dba), (4 umol, 3 mol%) a
prikvapkal sa 172 mg 1,1,1-tributylcinacetylénu (0.545 mmol, 4 mol ekv). Reakéna zmes sa
zahrievala za inertnych podmienok 2 dni na 50°C. Nasledne sa do zmesi pridalo 5 ml
nasyteného roztoku KF a reakcia sa necha miesat 2 hodiny. Zrazenina sa odfiltrovala a
premyla chloroformom. Organickd faza sa oddelila a suSila sa statim nad Na;SOy,

prefiltrovala a rozptstadlo sa odparilo.'*’

Produkt pri reakcii nevznikal.

116 Shimada, S.; Tojo, T. Chem. Pharm. Bull. 1983, 31, 12, 4247 — 4258. (analogicky na inom substrate)
Kok, G. B.; von ltzstein, M. J. Chem. Soc. Perkin. Trans. 1 1998, 5, 905-907. (analogicky na inom substrate)
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2.8.3.2. Postup B
SO,Et SO,Et

cl —
O/{ BusSn— O~ \{
©\N/L\N Pd(PPh), K- ©\NA\N
H .HC H
143 118

|  toluén, reflux, 20 h
OMe 4 OMe

K roztoku 49 mg vychodiskového chlorderivatu (0.134 mmol, 1.00 mol ekv) v 1 ml suchého
CHCI; sa pridalo 9 mg Pd(PPhs)s (8 umol, 6.0 mol%) a prikvapkalo sa 169 mg 1,1,1-
tributylcinacetylénu (0.536 mmol, 4.00 mol ekv). Reakéna zmes sa zahrievala za inertnych
podmienok 2 dni na 50°C. Nasledne sa do zmesi prilialo 5 ml nasyteného roztoku KF a
reakcia sa nechala miesat’ 2 hodiny. Zrazenina sa odfiltrovala a premyla chloroformom.
Organicka faza sa oddelila a suSila statim nad Na,SOg, prefiltrovala a rozpustadlo sa

odparilo.**’

Produkt pri reakcii nevznikal.

2.8.4. Priprava N-(5-etylsulfonyl-2-metoxy-fenyl)-5-propargyloxazol-2-aminu (118)
alternativhym couplingom

SO,Et SO,Et

cl TMSA, ZnBr, —
O \ n-BuLi \/ O \
N/L\N Pd(DPEphos)ClY * N/L\N
H HCI THF, noc H
OMe 143 78°C a3 rt OMe 118

K roztoku 32 mg trimetylsilylacetylénu (0.33 mmol, 2.40 mol ekv) v 0.4 ml suché¢ho THF
chladeného na -78°C sa prikvapkalo 150 pl 2.2 M roztoku n-BuLi (0.33 mmol, 2.40 mol ekv)
a zmes sa nechala miesat’ pri -78°C 30 mintit. Nasledne sa do zmesi pridalo 74 mg ZnBr;
(0.33 mmol, 2.40 mol ekv) pri -78°C a zmes sa miesala pri -78°C 5 minlt a nasledne sa
teplota zmesi nechala vystupit’ na rt. Vzniknutd zmes sa nasledne prikvapkala k zmesi 50 mg
vychodiskového chlérderivatu 143 (0.14 mmol, 1.00 mol ekv), 1 mg Pd(DPEphos)Cl;
(14pmol, 1mol%) a 0.2 ml suchého THF. Celd zmes sa nechala mieSat’ pri rt cez noc.

Nasledne sa do zmesi pridalo 5 ml nasyteného roztoku KF a reakcia sa nechala miesat’ 2
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hodiny. Zrazenina sa odfiltrovala a premyla chloroformom. Organicka faza sa oddelila a

susila statim nad Na,SO,, prefiltrovala a rozpastadlo sa odparilo.'*®

Produkt pri reakcii nevznikal.

2.8.5. Priprava 2-{2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-yl}acetonitrilu (144)

SO,Et SO,Et

Cl CN
O{ NaCN O/{
/k\N DMF, 0°EJ i s
N N N
H HCI 1h H
OMe " '143 OMe = 144

Do roztoku 10 mg vychodiskového chlorderivatu (0.027 mmol, 1.00 mol ekv) v 0.5 ml DMF
sa za chladenia na 0°C pridali 3 mg NaCN (0.057 mmol, 2.10 mol ekv) a reakcia sa mieSala
pri 0°C 1 hodinu. Nasledne sa k zmesi pridali 2 ml vody a zmes sa extrahovala EA (3x2 ml),

spojené organické vrstvy sa susili statim nad Na,SO,, prefiltrovali a odparili.119

Doslo k rozkladu a ziaden produkt sa neizoloval.

18 Qian, M.; Negishi, E. Tetrahedron Lett. 2005, 46, 16, 2927 — 2930. (analogicky na inom substrate)
9 Bull, J. A.; Balskus, E. P.; Horan, R. A. J.; Langner, M.; Ley, S. V. Chem.--A Eur. J. 2007, 13, 19, 5515 -

5538. (analogicky na inom substrate)
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3. Priprava m-O-Substituovanych derivatov odvedenych od
1Y6A z kyseliny 3-brom-5-hydroxybenzoovej (147)

(0]
HO COOH 1. MeLi HO N
_ THR.3h0°C CuBr2 _ NaN; 3
2 TMSCI, rt, 30 min EA, MeOH MeOH, rt, 4 h
Br 3.1M HCI rt, 30 min reﬂux 2h

Br Br

147 148 95% " 149 76% 150 92%
MOMCI aceton | MOMCI
MOMCI | acetén K,CO5 rt, 30 min | K,COs

K,CO3 rt, noc
aceton

CuBr, rt, 30 min
-
EA, MeOH o o
152 reflux, 2 h 1. LDA alebo BuLi, THF o
0% MOMO. -78°C, 30 min MOMO Br MOMO N3
B 2.TMSBr,-78°C,90min _, Y > >~ ... -
2 X NaN
+ - CHCl; | 3.NBS, THF 3

i, 10 h Br 153  -78°C,30min Br 152 Br 451

149 1. TMSBr, Et;N rozklad rozklad
THF, 0°C, 2h

> 65% 2.NBS, THF
rt, noc

3.1. Priprava 3-brom-5-hydroxyacetofenénu (148)

o)
HO COOH 1. MelLi HO
THF, 3 h, 0°C
2. TMSCI, rt, 30 min
147 o, 3. 1M HCI, rt, 30 min 148
Br 95%

Do roztoku 200 mg kyseliny 147 (0.93 mmol, 1.00 mol ekv) v 9 ml suchého THF sa pri 0°C
za mieSania o najrychlejsie pridalo 8 ml 1.6 M roztoku MeLi v THF (12.9 mmol, 14.00 mol
ekv), pricom sa pozorovala zmena farby reakénej zmesi na fialovll. Reak¢énd zmes sa nechala
miesat’ pri 0°C 3 hodiny. Nasledne sa do chladenej reakénej zmesi pridalo 3.2 ml TMSCI a
teplota reakénej zmesi sa nechala vystupit’ na rt. Na zaver sa do reak¢nej zmesi pridalo 6.8 ml
IM HCI a zmes sa nechala mieSat’ pri rt 30 min. Organicka vrstva sa oddelila a vodna sa
extrahovala dietyléterom (2x 30 ml). Spojené organické vrstvy sa premyli nasytenym
roztokom NaCl a nechali sa susit’ statim nad Na,SO,4. Po odfiltrovani susidla sa rozpustadla
odparili, pri¢om sa ziskalo 210 mg surového produktu ako oranzovej az ¢ervenej tuhej hmoty.
Produkt sa ¢istil pomocou FLC na SiO; (EA : Hex = 1 : 2), pri¢om sa ziskalo 188 mg (0.88

mmol, 95%)bieleho pragku.*?

120 Moyroud, J.; Guesnet, J.-L.; Bennetau, B.; Mortier, J. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 6,881 — 884.

(analogicky na inom substrate)

107



TLC (SiOz, EA : Hex=1:2) Ry = 0.51
T.=78.0-79.5°C

6.14 HO

7.25(2.3,1.5)

CDCl,

7.42(2.3,1.4)

O

2.56
7.63(1.5,1.4)

Br |IN-6501-11

'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.63 (dd, 1H, J(2,4) = 1.5 Hz,
J(2,6) = 1.4 Hz, Cy-H), 7.42 (dd, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz, J(2,6) =
1.4 Hz, Ce-H), 7.25 (dd, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz, J(2,4) = 1.5 Hz,
Ca-H), 6.14 (bs, 1H, OH), 2.56 (s, 3H, CHa).

3.2. Priprava a-Azido-3-brom-5-(metoxymetyloxy)-acetofenénu (151) - 1.

0 2 MOMCI 0
CuBr, HO\Q)‘\/ Br NaNs Ho\(;)V N, papy MOMO N3
—_— —_— —_—
EA, MeOH MeOH, rt, 4 h acetén
reflux, 2h 149 150 rt, 30 min 151

metoda

76% Br 92% Br  rozklad

3.2.1. Priprava a,3-dibrém-5-hydroxyacetofenonu (149)

HO

148

O O

CuBr, HO Br

EA, MeOH
reflux, 2h 149
Br 76%

Do suspenzie 220 mg acetofenonu 148 (1.02 mmol, 1.00 mol ekv) v zmesi ml EA a ml MeOH

(4 : 1) sa pri rt prisypalo mg CuBr; (2.15 mmol, 2.10 mol ekv). Nasledne sa cela zmes

zahrievala za refluxu 2 hodiny, pricom sa pozorovalo slabé zosvetlenie zmesi a vyzraZavanie

bielej zrazeniny CuBr. Po ukonceni reakcie sa pridalo ml nasyteného roztoku NaHCOs,

pricom zmes zmenila farbu na oranZovl. Organickd vrstva sa oddelila a vodnd sa

preextrahovala etylacetatom (2x ml). Spojené organické vrstvy sa susili statim nad Na,SQOy,

susidlo sa odfiltrovalo a rozpustadla odparili pomocou RVO. Produkt 149 sa ziskal ako 229

mg (0.77 mmol, 76%) tuhnuceho oleja. **

121 Rosenmund, K.W.; Pfroepffer, K. Chem. Ber. 1957, 90, 1922-1926. (analogicky na inom substrate)
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TLC (SiO,, EA/H=1:4)R¢=0.26

Elem. An. pocitané pre CgHeBr,0, (293.94): C, 32.69 ; H, 2.06; Br, 54.37. merané: C, 32.54;
H, 1.99; Br, 54.43.

IC v(tuhé): 3443 (s, OH), 3100 (W), 2987 (w, C-H), 2939 (m), 1697 (s, C=0), 1578 (s), 1429
(s), 1383 (m), 1333 (M), 1277 (s), 1207 (m), 1166 (m), 1056 (w), 993 (w), 912 (W), 873 (W),
824 (m) cm™.

'H NMR (300 MHz, CDCly) §: 7.65 (dd, 1H, J(2,4) = 1.5 Hz,
Br| J(2,6) = 1.4 Hz, C,-H), 7.40 (dd, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz, J(2,6) = 1.5
Lesis o] HZ CoH), 7.27 (dd, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz, J(24) = 1.4 Hz, Ci-H),

Br 6.14 (bs, 1H, OH), 4.40 (s, 2H, CH,).
LIN-5821-11 CDCl,

6.14 HO7.40 (2.3, 1.5)

7.27 (2.3, 1.4)

13C NMR (75 MHz, CDCls) §: 190.6 (C=0), 157.3 (Cs), 136.3 (Cy),
124.5 2 124.2 (C, a Ca), 123.4 (C3), 114.5 (Cg), 30.8 (CHy).

LIN-7592C-12 CDCl4

3.2.2. Priprava a-azido-3-brom-5-hydroxyacetofenonu (150)

O O

HO Br NaN, HO N

149 MeOH, rt, 4 h 150
Br Br 92%

Do roztoku 220 mg a-bromacetofenonu 149 (0.75 mmol, 1.00 mol ekv) v 8 ml suchého
metanolu sa pri rt pridalo 54 mg NaN3 (0.82 mmol, 1.10 mol ekv). Reakéna zmes sa nechala
miesat’ pri rt 4 hodiny. Nasledne sa metanol odparil a tuhy material sa rozdelil medzi 20 ml
EA a 20 ml H,0. Po oddeleni vrstiev sa vodna vrstva extrahovala s EA (2x 20 ml). Spojené
organické vrstvy susili statim nad Na,SO,, susidlo sa odparilo a nasledne sa EA odparil

pomocou RVO. Produkt 150 sa ziskal ako 176 mg &erveného oleja s vytazkom 92 %.

Poznamky: Produkt nebolo mozné vy¢istit’ pre rozklad.

TLC (SiOz, EA/H=1:2)R¢=0.59
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'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.56 (dd, 1H, J(2,4) = 1.6 Hz,
Nsl J(2,6) = 1.5 Hz, C,-H), 7.33 (dd, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz, J(2,6) =
7ss(re.15 | 15 Hz, Ce-H), 7.28 (dd, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz, J(2,4) = 1.6 Hz,

Br Cs-H), 5.89 (bs, 1H, OH), 4.50 (s, 2H, CH,).
LIN-5841-11 CDCl;

7.33(2.3,1.5
5.89 4o ( )

7.28 (2.3, 1.6)

3.2.3. Priprava a-Azido-3-brom-5-metoxymetyloxy-acetofenonu (151)

o MOMCI ?
HO N MOMO N
3 K,CO4 3
aceton
150 rt, 30 min 151
Br Br rozklad

Do roztoku 50 mg vychodiskového hydroxyacetofenénu (0,195 mmol, 1.00 mol ekv) v 1.2 mli
acetonu sa postupne pridalo 35 mg K,CO;3; (0.254 mmol, 1.30 mol ekv) a 20 mg MOMCI
(0.254 mmol, 1.30 mol ekv) pri rt. Nasledne sa zmes nechala miesat’ pri rt 30 min. Vacsina
acetonu sa nasledne odparila a ostatok sa rozdelil medzi 5 ml EA a 5 ml vody. Vodna vrstva
eSte extrahovala s EA (2x 5 ml). Spojené organické vrstvy susili statim nad Na,SQOy, susidlo
sa odparilo a nasledne sa EA odparil pomocou RVO. Ziskalo sa 56 mg ¢erveného oleja, ¢o
bola zmes niekolkych latok. Zo zmesného *H NMR (LIN-5911-11) nebolo moZné uréit

vietky signaly produktu.?

Poznamky: Produkt sa nad’alej rozkladal a nebolo moZzné ho vycistit

122 Wang, Q.; Huang, Q.; Chen, B.; Lu, J.; Wang, H.; She, X.; Pan, X. Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 45,
22, 3651 — 3653. (analogicky na inom substrate)

110



3.3. Priprava a-azido-3-bréom-5-(metoxymetyloxy)-acetofenénu (151) - 2.

r
metoda
O (o] (0] (0]
H HO. B MOMCI MOM B MOM N
o CuBr, r K,CO4 o r NaN, © s

EA, MeOH ag((e)tén MeOH, rt, 4 h
reflux, 2 h rt, 30 min

148 Br 149 Br  76% 152 Br rozklad 151 Br

3.3.1. Priprava a,3-Dibrom-5-metoxymetyloxy-acetofenonu (152)

(o] (@]
MOMCI
HO Br K,COs MOMO Br
aceton
rt, 30 min
149 By 152 Br rozklad

Do roztoku 100 mg vychodiskového hydroxyacetofenonu (0.34 mmol, 1.00 mol ekv) v 2.5 mli
acetonu sa postupne pridalo 61 mg K,COj3 (0.44 mmol, 1.30 mol ekv) a 36 mg MOMCI (0.44
mmol, 1.30 mol ekv) pri rt. Nasledne sa zmes nechala miesat’ pri rt 30 min. V&csina acetonu
sa nasledne odparila a ostatok sa rozdelil medzi 10 ml EA a 10 ml vody. Vodna vrstva este
extrahovala s EA (2x 10 ml). Spojené organické vrstvy susili statim nad Na,SQOy, susidlo sa
odparilo a nasledne sa EA odparil pomocou RVO. Ziskalo sa 86 mg ¢erveného oleja, ¢o bol

znecisteny produkt.122

Poznamky: Produkt sa nad’alej rozkladal a nebolo mozné ho vy¢istit’

TLC (SiOz, EA/H=1:2)Rs=0.79

0 IH NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.73 (dd, 1H, J(2,4) = 1.6
Hz, J(2,6) = 1.5 Hz, C,-H), 7.56 (dd, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz,
7730615 | 3(2,6) = 1.5 Hz, Ce-H), 7.45 (dd, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz, J(2,4)

Br = 1.6 Hz, Cs-H ), 5.21 (s, 2H, OCH,0), 4.39 (s, 2H.
o o0k COCH,), 3.49 (s, 3H, OCHs).

7.45 (2.3, 1.6)
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3.4. Priprava a-Azido-3-bréom-5-metoxymetyloxy-acetofenéonu (151) - 3.

CuBr, MOMO
—
EA, MeOH
reflux 2h
i MOMCI i 0% 7
HO\Q)K KoCOs MOMO\Q)\ Nan,  MOMO Ny
aceton CHCI3 MeOH, rt, 4 h
148 ', noc 153 98% i, 10 h 151
Br Br Br
1. TMSBr, Et3N
THF 0°C, 2h

2. NBS, THF Br >65%
rt, noc

metoda

3.4.1. Priprava 3-Brom-5-metoxymetyloxy-acetofenénu (153)

o MOMCI 0
HO K,CO4 MOMO
aceton
148 it noc 153 98%
Br Br

Do roztoku 200 mg vychodiskového hydroxyacetofenonu (0.93 mmol, 1.00 mol ekv) v 4 ml
acetonu sa postupne pridalo 257 mg K,CO3; (1.86 mmol, 2.00 mol ekv) a 140 ul MOMCI

(1.86 mmol, 2.00 mol ekv) pri rt. Nasledne sa zmes nechala mieSat’ pri rt po¢as noci. Va¢sina
acetonu sa nasledne odparila a ostatok sa rozdelil medzi 20 ml EA a 20 ml vody. Vodna
vrstva eSte extrahovala s EA (2x 20 ml). Spojené organické vrstvy susili statim nad Na,SQOy,
susidlo sa odparilo a nasledne sa EA odparil pomocou RVO. Produkt sa ziskal ako 290 mg
(0.91 mmol, 98%)bledého oleja.?

TLC (SiO,, EA/H, 1/ 4)R¢=0.51

Elem. An. vypocitané pre C1oH11BrOz (259.10): C, 46.36; H, 4.28; Br, 30.84. merané: C,
46.41; H, 4.31; Br, 30.80.

IC v (tuhé): 3073 (w), 3024 (M), 2959 (m), 1686 (s, C=0), 1593 (s), 1494 (s), 1440 (m), 1250
(s), 1198 (s), 1141 (s), 1080 (s), 1041 (s), 965 (s), 766 (W), 680 (W) cm™.

'H NMR (300 MHz, CDCly) 5: 7.71 (dd, 1H, J(2.4) = 1.6
Hz, J(2,6) = 1.5 Hz, C,-H), 7.53 (dd, 1H, J(4.6) = 2.3 Hz,
3.48 5.20 258
7710615 J(2,6) = 1.5 Hz, Cs-H), 7.40 (dd, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz,
Br 3(2,4) = 1.6 Hz, Ce-H ), 5.20 (s, 2H, OCH,0), 3.48 (s, 3H,
LIN-6141-11 CPCL 1 0CH,), 2.58 (s, 3H. COCHy).

7.53 (2.3, 1.5)

7.40 (2.3, 1.6)
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3C NMR (75 MHz, CDCls) &: 196.7 (C=0), 159.1 (Cs),
139.5 (C1), 125.0 (Cg), 124.0 (C4), 123.1 (Cs), 114.8 (C»),
94.5 (OCH,0), 56.3 (OCH3), 26.7 (COCHs)

3.4.2. Priprava a,3-Dibrom-5-metoxymetyloxy-acetofenonu (152)

MOMO CuBr, MOMO Br HO Br
> +
EA, MeOH
B reflux, 2 h B B
r r r
153 152 0% 149 94%

Do suspenziel5 mg 3-brom-5-metoxymetyloxyacetofenénu (0.058 mmol, 1.00 mol ekv) v
zmesi 1 ml EA a 0.25 ml MeOH (4 : 1) sa pri rt prisypalo 28 mg CuBr; (0.122 mmol, 2.10
mol ekv). Nasledne sa celd zmes zahrievala za refluxu 2 hodiny, pri€om sa pozorovalo slabé
zosvetlenie zmesi a vyzrazavanie bielej zrazeniny CuBr. Po ukonceni reakcie sa pridalo 2 ml
nasyten¢ho roztoku NaHCOs, priCom zmes zmenila farbu na oranzova. Organicka vrstva sa
oddelila a vodna sa preextrahovala etylacetatom (2x 3 ml). Spojené organické vrstvy sa susili
statim nad Na,SO,, susidlo sa odfiltrovalo a rozpustadla odparili pomocou RVO. Ziskalo sa
16 mg (0.054 mmol, 94%) tuhnticeho oleja bromderivatu 149.'%

Poznamky:
- pri reakcii dos§lo k odstraneniu chraniacej MOM-skupiny z kyslika
- reakciu sme skusali aj s inymi ¢inidlami:

- s bromom (1.00 mol ekv) v suchom CH,Cl, pri rt pocas 10 h'?: opiat’ doslo k
odstraneniu MOM skupiny a ¢iasto¢nej bromacii za vzniku derivatu 149 (65%)

-s L.TMSBr (1.50 mol ekv), Et3N (3.00 mol ekv) v THF pri 0°C pocas 2 h; 2. NBS
pri rt podas noci'®*: opit doilo k odbiraniu MOM skupiny a k bromécii za vzniku
bromderivatu 149 (~84%)

122 campos, F.; Bosch, M. P.; Guerrero, A. Tetrahedron: Asym. 2000, 11, 13, 2705 — 2718. (analogicky na

inom substrate)
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- s 1. diisopropylaminom (7.00 mol ekv), n-BuLi (7.00 mol ekv) pri -78°C v THF

pocas 30 min; 2. TMSBr (1.50 mol ekv) pri -78°C, 90 min; 3. NBS (1.00 mol ekv) v THF pri

125,

-78°C pocas 30 min ziskala sa vel'mi komplikovand zmes spdsobend rozkladom,

pozadovany produkt nebol identifikovany

3.5. Priprava a-Azido-3-brém-5-metoxy-acetofenonu (156)

(e} o (0] (0]
HO CH,N, MeO CuBr, MeO Br NaN, MeO N3
Et,0 EA, MeOH MeOH, rt, 4 h

50°C, noc
148 g, . 2d 154 B g7 155 B o6% 156 g, 90%

3.5.1. Priprava 3-Brém-5-metoxyacetofenénu (154)

O 0]
HO CH2N2 MeO
Et,0
148 Br rt,2d 154 Br 97%

K 200 mg 3-brém-5-hydroxyacetofenénu (0.93 mmol, 1.00 mol ekv) sa prilialo 13.8 mi
roztoku CH,N; v dietyléteri (ca. 17 mg/ml, 5.58 mmol, 6.00 mol ekv) pri rt a zmes sa nechala
miesat’ cez noc. Na druhy den sa opét’ pridalo 5 ml roztoku CH,N; v dietyléteri (ca. 17 mg/ml,
2 mmol, 2.20 mol ekv) a zmes sa zas nechala miesat’ cez noc pri rt, ked TLC (EA : Hex = 1:
4) uz nevykazovala pritomnost’ vychodiskovej latky v zmesi. Nasledne sa éter so zvySnym
diazometanom odparil, ¢im sa ziskalo 200 mg (0.90 mmol, 97%) bledého oleja, ktory tuhol v

chlade.*?®

TLC (SiO2, EA : Hex=1:4) Rf=0.51

124 Suzuki, S.; Kotake, M.; Miyamoto, M.; Kawahara, T.; Kajiwara, A.; Hishinuma, I.; Okano, K.; Miyazawa,
S.; Clark, R.; Ozaki, F.; Sato, N.; Shinoda, M.; Kamada, A.; Tsukada, I.; Matsuura, F.; Naoe, Y.; Terauchi,
T.; OchashiY.; Ito, O.; Tanaka, H. Eur. Patent 1391451, 2004. (analogicky na inom substrate)

125 gpitzer, W. A.; Victor, F.; Pollock, G. D.; Hayes, J. S. J. Med. Chem. 1988, 31, 1590-1595. (analogicky na
inom substrate)

126 Singh, S. B.; Pettit, G. R. J. Org. Chem. 1989, 54, 17, 4105 — 4114. (analogicky na inom substrate)
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741 24150 'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.65 (dd, 1H, J(2,4) = 1.6 Hz,
285 O @ 258 J(2,6) = 1.5 Hz, C5-H), 7.41 (dd, 1H, J(4,6) = 2.4 Hz, J(2,6) =
7.25(2.4,1.6) re5 (18,198 15 Cg-H), 7.25 (dd, 1H, J(4,6) = 2.4 Hz, J(2,4) = 1.6 Hz, C4-
LIN-6451-11 2" cbclz] H), 3.85 (s, 3H, OCH3), 2.58 (s, 3H, COCHjy).

3.5.2. Priprava a,3-Dibrom-5-metoxyacetofenonu (155)

(@] (@]
MeO CuBr, MeO Br
EA, MeOH
50°C, noc
154 g, 155 By  96%

Do suspenzie 200 mg 3-brém-5-metoxyacetofenoénu (0.87 mmol, 1.00 mol ekv) v zmesi 16 ml
EA a 4 ml MeOH (4 : 1) sa pri rt prisypalo 194 mg CuBr, (0.87 mmol, 1.00 mol ekv).
Naésledne sa celd zmes zahrievala pri 50°C cez noc alebo do kompletnej konverzie zistenej na
zaklade TLC (EA : Hex = 1 : 4). Po ukonceni reakcie sa pridalo 20 ml nasyteného roztoku
NaHCOs;. Organicka vrstva sa oddelila a vodna sa preextrahovala etylacetatom (2x 20 ml).
Spojené organické vrstvy sa susili statim nad Na,SO4, susidlo sa odfiltrovalo a rozpustadla
odparili pomocou RVO. Ziskalo sa 256 mg (0.83 mmol, 96 %)hrubého produktu ako

tuhnuiceho oleja. Produkt bol dostatocne €isty a preto pouzity priamo do d’alse;j reakcie.*?

TLC (SiOz, EA : Hex =1:4) Rf=0.61

'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.67 (dd, 1H, J (2,6) = 1.5 Hz,
Br | J(2,4) = 1.5 Hz, C,-H), 7.43 (dd, 1H, J (4,6) = 2.3 Hz, J(2,6) =

3.86 - 4.40

767 (1515 | 1.5 Hz, Ce-H), 7.29 (dd, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz, J(2,4) = 1.5 Hz,

Lneaot11B cpoy,| CaH) 440 (s 2H, CHy), 3.86 (5, 3H, OCHY)

O

7.43 (2.3,1.5)

7.29 (2.3, 1.5)
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3.5.3. Priprava a-Azido-3-brom-5-metoxyacetofenonu (156)
O O

MeO Br NaN3 MeO

MeOH, rt, 4 h

155 156

Br Br 90%

Do roztoku 65 mg vychodiskového bromderivatu (0.21 mmol, 1 mol ekv) v 2 ml suchého
metanolu sa pri rt prisypalo 15 mg NaN3 (0.23 mmol, 1.1 mol ekv) a reakéna zmes sa nechala
miesat’ 2 hodiny. Nasledne sa metanol odparil, pridalo sa 2 ml vody a zmes sa extrahovala
trikrat 2 ml dietyléteru. Spojené organické vrstvy sa susili statim nad Na,SO., ktory bol
nasledne odfiltrovany a rozpustadla odparené. Ziskalo 49 mg (0.19, 90%) surového produktu,

ktory sa pouzil priamo do d’alSej reakcie.?
TLC (SiOz, EA: Hex =1:4) R¢=0.55

Poznamky: Produkt sa rozkladal a nebolo mozné ho vy¢istit’

'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.57 (dd, 1H, J (2,6) = 1.6

LIN-7021-11 CDCl3
et Hz, J(2,4) = 1.5 Hz, C,-H), 7.37 (dd, 1H, J (4,6) = 2.4 Hz,
386" N | 326) = 1.6 Hz, Ce-H), 7.30 (dd, 1H, J(4,6) = 2.4 Hz,
7.30 (2.4, 1.5) 7.57 (1.6, 1.5)

J2,4) = 1.5 Hz, C4-H), 451 (s, 2H, CH,), 3.86 (s, 3H,
OCH3).

Br

3.6. Priprava a-Azido-3-brom-5-benzyloxy-acetofenénu (159)

HO

14

(0]

o

Br

BnBr

K,COj;

Kl, acetén
24 h, reflux

(o}

BnO\(;)l\
157

Br

99%

CuBr, BnO Br
EA, MeOH
reflux, 2 h 158
Br o6%

NaNj3
MeOH, rt, 4 h

0]
B”O\Q)& N3
159

Br 91%
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3.6.1. Priprava 3-Brém-5-benzyloxyacetofenonu (157)

(e}
BnBr
HO BnO
K,COs n
Kl, acetéon
147 24 h, reflux 157
Br Br 99%,

Do roztoku 200 mg 3-brom-5-hydroxyacetofenonu (0.93 mmol, 1.00 mol ekv) v 5 ml acetonu
sa pri rt pridalo 31 mg KI (0.19 mmol, 0.20 mol ekv) a 257 mg K,CO3 (1.86 mmol, 2.00 mol
ekv). Zmes sa nechala miesat’ 15 min pri rt. Nasledne sa k zmesi pridalo 110 pl
benzylbromidu (0.93 mml, 1.00 mol ekv). Reakcia sa nechala miesat’ pri rt 24 h. Nasledne sa
do zmesi prilial nasyteny roztok NaCl vo vode (10 ml) a produkt sa ziskal extrakciou do

dietyléteru (3x 15 ml) ako 280 mg (0.92, 99%) Zltého oleja.*?’

TLC (SiO,, EA:Hex=1:2)R¢=0,73
Elem. An. pocitané pre C15H13BrO; (305.17): C, 59.04; H, 4.29; Br, 26.18; O, 10.49. merané:
C, 59.08; H, 4.21; Br, 26.3.

IR v(tuhé): 3083 (w, arom. C-H), 2903 (w, alif. C-H), 1686 (s, C=0), 1589 (m, C=C), 1565
(s), 1430 (s), 1355 (m,CHs), 1250 (s), 1203(m), 1023 (M), 846 (W), 736 (W), 694 (m) cm™

'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.66 (dd, 1H, J (2,4) = 1.5
©Vo7'48 4,157 Hz, J(2,6) = 1.5 Hz, C,-H), 7.48 (dd, 1H, J (4,6) = 2.4 Hz,
THTAS 5 0p 256 | J(2,6) = 1.5 Hz, Cg-H), 7.34-7.43 (m, 5H, Ph), 7.33 (dd, 1H,
13 @ATS) Tree (1515 | 3(4,6) = 2.4 Hz, J(2,4) = 1.5 Hz, C4-H), 5.08 (s, 2H, CH,Ph),
LIN-6511-11 Br  cba, 256 (5, 2H, COCHy).

1289 C NMR (75 MHz, CDCls) §: 196.6 (C=0), 159.8 (Cs),
il . 139.7 (C1), 136.0 (C1+), 128.9 (Cav, Cs+), 128.6 (Csr), 127.8
(Co, Cex), 124.4 (Co), 123.3 (Cs), 123.1 (Ca), 1132 (Cy),

70.7 (CH,), 26.9 (CH).

128.6

27 Hua, D. H.; Huang, X.; Chen, Y.; Battina, S. K.; Tamura, M.; Noh, S. K.; Koo, S. I.; Namatame, I.;
Tomoda, H.; Perchellet, E. M.; Perchellet, J.-P. J. Org. Chem. 2004, 69, 18, 6065 — 6078. (analogicky na

inom substrate)
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3.6.2. Priprava a,3-Dibrom-5-benzyloxyacetofenonu (158)

(0] 0]
BnO CuBr, BnO Br
EA, MeOH
157 By reflux, 2 h 158 By 06%

Do suspenzie 280 mg 3-brom-5-benzyloxyacetofenonu (0.92 mmol, 1 mol ekv) v zmesi 16 ml
EA a 4 ml MeOH (4 : 1) sa pri rt prisypalo 246 mg CuBr, (1.10 mmol, 1.2 mol ekv).
Nasledne sa celd zmes zahrievala pri 50°C cez noc alebo do kompletnej konverzie zistenej na
zéklade TLC. Po ukonceni reakcie sa pridalo 20 ml nasytené¢ho roztoku NaHCO3. Organicka
vrstva sa oddelila a vodna sa preextrahovala etylacetatom (2x 20 ml). Spojené organické
vrstvy sa suSili statim nad Na,SO,, susidlo sa odfiltrovalo a rozpustadla odparili pomocou

RVO. Ziskalo sa 340 mg produktu ako tuhnuceho oleja s vytazkom 96 0%.12
TLC (SiOz, EA:Hex=1:4) R¢=0.59

Elem. An. pocitané pre C15H1,Br20, (384.06): C, 46.91; H, 3.15; Br, 41.61; O, 8.33. merané:
C, 46.78; H, 3.13; Br, 41.72.

IC (tuhé): 3068 (w), 3031 (m), 2974 (m), 2934 (m), 2879 (m), 1687 (s, C=0), 1590 (s), 1567
(s), 1496 (w), 1431 (s), 1379 (m), 1314 (m), 1280 (s), 1225 (m), 1164 (m), 1107 (m), 1048
(s), 1025 (s), 900 (w), 845 (w), 788 (W), 736 (m), 695 (s), 671 (W) cm™.

'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 7.68 (dd, 1H, J (2,4) =
©\/ 7.50 (2.4,1.5)0
@ Br | 1.5Hz J(2,6) = 1.5 Hz, C,-H), 7.50 (dd, 1H, J (4,6) = 2.4

rsr 04 15~ res 515 | HZ 3(26) = L5 Hz, Ce-H), 7.40-7.45 (m, 5H, Ph), 7.37
LIN-6562-11 B cpoy, | (dd, 1H, J(4,6) = 2.4 Hz, J(2,4) = 1.5 Hz, Ca-H), 5.10 (s,
2H, CH,Ph), 4.38 (s, 2H, COCH,).
3C NMR (75 MHz, CDCls) 8: 196.8 (C=0), 159.6 (Cs),
139.5 (Cy), 136.1 (C1+), 129.0(Cs+, Cs+), 128.6 (Cs»),
127.7 (Ca+, C+), 124.3 (Cs), 123.2 (C3), 122.8(Cy), 113.3
(Cy), 70.5 (CHy), 29.8 (CH,).

7.40-7.45
g, 5.10

128.6 127.7 @)

129.0

LIN-8101C-11  Br  cpcl,
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3.6.3. Priprava a-Azido-3-brom-5-benzyloxyacetofenénu (159)

o o

BnO Br NaNs BnO N3

MeOH, rt, 4 h

158 159
Br Br 91%

Do roztoku 80 mg vychodiskového bromderivatu (0.21 mmol, 1 mol ekv) v 2 ml suchého
metanolu sa pri rt prisypalo 15 mg NaN3 (0.23 mmol, 1.1 mol ekv) a reakéna zmes sa nechala
miesat’ 3 hodiny. Nasledne sa metanol odparil, pridalo sa 5 ml vody a zmes sa extrahovala
trikrat 5 ml CH,Cl,. Spojené organické vrstvy sa susili statim nad Na,SO,, ktory bol nasledne
odfiltrovany a rozpustadla odparené. Ziskalo 66 mg (vytazok 91%) surového produktu, ktory

sa pouzil priamo do d’al3ej reakcie.?
Poznamky: Produkt sa rozkladal a nebolo mozné ho vy¢istit’
TLC (SiOz, EA: Hex =1:4) R¢=0.57

'H NMR (300 MHz, CDCI3) §: 7.58 (dd, 1H, J (2,4)

LIN-7031-11 CPCL | = 1.6 Hz, J(2,6) = 1.5 Hz, C,-H), 7.42 (dd, 1H, J
@6’“ eorsh (4,6) = 2.3 Hz, J(2,6) = 1.5 Hz, Cs-H), 7.40-7.43 (m,
10755 o v NS SH, Ph), 7.38 (dd, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz, J(2.4) = 1.6
738(23,18) Y 7.58(16.19 Hz, CsH), 5.10 (s, 2H, CH.Ph), 4.49 (s, 2H,

il COCHy).

3.7. Priprava m-metoxy a m-benzyloxy derivatov oxazol-2-aminov (161)

Br Br

(0} SO,Et oPG SoE

PGO N3 SO,Et 2Et
. pPPH, . o
O OPG
Nnco  CHeCh j\ D N
156 100 ! N 160 N N 161
Br OMe N N

alebo H OMe H H
159 OMe
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3.7.1. Priprava 5-(3-brém-5-metoxyfenyl)-N-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl]oxazol-2-
aminu (160a, 161a)
Br. Br

SO,Et OMe
SO,Et
SO,Et
pPPH; o
+ - % - +
NGO CH,Cl, 0\ O OMe
rt,2d P M
N

OMe 100 N 160 NN 161
OMe

Br 156

ome M 0% 21%

Do suspenzie 119 mg polymérneho PPhs (1.6 mmol/g, 0.19 mmol, 1.00 mol ekv) v 1 ml
suchého CH,Cl, sa pomaly v priebehu 30 min prikvapkal roztok 46 mg 5-(etylsulfonyl)-2-
metoxybenzénizokyanatu (0.19 mmol, 1.00 mol ekv) a 49 mg a-azido-3-bréom-5-
metoxyacetofenonu (0.19 mmol, 1.00 mol ekv) v 1 ml suchého CH,Cl; za chladenia na 0°C.
Nésledne sa zmes nechala mieSat’ pri rt 1-2 dni. Z reak¢nej zmesi sa odfiltrovali polymérne
zlozky, CH,Cl, sa odparil a produkty sa ziskali pomocou FLC na stipci SiO, (EA : Hex = 2 :
1). Oxazol-2-amin nebol izolovany vobec. Podarilo sa izolovat' 19 mg (0.04 mmol, 21%)
otvoreného mocovinového derivatu.?

TLC (SiOz, EA:Hex=2:1) Rf=0.19

Elem. An. vypocitané pre C19H21BrN,OgS (485.35): C, 47.02; H, 4.36; Br, 16.46; N, 5.77; S,
6.61. merané: C, 46.86; H, 4.23; Br, 16.57; N, 5.71; S, 6.84.

IC v (tuhé): 3364 (m, NH), 2942 (w, C-H), 1683 (w, C=0), 1659 (m), 1588 (m), 1540 (m),
1495 (m), 1415 (m), 1295 (s, S=0), 1261 (s), 1204 (m), 1121 (s, S=0), 1084 (m), 1046 (m),
1011 (m), 920 (w), 817 (m), 718 (m), 681 (m) cm™.

a0 Br 'H NMR (300 MHz, CDCI3) &: 8.67 (d, 1H,
313 (7. 4) " 7.70(1.6, 1.6) 730(24,16)]  J(4,6) = 2.3 Hz, Ce-H), 7.70 (dd, 1H, J(2'4") =
75586, 23 ores o ~388 | 1.6Hz, J(2,6) = 1.6 Hz, Cp-H), 7.55 (dd, 1H,
6.94 &, e> N i 1'6)CDC|3 J(3,4) = 8.6 Hz, J(4,6) = 2.3 Hz, C4-H), 7.42
SRR nrosatr| (@ TH J(@.6) = 24 Hz, 3(2.6) = 1.6 Hz,

Ce-H), 7.30 (dd, 1H, J(4,6") = 2.4 Hz, J(2'4)
= 1.6 Hz, Cq-H), 7.28 (s, 1H, Ar-NH-CO), 6.94 (d, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, Cs-H), 5.92 (t, 1H,
J(NH,CH,) = 4.4 Hz, CONHCH;), 4.78 (d, 2H, J(NH,CH,) = 4.4 Hz, CONHCH),), 3.95 (s,
3H, C,-OMe), 3.86 (s, 3H, Cs-OMe), 3.13 (g, 2H, J(CH3,CH,) = 7.4 Hz, SO,CH,CHs), 1.28
(t, 3H, J(CH3,CH,) = 7.4 Hz, SO,CH,CH).
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3C NMR (75 MHz, CDCI3) &: 194.1 (COCH,),

76 O
502 —S=0 160.6 (Cs), 154.4 (NHCONH), 151.3 (C,), 136.7
129.4
1229 179 0 o5 (Cy1), 130.3 (Cy), 129.4 (Cs), 123.5 and 123.3 (C4 and
1095 1303 _
Ce : : : :

151_30 ”154_4” LIN-7062C-11 ¢), 122.94 and 122.88 (C4 and Cy), 117.9 (C),

s CDCl;} 111.9 (Cs), 109.5 (C3), 56.1 (OCHj3), 55.9 (OCHy),

50.5 (SO,CH,CH3), 47.4 (COCH}), 7.6 (SO,CH,CHs).

3.7.2. Priprava 5-(3-brém-5-benzyloxyfenyl)-N-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl]oxazol-2-
aminu (160b, 161b)

Br Br
o) SO,Et OBn
BnO. N3 SO,Et SO.Et
. __PPPH; . o
CH,Cl, o 9 OBn
NCO \ U

r,2d P
NN 160 ” H 161
H OMe

OMe

Br 159 OMe 100

0% ~ 9%

Do suspenzie 125 mg polymérneho PPhs (1.6 mmol/g, 0.20 mmol, 1.00 mol ekv) v 1.5 ml
suchého CH,CI, sa pomaly v priebehu 30 min prikvapkal roztok 59 mg 5-(etylsulfonyl)-2-
metoxybenzénizokyanatu (0.24 mmol, 1.20 mol ekv) a 70 mg a-azido-3-brém-5-
benzyloxyacetofenonu (0.20 mmol, 1.00 mol ekv) v 1.5 ml suchého CH,Cl, za chladenia na
0°C. Nasledne sa zmes nechala mieSat’ pri rt 1-2 dni. Z reakénej zmesi sa odfiltrovali
polymérne zlozky, CH,Cl, sa odparil a produkty sa ziskali pomocou FLC na stipci SiO; (EA :
Hex = 2 : 1). Oxazol-2-amin nebol izolovany vobec. Podarilo sa izolovat’ 31 mg zmesi dvoch

latok (ca. 1 : 1) - otvoreného mocovinového derivatu (vytazok ~ 9%) a nezname;j léltky.2

TLC (SiOz, EA:Hex=2:1)R¢=0.18

B 'H NMR (300 MHz, CDCI3) &:
13075 o r CDClq
7.38 (2.3, 1.6) 8.67 (d, 1H, J(4,6) = 2.3 Hz, C¢-

316 (7.5 —8=0 7.72(16,1.5)
511 7.41-7.43 (m, 4H) ~
7.27(8.&2.3)67(2.3()) (o) -~ 15)0 H), 7.72 (dd, 1H, J(2*,4*) = 1.6
6.95 (8.6) N)kN 4_'78 (4_'4)' ' 735m 1| Hz, J (2%,6%) = 1.5 Hz, Cy-H),
H H 7.41-7.43 (m, 4H) 751 (dd, 1H, J(4* 6*) = 2.3 Hz,

3.96 LIN-7212-11

J(2*,6*%) = 1.5 Hz, Cex-H), 7.41 -
743 (m’ 4Ha C2"H, C3"H, CS"H, CG"H), 738 (dd, lH, .J(4*,6*) = 23 HZ, J(2*14*) - 16 HZ,
C4*'H), 735 (m, 1H, C4"H), 7.27 (dd, 1H, J(3,4) = 86 HZ, J(4’6) — 23 HZ, C4'H), 720 (S,

1H, Ar-NH-CO), 6.95 (d, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, C3-H), 5.82 (t, 1H, J(NH,CH,) = 4.4 Hz,
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CONHCHS,), 5.11 (5, 2H, CH,Ph), 4.78 (d, 2H, J(NH,CH,) = 4.4 Hz, CONHCHb,), 3.96 (s, 3H,
OME), 3.16 (q, 2H, J(CHg,CHz) = 7.5 Hz, SOzCHzCHg), 1.30 (t, 3H, J(CHg,CHz) = 7.5 Hz,
SO,CH,CHs).

Poznamky: otvoreny mocovinovy derivat sme d’alej nepurifikovali, Co je dovod, preo nie su

zmerané ostatné spektra

4. Priprava m-O-substituovane derivaty odvodené od 1Y6A
z kyseliny 3-nitrobenzoovej (162)

0
0
O,N COOH  1.S0Cl, O,N N
O,N COOH p\Bs 2h, reflux  O2N Br NaN, 2 °
\©/ H,SO, 2. CH,N, MeOH
60°C Et,0, CH,CI i, 1 h
162 20 h 163 O 98% 2L T2e2 164 gy 42% 165 Br 79%
3. HBr (48%)

4.1. Priprava kyseliny 3-brém-5-nitrobenzoovej (163)

O,N COOH
O,N COOH  Ngs
\©/ H2SO,

60°C
162 20 h 163 Br 98%

K 500 mg kyseliny 3-nitrobenzoovej (2.99 mmol, 1.00 mol ekv) rozpustenych v 10 ml
koncentrovanej kyseliny sirovej sa pri 60°C po davkach pridalo 800 mg NBS (4.49 mmol,
1.50 mol ekv). Reakéna zmes sa nechala miesat’ pri 60°C pocas 20 hodin. Nasledne sa
reak¢na zmes nechala ochladit’ na rt a d’alej na 0°C, zriedila sa 50 ml H,O a extrahovala do
EA (3x 50 ml). Spojené organické vrstvy sa susili statim nad Na,SO,. susSidlo sa nasledne
odfiltrovalo a rozpustadlo sa odparilo. Produkt sa ziskal vo forme 720 mg (2.93 mmol, 98%)

bieleho pragku.'?®

128 Rajesh, K.; Somasundaram, M.; Saiganesh, R.; Balasubramanian, K. K. J. Org. Chem. 2007, 72, 15, 5867
—5869.
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TLC (SiO,, EA) R¢ = 0.56

'H NMR (300 MHz, CDCI3) &: 8.64 (dd, 1H, J(4,6) = 2.1 Hz,
J(2,4) = 1.8 Hz, C4-H), 8.56 (dd, 1H, J (4,6) = 2.1 Hz, J(2,6)
= 1.3 Hz, Ce-H), 8.43 (dd, 1H, J(2,4) = 1.8 Hz, J(2,6) = 1.3
Hz, C,-H).

LIN-7641-12 o CDCls
8.56 (2.1, 1.3)
O,N

8.64 (2.1, 1.8)

4.2. Priprava a,3-dibrém-5-nitroacetofenonu (164)

O,N COOH 1. SOCI,
2 h, reflux OoN Br
2. CH,N,
B Et,O, CH,CI
163 0°2C: az rt,znozc 164 Br 42%

3. HBr (48%)

Do suchej banky s 200 mg vychodiskovej kyseliny (0.81 mmol, 1.00 mol ekv) sa pomaly
prida 1.2 ml tionylchloridu a zmes sa necha zahrievat' za refluxu pocas 2 hodin, resp. do
uplnej konverzie kyseliny na chlorid (TLC analyza). Nasledne sa zvysny tionylchlorid odpari
do sucha. K latke sa prida 7 ml suchého CHCl; a pri 0°C sa k roztoku prida 8.6 ml roztoku
diazometanu v suchom éteri (ca. 17 mg/ml, 3.46 mmol, 4.30 mol ekv). Reakéna zmes sa
necha miesat’ cez noc priom sa teplota necha samovolne vystipit’ na rt. Nasledne sa do
reakénej zmesi pridd 7 ml HBr (48%) a zmes sa necha miesat’ pri rt 1 hodinu. Reak¢na zmes
sa extrahuje do etylacetatu, a po suseni s Na,SOs, prefiltrovani a odpareni, sa produkt ziskal
pomocou FLC (Hex : EA=9 : 1). Vytazok bol 110 mg (0.34 mmol, 42 %).'?°

Poznamky: vedlajsim produktom reakcie bol metylester vychodiskovej kyseliny.
TLC (SiO,, EA: Hex=1:8) Ry=0.39

Elem. An. vypocitana pre CgHsBroNO3 (322.94): C, 29.75; H, 1.56; Br, 49.49; N, 4.34; O,
14.86, merané: C, 29.68; H, 1.61; Br, 49.62; N, 4.29.

129 Buckman, B.; Nicholas, J. B.; Serebryany, V.; Seiwert, S. D. US Patent 0152246, A1, 2011. (analogicky

na inom substrate)
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1€ v(tuhé): 3084 (m, Ar C-H), 2990 (w, alif. C-H), 1694 (C=0), 1543 (s, NOy), 1345 (s,
NO,), 1268 (m, C-C), 1200 (m), 1032 (w,=CH), 887 (w), 733 (m), 659 (w, C-Br) cm™.

o cDCl, 'H NMR (300 MHz, CDCI3) &: 8.72 (dd, 1H, J(4,6) = 2.0 Hz,

@ Br J(2,4) = 1.6 Hz, C4-H), 8.60 (dd, 1H, J (4,6) = 2.0 Hz, J(2,6) =

672 2.0, 1.6 543 (20, 16) 2.0 Hz, C4-H), 8.43 (dd, 1H, J(2,6) = 2.0 Hz, J(2,4) = 1.6 Hz,
Br_LIN-7812-12]) C,-H), 4.52 (s, 2H, CH,).

ON-7812C12 G 13C NMR (75 MHz, CDCI3) 5: 188.2 (CO), 148.9 (Cs), 137.4 (C»),
136.2 (Cy), 131.1 (Ca), 123.9 (C3), 122.4 (Cg), 29.5 (CHy).

4.3. Priprava a-azido-3-brom-5-nitroacetofenonu (165)

o O

OzN Br NaN3 02N N3

MeOH

rt, 1 h
164 Br 165 Br 79%

Do suchej banky s 100 mg bromderivatu (0.31 mmol, 1.00 mol ekv) bol pridanych 5 ml
metanolu a nasledne postupne prisypanych 39 mg NaN; (0.59 mmol, 1.90 mol ekv) a reakéna
zmes sa nechala mieSat’ pri rt 1 hodinu, pricom sa pozorovala farebna zmena reakénej zmesi S
bezfarebnej na bledocerventl. Po uplnej premene latky na produkt (TLC) sa metanol odparil
na RVO a ziskany tuhy material sa rozdelil medzi EA (10 ml) a vodu (10 ml). Po oddeleni
vrstiev sa vodna dvakrat extrahovala s EA (10 ml). Spojené organické vrstvy boli susené
statim nad Na,SO,, prefiltrované a odparené. Vyt'azok reakcie bol 70 mg (0.24 mmol, 79 %).

Produkt bol bez d’alSieho ¢istenia pouzity do d’alsej reakcie.?
Poznamky: Produkt sa rozkladal a nebolo mozné ho vy¢istit’

TLC (SiO2, EA:Hex=1:9)R¢=0.21
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IH NMR (300 MHz, CDCI3) : 8.65 (dd, 1H, J(4.6) = 2.0 Hz,
o N0 ] 3(2.4) = 1.5 Hz, CuH), 8.62 (dd, 1H, J (4,6) = 2.0 Hz, J(2.6) =
0 - 1.8 Hz, Ce-H), 8.38 (dd, 1H, J(2,6) = 1.8 Hz, J(2.4) = 1.5 Hz,
8.65 (2.0, 1.5) 8.38 (1.8, 1.5)

Br LIN-7701-12] C2-H), 4.60 (s, 2H, CHy).

4.4, Priprava 5-(3-brom-5-nitrofenyl)-N-[5-(etylsulfonyl)-2-
metoxyfenyl]loxazol-2-aminu (160c, 161c)
SO,Et ON
o 100
Br
O,N Nj OMeNCO y SO,Et
pPPhj, dioxan A i \
Br 165 90°C, 30 min N \N 160¢
OMe H

K 153 mg polymérneho pPPh; (1.6 mmol/g, 0.25 mmol, 1.00 mol ekv) sa prikvapkal roztok
59 mg izokyanatu 100 (0.25 mmol, 1.00 mol ekv) a 70 mg a-azidoacetofenonu 165 (0.25
mmol, 1.00 mol ekv) v 1.2 ml suchého dioxanu pri rt. Nasledne sa zmes nechala miesat’ 30
min pri 90°C. Z reakénej zmesi sa odfiltrovali polymérne zlozky, dioxan sa odparil za
znizeného tlaku a zmes sa delila pomocou FLC na stipci SiO, (EA : Hex = 1 : 1). Pritomnost’
oxazol-2-aminu a mocovinového derivatu nebola zistena, pozorovali sa len fragmenty z

rozkladnych procesov.2
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5. Pouzitie 2-hydroxypyrimidinovej metdédy na pripravu
vybranych oxazol-2-aminov

5.1. Overenie 2-hydroxypyrimidinovej metédy s m-Br-substituovanym

substratom

OH

(@) N
0 N)§N- HCI (e} Y\j 1. oleum
N

SCaz rt
B I \ NHHO Q_C(
v 2HO0 O CHON o
1, 5 min 42% 169

Br 166 toap 95% Br 167 Br41% C|04 168 reflux, 20 min

5.1.1. Priprava 1-[2-(3-bromfenyl)-2-oxoetyl]pyrimidin-2(1H)-6nu (167)

OH
O~ _N

O N)%N.Hm o Yj
Br v N~

—_—
K,COj

>
Br 166 oan  95% Br 167

Do suspenzie 95 mg pyrimidin-2-6n hydrochloridu (0.72 mmol, 2.00 mol ekv) v 2 ml acetonu
sa pri rt prisypalo 199 mg K,COj3 (1.44 mmol, 4.00 mol ekv) a nasledne sa prikvapkal roztok
100 mg a,3-dibromacetofenonu (166) (0.36 mmol, 1.00 mol ekv) v 0.8 ml acetonu. Reakcia sa
mieSa pri rt 24 h. Nasledne sa acetén odpari a tuhd latka sa oplachne vodou a éterom. Tuhy
produkt sa susi za znizeného tlaku, pricom sa ziska 99 mg (0.68 mmol, 95%) Sedej alebo

Sedozltej tuhého produktu.*®

LIN-7601-12 omsod, | "H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 3: 8.69
vosis sy O Y 37029 (dd, 1H, J(5*,6%) = 4.1 Hz, J(4*,6%) = 2.9
r42(7.9, 7-8) NI s an | Hz, ConH), 8.14 (dd, 1H, J(2,4) = 1.8 Hz,
TT90918 10 NPy 1415, 18) 869 (41,29) J(2.6) = 1.8 Hz, C,-H), 7.95 (ddd, 1H,
B J(5,6) = 7.8 Hz, J(2,6) = 1.8 Hz, J (4,6) =

1.1 Hz, Ce-H), 7.79 (ddd, 1H, J(4,5) = 7.9 Hz, J(2,4) = 1.8 Hz, J(4,6) = 1.1 Hz, C,-H), 7.60
(dd, 1H, J(4*5%) = 6.5 Hz, J(4*,6%) = 2.9 Hz, C4=-H), 7.42 (dd, 1H, J(4,5) = 7.9 Hz, J(5,6) =
7.8 Hz, Cs-H), 6.14 (dd, 1H, J(4*5*%) = 6.5 Hz, J(5*,6%) = 4.1 Hz, Cs~.H), 5.34 (5, 2H, CH,).
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5.1.2. Priprava 2-(3-bromfenyl)oxazolo[3,2-a]pyrimidin-4-ium perchloratu (168)
0] 1. oleum
Y\) -5° C az rt

QﬂJ

Br 167 1t 5 min Brg10, ClOs 468

K 100 mg vychodiskového pyrimidin-2-6nu 167 (0.34 mmol, 1.00 mol ekv) sa za chladenia
na 0°C prikvapkalo 700 ul 20% olea (20% SO3; v H,SQO,4). Zmes sa chladila, kym sa sa v§etok
vychodiskovy material nerozpustil. Nasledne sa chladenie odstranilo a zmes sa nechala
mieSat’ pri rt 5 hodin. Reakcia sa zhasila 8,5 g 'adu a nakoniec sa prikvapkalo 250 pul HCIO,,
¢o sposobilo vyzrazanie produktu vo forme perchloratu. Produkt sa odfiltroval, premyl
ladovou vodou a susil za znizeného tlaku. Produkt 168 sa ziskal ako 53 mg (0.14 mmol ,
41%) bledohnedého prasku.*®

LIN-7621-12 N4 (4.7, 1.9) 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &: 9.74 (dd, 1H,

511(79.17.08) o%\N} s1se44n| J(B*9%) = 6.4 Hz, J(7*,9%) = 1.9 Hz, Cox-H),
7 @ N o419 | 944 (dd, 1H, J(7*,8*) = 47 Hz, J(7*,9*) = 1.9
838(19.17)  ClO4 Hz, Cs+-H), 9.37 (s, 1H, Cy-H), 8.38 (dd, 1H,
DMSO-ds  ©' ° J(2,4) = 1.9 Hz, J(2,6) = 1.7 Hz, C5-H), 8.18 (dd,
1H, J(8*,9%) = 6.4 Hz, J(7*,8*) = 4.7 Hz, Cg+-H), 8.11 (ddd, 1H, J(5,6) = 7.9 Hz, J(2,6) = 1.7
Hz, J(4,6) = 0.9 Hz, Cg-H), 7.89 (ddd, 1H, J(4,5) = 8.0 Hz, J(2,4) = 1.9 Hz, J(4,6) = 0.9 Hz,

Ca-H), 7.65 (dd, 1H, J(4,5) = 8.0 Hz, J(5,6) = 7.9 Hz, Cs-H).

7.89 (8.0, 1.9, 0.9)

5.1.3. Priprava 5-(3-br6mfenyl)oxazol-2-aminu (169)

CH4CN
Br Clo4 168 reflux, 20min~ B" 400, 169

K roztoku 50 mg perchloratu 168 (0.13 mmol, 1.00 mol ekv) v 1 ml AN sa za mieSania
prikvapkalo 80 pl hydrazin hydratu (98%). Reakéna zmes sa zafarbi na Cerveno. Banka s

reakénou zmesou sa ponori do kupela predhriateho na 100°C a reakcia za zahrieva 20 minut
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az do uplného odfarbenia reakcnej zmesi. Nasledne sa zmes prileje k 2 ml vody a vyzrazany

produkt sa odfiltruje. Produkt sa ziskal ako 13.5 mg (0.05 mmol, 42%) Sedého prasku.*®

Tt=189-201 °C
Elem. An. CgHsBraNsO (318.95): C, 45.22; H, 2.95; Br, 33.42; N, 11.72; O, 6.69. merané: C,
45.31;H,2.87; N, 11.61.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8: 7.64 (dd, 1H, J=1.7 a
1.6 Hz, C,-H), 7.44 (ddd, 1H, J = 7.1, 1.7 a 1.6 Hz, Cg-H),
7.33 (5, 1H, Cox-H), 7.31-7.38 (m, 2H, C4-H a Cs-H), 6.97
(bs, 2H, NH,).

LIN-7651012 NAz| °C NMR (75 MHz, DMSO-ds, 8): 161.8 (Cz+), 141.4 (Cs), 131.1
PN | (Co). 1309 (), 12856 (Ca), 1249 (Ca), 124.1 (Ce), 1223 (Co)
120.6 (Cy).

5.2. Priprava 5-(3-brom-5-nitrofenyl)oxazol-2-aminu (172)

OH

PY o
% XN HCI o] 1. oleum
O,N Br U O,N T -5 Caz rt N0 \r
K2CO4 2 HCIO,4, H,0 \ CH3CN
Br 164 aan  se% B 170 memn By, S0 171 reflux, 5 min 2% 17
5.2.1. Priprava 1-[2-(3-brém-5-nitro-fenyl)-2-oxoetyl]pyrimidin-2(1H)-énu (170)
OH
Os_N
o N)\N. HCl ‘A
O,N Br v O,N N~
K;CO4
aceton
Br 164 rt, 24 h 86% Br 170

Do suspenzie 288 mg pyrimidin-2-6n hydrochloridu (2.17 mmol, 2.00 mol ekv) v 5 ml
acetonu sa pri rt prisypalo 599 mg K,CO3 (4.34 mmol, 4.00 mol ekv) a nasledne sa prikvapkal
roztok 350 mg acetofenonu 164 (1.08 mmol, 1.00 mol ekv) v 2 ml aceténu. Reakcia sa miesa

pri rt 2 dni. Nasledne sa aceton odpari a tuhd latka sa oplachne vodou a éterom. Tuhy produkt
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sa suSi za znizeného tlaku, priCcom sa ziska 313 mg (1.87 mmol, 86%) hnedého tuhého
produktu.”®

TLC (SiO,, EA : Hex = 1: 4) R¢=0.05

Tt =202 - 204 °C

Elem. An. po&itané pre C1,HgBrNsOs (338.11): C 42.63; H 2.38; Br 23.63; N 12.43; O 18.93.
merané: C 42.45; H 2.31; Br 23.71 ; N 12.51.

IC v(tuhé skup.): 3082 (w, arom C-H), 2918(w, alif. C-H), 1658 (s, C=0), 1613 (C=N), 1550
(s, NOy), 1393 (m, C=C), 1347(s, NO,), 1221 (m, C-N), 1084 (w, =CH), 887 (C-H), 735 (m,
C-H), 665 (w, C-Br) cm™

1
H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6: 8.64 - 8.76 (m, 4H,
DMSO-d, OOYN 51004 20 ( 6) (
- - - - * * —_
ON NQ) o5 04 42 Co-H, Cs-H, Ce-H a Ce~-H), 8.14 (dd, 1H, J(4*,5%) =
560 ge4-876(m 4H)| 6.4 Hz, J(4*,6%) = 2.6 Hz, Cs-H), 6.55 (dd, 1H,
8.64 - 8.76 (m, 4H) J(4* 5*) = 6.4 Hz, J(4*,6%) = 4.2 Hz, Cs»-H), 5.60 (s,
Br LIN-7861-12 ( ) ( ) 5+-H) (
2H, CHy).

DMSO-ds o Y 1 “C NMR (75 MHz, DMSO-ds, 8): 190.7 (CO), 167.2 (C4),
NeeSs| 155.6 (Co), 150.5 (Cex), 149.0 (Cs), 137.0 (C,), 136.8 (Cy),
130.8 (C4), 123.0 (C3), 121.5 (Ce), 104.1 (Cs+), 56.6 (CHs).

Br LIN-7961C-12

5.2.2. Priprava 2-(3-brom-5-nitrofenyl)oxazolo[3,2-a]pyrimidin-4-ium perchloratu (171)

(0] OYN\ 1. oleum
O,N N -5° C az rt \r
2. HCIO,, H,0 J

B 170 rt, 5 min Cl04 171

K 150 mg pyrimidin-2-6nu 170 (0.44 mmol, 1.00 mol ekv) sa za chladenia na 0°C
prikvapkalo 1 ml 20% olea (20% SO3 v H,SO4). Zmes sa chladila na 0°C, kym sa sa vSetok
vychodiskovy materidl nerozpustil. Nasledne sa chladenie odstranilo a zmes sa nechala
miesat’ pri rt 72 hodin. Reakcia sa zhasila 18 g 'adu a nakoniec sa prikvapkalo 370 pul HCIOy,

¢o sposobilo vyzrazanie produktu vo forme perchloratu 171. Produkt sa odfiltroval, premyl
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I'adovou vodou a susil za znizeného tlaku. Produkt sa ziskal ako 105 mg (0.25 mmol, 56%)

bledohnedého prasku.*®

TLC (SiO,, EA) R¢ = 0.00

Tt=228-231°C

Elem. An. C1;,H;BrCIN3;O; (420.56): C, 34.27; H, 1.68; Br, 19.00; Cl, 8.43; N, 9.99; O,
26.63. merané: C, 33.95; H, 1.56; Br, 18.89; ClI, 8.33; N, 9.72.

IC v(tuhé): 3084 (m, arom. C-H), 2797 (N+, w), 1755 (m, N-C=N+), 1589 (m, C=N), 1521
(s, NO,), 1499 (w), 1416 (w), 1346 (s, NO,), 1223 (C-O-C, m), 1095 (C-N, m), 1034 (m), 885
(w), 768 (w), 735 (m, C-Br) cm™.

1
DMSO-dg LIN-7891-12 H NMR (300 MHz, DMSO'dG) d: 9.82 (dd, 1H,
O2N  gg7(18, 1. 7) J(8*,9%) = 6.5 Hz, J(7*, 9*) = 1.9 Hz, Cg+-H), 9.62
8.83(1.7,17) 3949 (4.7,1.9) . ox\
\4 N 9/3 8.23 (6.5, 4.7) (s, 1H, Cy-H), 9.49 (dd, 1H, J(7*,8*) = 4.7 Hz,
Br/s66 (12, 19762 ® ge26519 | J(7* 9%) = 1.9 Hz, Cr--H), 8.87 (dd, 1H, J(2,6) =

1.8 Hz, J(4,6) = 1.7 Hz, Ce-H), 8.83 (dd, 1H,
J(2,4) = 1.7 Hz, J(4,6) = 1.7 Hz, C,-H), 8.66 (dd, 1H, J(2,6) = 1.8 Hz, J(2,4) = 1.7 Hz, Co-H ),
o 8.23 (dd, 1H, J(8*,9%) = 6.5 Hz, J(7*,8*%) = 4.7 Hz, Cg~-H).

2

1;:36 O%NJW 13C NMR (75 MHz, DMSO-dg) &: 163.7 (C7+), 155.7 (Cs»),
s gy=2/ 4NN @ Z7s |9 40 (C2+), 148.2 (Cs), 142.9 (Cs+), 136.7 (Cy), 134.0 (Cy),
B

1367 1141 D 1429

LIN-8042C-12 DMSO-ds| 126.7 (C4), 123.5 (C3), 118.6 a 117.5 (Cg a Cg+), 114.1 (C3+).

5.2.3. Priprava 5-(3-br6m-5-nitrofenyl)oxazol-z-aminu (172)

M*J @«*

K roztoku 80 mg perchloratu 171 (0.19 mmol, 1.00 mol ekv) v 1 ml acetonitrilu sa za
mieSania prikvapkalo 120 pl hydrazin hydratu (98%). Reakéna zmes sa zafarbi na Cerveno.
Banka s reak¢nou zmesou sa ponori do kipela predhriateho na 100°C a reakcia za zahrieva 5
minut az do uplného odfarbenia reak¢nej zmesi. Nasledne sa zmes prileje k 2 ml vody a

vyzrazany produkt sa ziska extrakciou do EA (3x 5 ml). Spojené organické fazy sa suSia
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statim nad Na,SO,, prefiltrujt sa, odparia a susia sa na HV. Produkt sa ziskal ako 39 mg (0.14

mmol, 72%) hnedej tuhej latky.*®

TLC (SiOz, EA:Hex=1:1)R¢=0.19
Tt=221.0-222.0°C
Elem. An. merané pre CoHgBrNz;O3 (284.07): C 38.05; H 2.13; Br 28.13; N 14.79; O 16.90.
merané: C 38.10; H 2.06; Br 28.11; N 14.69.

IC v(tuhé): 3322 (m), 3132 (m), 1711 (s), 1660 (s), 1612 (s), 1584 (). 1527 (s), 1416 (s),
1378 (s), 1341 (s), 1297 (m), 1169 (m), 1095 (w), 1048 (w), 994 (w), 962 (w), 880 (w), 737

(w) cm™

O,N

8.15 LIN-7941-12

(2.0,1.6) O\rNH27'6O
8.11
(2.0,1.7) \ |N
8.09 7.63

Br (17,16

DMSO-d

149.1 139.60
127.8 5
31.6N\%N

LIN-8561C-12

NH,
- 2{[162.3

122.5
DMSO-dg

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &: 8.15 (dd, 1H, J(4,6) =
2.0 Hz, J(2,6) = 1.6 Hz, Ce-H), 8.11(dd, 1H, J(4,6) = 2.0
Hz, J(2,4) = 1.7 Hz, C4-H), 8.09 (dd, 1H, J(2,4) = 1.7 Hz,
J(2,6) = 1.6 Hz, C,-H), 7.63 (s, 1H, Cox-H), 7.60 (bs, 2H,
NH,).
3C NMR (75 MHz, DMSO-dg, 8): 162.5 (Ca+), 149.1 (Cs),
139.6 (Csx), 131.6 (C1), 129.4 (C,), 127.8 (Cy4), 122.5 (C4»),
122.4 (Cs), 114.6 (Ce).

131



5.3. Priprava 5-(3-brom-5-nitrofenyl)-N-{5-(etylsulfonyl)-2-metoxy-

fenyl}oxazol-2-aminu (160c) 2-hydroxypyrimidinovou metédou

SOzEt O,N
Br
OaN 0o NH SO,Et
2 tBUONO
T Y o
N c;uc:l2 CH;CN i-PrOH P D
Br 172 80°C, 2h 82% 10d,rt 160c N" N 679
OMe

5.3.1. Priprava 5-(3-br6m-5-nitrofenyl)-2-chl()r0xazolu (173)

O,N
o NH2 4 B0oNO
C g 7/
N CUC|2, CHacN
BY 172 80°C, 2h 82%

K roztoku 35 mg CuCl, (0.26 mmol, 1.50 mol ekv) v 0.6 ml CH3CN sa pri rt pridalo 31 pl t-
BuONO. Zmes sa nésledne za mieSania nechala ohriat’ na 60°C a k reak¢nej zmesi sa
prikvapkal roztok 50 mg vychodiskového oxazol-2-aminu 172 (0.18 mmol, 1.00 mol ekv) v
0.4 ml CH3CN. Po ukonceni pridavania sa reakéna zmes nechala miesat’ 2 hodiny pri 80°C.
Po ochladeni reakénej zmesi na rt sa pridalo 5 ml EA, 3 ml vody a 0.5 ml konc. HCI. Po par
minutach miesania sa organicka vrstva oddelila a vodna vrstva sa extrahovala s EA (3-krat 5
ml). Spojené organické vrstvy sa suSili statim nad Na;SOs4, susSidlo sa odfiltrovalo a
rozpust'adla sa odparili na RVO. Produkt sa susil pomocou olejovej vyvevy. Ziskalo sa 45 mg

(0.21 mmol, 82%) surového produktu, ktory sa pouzil priamo do d’al3ej reakcie.™*

TLC (SiO2, EA:Hex=1:1)R¢=0.30

Tt 168 — 172 °C [EA]

Elem. An. vypocitané pre CoHgBrCIN,O5; (303.50): C, 35.62; H, 1.33; Br, 26.33; Cl, 11.68;
N, 9.23. merané: C, 35.28; H, 1.31; Br, 26.14; Cl, 11.53; N, 9.40.

IC v(tuhé): 3302 (m), 3087 (m), 2960 (M), 2907 (w), 1713 (m), 1705 (m), 1597 (w), 1532 (s),
1434 (w), 1418 (w), 1345 (s), 1259 (m), 1136 (w), 1089 (w), 1045 (m), 881 (m) cm™

30 Lucia Kovagikova. Navrh nosnych §truktir, syntéza organickych angio a kancerostatik, stanovenie ich

biologickej aktivity, dizerta¢na praca, PriF UK, Bratislava, 2010. (analogicky na inom substrate)
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o LIN8141-12 'H NMR (300 MHz, CDCI3) &: 8.37 (1H, dd, J(4,6) = 1.8 Hz,
O=N* &% J(2,6) = 1.5 Hz, Cg-H), 8.34 (1H, dd, J(4,6) = 1.8 Hz, J(2,4) =

(1.8 1.5) o. Cl
5% WW 1.6 Hz, C4-H), 8.05 (1H, dd, J(2,4) = 1.6 Hz, J(2,6) = 1.5 Hz, C,-
805 752 H), 7.52 (s, 1H, Cox-H).

Br (16,15 CDCls

0N coci,| “°C NMR (75 MHz, DMSO-ds) &: 149.9 and 149.1 (Cs and Cp»),
1;;‘:—5637_605@59' 137.6 (Cs), 132.1 (Cy), 129.4 (Cy), 127.6 (C4), 125.9 (Cs), 123.0
1259)—27 %% N | (c), 1175 (Co).

Br | IN-916XC-12

5.3.2. Priprava  5-(3-brom-5-nitrofenyl)-N-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl]oxazol-2-
aminu (160c)
SO,Et O,N

Br
OoN Cl ©\NH2 SO,Et
O\l/ OMe
| 0\
N i-PrOH PR
B 173 10d, rt N

160c N
OMe H

67%

Do roztoku 142 mg 5-(etylsulfonyl)-2-metoxyanilinu (0.66 mmol, 1.00 mol ekv) v 12 mi
suchého i-propanolu sa prisypalo 200 mg 2-chléroxazolu 173 (0.66 mmol, 1.00 mol ekv) a
cela zmes sa nechala mieSat’ pri rt az do zreagovania vSetkého 2-chléroxazolu 173 (TLC:
EA/Hex = 1 : 1). Nasledne sa rozpustadlo odparilo a produkt sa ziskal pomocou FLC na
silikagéli, eluent EA/Hex = 1 : 1. Ziskalo sa 213 mg (0.44 mmol, 67%) bledozItého produktu.?

Tt 123-127°C [CH,Clo/Hex]

Elem. Anal. vypogitané pre CigH16BrNsOgS (482.31) C, 44.82; H, 3.34; Br, 16.57; N, 8.71;
0, 19.90; S, 6.65 merané: C, 44.98; H, 3.25; Br, 16.60; N, 8.63; S, 6.66.

IC v(tuhé): 3357 (m), 3082 (m), 2893 (M), 1738 (W), 1645 (s), 1599 (s), 1580 (s), 1531 (s),
1505 (m), 1426 (w), 1346 (m), 1304 (m), 1276 (m), 1143 (s), 1122 (s), 1093 (m), 1046 (W),
1013 (m), 928 (w), 881 (w) cm™
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133 7.4y O2N (1%’213_8)
3.19 (7.4
( J/ 8.31 Q Br
0=S=0 (19,15

N
H CDCl;
O 78 | |N-8623-12

4.06~

H), 4.06 (s, 3H, OCHg), 3.19

SO,CH,CHj3).
CDCl,
( 76
50.7
0=S=0
1311
123.3 116.3 1(39 2
109.7 156 I
150.62 131-0H
/O
56.4 LIN-8623C-12

'H NMR (300 MHz, CDCI3) &: 8.86 (d, 1H, J(4,6) = 2.2 Hz,
Ce-H), 8.31 (dd, 1H, J(4°,6") = 1.9 Hz, J(2°,6’) = 1.5 Hz, C¢-
H), 8.23 (dd, 1H, J(4°,6’) = 1.9 Hz, J(2°,4’) = 1.8 Hz, C4-H),
7.98 (dd, 1H, J(2°,4’) = 1.8 Hz, J(2°,6°) = 1.5 Hz, C»-H), 7.83
(s, 1H, NH), 7.62 (dd, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, J(4,6) = 2.2 Hz,
Ca-H), 7.40 (s, 1H, Cs=-H), 7.05 (d, 1H, J(3,4) = 8.6 Hz, Cs-
(@, 2H, J = 7.4 Hz, SO,CH,CH3), 1.33 (t, 3H, J = 7.4 Hz,

13C NMR (75 MHz, CDCI3) §: 156.1 (C,+),150.62 a 150.59
(C; a Cs?), 149.2 (C4), 131.07 a 131.05 a 131.97 (C, aCs a
C1’), 131.95 (C,), 128.2 (C4), 124.7 (C3"), 123.5 2 123.3 (C4
a C4), 116.3 (Cg), 115.8 (C¢), 109.7 (C3), 56.4 (OCHs), 50.7
(SO,CH,CHs), 7.6 (SO,CH,CHg).
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6. Syntéza ,,Click-chemistry* derivatov odvodenych od
sunitinibu

6.1. Priprava N-Propargylbenzoimidazolonu (177) a N-Boc-N-
propargylbenzoimidazol()nu (179)

_
NH, .HCl 1. NaH, DMF I
@[ E:[ o o_mih 1h N
NH, .HCI 130-140° C 6h 2. propargylbromid propargylbromld E:[ /EO * O: >=O
' 5 min N
66% 20% — 21%
174 175 177 —
2. Boc,O
rt, noc
1. NaH, DMF
rt, 1h 1. NaH, DMF
1h
@ o @ >=o
2. propargylbromld
Boc 76% 2h Boc 64%

6.1.1. Priprava benzoimidazolénu (175)

o)
NH, . )J\ H
©: 2 HCI H2N NH2 _ ©:N>:
o}
130-140°C, 6 h
NH, HCl ’ ”
174 175 66%

V banke sa zmiesalo 4.83 g benzén-1,2-diamin dihydrochloridu (174) (26.7 mmol, 1.00 mol
ekv) a 1.60 g mocoviny (26.7 mmol, 1.00 mol ekv). Latky sa za miesania ohrievali na 130 -
140°C, ¢o spodsobilo ich roztavenie. Latky po ca. 1.5 hodine opat’ stuhli, ¢o je znamkou
vzniku produktu, ale tuha latka sa ohrievala d’alej, az kym neprestali unikat amoniakové
vypary (sleduje sa pomocou pH papiera). K tuhej latke sa pridalo aktivne uhlie a tmava zmes
sa varila v etanole. Aktivne uhlie sa za hortice odfiltrovalo a pocas chladenia vypadaval
produkt. Ten sa odfiltroval, ¢im sa ziskali Sedé krystaly. Latka sa nasledne prefiltrovala cez
stipec silikagélu (eluent EA : EtOH = 8 : 1), &im sa ziskalo 2.36 g (17.6 mmol, 66%) bielych
krystalov produktu.131

6.92(s,4H) H DMSO-dg
@E o 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 8): 10.69 (s, 2H, 2x NH), 6.92
H 1065 2H) | (S,4H, Ar-H).
LIN-7881-12

B Crank, G.; Mursyidi, A. Aust. J. Chem. 1982, 35, 4, 775 — 784.
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6.1.2. Propargylacia benzoimidazolénu (176, 177)

H =
H 1. L\tlamDMF =
)=0 ’ N
N 2. propargylbromid >:O ¥ /EO
H rt, 15 min N
175 20% 177 = 21%

Do roztoku 100 mg benzoimidazolonu (0.75 mmol, 1.00 mol ekv) v 1 ml DMF sa po castiach
pridalo 24 mg NaH (1.00 mmol, 1.33 mol ekv) a zmes sa nechala mies$at’ 1 h pri rt. Nasledne
sa do reak¢nej zmesi pridalo 56 ul propargylbromidu (0.75 mmol, 1.00 mol ekv) pri rt a po 15
min mieSania sa reakcia ukoncila pridavkom 4.5 ml H,O. Reakcia sa extrahovala s CH,Cl,
(trikrat 4.5 ml). Spojené organické vrstvy sa suSili statim nad Na,SO,, odparili a produkty
reakcie sa oddelili od zvys$nej vychodiskovej latky pomocou FLC (EA/Hex =2 : 1) na SiO».
Vytazok N-propargylimidzolénu bol 26 mg (0.15 mmol, 20%).%

Tt=177.0-178.5°C

Elem. An. vypoéitané pre C1oHgN,O (172.18): C, 69.76; H, 4.68; N, 16.27; namerané: C,
69.96; H, 4.59; N, 16.34.

IC v(tuhé skup.): 3220 (m, N-H), 2980 (m), 1580 (s, C=0), 2200 (w, C=CH), 1476 (m), 1369
(s), 1012 (m), 836 (m) cm™

4.69 (2.5) =
Km‘z 1 ™H NMR (300 MHz, CDCls) &: 9.42 (bs, 1H, NH), 7.19 — 7.09 (m,

(@]
@ H>9:42 cocy, | 4H: AN, 469 (d 2H,J = 25 Hz, CHy), 2.30 (t, 1H, J = 2.5 Hz, CH).
7.09-7.19

(m, 4H) LIN-5871A-11
——r 3C NMR (75 MHz, CDCls) &: 154.6 (Cy), 129.4 (C4), 127.8

121 6 (Cy), 121.6 (C7), 112.1 (Cg), 109.7 (Cs), 108.6 (Csg), 76.9 (-
112.1 1546 CDCIz} C=),72.7 (=CH), 30.2 (CH,).

10971294H LIN-5871C-11

Vytazok N,N-bispropargylimidazolénu (177) bol 33 mg (0.16 mmol, 21%).
Tt=157.0-158.0 °C

32 Tapia, I.; Alonso-Cires, L.; Lopez-Tudanca, P. L.; Mosquera, R.; Labeaga, L.; Innerarity, A.; Orjales, A. J.
Med. Chem. 1999, 42, 15, 2870 — 2880. (analogicky s inym ¢inidlom)
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Elem. An. vypogitané pre C3HoN2O (210.23): C, 74.27; H, 4.79;
469250 —== 2301 N, 13.33; merané C, 74.19; H, 4.51; N, 13.27.
N
o
N 1 :
. H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 7.26 — 7.14 (m, 4H, Ar), 4.69 (d,
LIN-5871A-11__ CDCl)]  2H, J = 2.5 Hz, CH,), 2.30 (t, 1H, J = 2.5 Hz, CH).

Poznamka: pokial’ sa reakcia nechala miesat’ dlhsi ¢as, prednostne vznikal bispropargylovany

produkt

6.1.3. Priprava N-Boc-benzoimidazolonu (178)

Xy 1. NaH, DMF §
CL o — (L
N 2. BOCzo N\
H
175

rt, noc
178 BOC 769,

Do roztoku 100 mg benzoimidazolonu (0.75 mmol, 1.00 mol ekv) v 1 ml DMF sa po Castiach
pridalo 21 mg NaH (0.89 mmol, 1.20 mol ekv) a zmes sa nechala mieS$at’ 1 h pri rt. Nasledne
sa do reakénej zmesi pridalo 81 mg Boc,O (0.83 mmol, 1.10 mol ekv) pri rt a mieSala cez
noc. Reakcia sa ukoncila pridavkom 4.5 ml H,O. Reakcia sa extrahovala s CH,Cl, (trikrat 4.5
ml). Spojené organické vrstvy sa susili statim nad Na,SO,, odparili a produkt reakcie sa Cistil
pomocou FLC (EA/Hex = 2 : 1) na SiO,. Vytazok N-Boc-imidzolonu bol 134 mg (0.57

mmol, 76%).

05 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 8): 10.58 (bs, 1H, NH), 7.64
7.64(7.7,1.4,0.6)
(ddd, 1H, J(4,5) = 7.7 Hz, J(4,6) = 1.4 Hz, J(4,7) = 0.6 Hz,
7.06 (7.7, 7.6, 15) >:O
Cs-H), 7.14 (ddd, 1H, J(6,7) = 7.6 Hz, J(5,6) = 7.6 Hz, J(4,6)
= 1.4 Hz, Ce-H), 7.06 (ddd, 1H, J(4,5) = 7.7 Hz, J(5,6) = 7.6
LIN-5931-11
)V Hz, J(5,7) = 1.5 Hz, Cs-H), 6.99 (ddd, 1H, J(6,7) = 7.6 Hz,
DMSO-djg 159
J(5,7) = 1.5 Hz, J(4,7) = 0.6 Hz, C;-H), 1.59 (s, 9H, t-Bu).

7.14(7.6,7.6,1.4)
6.99 (7.6, 1.5, 0.6)

13 Meanwell, N. A.; Sit, S. Y.; Gao, J.; Wong, H. S.; Gao, Q.; St. Laurent, D. R.; Balasubramanian, N. J. Org.

Chem. 1995, 60, 6, 1565-1582.
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6.1.4. Propargylacia N-Boc-benzoimidazolénu (179)

—
—
H 1. NaH, DMF N//
t, 1h
(Lo o (Lo
N 2. propargylbromid N
\ \
178 Boc r,2h 179 Boc 64%

Do roztoku 129 mg benzoimidazolonu (0.55 mmol, 1.00 mol ekv) v 1 ml DMF sa po ¢astiach
pridalo 17 mg NaH (0.72 mmol, 1.30 mol ekv) a zmes sa nechala mie$at’ 1 h pri rt. Nasledne
sa do reakénej zmesi pridalo 54 ul propargylbromidu (0.72 mmol, 1.30 mol ekv) pri rt a po 2
h mieSania sa reakcia ukoncila pridavkom 4 ml H,O. Reakcia sa extrahovala s CH,Cl; (trikrat
4 ml). Spojené organické vrstvy sa susili statim nad Na,SO,, odparili a produkt reakcie sa
oddelil od zvys$nej vychodiskovej latky pomocou FLC (EA/Hex =2 : 1) na SiO,. Vytazok N-
Boc-N-propargylimidzolénu bol 96 mg (0.35 mmol, 64%).'%*

Tt =158.0 - 159.5°C

Elem. An. vypocitané pre Ci5sH16N,03 (272.30): C 66.16; H 5.92;N 10.29; O 17.63. merané:
C 65.98; H 5.99; N 10.40.

IC v(tuhé): 3255 (m), 3237 (m), 2982 (w, C-H), 2951 (w, C-H), 2922 (w, C-H), 2108 (w,
C=C), 1785 (m), 1732 (s, C=0), 1703 (s, C=0) 1614 (w, C-N), 1488 (s), 1432 (m), 1396 (W),
1367 (s, C-0), 1337 (s, C-N), 1321 (s, C-0), 1251 (m), 1149 (s, C-O), 1102 (m), 1050 (w),
1008 (W), 744 (s), 706 (w), 663 (m) cm™.

22826 "H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 8): 7.85 (ddd, 1H, J(1,2) =
467 (26) _—
7.85(8.1,1.2,0.5) 8.1 Hz, J(1,3) = 1.2Hz, J(1,4) = 0.5 Hz, C4-H), 7.23 (ddd,
7.23(8.1,7.3,1.2) N
>=0 1H, J(1,2) = 8.1 Hz, J(2,3) = 7.3 Hz, J(2,4) = 1.2 Hz, C,-
N
rresTIBMA A H), 7.15 - 7.18 (m, 2H, Cs-H a C,-H), 4.67 (d, 2H, J(CH,
DMSO-d O CHy) = 2.6 Hz, CHy), 2.28 (t, 2H, J(CH, CH,) = 2.6 Hz,
LIN-5951-11 )V 167
CH), 1.67 (s, 9H, 3xCHa).

B34 Aso, K.; Kobayashi, K.; Takai, T.; Kojima, T.; Tokumaru, K.; Mochizuki, M.; Hoashi, Y. US Patent
186879, Al, 2009. (analogicky s inym ¢inidlom)

138



303764/ o1 °C NMR (75 MHz, CDCI3) 5: 150.3 (N-CO-N), 148.7 (O-CO-
12261240 . N), 128.4 (Ce), 126.3 (Cs), 124.0 (Cy), 122.6 (Cy), 114.6 (Cy),
>: 108.3 (Cg), 84.9 (O-C(CHg)g), 76.4 (CHz-CECH), 73.0 (CHy-

C=CH), 30.3 (CH,-C=CH), 28.1 (O-C(CHa)s).

1083 )
146" 1487

LIN-8541C- 1%
CDCly 28.1

6.2. Priprava 1-azido-4-(dietylamino)-butan-4-6nu (183) - Metéda A

(o) (o] (]
[e) PNy paraformaldehyd Bry, HBr, AcOH " NaNg ;é
)K ’ H HCI (kat.), MeOH )J\/\N/\ rt, noc ® \)J\/\N/\ MeOH/H,O NBQJ\/\N/\
-HCI reflux, noc K -HCI K -HBr rt,3.5h K
110 180 25% 181 85% 182 ' 183
6.2.1. Priprava 4-(dietylamino)butan-2-6nu (181)
araformaldehyd
)J\ H HCI (kat.), MeOH
HCI reflux, noc . K HCI
110 180 25% 181

Do banky sa postupne pridalo 3.46 g paraformaldehydu (115 mmol, 1.40 mol ekv), 8.80 g
N,N-dietylamin hydrochloridu (180) (81 mmol, 1.00 mol ekv), 15 ml acetéonu (408 mmol,
5.00 mol ekv), 2 ml MeOH a 5 pl koncentrovanej HCI. Zmes sa refluxovala cez noc a
nasledne sa ochladila na rt a d’alej na 0°C v 'adovom kupeli. K zmesi sa prilial roztok NaOH
(3.20 g NaOH v 15 ml H,0). Zmes sa extrahovala s dietyléterom (trikrat 25 ml), spojené
organické vrstvy sa premyli nasytenym roztokom NaCl (dvakrat 7.5 ml) a d’alej susili statim
nad Na,SO,, prefiltrovali a odparili. Takto sa ziskalo 10.41 g surového produktu vo forme
zltej kvapaliny. Viacndsobnou destilaciou za zniZeného tlaku (100°C/30 torr) sa ziskalo 2.89 g

(28.8 mmol, 25%)¢istého produktu.™*®

O 275 CDCl] ‘HNMR (300 MHz, CDCl3) &: 2.75 (t, 2H, J(3,4) = 7.2 Hz, C4-H),
(7.2)  2.54(7.1)
_ )KAN/\ 2.56 (t, 2H, J(3,4) = 7.2 Hz, Cs-H), 2.54 (q, 4H, J = 7.1 Hz, 2xN-

1.02

247 2.56
(7.2) K "N el _
LIN-500e 2), 2.17 (5, 3H, C1-H), 1.02 (¢, 6H, J = 7.1 Hz, 2xN-CH,CHj).

35 Freeman, P. K.; Pugh, J. K. J. Org. Chem. 1999 , 64, 11, 3947 — 3953.
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6.2.2. Priprava 1-brém-4-(dietylamino)butan-2-6nu (182)
O O

)VN/\ Bra, HBr, AcOH_ gr I

t N7
_Hei i noe L HBr
1 85% 182

18
Postup: K roztoku 1.00 g 4-(dietylamino)butan-2-6nu (181) (6.98 mmol, 1.00 mol ekv) v 1.3
ml 'adovej ACOH sa za chladenia na 0°C pridalo 1.5 ml roztoku HBr (45 w/w%) v AcOH a
d’alej sa prikvapkal roztok 1.12 g Br, (6.98 mmol, 1 mol ekv) v 1.8 ml AcOH. Reakéna zmes
sa nechala miesat’ pri rt az do odfarbenia bromu. ACOH sa oddestilovala za znizeného tlaku,
destilacii sa pomohlo pridavkom suchého EtOH. Vysledkom je 1.81 g (5.93 mmol, 85 %)
tmavohnedého oleja surového produktu, ktory bol podl'a NMR takmer (“:is‘[}'/.l36

Poznamkya: pokusy o krystalizaciu produktu neboli ispesné — vypadaval olej

Elem. An. vypocitané pre CgH17BroNO (303.03): C, 31.71; H, 5.65; Br, 52.74; N, 4.62; C,
31.36; H, 5.47; Br, 53.04; N, 4.56.

5 20,73 CDCL| 'H NMR (300 MHz, CDCI5) &: 11.33 (bs, 1H, NH), 4.05 s,
: ® 321-3.15
BrMHwﬂ? 2H, CH,Br), 3.54 (t, 2H, J(3,4) = 7.2 Hz, Cs-H), 3.36 (t, 2H,

405 3.36 o
neaerl? KO T | 3(34) = 7.2 Hz, Ca-H), 3.21 - 3.15 (m, 4H, 2x NCH;), 1.46 (t,
6H, J = 7.4 Hz, 2x NCH,CHy).

6.2.3. Priprava 1-azido-4-(dietylamino)butan-2-6nu (183)
O O

Br A~ _NaNs s e A
~

N/\
K npy MeOH/H0
’ rt,3.5h
182 183

V banke sme rozpustili 105 mg 1-brom-4-(dietylamino)butan-2-6nu (0.35 mmol, 1.00 mol
ekv) v 2,5 ml MeOH a nasledne sme pridali roztok 255 mg NaNs3 (3.47 mmol, 10.00 mol ekv)

v 1 ml H;O. Reak¢éna zmes sa pri rt mieSala 3.5 h a nasledne sa spracovala extrakciou do

136 Djerassi, C.; Mizzoni, R. H.; Scholz, C. R. J. Org. Chem. 1950, 15,700 — 706. (analogicky na inom

substrate)
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CHCl; (trikrat 5 ml). Spojené organické vrstvy sa susili statim nad Na,SO,, prefiltrovali a
odparili. Ziskalo sa 20 mg olejovittho materidlu, ktory ale neobsahoval pozadovany

produkt.**’

Poznamky:

- ziskany produkt nemal dietylamino-skupinu, predpokladdme Ze doSlo k eliminacii a
naslednej adicii, resp. substiticii na N3 resp. jeho rozkladného aminu

- ani po zniZeni teploty, pouzitiu iba MeOH ako rozpustadla v reakcii a pouzitiu jemnejSich
¢inidiel (TMSN3 a TBAF v THF alebo pridavok EtsN na neutralizdciu hydrobromidu)

nezabranili tejto substitlcii

6.3. Priprava 1-azido-4-(dietylamino)-butan-4-6nu (183) - Metéda B
NN

H Hel
(@] Br2 NaN3

0 o)
N A MeOH M N, -paraformaldenyd se Ns\)v'\(\

80

. HCI (kat.), MeOH
110 rt, 10 min 111 g9y, 'tnoc 112 9g% reflux, noc 183

6.3.1. Priprava 1-azido-4-(dietylamino)butan-2-énu (183) Mannichovou kondenzaciou

/\ﬁ/\ 180
o .HCI o)
araformaldehyd
)K/N:; P Y X Ns\)K/\N/\
HCI (kat.), MeOH q
112 reflux, noc 183

Do zmesi 24 mg paraformaldehydu (0.81 mmol, 1.20 mol ekv) a 73 mg N,N-dietylamin
hydrochloridu (0.67 mmol, 1.00 mol ekv) v 100 ul suchého MeOH sa pridal 100 mg 2-
azidoacetonu (1.01 mmol, 1.50 mol ekv) pri 0°C. Zmes sa nechala miesat’ pri rt cez noc.
MeOH sa nasledne odpari, zmes sa rozdeli medzi vodu (1 ml) a CH,Cl, (1 ml), vrstvy sa
oddelia a vodna vrstva sa extrahuje este dvakrat s CH2Cl, (1 ml). Spojené organické vrstvy sa
susia statim nad Na,SQO,, prefiltruji a odparia. Ziska sa 22 mg oranzového oleja, ktory bol

podla NMR rozpadnuty produkt alebo polymér.135

17 Nair, M. G.; Otis, Eldridge B.; Kisliuk, Roy L.; Gaumont, Y. J. Med. Chem. 1983, 26, 2, 135 — 140.

(analogicky na inom substrate)
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Poznamka: nepodarilo sa izolovat’ produkt, len raz bol v zlozitom NMR spektre zaznamenany
pik 3,93, ktory mohol byt signdlom pre CH; vedla azidovej skupiny, ale latka sa pri pokuse o

izolaciu rozpadla

6.4. Syntéza ,,Click-chemistry“ 4-dietylamino-buta-2-nénového derivatu

(23) alternativnou metodou

- s “!
N o CuSO4 5H,0 f( H Hei w //(
O +
N/E )J\/Ns askorbat sodny @[ >:O paraformaldehyd/\ @ ﬁo
179 Boc

MeOH, H,O HCI (kat.), MeOH
112 rt, noc reflux, noc
71%  Boc
6.4.1. »Priprava 3-Boc-1-{[1-(2-oxopropyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]metyl}-1H-

benzo[d]imidazol-2(3H)-6nu (184)

N o CuS04.5H,0 f( ‘
@[N/E © )JVN3 askorbat sodny
! MeOH, H,0 /EO
179 BocC 112 rt, noc
71% B

Do zmesi 37 mg CuSO,4.5H,0 (0.15 mmol, 1.00 mol ekv) a 30 mg askorbatu sodného (0.15
mmol, 1.00 mol ekv) v 0.4 ml H,O sa prisypalo 41 mg N-Boc-N-propargylbenzoimidazolonu
179 (0.15 mmol, 1 mol ekv) a pridal sa roztok 18 mg 2-azidoaceténu (0.18 mmol, 1.00 mol
ekv) v 0.8 ml MeOH. Zmes sa nechala mieSat’” pocas noci pri rt. Reakcia sa sledovala
pomocou TLC (EA/Hex = 2 : 1). Nasledne sa rozpustadla odparili, organicka hmota sa z
tuhého materialu ziskala pomocou trituracie s MeOH a nasledne sa ziskalo pomocou FLC na
SiO, (EA/Hex = 2 : 1) 42 mg (0.11 mmol, 71 %) bieleho prasku &istého produktu.™*®

Poznamky:
- reakcia prebieha obdobne aj bez Boc chraniacej skupiny

- produkt je pomerne dobre rozpustny vo vode, preto sa na izolaciu extrakcia nehodi

138 Brak, K.; Barrett, K. T.; Fuchi, N.; Ellman, J. A.; Kerr, I. D.; Debnath, M.; Ang, K.; Engel, J. C.
McKerrow, J. H.; Doyle, P. S.; Brinen, L. S. J. Med. Chem. 2010, 53, 4, 1763 — 1773. (analogicky na inom

substrate)
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Tt =121 - 128°C [EA]
Elem. An. vypo¢itané pre CigHp1NsO4 (371.39): C, 58.21; H, 5.70; N, 18.86; O, 17.23;
merané C, 58.31; H, 5.81; N, 18.65.

IC (tuhé): 3166 (w), 2978 (m), 1778 (s, C=0), 1731 (s, C=0), 1614 (w), 1488 (m), 1423 (w),
1396 (W), 1346 (s), 1325 (s), 1289 (w), 1250 (s), 1230 (m), 1143 (s), 1101 (m), 1043 (m),
1005 (w), 841 (m) cm™.

NN 'H NMR (300 MHz, CDCI3) &: 7.78 (ddd, 1H,

maszos N Nss | 3(12) = 7.9 Hz, 3(1.3) = 1.2 Hz, J(1.4) = 05 Hz,

741097614 O sl O;\ Ci-H), 7.71 (5, 1H, Cuiez-H), 7.29 (ddd, 1H, J(34) =
e ety N “| 7.8 Hz, 32.4) = 1.4 Hz, J(1.4) = 0.5 Hz, C4-H

7.29 (7.8, 1.4, 0.5) )QO 8 Hz, J(24) = 1.4 Hz, J(1,4) = 0.5 Hz, Cs-H),

o 7.20 (ddd, 1H, J(3,4) = 7.8 Hz, J(2,3) = 7.6 Hz,

LIN-5971-11 )V 168 CDCl3| J(1,3) = 1,2 Hz, C3-H), 7.11 (ddd, 1H, J(1,2) = 7.9

Hz, J(2,3) = 7.6 Hz, J(2,4) = 1.4 Hz, C,-H), 5.18 (s, 2H, N-CH-triazol), 5.15 (s, 2H, triazol-

CH,-CO), 2.23 (s, 3H, COCHa), 1.68 (s, 9H, C(CH3)s).

R 13C NMR (75 MHz, CDCI3) &: 198.6 (CH,COCH),
58.3 \ 198.6
N e 151.0 (NCOO), 148.7 (NCON), 128.72 a 128. 71 (Cy»
122-5' N>:O ' a Cg), 126.2 (Cs), 124.2 (Cy), 122.5 (C,), 122.4 (Co»),
SN 1144 (C), 108.7 (Cs), 85.0 (OC(CHa)s), 77.2
: 151. e}
0 CH,COCHa), 58.3 (NCH,), 28.1 (OC(CHs)s), 27.2
LIN-8741C-12)&0 (CH; 3) ( 2) (OC(CHs)a)
CDClj 281 (CH.COCHs).

6.4.2. Priprava ,,Click chemistry* mimetika Sutentu (23) Mannichovou kondenzaciou

N/\< /\N/\ N
//</\ N H Hcl //[ N
N - N N—
N paraformaldehyd N
=0 HCI (kat.), MeOH =0
N 184 reflux, noc N 23
Boc Boc

Do roztoku 35 mg vychodiskového "click" derivatu (0.09 mmol, 1.00 mol ekv) v 5 ml MeOH
sa prisypalo 4 mg paraformaldehydu (0.13 mmol, 1.40 mol ekv) a 12 mg N,N- dietylamin
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hydrochloridu (0.11 mmol, 1.20 mol ekv). Zmes sa mieSala za refluxu niekol’ko dni, pri¢om

sa sledovala pomocou TLC. MeOH sa odparil a hruby material sa pouzil na NMR. **

Poznamka: pravdepodobne doslo k odburaniu Boc chraniacej skupiny a vyraznému zniZeniu

rozpustnosti, tym padom v NMR (DMSO-dg) nebolo vidiet' ani vychodiskova latku a ani
produkt

6.5. Priprava ,,Click-chemistry* glycinového derivatu Sutentu (24)

H 9 SOCl, gy ©
_—
Boc/N\)J\OH reflux, 2h BOC/N\)J\Q
185 186
CuS0,.5H,0 K&N\ e N K&N

N s askorbat sodny N Sis Boc” \)J\CI fNHZ
>:O + /S! \ _________________ > N o)

N N3 H,0, t-BuOH =0 . =0
\ N deprotekcia N
Boc rt, noc \ N

179 187 188 Boc 24

6.5.1. Priprava 3-Boc-1-[(1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-6nu
(188a)
N=N

//ﬁ \
\ CuS0,4.5H,0 //&NH
N si” askorbat sodny N
>:O + N > >:
N N; H,O, t-BuOH N 0

B rt, noc \
oc 187 188a Boc 23%

179

K roztoku 200 mg vychodiskového alkinu 179 (0.73 mmol, 1.00 mol ekv) v 3.6 ml t-BuOH a
0.9 ml vody sa pri rt prisypalo 183 mg CuS0O,4.5H,0 (0.73 mmol, 1.00 mol ekv) a 146 mg
askorbatu sodného (0.73 mmol, 1.00 mol ekv). Reakéna zmes sa mieSala pri rt pocas 3 dni,
pricom sa sledoval ubytok vychodiskovej latky pomocou TLC (Hex : EA =1 : 1). Néasledne
sa do zmesi pridalo 5 ml vody a produkt sa extrahoval do EA (3x 8 ml), spojené organické
frakcie sa susili statim nad Na,SOy. Po odfiltrovani susidla, sa rozpustadlo odparilo a produkt
sa ziskal chromatografiou na stipci silikagélu. Ziskalo sa 54 mg produktu (0.08 mmol, 23 %)
bez TMS chraniacej skupiny na triazole ako bielej krystalickej latky, 29 mg vychodiskovej
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latky a zvySny material predstavovali silne polarne latky bez Boc-chraniacej skupiny, ktoré sa

nam nepodarilo rozdelit’.

Tt =178 - 181°C [Hex/EA]

> 139

Elem. An. vypocitana pre CisHi7NsO3 (315.33): C, 57.13; H, 5.43; N, 22.21; O, 15.22,
merané: C, 57.09; H, 5.54; N, 22.17.

IC (tuhé): 3229 (m, NH), 3128 (w), 2975 (m, C-H), 1763 (s, C=0), 1693 (m, C=0), 1614 (w),
1488 (m), 1400 (m), 1368 (m), 1317 (s), 1245 (m), 1141 (s), 1104 (m), 837 (w), 746 (m), 693

(w).

N=N
779 519 \
(7.7,1.1,0.9) //K;NH

N
7.09-7.19 (m, 3H) )§O
(e}

LIN-8573-12
CDCl,4 1.68

N=N
36.0 \
124.4 /ﬁ%\?NH

122.8 28.8N  130.1
—0
108.6 N 1489
126.2
147 1514q

O]
LIN-8573C-12 \ 855
285

CDCl,

'H NMR (300 MHz, CDCIS3) &: 7.81 (s, 1H, Cp«-H), 7.79 (ddd,
1H, Ci-H, J(1,2) = 7.7 Hz, J(1,3) = 1.1 Hz, J(1,4) = 0.9 Hz),
7.09 - 7.19 (m, 3H, Co-H, C3-H a C4-H), 1.68 (s, 9H, Boc).

13C NMR (75 MHz, CDCI3) &: 151.4 (N-CO-0), 148.9 (N-CO-
N), 141.8 (C1+), 130.1 (C5+), 128.8 (Cs), 126.2 (Cs), 124.4 (Cy),
122.8 (Cy), 114.7 (C4), 108.6 (Cs), 85.5 (O-C(CHs)3), 36.0
(CH>), 28.5 (O-C(CHs)a).

139 Melikian, A.; Wright, J. J.; Krasinski, A.; Hu, C.; Novack, A. Int. Patent 059108, A2, 2007. (analogicky

na inom substrate)
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6.5.2. Priprava 3-Boc-1-{[1-(2-aminoacetyl)-1H-1,2,3-triazol-4-ylJmethyl}-1H-
benzo[d]imidazol-2(3H)-6nu (189)

SOCl, H ®) Hel
N\)J\OH reflux Boc/N\)J\CI.
, 2h
18 186
N:N (o) N=

H HCI \
\ NH N\)k //&N
- NH
Boc Cl N jﬁ 2

@[ =0 CH,Cl,, rt, 3 d A =0 O
N
B

OC  188a Boc 189

Do suchej banky s 100 mg N-Boc-glycinu (1.33 mmol, 10.00 mol ekv) sme prikvapkali 1 ml
Cerstvo predestilovaného tionylchloridu (13.32 mmol, 100.00 mol ekv) pri rt. Nasledne sme
sme nechali mieSat’ so zahrievanim na reflux pocas 2 hodin. ZvySny tionylchlorid sme
nasledne odparili do sucha. Nasledne sme do banky prisypali 42 mg (0.13 mmol, 1.00 mol
ekv) vychodiskového triazolu a pridali 3 ml CH,Cl,. Zmes sme nechali mie$at’ pri rt, pricom
sme sledovali zmeny pomocou TLC analyzy. Ani po troch dnoch v reakcii nevznikla nova

(1. 140,141
latka. 4%

140 Rasheed, A.; Ravichandran, V.; Kohli, D. V. Pharmazie 1999, 54, 11, 857 — 858. (priprava 186)
Y1 Huettel, R.; Kratzer, J. Chem. Ber. 1959, 92, 2014 — 2020. (analogicky na inom substrate)
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VYSLEDKY A DISKUSIA

1. Syntéza a  biologickd  aktivita  navrhnutych
bispyridylovych derivatov AAZ (22SYM, 23ASYM a
33SYM)

1.1. Syntéza bispyridylovych derivatov 1Y6A (22SYM, 23ASYM, 33SYM)

Paralelne sme vyvijali dve metody na pripravu 22SYM, 23ASYM a 33SYM, ktoré sa lisili
poradim jednotlivych syntetickych stupiiov. Prvd metoda ma Stille-ho, resp. Suzuki-ho
coupling ako posledny stupen a druhd ich ma uz v prvej reakcii. Do uspesného konca sme
doviedli prvi metodu, kde sa nam podarilo pripravit’ oxazol-2-amin 101, i ked’ len s pomerne
nizkym 19 % vytazkom. Druhd metdda mala komplikacie uz v druhom stupni pri bromaécii

alifatického ret'azca a nebola preto d’alej rozvijana.

1.1.1. Priprava bispyridylovych derivatov s couplingom ako poslednym stupiiom

Br.
SO,Et
Br
100
o 0 @ SO,E _
Br 1.Br, Br N3 NCO Bu3SnO
AcOH, HBr OMe 0\ N
2. NaN3, DMSO PPhs N/L\N BuyNBr
Br Br CH,Clp e M Pd(PPhg),
97 99 64% EN:L ® 101 19% CHsCN
7 B(OH), Bu,NBr
Pd(PPh3), _\_ Pd(PPhs),
dimetoxyetan 1. BUSSnO CHSCN
Na,CO3 N

reflux, 1 h 2 Buﬁn@
N

ome
33SYM 60% 23ASYM 34%

Schéma 29: Priprava bispyridylovych derivatov — 22SYM, 23ASYM a 33SYM

Syntéza navrhnutych bispyridylovych derivatov vychadzala z 3,5-dibromacetofenénu 97 a

prvym stupiiom bola bromacia acetylovej skupiny s naslednou substiticiou bromu za azidova
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skupinu. Bromacia iSla selektivna do prvého stupna, bisbromovany vedlajsi produkt bol
zaznamenany na TLC len v stopach a dal sa odstranit’ triturdciou do zmesi Hex / Et,O.
Vytazok bromdcie bol 70 %. Substiticia bromu za azid prebiehala s dobrymi vytazkami.
Azid 99 bolo nutné spotrebovat’ ¢o najskor, ked’ze sa po Gase dalej rozkladal. Daldim
stupfiom bola reakcia azidu 99 s izokyanatom 100 za vzniku oxazol-2-aminu 101. Pri reakcii
sme pouzili trifenylfosfin, ktory s azidom daval aza-ylidovy intermediat. Reakcia prebiehala
pri 0 °C az rt cez noc, pricom vznikla zmes latok, z ktorej sa pomocou FLC izoloval produkt
101 vo vytazku 19 %. Poslednou fazou syntézy pozadovanych zlicenin boli couplingové
reakcie (Stille-ho, alebo Suzuki-ho). Stille-ho coupling sa pouzil na pripravu 22SYM a
23ASYM derivatov, priCom sme pouzili prislusné organocinicité ¢inidlo, ako katalyzator
slazil Pd(PPhj)s, tetrabutylamonium bromid bol pomocnym ¢inidlom a reakcia prebiehala v
suchom acetonitrile. Coupling sa uskuto¢nil pod Ar v zatavenej ampule ohrievanej na 100 °C
v olejovom kupeli pocas 2 dni. 22SYM sa ziskal s vytazkom 47 % a syntéza 23ASYM
prebehla dvomi po sebe idicimi couplingovymi reakciami. Najprv sa naviazala pyrid-2-ylova
a potom pyrid-3-ylova skupina, s celkovym vytazkom 34 % po dvoch stupiioch. 33SYM sme
pripravili z dibromderivatu 101 pomocou Suzuki-ho couplingu s kyselinou pyrid-3-
ylboronovou, ako katalyzator sme pouzili Pd(PPhs)s, ako baza slazil uhli¢itan sodny a ako

rozpustadlo dimetoxyetan. Vytazok tejto reakcie bol 60 %.

1.1.2. Priprava bispyridylovych derivatov so Stilleho couplingom ako prvym stupiiom

Z N o) Z N 0
- 1.Br, g Na
BU3Sn_@ ACOH, HBr PPhs 22SYM
—_— > N\ el >
N 2. NaN;, DMSO CH,Cl,
/ Z°N Z°N
| |
N N
0 SO,Et
Bu,NBr 103 64% 107 2
97 Pd(PPhs), 100
CH4CN

Z N 0 ZaN 0 OMe
) 1. Br, ) N
— JJpeodmer 1 ] PPhy _ 23ASYM
1. Bu;;Sn-Q 2. NaN3, DMSO CH,Cl,
N
— =z I z I
2. Bu3Sn—O
\WY NNyos 61% X-Nigg

Schéma 30: Alternativna metoda pripravy bispyridylovych derivatov 22SYM a 23ASYM

Aj tato metdda vychadzala z 3,5-dibromacetofenonu (97). Pomocou Stille-ho couplingu sa
podarilo pripravit' 1-(3-brom-5-(pyrid-2-yl)fenyl)etanon (104) s66 % vytazkom, 3,5-
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bis(pyrid-2-yl)acetofenon (103) s 64 % vytazkom a po couplingovej reakcii z 104 do druhého
stupna 3-(pyrid-2-yl)-5-(pyrid-3-yl)acetofenon (105) s celkovym 61 % vytazkom. Pri Stille-
ho couplingoch sme pouzili prislu$né ¢inidlo a rovnako ako v predchéadzajucej metodike
rovnaké podmienky, pomocné ¢inidlo aj katalyzator.

Dalej sme sa tito metodiku rozhodli vyskasat’ najprv na 3,5-bis(pyrid-2-yl)acetofenéne (103),
ktory sa dal pripravit jednoduchs$ie ako zlucenina 105. Latku 103 sme bromovali pomocou
bromu, alebo pyridinium perbromatu za réznych podmienok (rt aj zahrievanie v CH,Cly,
CHCI3;, AcOH, AcOH a konc. HBr), ale vysledky z tychto reakcii neboli uspokojivé.
Bromacia pri rt vda¢sinou neprebehla, alebo isla len vel'mi slabo. So zahrievanim bromacia
nesla selektivne do prvého stupna, ale dostavali sme zmes mono-, di- a obCas aj tribrom

derivatov. Z uvedenych pri¢in sme sa touto metdédou d’alej nezaoberali.

1.2. Vysledky biologickych testov bispyridylovych derivatov

Navrhnuté Struktary chimérnych inhibitorov sme dokovali do oboch variantov VEGFR-2
receptoru (PDB: 1Y6A aj 1Y6B). Finalny dokovaci experiment bol uskuto¢neny vo VEGFR2
variante proteinu z PDB: 1Y6B, nakolko tento vykazoval lepSiu kvalitu v kalibraénom
dokovani v porovnani s proteinom z komplexu PDB: 1Y6A. Dokovali sme navrhnuté
Struktiry 22SYM, 23ASYM a 33SYM (Tabulka 10). Ziskané relativne hodnoty vézobnych
energii boli pre navrhnuté Struktary 22SYM, 23ASYM a 33SYM vyrazne lepSie, ako hodnoty
skore ziskané pre ligand AAZ (-52.90). Preto sme ocakavali, Ze nové zliceniny obsahujice
dve pyridylové skupiny budu aktivnejSie v porovnani s povodnou zltic¢eninou AAZ.

Zistili sme, Ze poradie ziskaného skore bolo v sulade s nameranou inhibi¢nou
enzymatickou VEGFR2 aktivitou. Najlepsi inhibitor 22SYM (ICso: 15.3 nM) bol vsak len
0 31 % aktivnejsi, ako povodny inhibitor AAZ (ICsq: 22 nM).2
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Tabulka 10: Vysledok enzymatickych testov — |Csg porovnané s vypocitanymi vizobnymi
energiami.
e 3 ep s % , 1Cso [nM] e 3er s ¥ , 1Cso [nM]
inhibitor Struktura E; [kcal/mol] inhibitor Struktura E; [Kcal/mol]
22 50.5
(mi) 23ASYM
-52.9 -59.49
oMe 1
15.3 167
22S5YM 33SYM
-60.06 -58.38

Za nestlad ocakavanej a ziskanej inhibi¢nej aktivity chimérnych zlucenin 22SYM,
23ASYM, 33SYM vV porovnani so znamou aktivitou AAZ inhibitora mézu byt zodpovedné
nasledujuce faktory:

a/ dokovaci experiment bol uskuto¢neny na proteine z komplexu 1Y6B. Komplex 1Y6A, ako
aj 1Y6B st podobné kinazové varianty, ktorych aktiva¢na sluc¢ka (A-slucka) v strukture nie je
dostato¢ne rigidna a preto vich Rontgeno-Strukturnych analyzach komplexov nie je
zobrazend. Dokovaci experiment uskuto¢neny bez informdcie o pozicii tejto slucky, ktord sa v
nepriaznivom pripade, ako ukdzeme neskor, moze dostat’ do blizkosti nového pyridylového
substituenta a spdsobit’ tak koliziu s inhibitorom 22SYM.

b/ 22SYM je chimérnou zluceninou odvodenou z dvoch konformérov inhibitora AAZ (PDB:
1Y6A). Superimponované konforméry AAZ sa okrem vyrazne inej polohy pyrid-2-ylového
substituenta liSia aj poziciou fenylového kruhu na ktorom je pyridylova skupina naviazana.
Fenylové kruhy dvoch konformérov su vyto¢ené z koplanarity o 24° (Obrazok 21).
Vypocitana pozicia 22SYM je v zhode so Struktirou konforméru AAZ ktory je viac natoceny
do vnutra kinazy. Toto vychylenie v kone¢nom dosledku spdsobuje, ze sa novy pyrid-2-yl
dostava blizsie k moZnej pozicii flexibilnej aktivacnej slu¢ky VEGFR2 proteinu a kolizia jej

Casti s 22SYM je preto viac pravdepodobna.
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Obrazok 21. Superimpozicia dvoch aktivnych konformérov AAZ ligandu (PDB: 1Y6A)
z dvoch réznych uhlov. Zltym: "S-shaped” konformér, farbené podla atémov: "U-shaped"
konformér AAZ. Fenylové kruhy nesuce pyridylovy substituent oboch konformérov su
vychylené z koplanarity o 24 °.

Existuje vel'a pripadov, kedy A-slucka (aktivana slucka) nie je v Rontgeno-strukturnych
analyzach komplexov vidiet. Domnievali sme sa, Ze sa ako hlavny ukazovatel’ jej pribliznej
konformécie da vyuzit' priestorové usporiadanie DFG fragmentu (trojice aminokyselin Asp-
Phe-Gly, ktora tvori zaciatok A-slucky). V pripade malych ligandov, ktoré sa viazu v ATP
vizobnom mieste, inhibitory VEGFR2 tyrozin kinazy (Typ I), sa DFG fragment moézZe
vyskytovat’ v aktivnej (DFG-in) aj inaktivnej (DFG-out) forme. Studovali sme vsetkych 34
komplexov VEGFR2 tyrozin kin4zy s roznymi ligandami so znamou Rontgeno-Strukturnou
analyzou. Zistili sme, Ze tieto komplexy je mozné rozdelit’ do troch skupin podl'a konforméacie
DFG fragmentu (Obrazok 22):

a) aktivne (DFG-in) VEGFR2 TK varianty s Ph z Phe DFG fragmentu smerujicim von z

aktivného miesta: v tomto pripade je A-slucka otvorena a nemala by 22SYM ligandu vvyrazne

zavadzat, aj ked zaporne nabity Asp z DFG fragmentu orientovany k ligandu ma
kontroverzny vplyv. MéZe odpudzovat’ ,,U-like* pyridylova skupinu, ako ju aj stabilizovat’
V pripade, Ze tato je protonizovana.

b) neaktivne (DFG-out) VEGFR2 varianty s jedine¢nou konformaciou DFG fragmentu s
Ph z Phe z DFG fragmentu smerujicim na kraj aktivneho miesta TK: sem patria komplexy

1Y6A, 1Y6B a 3CJF. V tomto pripade je A-slucka v otvorenej konformacii a nedochadza ku

kolizii s 22SYM inhibitorom. Navyse Phe z DFG fragmentu interaguje s ,,S-like” pyridylom

a zvysuje tak afinitu ligandu k tyrozinkinaze.
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¢) neaktivne (DFG out) VEGFR2 varianty s Ph z Phe z DFG fragmentu zasahujucim do

aktivneho miesta tyrozinkinazy. V tomto pripade je A-slucka v zatvorenej konformaécii,

pricom dochadza k silnej kolizii DFG fragmentu s "U-shape™ pyridylom 22SYM inhibitora.

Obrazok 22. Jednotlivé typy komplexov VEGFR2 kindzy podla polohy DFG fragmentu s
predpovedanou poziciou ligandu 22SYM.: a) aktivne kindzy (DFG in) s fenylom z Phe z DFG
fragmentu smerujucim k o helixu a ASp Z DFG nachddzajucim sa pri ligande 22SYM; b)
inaktivne kindzy (DFG out) s fenylom z Phe z DFG smerujucim ku kraju aktivneho miesta pri
otvorenej A-slucke; c¢) (DFG out) s fenylom z Phe z DFG smerujiucim do stredu aktivneho
miesta pri zatvorenej A-slucke;, d) zvicsené zobrazenie kolizie ligandu 22SYM a DFG
fragmentu z ¢) variantu spolu s 2D Strukturou 22SYM ligandu.

Predpokladali sme, ze usporiadanie DFG fragmentu urcuje polohu A-slucky. Zistili sme, Ze
to nie je vSeobecna pravda ¢o dokazuje porovnanie niektorych TK komplexov: napr. 4AGD
(DFG out) a 3CJF (DFG out), kde pozicia aktivaénych sluciek je opac¢na aj napriek inaktivnej

forme oboch kinaz podla usporiadania DFG fragmentu (Obrazok 23). Zaujimavé je aj
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porovnanie 3CJF (DFG out) s komplexom 3CJG (DFG in), kde je vidiet, Ze aktiva¢né slucky
su v takmer identickych polohach, ale DFG fragment mé odlisnti konformaciu (Obrazok 23).
Uvedené sa teda vymyka predpokladu o vztahu konformacie DFG fragmentu a polohe
aktivacnej slucky.

Vo vécsine znamych komplexov VEGFR2 tyrozin kinazy nie je aktivaéna slucka v ich X-
ray Struktare vidiet. Skutocnost, Ze aktivacné slucky nie st v Rontgeno-Strukturnych
analyzach vidiet, hovori oich flexibilite a tym padom aj 0 pravdepodobnosti pohybu

aktivacnej slucky z otvorenej do uzavretej polohy a naopak.

Obrazok 23. Viavo: PDB: 4AGD (DFG out) s aktivacnou sluckou (Zltym) v zatvorenej polohe;
vpravo: PDB: 3CJF (DFG out) s aktivacnou sluckou (Zltym) v otvorenej polohe; dole: PDB:
3CJG (DFG in) s aktivacnou sluckou (Zltym) v otvorenej polohe.

Vzhl'adom na uvedené je mozné zhrnut’, ze aktivacna slucka komplexu s inhibitorom nie je
dostato¢ne stabilizovana a méze dynamicky menit’ svoju konformaciu ¢o plati pre malé
inhibitory viazuce sa vo vdzobnom mieste ATP (Typ I). To znamen4d, Ze inhibitory Typu I
navrhnuté v DFG-out VEGFR2 variantoch, m6zu mat’ zniZent inhibi¢na aktivitu vd’aka ich
moznej kolizii s dynamicky sa pohybujicou aktivacnou sluckou. V naSom pripade zistena
VEGFR2 TK aktivita inhibitorov napr. 22SYM je nizsia, ako bola o¢akavana, pravdepodobne
kvoli kolizii "U-shape" pyridylu inhibitora 22SYM (Obr. 10) s DFG fragmentom z flexibilnej
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aktivacnej slucky. Toto sa potom prejavi v niZSej, spriemernenej, v naSom pripade len mierne
lepSej inhibi¢nej aktivite inhibitora 22SYM (ICsp = 15.2 nM) v porovnani s enzymatickou
aktivitou (ICsp = 22 nM) jemu pribuzného inhibitora AAZ (PDB: 1Y6A).

1.2.1. 22SYM inhibuje delenie endotelidlnych a tumorovych buniek

22SYM bol testovany na jeho schopnost’ inhibovat’ delenie buniek v sérii testov v réznych
koncentraciach v pritomnosti 3 X 10° BEAC (hovédzie aortalne endotelidlne bunky) alebo 2 x
10° tumorovych buniek, pricom sa stanovovala mnozstvo prezitych buniek v kazdej jamke
mikroplatnicky po trojdnovej inkubdcii. Vysledna koncentracia pre 50 %-né prezitie buniek
bola stanovena prepoctom linearnej zavislosti ziskanych hodnét. Testované tumorové bunky
boli: T'udsky prsnikovy rakovinovy karcinom (MDA-MB-231), 'udsky ¢revny adenokarcinbm
(HT29), l'udsky fibrosarkoém (HT1080), l'udska promyelocyticka leukémia (HL60) a I'udsky
osteokarcinom (U2-OS). Vyrazne (5 - 50 nasobne) niz§ia hodnota koncentracie 22SYM
potrebna pre inhibiciu delenia endotelialnych buniek v porovnani s rakovinovymi naznacuje,

ze latka 22SYM ma selektivne antiangiogénny ucinok.

Tabulka 11: Inhibicia hovddzich aortalnych endotelialnych buniek (BAEC) a piatich druhov
udskych rakovinovych buniek pomocou 22SYM.

Cell line IC50 [pM]
BAEC 0.37 +0.15
MDA-MB-231  3.99 + 2.04
HT29 15.17 + 2.33
HT1080 243 +2.10
HL60 17.83 + 3.69
U2-0S 2.03+0.45

1.2.2. 22SYM vyvolava apoptézu endotelialnych buniek

Schopnost’ antiangiogenych latok vyvolavat apoptozu (riadenu smrt bunky) je u
endotelidlnych buniek pomerne znamy fakt. BAEC boli inkubované s réznymi
koncentraciami 22SY M, pri¢om sa sledovali morfologické zmeny bunkovych jadier BAEC.

Apoptodza sa objavovala uz od koncentracie 0.5 uM 22SYM (Obrazok 24).
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Obradzok 24. Apoptoza endotelialnych buniek vyvoland pritomnostou 22SYM. Viavo:
kontrolnd vzorka, v strede: 0,5 uM 22SYM, vpravo: I uM 22SYM.

1.2.3. 22SYM inhibuje schopnost’ endotelidlnych buniek tvorit’ kapilary

Vyznamnou fazou angiogenézy je tvorba trojrozmernych Struktir veducich k tvorbe cievnych
kapilar. Endotelidlne bunky nanesené na matrigél tvoria uz po par hodinach siete a retazce
viditeIné pod mikroskopom. Pritomnost’ 22SYM branila tomuto procesu. Pri koncentrécii 0.5
uM bola tvorba sieti vyznamne spomalena (Obrazok 25) a pri koncentracii 1 uM

nedochddzalo k prakticky Ziadnemu tvoreniu tychto Struktar (7 h inkubécia).

Obrazok 25: Inhibicia tvorby ciev vyvolana pritomnostou 22SYM. Vlavo: kontrolna vzorka, v

strede: 0,5 uM 22SYM, vpravo: 1 uM 22SYM.

1.2.4. 22SYM inhibuje migra¢nu schopnost’ endotelialnych buniek

Schopnost’ endotelialnych buniek migrovat’ bola stanovena prostrednictvom testu hojenia
rany. Do suvislej monovrstvy endotelialnych buniek BAEC bolo v kazdom teste pomocou
Spicky pipety urobend rana o Sirke 1 mm. Nasledne boli bunky inkubované s inhibitorom o
roznej koncentracii, resp. bez inhibitora - kontrolny test. V pritomnosti 22SYM bolo liecenie

rany sposobené migraciou BAEC vyznamne spomalené (Obazok 26).
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Obrazok 26: Inhibicia liecenia rany vyvolana pritomnostou 22SYM. Viavo: kontrolnad vzorka
ca 70 % zrastena rana, v strede: 0,5 uM 22SYM ca 60 % zrastend, vpravo: 1 uM 22SYM ca

30 % zrastena.

1.2.5. 22SYM inhibuje in vivo angiogenézu v teste zebrafish embryi

Zebrafish (zebricka, Danio rerio) embryonalny test je komplexny in vivo test, ktory sluzi na
stanovenie schopnosti danej latky zastavit’ vyvoj cievnej sistavy v embryach transgénnych
zebriciek (TG(flil:EGFP)yl). Vyvoj cievneho systému, t.j. angiogenéza u zebriciek zafina
klicenim a rastom novych medzisegmentovych ciev z aorty embrya. Nésledne sa tieto nové
cievy spajaju za vzniku chrbtovej Zily. Testy ukazali, ze pri koncentracii 10 uM dochadza k
inhibicii rastu medzisegmentovych ciev, i ked embryo preziva 24 hodin testu a jeho
morfoldgia sa podobna na embryéd kontrolného testu. 10 uM takmer neovplyvnilo samotny
vyvoj embryi a ani nevykazovalo toxicitu na embryach. Pri koncentraciach 15 a 20 uM bol
vplyv 22SYM na tvorbu krvného systému, vyvoj embrya a aj jeho morfologiu ovela
viditeI'nej$i a najma sa prejavil u vyssieho po¢tu embryi (Obrazok 27, Tabulka 12).
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Obrazok 21: Test zebrafish embryi - tvorba cievneho systému in vivo u zebrafish embryi. Hore
vlavo: kontrolnd vzorka, hore vpravo: 5 uM 22SYM, dole viavo: 10 uM 22SYM, dole
vpravo: 20 uM 22SYM.

Tabulka 12: Ciselné vyhodnotenie testu na zebrafish embrydch.

22SYM (uM) pozitivne/celkové % inhibicie
Zebrafish 0 0/15 0
test 5 1/15 7
10 8/15 53
20 13/15 87




2. Pokusy o pripravu "Click" ligandu N-[5-(etylsulfonyl)-2-
metoxyfenyl]-5-propargyloxazol-2-aminu (118)

2.1. Priprava 5-propargyl-oxazol-2-aminu 118 z aceténu (110)

SO,Et

@ 100  SO.Et SO,Et
NCO
NaN, OMe Brz resp. NBS /é/
)J\ —»)JV —»)J\/N3 _OMe /L \ /k
Et,0 o, MeOH 87% PPhs N s,
110 * 112 CHCh OMe i 113
5 DMC
t-BuOK
n P oet t-BuOH
t-BuOK
t-BuOH
SO,Et {cooa cHO SO,Et COOMe SO,Et —
[ j [ :] 2N [ j O™\ O™\
alebo alebo [ ~
/L N/k\N N/k\N . H/LN
H H
OMe 116 OMe 117 OMe 118

Schéma 31: Syntéza N-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl]-5-metyloxazol-2-aminu (113) a

pokusy o jeho substituciu na metyle.

Prvou navrhnutou syntetickou stratégiou bola priprava 5-metyloxazol-2-aminového derivatu
113 pomocou reakcie 1-azidoacetonu 112 s arylizokyanatom 100, a nasledna bromacia alebo
kondenzac¢na reakcia s etylchlorformiatom, etylformiatom alebo dimetylkarbonatom (Schéma
31). 1-Azidoaceton (112) sme pripravili z acetonu v dvoch stupiioch: bromaciou S bromom v
éteri pri rt a naslednou substiticiou brému za azid pomocou azidu sodného v metanole. Obe
reakcie prebiehali selektivne a s dobrymi vytazkami. Dalsim krokom bola reakcia za vzniku
oxazolu 113 pomocou trifenylfosfinu a izokyanatu 100 v suchom dichlérmetane. Vytazok
produktu po FLC a krystalizécii bol 25 %.

Bromacia CHj skupiny vsak neviedla k pozadovanému produktu 114. Ako ¢inidla sme
vyskuasali brom, NBS aj NBS s AIBN. Skuasali sme ré6zne podmienky od rt (CH,Cl,) az po
zahrievanie v CCls. Pri tychto reakciach produkt bud’ nevznikal, alebo dochadzalo k
rychlemu rozpadu 0xazolového derivatu.

Kondenzaéna reakcia metyloxazolu 113 s etylchlorformiatom tiez neposkytla pozadovany
produkt 115. Vyskusali sme nasledovné podmienky: a) t-BuOH, t-BuOK, rt, noc; b) n-BulLi,
THF, 1. -78 °C, 1 h, 2. noc, rt; ¢) LDA, THF, 1. -78 °C, 1 h, 2. noc, rt. V pripade a) nenastala
v reak¢nej zmesi ziadna zmena. t-BuOK nie je dostato¢ne silnou bdzou na odtrhnutie H z

CHs. V pripade b) a c¢) dochédzalo k odtrhnutiu H z NH skupiny medzi oxazolom a benzénom
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a acylacii na dusiku. Kondenzacéné reakcie s etylformiatom, kde sme ako bazu pouzili t-BuOK
a dimetylkarbonatom, kde sme ako bazu pouzili t-BuOK a NaH, neviedli opét’ k ziadanym
pozadovanym produktom 116, alebo 117.

2.2. Pokus o pripravu "Click" ligandu 5-propargyloxazol-2-aminu 118

z tetrametoxypropanu (135)

SO,Et —

/4/—’ SO,Et
o MeO
A\
| LT
H N~ O
H »

N~ N
OMe SO,Et
118 OMe 140 .
. i-PrOH
. 5d NH,
OMe 139
OMe O Tosmic N
Me HaPO, )\e/U\ KoCO;3 MeO o} ClCCCly  Meo o
_— —_—> T M 0N e eee_
MeO OMe  rt, noc MeO H t-BuOH oM \ /> oA Y\E />/ c
reflux, 1-2 d e N THF. -78°C OMe N
135 136 137 ' 138

Schéma 32: Priprava propargyloxazolu 118, v ktorej sme sa dostali po 2,2-dimetoxy-1-
(oxazol-5-yl)etanu (137).

Zaujimavou metdodou na pripravu oxazolov je reakcia aldehydu s toluénsulfonylmetyl
izokyanidom (Tosmic-om). Oxazol sa by sa mal dat’ substituovat’ v polohe 2 chlérom alebo
broémom. 2-Halogénxazol by sa d’alej pouZil do reakcie s anilinovym derivatom, pri¢om by
malo dochadzat’ k reakcii za vzniku N-aryloxazol-2-aminu 140. Do vychodiskovej latky sme
chceli vniest’ metylénaldehydovu skupinu, ktoréd by sa dala d’alej previest’ na propargyl derivat
118 pomocou Ohira-Bestmann-ovej reakcie. Takyto aldehyd ale musel najprv byt chraneny
ako dimetylacetdl. Z uvedenych dovodov sme ako vychodiskovi latku zvolili 1,1,3,3-
tetrametoxypropan (135).

Prvou reakciou bol odchranenie jedného aldehydu pomocou miernej hydrolyzy s HsPO,.
Priebeh reakcie sa sledoval pomocou *H-NMR. Po dvoch ditoch sa pomer vychodiskovej
latky 135 a produktu 136 ustalil na 1 : 2. Do reak¢nej zmesi sa pridalo viac vody, ¢im sa
rovnovaha reakcie posunula smerom k produktu 136 a pomer vychodiskovej latky 135 a
produktu 136 sa ustalil po 24 h na 1 : 4. Zmes sa nepodarilo rozdelit’ a tak bola pouzita do
d’alSieho stupna bez delenia.

Reakcia s Tosmic-om mala nizku konverziu len 8 % a pocas reakcie pravdepodobne

dochadzalo k rozkladu. Pokusy o zoptimalizovanie reakcie (napr. najprv priprava soli
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Tosmic-u s K,CO3 a nasledné pridanie vychodiskovej latky alebo zmena rozpustadla a

teploty) neviedli k uspesnej priprave oxazolu 137.

2.3. Pokus o pripravu "Click” ligandu 5-propargyloxazol-2-aminu 118

couplingom
BuzSn—=
PAPPh), |
toluén, reflux, 20 h
SOzEt COOEt SO,Et SO,Et SO,Et —
_ LiAH, /OL\ _soch, ’é_ BusSn—= o(
THF, 0°C, 4h NN Trnoc “Pd(dbay, /L\N
omeHt PPh;, CHCl3 N
142 74% 143 92% 50°C. 2 d OMe
118
NaCN ‘ TMSA, ZnBry, n-BulLi §
DMF, rt X A]
Th Pd(DPEphos)Cl,, THF '
-78°C az rt, noc
SO2Et CN SO,Et CHO
{ redukc:|a {
/L " Bestman- b_h_lr_a""‘
OMe 144 OMe 145

Schéma 33: Pokusy 0 pouzitie couplingovych reakcii na pripravu alkinového ligandu 118
odvodeného z inhibitora AAZ z komplexu PDB: 1Y6A.

V tejto syntéze sme chceli vyuzit' synteticki dostupnost’ etyl-2-[5-(etylsulfonyl)-2-
metoxyfenylamino]oxazol-5-karboxylatu 141 a pokusit’ sa prediZit substituent v polohe 5
oxazolu o trojitd vdzbu na zluceninu 118. Redukciou esterovej skupiny pomocou LiAlH, v
THF sme pripravili prislusny alkohol 142 so 74 %-nym vytazkom po cCisteni s FLC.
Hydroxyskupinu sme substituovali pomocou SOCI;, za chlor s dobrym vytazkom 92 %.

Malo stabilny chlorderivat 143 sme pouzili v sérii couplingovych reakcii na zavedenie
acetylénu. Coupling s BuzsSnC=CH aj so ZnBr; a trimetylsilylacetylénom produkt 118 vsak
neposkytli. Vyskuasali sme aj substituciu chloru za nitril na 144, ale pri tejto reakcii uz aj za

miernych reakénych podmienok a po kratkom ¢ase dochédzalo k rozkladu.
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3. Pokusy o pripravu druhého "Click" ligandu 5-(but-3-
inyl)-N-(5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenyl)oxazol-2-aminu
(146)

3.1. Pokus o pripravu but-3-inyloxazol-2-aminu 146 z dietylsukcinatu (119)

o)
g
H™ OEt COOEt  AcONa Bry Br
~_CooEt _H OFt _ giooc __AcONa _ Eiooc. -~ _ B
EtOOC LBUOK /E o HyO CHO E,0 EtOOC CHO
t-BUOH
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EtOH! I
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/) OH v
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Schéma 34: Navrh pripravy etylesteru 2-{2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-
yl}etanolu (124) a alkinu 146.

Navrhli sme metéodu na pripravu etylesteru kys. 2-(2-aminooxazo-5-yl)octovej (123), z
ktorého by bolo mozné po redukcii esterovej skupiny na alkohol a premene aminoskupiny na
chlor pomocou diazotacie pripravit’ pozadovany oxazol-5-yletanol 124 - vhodny na pripravu
druhého zamysalaného "Click" ligandu 118. Tato metodika sa ukézala byt nevhodnad z
dovodu vzniku velkého mnoZstva primesi v produktoch, ktoré sa kvoli blizke; hodnote
teploty varu nedali oddelit. Problémom bola aj tendencia aldehydov polymerizovat pocas
Cistenia.

Pri Claisenovej kondenzacii, resp. formylacii dietylsukcinatu (119) s etylformiatom sa ako
katalyzator osvedcil t-BuOK, pricom sme z reakcie ziskali zmes produktu 120,
dekarboxylovaného produktu 121 a necistot. Zitili sme, ze reakcia s EtONa v EtOH, produkt
takmer vobec nedavala. Ziskani zmes sa pouzili na hydrolyzu, kde sme ako ucinné ¢inidlo
pouzili octan sodny a vodu. Zmes sa zahrievala za refluxu cez noc, priCom sme priebeh
reakcie mohli sledovat’ na zaklade aldehydového signalu z NMR spektra. Cistenie produkt
zlyhalo, z destilacie sme ziskavali len malé mnozstvo bezfarebnej kvapaliny, ktord bola
zmesou produktu 121 a inych neznamych latok. Takuto zmes sme pouzili na bromaciu, kde

sme opét’ na zaklade posunu a zmeny multiplicity signalu pre aldehyd zistili, ze produkt 122
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vznikol. Avsak tu bol produkt uz len minoritnou zlozkou v zmesi, a tak sme tato metodu

nakoniec vyhodnotili ako neschodnu.

3.2. PoKkus o pripravu but-3-inyloxazol-2-aminu 146 z etylacetoacetatu (125)

o o o O 0O o ch?s, CH,Cl, SOEt COOEt
°C azrt, noc
M o2 > Eto)k)J\/Br 4’N6N3 MM - s 0] N
EtO CHCl; aceton/voda EtO SO.Et )\\
125 rt, 15 h 126 98%  reflux, 1.5h 127 74% 2 N~ N
OMe 1 128 25Y%
NCO ’
OMe 100
LiAIH,
alebo
NaBH,
alebo
BH3. THF
Vi OH
SO,E SO,Et /{J
L. o]
o}
/k\ N /L\ )
N~ SN 146 N™ N 424
OMe H OMe

Schéma 35: Priprava etyl 2-{2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-yl/}acetatu
(128), ktory sa pri pokusoch o redukciu rozkladal.

Alternativnou metodou na pripravu oxazol-2-aminov je reakcia a-azidokarbonylov
a izokyanatov s PPhs. Na pripravu etyl-2-{2-[5-(etylsulfonyl)-2-metoxyfenylamino]oxazol-5-
yl}acetatu (128) sme potrebovali etyl-4-azido-3-oxobutyrat (127) a 5-etylsulfonyl-2-
metoxybenzénizokyanat (100). Azid 127 sme pripravili z etyl-acetoacetatu (125)
termodynamicky kontrolovanou bromdciou 126 a naslednou substiticiou brému na azid pri
produkte 127. Ako bromac¢né ¢inidlo sme pouzili brom. Reakciu sme robili v kyseline octove;j
(rt, 3 h) a v chloroforme (rt, 15 h), priCom vytazky boli priblizne rovnaké. Odstranenie
zvyskov kyseliny octovej nebolo vzdy 100 %-né, ¢o mohlo mat’ vplyv na citlivejsi azid v
nasledujucom stupni. Pri reakcii vzniku produktu 126 ide najprv brom na uhlik ¢islo 3, kde st
kyslejSie vodiky. Tato reakcia prebehne do 5 min. Ked' sa vSak reakcia nechd mieSat’ dlhsi
¢as, dochadza k presunu bromu na uhlik ¢islo 4, ked’ze produkt 126 je termodynamicky
stabilnejsi.

Azid 127 sme pripravili z bromderivatu 126 pomocou azidu sodného, pricom sme ako
rozpustadlo pouzili zmes vody a acetonu. Reakéni zmes sme zahrievali na reflux 1.5 h.
Vytazky reakcie sa pohybovali do 74 %. Reakcia prebiehala selektivne a spolahlivo a

nepozorovali sme vznik rozkladnych produktov ako u inych azidov. Zahrievanim vSak vznika
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vela farebnych latok, ktoré sa nam podarilo z vicSej Casti odstranit’ rychlou filtraciou cez
stipec silikagélu.

Reakcia pripravy oxazolu 128 bola uskutocnend za pritomnosti trifenylfosfinu, ktory s
azidom vytvaral reaktivny aza-ylid schopny s izokyanatom vytvarat keto-karbodiimid.
Reakcia bola robend v suchom dichlormetane, pricom sa pridaval roztoku azidu 127 a
izokyanatu 100 do roztoku trifenylfosfinu pri 0 °C pocas 2 h a nasledne sa zmes nechala
mieSat’ pri rt cez noc. Pri reakcii vznikalo vi¢sie mnozstvo vedl'ajsich latok pravdepodobne
degradaciou azidu 127 aizokyanatu 100, preto je vytazok produktu 128 len 25 %. Dalsim
stupiom syntézy mala byt redukcia esterovej skupiny 128 na alkohol 124, ktory sa mal
pouzit’ na premenu na alkin 146. Pri redukcii sme ale nepozorovali vznik produktu 124. Ako
redukéné ¢inidla sme pouzili LiAlH4, NaBH,; a BH; . THF. Pouzitim LiAlH4 pri kratSich
reakénych ¢asoch reakcia neprebichala, po prediZeni reakéného ¢asu sme v NMR spektrach
nasli rozkladny S5-etylsulfonyl-2-metoxyanilin. Ktory vznikol odStiepenim arylaminu
z primarne vzniknutého alkoholdtu 124 pravdepodobne jeho intramolekulovym atakom na
oxazolovy kruh. Reakcia s NaBHy prebichala pomalSie, vicSinou bola izolovana
vychodiskova latka 128 ako dominantnd zlozka zmesi a niekol’ko nezndmych latok
neobsahujucich oxazol. Reakcia s BHs . THF bola vel'mi pomala a neviedla k alkoholu 124
ale domnievame sa, ze dochadzalo k redukcii ndsobnej vizby na oxazole 128. Po netspesne;j

redukcii esteru 128 na alkohol 124 sme tato metodu d’alej nerozvijali.

3.3. Pokus o pripravu "'Click™ ligandu but-3-inyloxazol-2-aminu 146 z THF
(129), y-butyrolaktonu (132) a butan-1,4-diolu (134)

O s0,Cl, 0 o /
65°C, 3h SOE
129 Cl 130 34% Q i\\
H,N™NH, N 16
H
H,O alebo OMe
6-16% | 1M HCI
O reflux A
OH 1haz3d A
DIBAL ¥
O Tcren 0 X
132 178°C1h Y oH
2.0°C,4h b . SO,Et
L HN__ o OH
R T - 0\
H,N""NH, N/ -~ Pe
H,0,70°C, 2h 131 N~ N
. OMe 124
OH
HO o oxidacia 5
134 133

Schéma 36: Navrh pripravy 2-(2-aminooxazo-5-yl)etanolu (131) a alkinu 146.
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Aby sme sa vyhli nutnosti redukcie esterovej skupiny v zlucenine 128, hl'adali sme iné
metody na pripravu 2-(2-aminooxazol-5-yl)etanolu (131). Nasli sme metodu,*® kde reaguje
2,3-dichlortetrahydrofuran  (130) s mocovinou za vzniku oxazol-2-aminu 131 s 2-
hydroxyetylom v polohe 5. Najprv sme potrebovali pripravit 2,3-dichlortetrahydrofuran
(130), ktory sa da pripravit’ dvojnasobnou chloraciou THF (129) pomocou sulfurylchloridu.
Reakcia prebieha v dvoch stupiioch: a) rychla substiticia vodiku za chlér na uhliku 2, ktora
prebehne takmer okamzite a da sa sledovat’ silnym vyvojom plynov uz pred samotnym
zahrievanim; b) nasledna substiticia na uhliku 3 prebieha pocas zahrievania, je selektivna
a prebieha len na monochlérovanom THF. Produkt 130 pocas destilacie silne polymerizuje,
¢o znacne znizuje vytazok produktu 130 na 34 %.

Reakcia dichlértetrahydrofuranu (130) s mocovinou vo vode alebo v 1M HCI neprebieha
pri rt spolahlivo a dominantnym produktom je najprv produkt substitticie chléru za moc€ovinu.
Najlepsiu konverziu na produkt 131 (ca 16 %) sme dosiahli pri reakcii v1 M HCI po 3 d za
refluxu. Reakcia vo vode ddva nizke vytazky a reakcia v etanole vobec neprebicha. Tato
metdda sa ukazala byt preto len malo schodna.

Dalsou mozZnostou ako pripravit 2-(2-aminooxazo-5-yl)etanol (131) bola reakcia
mocoviny s 2-hydroxytetrahydrofurdnom (133). Tento sme chceli pripravit’ redukciou y-
butyrolaktonu (132). Tato reakcia vzniku produktu 133 vSak prebichala len s nizkym
vytazkom ca 7 %. Po destilacii za zniZeného tlaku sme produkt ziskali ako zmes otvoreného
aldehydu 4 % a poloacetalovej formy 133 96 %. Nizky vytazok bol dovodom, pre¢o sme
hl'adali novy sp6sob pripravy alkoholu 131.

Skusali sme pripravit’ 2-hydroxytetrahydrofuran (133) ciastocnou oxidaciou butan-1,4-
diolu, pricom sme ako oxidacné ¢inidla vyskuSali: MnO,, Dess-Martinovo ¢inidlo, PDC a
PCC. Pri reakcii s MnO; sme pozorovali vznik poloacetdlu 133 len v malom mnozstve v
zéavislosti od teploty a Casu: 1 - 12 % v pomere k vychodiskovej latke. V reakcii s Dess-
Martinovym ¢inidlom sme zo zmesi ziskali len taZko interpretovatelné NMR spektrum. V
reakciach s PDC a PCC sme dostavali priblizne podobné vysledky, t.j. nizka konverzia a
selektivita reakcie. Dochadzalo k vzniku inych neznamych latok, ¢im sa spektrum znacne
komplikovalo.

KedZe sa ndm ani jednou z tychto metdd nepodarilo pripravit’ 2-hydroxytetrahydrofuran

(133), tato metddu pripravy oxazol-2-aminov sme zastavili.
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4. Syntéza m-OR AAZ derivatov - prekurzorov VEGFR2
inhibitorov

4.1. Priprava a-azido-3-brom-5-(metoxymetoxy)acetofenénu (151)

O (0] (o]
HO COOH 1. MeLi
THF, 3 h, 0°C HO cuer, HO Br NaNs HO N3
_— _ = —_—
2. TMSCI, rt, 30 min EA, MeOH MeOH, rt, 4 h
Br 3. 1M HCI, rt, 30 min reflux, 2 h
Br Br Br
147 148 95% 149 76% 150 92%

MOMCI acetén | MOMCI
MOMCI | acetén K,COs rt, 30 min | K,CO3

K,COg3 rt, noc

aceton

CuBr, rt, 30 min
EA, MeOH o
152 reflux, 2 h 0 1. LDA alebo BuLi, THF o
0% MOMO -78°C, 30 min MOMO Br MOMO N3
B 2.TMSBr, -78°C,90min , Y N ™ .. -
r2 /\( NaN
+ T onon | 3.NBS, THF 3

rt, 10 h Br 153  -78°C,30min Br 152 Br 151

149 1. TMSBr, EtsN rozklad rozklad
THF, 0°C, 2h

> 65% 2.NBS, THF
rt, noc

Schéma 37: Priprava a-azido-3-brom-5-metoxymetyloxyacetofenonu (151)

Na pripravu pozadovaného 0xazol-2-aminu 160 sme potrebovali syntetizovat vhodny a-
azidoacetofenon, napr. 151 so substituovatelnym kyslikom v jednej meta polohe a s
halogénom v druhej meta polohe, ktory by sme mohli cez couplingovti reakciu premenit’ na
pyrid-2-ylovii  skupinu. Preto sme sa rozhodli pripravit  a-azido-3-brom-5-
hydroxyacetofenonu (150) resp. jeho O-chranent formu v podobe zlu¢eniny 151.

Vychodiskovou latkou pre tito syntézu bola kyselina 3-brém-5-hydroxybenzoova 147,
ktori sme pomocou MeLi premenili na prislusny acetofenon 148. Reakciu sme robili pri 0 °C
v suchom THF a pri spracovani sme najprv pouzitim TMSCI pripravili TMS-enolat a
naslednym kyslim spracovanim vznikol acetofenon 148. Produkt sme ¢istili pomocou FLC a
vytazok reakcie bol 95%.

Dal§im stupfiom bola bromécia acetofenénu 148 do o-polohy pomocou CuBr, v zmesi
etylacetatu a metanolu (4 : 1). Po 2 h refluxu sme izolovali produkt 149, ktory obsahoval aj
malé mnozstvo dibromacetofendénu, ktory sme odstranili krysStalizaciou, alebo ak
dibromovaného produktu boli len stopy, tak sme produkt pouzili priamo do reakcie s NaN3 na

pripravu a-azido-3-brém-5-hydroxyacetofenonu (150).
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Reakcia chranenia azidu 150 s MOMCI a K,COj3; v acetone uz po 30 min mieSania pri rt
vykazovala, ze v reakcii dochadza k rozkladu latok. TLC analyza namiesto jednotlivych Skvin
latok ukazala pas od Startu az k produktu reakcie. Produkt 151 sa pri pokusoch o jeho Cistenie
len viac a viac kazil.

Predpokladali sme, Ze vymenou poradia krokov tejto syntézy sa dopracujeme k lepSim
vysledkom, ked’ze by sme sa vyhli chraneniu relativne nestabilného azidového derivatu
(Schéma 39). Ale ukézalo sa, ze chranenie bromderivatu 149 tiez vedie k podobnym
vysledkom. Podarilo sa nam vSak pripravit’ stabilny 3-brom-5-metoxymetyloxyacetofenén
(153) reakciou 3-brom-5-hydroxyacetofenonu (148) s MOMCI a K,COj3 v acetone cez noc.

Bromacia 3-brom-5-metoxymetyloxyacetofenénu (153) sa vSak wukazala byt tiez
problematicka. Reakcie s CuBr;, (v etylacetate a metanole za refluxu), s NBS (a s TMSBr a
trietylaminom v THF pri 0 °C az rt) ako aj bromom (v CHCI3 pri rt) (Schéma 39) viedli k
odstraneniu MOM- chraniacej skupiny. Reakcia s NBS, TMSBr a n-BuLi resp. LDA v
suchom THF pri - 78°C neprebehla. Rozhodli sme sa preto vyskasat pripravu m-O-
substituovanych derivatov odvedenych od AAZ s inymi chraniacimi skupinami (metylom a

benzylom) na kysliku v meta polohe.

4.2. Priprava a-azido-3-brom-5-metoxyacetofenénu (156) a a-azido-3-brém-

5-benzyloxyacetofenénu (159)
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Schéma 38: Priprava metoxy a benzyloxy oxazol-2-aminov 160 a mocovinovych derivatov
161.

V predchadzajicej syntéze sme zistili, Z2 MOM- chranenie vnéasa tendenciu a-bromketonu
152 aj a-azido derivatu 151 rozkladat sa. V tejto syntéze sme preto chceli vyskusat iné
chraniace skupiny, pricom sme chranenie pomocou CH,;N;, a benzylbromidu zaradili pred
bromaciu do a-polohy. Tym sme sa chceli vyhnut' komplikaciam, ktoré sme pozorovali v
prechadzajucej syntéze. Pri tejto modifikacii obe chranenia, nasledné bromacie a substitucie
bromu za azid prebehli hladko. Délezité vSak bolo, aby obidva vysledné azidy 156 aj 159 boli
pouzité hned’ po priprave do d’alSich syntéz, lebo sme opat’ pozorovali rozklad, i ked v
mensej miere ako pri MOM- derivate 151.

Pripravené metoxy a benzyloxy azidy 156 a 159 sme pouzili do reakcie s izokyanatom 100
v pritomnosti pPPhs v dichlérmetane pri rt. V pripade oboch azidov sme z komplikovanych
zmesi, ktoré pri reakciach vznikli, neidentifikovali pozadované oxazol-2-aminové produkty
160a a 160b. Ale identifikovali sme len otvorené mocovinové derivaty 16la a 161b. V
pripade metoxyderivatu sme izolovali mocCovinovy produkt 16la s21 % vytazkom. A v
pripade benzyloxyderivatu sme dokazali zo zmesi ziskat' malé mnozstvo frakcie, ktora
obsahovala moc¢ovinovy derivat 161b spolu s inou neznamou latkou v pomere 1 : 1. Ked'ze

neslo o primarne pozadovany produkt, tito zmes sme d’alej nedelili.
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5. Syntéza m-NO, prekurzoru (160c) m-OR a m-NHR
VEGFR2 inhibitorov

5.1. Priprava m-NO, prekurzoru (160c) azaylidovou metédou

o
o)
ON COOH  1.S0Cl, 0N N
O,N COOH \gs 2h,reflax ~ O2N Br NaN, 2 °
\Ej H,SO, 2. CH,N, MeOH

60°C B Et,0, CH,Cl, , 1h

162 20h '163 98% (°C a2 rt no Br 164 42% Br 165 79%
3. HBr (48%)
O O,N H,N HO
100 2 2
Br Br Br
NCO
OMe SO,Et Ha, Pd/C SO,Et 1.tBuONO  $O2F
______________ -
pPPhg, dioxan o |7 . 0\ 2.H,0 S\
90°C, 30 min N/k\N N/L\N N/L\N
H H H
OMe 160c OMe 160d OMe 160e

Schéma 39: Pokus o pripravu m-nitroderivatu oxazol-2-aminu 160¢ azaylidovou metodou.

Vychadzajic z kyseliny 3-nitrobenzoovej (162) sme pripravili 3-nitro azid 165 v troch
stupiioch. Prvym stupfiom bola bromacia kyseliny 162 s NBS do druhej meta polohy
aromatického kruhu. Ked’Ze ide o silne deaktivované jadro, museli sme reakciu robit v
koncentrovanej kyseline sirovej za zahrievania na 60 °C pocas 20 h. Druhy stupeii sa skladal z
troch podreakcii. Najprv sme kyselinu 163 nechali reagovat’ s tionylchloridom, ¢im vynikol
chlorid kyseliny. Po odstraneni zvySného ¢inidla, sme pridali roztok diazometanu v éteri, ¢im
doslo k inzercii metylénu. Na zaver sme do reakénej zmesi pridali koncentrovani HBr, ¢im sa
pripraveny diazonium chlorid nahradil za brom a vznikla zlucenina 164 v 42 % vytazku.
Zéavere¢nym krokom bola substitiuciu bromu za azid, opat’ pouzitim azidu sodného v metanole
za vzniku intermedidtu 165 v 79 % vytazku.

Nitroderivat oxazol-2-aminu 160c sme chceli pouzit’ v d’alSej syntéze na pripravu m-O-
pripadne m-N-substituovanych derivatov ligandu AAZ (PDB: 1Y6A), ale samotna syntéza
oxazolového kruhu s izokyanatom 100 neposkytla Ziadne o¢akavané produkty (t.j. ani oxazol
160c, ani mocovinovy otvoreny derivat 161c). Predpokladame, Ze nitro skupina v meta polohe
znemoziuje priebeh reakcie vzniku oxazolu, t.j. nedochadza k tvorbe oxo-karbodiimidu.
Z uvedeného dovodu sa nedala tito cesta vyuzit na pripravu pozadovanych derivatov

oxazolov 160d, resp. 160e.
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5.2. Overenie 2-hydroxypyrimidinovej metody s 2,3'-dibrémacetofenonom
(166)

j)\H
(e} Nl =N _HCI (e} °© N\ 1. 6leum
g A N -sgart 0_NH
\YJ o
K,CO3 2. HCIO4 H,O N CH3CN N
aceton rt, 5 min Br CIO Br
4 reflux, 20 min
B 166 .24 h Bl 167 o5% 168 41% 169 42%

Schéma 40: Priprava 5-(3-bromfenyl)oxazol-2-aminu 169 2-hydroxypyrimidinovou metédou.

V prvom rade sme chceli tito netradi¢nii metédu pripravy elektrondeficitnych oxazolov
vyskusat’ na a-brom derivate, ktory mame dostupny a ktory by bol svojou substituciou
aromatického jadra ¢o najblizsie k latkam opisanych v literatare.*® Preto sme si vybrali 2,3"-
dibrémacetofenén (166). V prvom stupni sme vo vel'mi dobrom vytazku (95 %) ziskali
pyrimidin-2-6novy derivat 167. Podl'a TLC analyzy zmesi sme zistili, ze reakcia prebehla uz
po 24 h (v lit. az 2 dni). V druhom stupni sme pouzili 20 % 6leum, pricom sme zachovali 5 h
reakény cas uvedeny v lit. Nésledné spracovanie kyselinou chloristou U¢inne vyzrazalo
ocakavany produkt 168 v 41 % vytazku. Posledny stupen - reakcia soli 168 s hydrazinom
prebehla standardne podla opisu z literatury s tym, Ze po pridani hydrazinu bolo po dobu ca.
15 min vidiet' oranzové zafarbenie pochadzajiceho z intermedidtu reakcie. Nakoniec sme
ziskali produkt 169 v 42 % vytazku. Posledné dva stupne sa sice vyznacovali relativne

nizkymi vytazkami 41 — 42 %, ale na potvrdenie metodiky ndm postacovali.
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5.3. Syntéza m-NO, prekurzoru (160c) 2-hydroxypyrimidinovou metédou
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Schéma 41: Priprava 5-(3-brom-5-nitrofenyl)oxazol-2-aminu 172 2-hydroxypyrimidinovou

metodou a ndsledné pouzitie 2-chlorooxazolovej metody na pripravu m-NO, prekurzoru 160c.

Ked'ze sa nam dosial’ nepodarilo ziskat’ ziaden pozitivny vystup z reakcie m-nitro azidu 165 s
izokyanatom 100, pokusili sme sa pozadovany 5-(3-brom-5-nitrofenyl)-N-{5-(etylsulfonyl)-2-
metoxy-fenyl}oxazol-2-amin (160c) pripravit pomocou 2-hydroxypyrimidinovej metody.
Vychadzajic z 2,3'-dibrém-5"-nitroacetofenonu (164) sme zopakovali syntézu podobne, ako v
pripade 2,3'-dibromacetofenénu (166) len s par Gpravami. V druhom stupni V druhom stupni
pri reakcii s 6leom bolo treba predizit’ reakény ¢as az na 2 dni a v trefom stupni pri reakcii
S hydrazinom naopak, reakény cas skratit’ z 20 na 5 min. Oranzové sfarbenie intermediatu
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takmer okamzite zmizlo. Zistili sme, Ze ak reakcia s hydrazinom prebicha dlhsie (30 min a
viac) dochadza aj k neziaducej redukcii nitro skupiny v 172 na amino skupinu.

Pripraveny oxazol-2-amin 172 sme pouzili do reakcie s t-BUONO a CuCl,, ktorou sme
ziskali 2-chléroxazol 173 s 82 % vytazkom. Druhym krokom bola nukleofilnd substitticia
chléru za aminoskupinu anilinového derivatu, pricom sme reakciu nechali prebiehat’ pocas 10
d pri rt. Z predchadzajicich §tadii™*® sme zistili, ze zahrievanie, ktoré by reakciu urychlilo,
moze viest’ k rozkladu 2-chléroxazolu. Délezity N,5-diaryloxazol-2-amin 160c sme ziskali v
dobrom 67 % vytazku, priCcom tato latka bude d’alej pouzitd na pripravu m-O- a m-N-
substituovanych analégov AAZ z komplexu PDB: 1Y6A.

6. Porovnanie metdd na pripravu oxazol-2-aminov

V ramci vyskumu v nasej vyskumnej skupine sme spoznali a vyuzili $tyri zaujimavé
metodiky na pripravu roznych vzacnych oxazol-2-aminov:

a) azaylidovd metdda: reakcia arylizokyanatu, alebo arylizotiokyanatu (36) s a-
azidoketonom (37) (Schéma 7)

b) mocovinova metdda:

halogénketonom (43) (Schéma 10)

reakcia mocoviny (45), resp. jej derivatu (42) s a-

€) 2-hydroxypyrimidinova metoda: trojstupnova metdéda vychadzajuca z o-
halogénketonu (43) a 2-hydroxypyrimidinu (Schéma 14)
d) 2-chléroxazolova metdoda: metéda substiticie primarnej amino skupiny na N-R

substituovany derivat (napr. Schéma 41)

6.1. Pouzitie azaylidovej metédy

Azaylidova metoda je Siroko pouzivana pri pripravu N-aryloxazol-2-aminov, pricom ako
pomocné ¢inidlo sa pouziva trifenylfosfin, alebo jeho polymérny anal6g pPPhs. NajcastejSie
sa pouziva bud’ miesanie pri rt v CH,Cl, alebo kratke (30 min) zahrievanie v dioxane. Uz z
literatary (vid’ teoreticka Cast’) je zname, ze vytazky mozu byt vel'mi rozne (1 — 95 %). V

ramci nasho vyskumu sme sa pokusili urcit’, od ¢oho zavisi vytazok reakcie.
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Schéma 42: Vieobecnd schéma pre pripravu oxazol-2-aminov 160 azaylidovou metédou s R*

uvedenymi v Tabulke 13

Tabulka 13: Experimentdlne udaje z priprav réoznych oxazol-2-aminov 160 azaylidovou

metodou, kde A: DCM, cez noc, rt; B: dioxan, 90°C, 30 min.

azid R' r.podm. | 160 | 161
1 | 39a™ 3-BrPh PPh;, A | 28% | 0%
2 | 39a% 3-BrPh pPPhs, B | 35% | 0%
3| 99 3,5-diBrPh pPPhs, A | 19% | 26%
4| 156 | 3-Br,5-MeOPh | pPPhs, A | 0% | 21%
5 | 39b™°| 3-Br,4-MOMOPh | pPPhs, A | 31% | 29%
6 | 39b™°| 3-Br,4-MOMOPh | pPPhs, B | 40% | 15%
7| 159 3-Br,5-BnOPh | pPPh;, A | 0% | 9%
8| 165 3-Br,5-NO,Ph | pPPhs, B | 0% | 0%
9| 112 Me PPhs, A | 25% | 0%
10 | 39c* CH,COOEt PPhs, A | 25% | 0%

Z uskuto¢nenych experimentov v Tab. 13 sme vyvodili nasledovné pozorovania:

1. ak vychodiskovy azid napr. 39 nesie v oboch meta polohach substituent, vytazky byvaju

nizsie, ako u derivatov s iba jednym substituentom v meta, alebo para polohe

2. reak¢éné podmienky B v pripade 39a a 39b dali lepsie vytazky nez podmienky A

3. elektronovy charakter substituentov na aromatickom jadre vychodiskového azidu 39

ovplyviiyje vytazky oboch produktov

- MNO,-derivat 165 neposkytoval ziaden produkt aj ked’ boli pouzité reakéné podmienky B

- derivaty 99, 39a,b,c poskytli oxazolovy produkt, najlepsi 40 % vytazok sa ziskali pri

azidoketone 39b, v ktorom sa kombinuji priaznivé efekty polohy substituenta a

elektrondonornych vlastnosti MOMO- skupiny
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6.2. Pouzitie 2-hydroxypyridinovej a 2-chloroxazolovej metody

2-Hydroxyryrimidinova metdda sa stala zndmou len nedavno, ale v naSom pripade sa ukazala
byt uzito¢na najma pri priprave m-NO, prekurzoru (160c) (Schéma 41). Ide o trojstupnovi
metddu so spolahlivym priebehom a relativne l'ahkou izolaciou medziproduktov. Je o to
vyznamnejSia, ze pre nas zastala ulohu alternativnej metédy voci tazko vytazkovo
predpovedatel'nej azaylidovej metdde. 2-Hydroxyryrimidinovou metédou sa daju pripravovat
prave tie oxazol-2-aminy, ktorych priprava azaylidovou metdédou je stazena. Ide
predovsetkym o eletronakceptorné, alebo halogénmi substituované derivaty a dvakrat meta
substituované substraty. Tato metdda sa ale nedd pouzit’ na elektrondonorné substituované
halogénketony (43) (Schéma 14), kedze by v reakcii s 6leom dochadzalo k vedlajsim
sulfonaénym reakciam na aromatike *®

Dalsim délezitym aspektom tejto metddy je jej kombinovanie s relativne spolahlivou 2-
chloroxazolovou metdodou (nizka miera rozkladu 2-chléroxazolov pri reakcidch bez
zahrievania objavend v naSej vyskumnej skupine), ktorda dvomi stuptiami (diazotacno-
chlora¢nym a nukleofilnou substiticiou v polohe 2 oxazolu) poskytuje ziadany intermediat

160c (Schéma 43).

SOzEt
OoN NH SO,Et
O 2 t-BUONO
CIr === \f
N "CuCly, CHCN PrOH
Br 172 80°C,2h 82% 104, rt 160c 67%

OMe
Schéma 43: Pouzitie 2-chloroxazolovej metody na pripravu nitroderivatu 160c
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7. Priprava N-Boc-N-propargylbenzoimidazolonu (179)
prekurzoru a poklus o pripravu sunitinibového analdgu (23)

7.1. Priprava N—Boc—N—propargyIbenzoimidazol(’)nu (179)

_
NH; HCI 1. NaH, DMF =
L @ R L N
NH, HCI 130 140°C, 6 h 2 propargylbromid @E >:O " CE >=O
’ rt, 15 min N
174 175 66% 176 20% 177 21% =
2. Boc,O
rt, noc
1. NaH, DMF =
rt, 1h 1. NaH, DMF N//
t, 1h
(o BB | (%
2. propargylbromld N
178 76% Boc 179 649 B°C

Schéma 43: Priprava alkinovych ligandov 176 a 179.

Na pripravu cielovych "click-chemistry" derivatov bolo dolezité pripravit’ ligand s koncovou
trojitou vdzbou, ktorym mal byt N-propargylbenzoimidazolén (176). V prvom kroku sme
pripravili benzoimidazolon (175) z benzén-1,2-diaminu dihydrochloridu (174) jeho reakciou s
mocovinou pri 130 — 140 °C. Vplyvom teploty dojde v prvej hodine tejto reakcie najprv k
roztaveniu zmesi. V tejto faze reakcie je dolezité aby doslo k premieSaniu oboch zloziek,
ked’ze hmota po reakcii zatuhne. Reakciu treba zahrievat, az kym sa uz nepozoruje tnik
amoniaku. Pri purifikécii produktu sa osved¢ilo najprv sa zbavit’ farebnych necistét pomocou
varenia s aktivnym uhlim a aZ potom roztok produktu filtrovat’ cez stipec silikagélu.

Zistili sme, Ze priame zavadzanie propargylu na dusik imidazolonu 175 nie je selektivny
proces. Predpokladame, Ze N-substitticia do druhého stupnia prebieha rychlejsie nez do prvého
stupiia, ked’Ze uz po par minutach mame v zmesi oba mozné produkty. Pokial’ sa reakcia
nechala bezat" dlhSie, vznikal prednostne disubstituovany produkt. Takyto proces nie je
efektivny, a preto sme sa rozhodli najprv chranit’ jeden dusik Boc chrdniacou skupinou a
potom selektivne zaviest’ propargyl na druhy dusik. Takto sme stcasne zvysili rozpustnost’
substratu v beznych organickych rozpustadlach (EA, CHCIl3) a ziskali sme alkinovy ligand
179 v 49 % vytazku po chraneni a propargylacii.
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7.2. Priprava 1-azido-4-(dietylamino)-butan-4-6nu (183)

(e}

o (0]
)(J)\ . SN\ _Paraformaldehyd )J\/\N/\ Bry, HBr, AcOH B,\)K/\N/\ NaNj N3\)K/\N/\
MeOH/H2036 L
r

H HCI (kat.), MeOH rt, noc

-HCI reflux, noc K HCI K -HBr " 3sh
110 180 181 25% 182 85% 183
TN 180
o .HCI
)ol\ Bry )J\/Br NaN; )OJ\/N paraformaldehyd
3
Et,O ) MeOH HCI (kat.), MeOH
110 rt, 10 min 111 99% rt, noc 12 ggy reflux, noc

Schéma 44 Pokus o pripravu azidového ligandu 183

Pre "click-chemistry™ experiment sme okrem alkinového ligandu 179 potrebovali aj azidovy
ligand 183. Prvym navhnutym azidovym ligandom bol 1-azido-4-(dietylamino)-butan-4-6n
(183). Pri jeho priprave bola vyuzitd Mannichova reakcia acetonu (110) s dietylamin
hydrochloridom (180) a paraformaldehydom. Zahrievanim zmesi v metanole sme ziskali zmes
latok, ktoru sme destilovali za znizeného tlaku. Bolo nutné produkt viackrat destilovat, az
kym sme ziskali dostato¢ne Cisty produkt 181 v 25 % vytazku.

Druhym stuptiom bola bromacia ketéonu 181 do a polohy voci karbonylovej skupine.
Pouzili sme bréom a roztok kyseliny bromovodikovej v kyseline octovej. Ziskali sme
tmavocervenu sirupovitu hmotu, ktori sme sa pokusali krystalizovat’, ale vypadéaval produkt
182 opit’ len ako olej. Ten bol na zédklade 1H NMR dostatocne Cisty, aby bol pouzity do
d’alSej reakcie, ktorou bola substitlicia s azidom sodnym. Pri tejto reakcii sme ale zistili, Ze sa
latka rozpad4 a dochddza k uvolneniu dietylaminovej skupiny. Druhy sposob pripravy 1-
azido-4-(dietylamino)-butan-4-6nu (183) bol =zaloZzeny na zmene reakénych stupniov.
Vychadzali sme z acetonu (110), ktory sme uspesne a selektivne bromovali na 111 a nasledne
sme substituovali brom v 111 za azid. Ziskany a-azidoaceton (112) sme pouzili do
Mannichovej reakcie ako v metdde A. V tomto pripade vSak produkt 183 nevznikal, ked’ze v
zmesnom spektre sme nepozorovali typické triplety metylénov ktoré si charakteristické pre

novu CH;,-CH; védzbu v produkte 183.
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7.3. ,,Click-chemistry* syntéza 4-(dietylamino)buta-2-6nového derivatu 23

odvedeného od sunitinibu alternativnou metédou

O
/\.{ /\N/\ / N/\{\\
179 + —_—
)J\/N3 askorbat sodny paraformaldehyd
MeOH, H,0 /EO HCI (kat.), MeOH >:0
112 rt, noc 184 71% reflux, noc
Boc

deprotekcia

23

Schéma 45: Pokus o pripravu 4-(dietylamino)buta-2-6nového analégu mimetika sunitinibu 23

Ked'ze sme mali pripraveny azidoaceton 112 a propargylovany benzoimidazolén 179, chceli
sme tieto latky pouzit’ do "Click-chemistry™” a nasledne na takto pripraveny triazolovy derivat
napojit’ dietylaminova skupinu pomocou Mannichovej reakcie. V "Click" reakcii sme vyrobili
medny katalyzator in Situ zo siranu mednatého a askorbatu sodného. Ziskali sme triazolovy
produkt 184 v 71 % vytazku. Mannichova reakcia na 184 vSak neprebehla - z reakcie sme
izolovali len zne€istent vychodiskovu latku, resp. jej analdg bez Boc chrdniacej skupiny.
Tymto sme vycCerpali stratégie na pripravu 4-dietylamino-buta-2-6nového derivatu 23
odvedeného od li¢iva Sutent. V d’alSej pocitacovej predikcii sme objavili derivaty, ktoré mali
eSte lepsie predikéné hodnoty vazobych energii, preto sme sa rozhodli venovat’ priprave

tychto derivatov.
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8. Priprava glycinového analdgu sinitinibu (24)

e
Boc/NJkOH

185

SOCl,
reflux, 2h

= N=N o 186
= \ CuS0,.5H,0 &N\Si/
N si” askorbat sodny N o 1/Boc”
>:O 7 N H,O. t-BuOH >=O _________________ >
N 3 20, Bu N 2/ deprotekcia
Boc rt, noc |

179 187 188 Boc

N

NH,

Schéma 46. Pokus 0 pripravu glycinového analogu mimetika sunitinibu 24.

Dalsou metodou sme cheeli pripravit TMS chraneny 1,2,3-triazol reakciou dostupného

propargybenzylimidazolonu 179 s TMS-N3 (187), pricom sme pre “click-chemistry"” reakciu

opat’ pouzili siran mednaty a askorbat sodny. Zistili sme, ze pri reakcii dochadza aj k

odstraneniu chraniacej skupiny. Podarilo sa ndm v malom mnozstve 23 % izolovat’ 1,2,3-

triazol, ktory si na benzoimidazolone uchoval Boc chraniacu skupinu 188a. Zvysné latky,

ktoré o Boc chranenie prisli, boli silne polarne a nepodarilo sa ndm ich oddelit’ od med'nych a

mednatych soli. V d’alSej reakcii sme chceli na dusik triazolu pripojit’ glycin pomocou N-

glycin chloridu 186. Této reakcia vSak neprebehla.
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Zaver

Z planovanych inhibitorov odvodenych od 1Y6A a 1Y6B sa nam podarilo pripravit’ trojicu
bispyridylovych derivatov 22SYM, 23ASYM a33SYM, ktoré boli testované na ich
enzymatick( aktivitu. Z tejto trojice bol najucinnej$im inhibitorm 22SYM (ICso = 15.3 nM),
ktory bol pouzity aj v sérii in vitro a in vivo testov. Bioogické testy ukazali, ze 22SYM
inhibitor je schopny: a) selektivne inhibovat' delenie endotelidlnych buniek, pricom
inhibicia tumorovych buniek bola ovplyvnend ovel'a menSou mierou; b) vyvolat' apoptdézu
endotelialnych buniek; c) inhibovat' tvorbu kapilar a cievnych sieti; d) branit migracii
endotelialnych buniek; e) inhibovat' tvorbu cievneho systému v Zebrafish embryach. Vo
vSetkych tychto in vitro a in vivo testoch sa prejavili inhibi¢né, resp. pozadované vlastnosti v
uM a submikromolarnych koncentraciach, pricom inhibitor 22SY M posobi selektivne a nebol
toxicky.

Pri porovnani ICsp hodndt povodného AAZ inhibitora z PDB: 1Y6A a nami pripravenej
zlG¢eniny 22SYM (22 nM a 15.3 nM, vtazne) a oboch vypocitanych védzobnych energii (-
52.9 kcal/mol a -60.06 kcal/mol), sme pozorovali urcitii nezrovnalost. Predpokladali sme pri
22SYM lepsiu inhibi¢nu aktivitu ako méa povodny inhibitor AAZ. Na zaklade analyzy 34
VEGFR2 TK variantov sme ukazali, ze za tento rozdiel je pravdepodobne zodpovedna
flexibilita aktivac¢nej slucky, ktora casto chyba v Rontgenno-§trukturnych analyzach
komplexov VEGFR2 TK. Typ | inhibitorov sa moéze viazat' v aktivnej (PDB-in), ako aj v
inaktivnej (PDB-out) kinaze. Dokazali sme, Ze inhibitory Typu | Vv inaktivnych (PDB-out)
kindzach nemajii dostatocne stabilizovani aktivacni slucku a tato moze zaujimat’ od
otvorenej az po uzavretl konformdaciu. V pripade uzavretej konformécie Phe z DFG
fragmentu vyrazne koliduje s ,,U-like* pyridylovym substituentom. Aktiva¢na slucka pri
svojom dynamickom pohybe naraza na toto pyridinové jadro inhibitora 22SYM, ¢o negativne
kompenzuje vacsi ocakavany pocet interakcii medzi 22SYM inhibitorom a VEGFR2
proteinom V porovnani S ligagndom AAZ.

Nasim vyskumom sme vyvinuli aktivny nM inhibitor 22SYM ale len s o0 nieco lepsSou
zistenou 1Csp inhibi¢nou hodnotou, ako bol in$pirujuci ligand AAZ z komplexu PDB: 1YG6A.
Pri pokuse o zistenie pri¢iny jeho nizSej, ako ocakavanej aktivity, sme tato skutoCnost
vysvtelili zaujimavym spravanim sa A-slucky VEGFR2 kindz. Zistili sme, ze poloha
aktivacnej slucky kinaz nie stabilna a nezavisi od konformacie DFG-out fragmentu v pripade
inhibitorov Typu I ku ktorym patri aj nas inhibitor 22SY M.
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V d’alSej Casti prace sme rozobrali nase snahy o pripravu ligandov pre ,,Click-chemistry"
ligandy odvodené od ligandu z komplexu 1Y6A. Dokopy sme navrhli osem roéznych syntéz,
ale vo vsetkych sme narazili na neschodny synteticky stupen: nereaktivitu substratov, rozklad
latok, alebo vznik zlozitych, tazko delitelnych zmesi. V ramci tychto syntéz sme pripravili
niekol’ko novych latok, vratane dvoch syteticky cennych oxazol-2-aminovych derivatov (113,

128), ktoré boli spektralne charakterizované.

V d’alSej Casti prace sme sa venovali priprave derivatov oxazol-2-aminu odvodenych od
AAZ ligandu z komplexu 1Y6A so zavedenym meta O-substituentom. Zistili sme, Ze pouzite
m-MOMO substituovaného acetofenonu je problematické, ked’ze aj a-bromketon 151 a aj o-
azido derivat 150 sa rychle rozkladaji. Pouzitie inych chraniacich skupin na kysliku (MeO a
BnO) ndm umoznilo pripravit pozadované azidoketony, ale v oboch pripadoch sa nadm po
reakcii ktora mala zabezpecit’ vznik oxazolového kruhu nepodarilo identifikovat’ pozadovany
oxazol-2-amin 160a a 160b. Ziskali sme v malom mnozstve len vedl'ajSie mocovinové
derivaty 161a a 161b. DalSou moznostou bolo pouzitie kyseliny m-nitrobenzoovej 162,
ked’ze nitroskupina sa cez diazéniové soli da previest’ na hydroxy, ¢i pripadne int funkénu
skupinu. Podarilo sa nam pripravit’ pozadovany azidoketén 165, ale opédt’ sme v nasledujuce;j
reakcii neziskali oxazol-2-amin adokonca Vtomto pripade ani mocovinovy derivat.
Skuto¢nost’, zZe reakcia neprebieha so substratom so silne elektrén akceptornou skupinou v
meta polohe, je v sul'ade s literattrou.

Objavili sme v literatire novi metédu na pripravu elektronakceptornych oxazol-2-aminov
cez 2-hydroxypyrimidin. Pomocou tejto metody, ktora sme oskuSali na 2,3’-
dibromacetofenone (166), sme pripravili 5-(3-brom-5-nitrofenyl)oxazol-2-amin (172), ktory
sme pouzili pre pripravu 2-chléroxazolu 173 apripravili sme z neho m-nitro analog -
prekurzor inhibitora 160c. Z casovych dovodov tato syntéza nebola ukoncend, ale odskuSanie
novej a spol’ahlivej metddy na pripravu oxazol-2-aminov otvara perspektivny smer pre vyvoj

zamyslanych inhibitorov VEGFR2 kinazy.

V poslednej Casti prace sme sa venovali priprave "click-chemistry" analdogov sunitinibu
(aktivnej zlozky lie¢iva Sutent). Uspesne sme pripravili alkinovy ligand od N-
propargylbenzoimidazolénu (179). Pri jeho priprave sme narazili na problém so selektivitou v
propargylacii na dusiku, kedze prednostne vznikla bispropargylovany derivat 176. Na

zabranenie alkylacie do druhého stupia sme jeden z dusikov museli chranit’ Boc skupinou
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a nasledné reakcia s propargylbromidom uz prebiehala selektivne. Sucasne sme takto ziskali
intermediat 179, ktory bol rozpustnejsi v beznych organickych rozpustadlach, c¢o
zjednodusilo pracu s nim.

Pri priprave azidovych ligandov sme vSak neboli tak uspesni. V pripade 4-
(dietylamino)buta-2-6nového analogu 23 sme navrhli tri syntézy, pricom ani jednou sme sa
nedopracovali k pozadovanému derivatu 23. AvSak pomocou [3+2] cykloadicie sa nam
podarilo pripravit' 1-(2-oxopropyl)-1,2,3-triazol 184. V pripade glycinového analégu 24 sme
sa tiez dostali k 1,2,3-triazolovému derivatu 188a, ale zaroven doSlo k odstraneniu TMS
skupiny z dusika triazolu. Samotné zavedenie glycinového zvySku nebolo tGspe$né. Zistili
sme, ze v pripade pred¢asného odburania Boc chranenia z imidazolonového dusiku sa
molekula stava vel'mi zle separovatenou od mednych, mednatych a inych anorganickych

soli, a preto sme pozorovali pomerne vel'ké straty pri separacii.
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sekcia. - Bratislava : Kartprint, 2007. - S. 53-55. - ISBN 978-80-88870-65-4

[Studentské vedecka konferencia 2007. Bratislava, 18.4.2007]

AFDO02 Lintnerova, Lucia 40% - Gregan, Fridrich 10% - Melicher¢ik, Milan, st. 10% - Boha¢, Andrej 30% -

Salisova, Marta 10% Navrh Struktar a syntéza inhibitorov tumorovej neovaskularizacie s VEGFR-2

receptorovou selektivitou [elektronicky dokument]

Recenzované

Lit.: 4 zazn.

In: Studentskd vedecka konferencia 2010. Zbornik recenzovanych prispevkov (CD-ROM). - Bratislava :
Univerzita Komenského, 2010. - S. 730-734. - ISBN 978-80-223-2819-7

[Studentska vedecka konferencia 2010. Bratislava, 28.4.2010]

AFDO03 Lintnerova, Lucia 40% - Mikulec, Marcel 10% - Boha¢, Andrej 40% - SaliSova, Marta 10% Priprava
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organického inhibitora VEGFR-2 receptoru, vyznamného pre proces neovaskularizacie tumorov

Lit.: 6 zazn., 5 obr.

In: Studentska vedecka konferencia PriF UK 2011. Zbornik recenzovanych prispevkov [elektronicky
zdroj]. - Bratislava : Univerzita Komenského, 2011. - S. 950-954 [CD-ROM]. - ISBN 978-80-223-3013-8
[Studentska vedecka konferencia PriF UK 2011. Bratislava, 27.4.2011]

AFE Abstrakty pozvanych prispevkov zo zahrani¢nych konferencii

AFEO1 Boha¢, Andrej 25% - Kovacikova, Lucia 25% - Lintnerova, Lucia 25% - SaliSova, Marta 25%
Development of Organic VEGFR-2 Tyrosine Kinase Inhibitors
In: Joint Meeting on Medicinal Chemistry. - [S.L.] : [s.n.], 2011. - nestr. [1 s.]
[Hungarian-Austrian-Czech-Greek-Italian-Polish-Slovak-Slovenian ~ Joint  Meeting on  Medicinal
Chemistry. Catania, 30.6.-2.7.2011]

AFH Abstrakty prispevkov z domacich konferencii

AFHO1 Kovacikova, Lucia 50% - Lintnerova, Lucia 30% - Boha¢, Andrej 10% - SaliSova, Marta 10% Structure
Based Modelling in Development of Pharmacophoric Compouds
Lit.: 1 zaz.
In: Nage proteiny 2010 - Struktira a funkcia. - Bratislava : [s.n.], 2010. - S. 14
[Nase proteiny 2010 - Struktira a funkcia. Bratislava, 16.3.2010]

AFK Postery zo zahrani¢nych konferencii

AFKO1 Lintnerova, Lucia 20% - SaliSova, Marta 16% - Bohac, Andrej 16% - Gregan, Fridrich 16% -
Melicher¢ik, Milan, st. 16% - Medved’, Miroslav 16% Design and synthesis of sym and asym bispyridine
analogues of 1Y6A inhibitor
In: COST Action CMO0602. Inhibitors of angiogenesis: design, synthesis, and biological
exploitation(ANGIOKEM). - Milano : University of Milano, 2009,. - S. 11
[Inhibitors of angiogenesis: design, synthesis and biological exploitation (ANGIOKEM). 3rd Workshop.
Favignana, 16.-18.10.2009]

AFKO02 Kovadikova, Lucia 10% - Lintnerova, Lucia 10% - Cehlarik, Cubo§ 10% - Cibova, Alexandra 10% -
Salisova, Marta 10% - Hrcka, Rastislav 10% - Mikulec, Marcel 10% - Vojtickova, Margaréta 10% -
Hanquet, Gilles 10% - Boha¢, Andrej 10% : Fragment, clickchemistry and structure based approaches in
development of VEGFR-2 Tyrosine Kinase Inhibitors
In: Drug Discovery Chemistry. - Needham : Cambridge Healthtech Institute, 2010. - S. 14
[Drug Discovery Chemistry. Conference. San Diego, 27.-29.4.2010]

POZNAMKA: Vyslo aj - Cost Action CMO0602: Inhibitors of angiogenesis: design, synthesis and
biological exploitation (ANGIOKEM). Working Groups 2-3 Meeting. - [S.1.] : [s.n.], 2010. - nestr.[1 s.].
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AFKO03 Lintnerova, Lucia 40% - SaliSova, Marta 30% - Boha¢, Andrej 30% : Synthesis of Bispyridine
Analogues of 1Y6A
In: Cost Action CMO0602: Inhibitors of angiogenesis: design, synthesis and biological exploitation
(ANGIOKEM). - [S.1.] : [s.n.], 2010. - S. 19
[Cost Action CMO0602: Inhibitors of angiogenesis: design, synthesis and biological exploitation
(ANGIOKEM). Working groups 2-3 Meeting. Dublin, 7.-9.5.2010]

AFKO04 Lintnerova, Lucia 34% - SaliSova, Marta 33% - Boha¢, Andrej 33% : Synthesis of Novel click-chemistry
ligands derived from 1Y6A
In: Cost Action CMO0602: Inhibitors of angiogenesis: design, synthesis and biological exploitation
(ANGIOKEM). - [S.1.] : [s.n.], 2010. - S. P 16
[Cost Action CMO0602: Inhibitors of angiogenesis: design, synthesis and biological exploitation
(ANGIOKEM). Training School and Meeting. Rhodes, 27.-30.9.2010]

AFL Postery z doméacich konferencii

AFLOI1 Lintnerova, Lucia - Boha¢, Andrej - SaliSova, Marta : Syntéza organického inhibitora angiogenézy -
potencialneho lieciva s antitumorovou aktivitou
In: ChemZi. - Ro¢. 3, €. 1 (2007),s. 119
[59. zjazd chemikov. Tatranské Matliare, 2.-6.9.2007]

AFLO02 Lintnerova, Lucia 25% - Kovéacikova, Lucia 20% - Kovacova, Silvia 10% - SaliSova, Marta 15% -
Bohac, Andrej 30% : Synthesis of new pharmacophoric fragments for KDR inhibition
Lit.: 1 zazn.
In: 10 More Years of Chirality in Chemistry and Medicinal Chemistry. - Bratislava : STU, 2008. - S. 60. -
ISBN 978-80-227-2955-0
[10 More Years Chirality in Chemistry and Medicinal Chemistry. Bratislava, 16.-19.10.2008]

AFLO03 Lintnerova, Lucia 50% - SaliSova, M. 20% - Bohaé¢, Andrej 30% : Application of computational
chemistry in medicinal chemistry and drug design
In: Cost CM0602. Inhibitors of angiogenesis: design, synthesis and biological exploitation (ANGIOKEM).
- [s.l.]:[s.n.], 2011. - S. 39
[Cost CM0602. Inhibitors of angiogenesis: design, synthesis and biological exploitation (ANGIOKEM).
Final Conference. Smolenice, 11.-14.6.2011]
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