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Anotace

MAREK, Matéj, Syntéza intermedidtii STAT3 inhibitori odvozenych od Sarcosine
tert-butyl ester hydrochloridu; Hradec Kralové, 2019. Univerzita Hradec Kralové.

Prirodovédecka fakulta.

Bakalarska prace je zamérena na syntézu intermediatl STAT3 inhibitord odvozenych
od Sarcosine tert-butyl ester hydrochloridu. V teoretické ¢asti je popsana skupina
STAT protein(, podskupina STAT3 proteinli, mozné zpUisoby jejich inhibice a struktury
nékterych znamych inhibitorl. Praktickd ¢ast se vénuje syntéze sedmi synton(

vedoucich k slou¢enindm odvozenych od BP-1-102 a SF-1-066.

Klicova slova

Rakovina, STAT proteiny, STAT3, Sarcosine tert-butyl ester hydrochlorid, inhibitory
STAT3, BP-1-102, SF-1-066

Annotation

The bachelor thesis is focused on the synthesis of STAT3 inhibitors intermediates
derived from Sarcosine tert-butyl ester hydrochloride. In the theoretical part STAT
proteins, subgroup of STAT3 proteins, possible methods of inhibition and structures
of some known inhibitors are described. Practical part is donated to the synthesis of

seven synthons leading to the compounds derived from BP-1-102 and SF-1-066.

Keywords

Cancer, STAT proteins, STAT3, Sarcosine tert-butyl ester hydrochloride, STAT3
inhibitors, BP-1-102, SF-1-066



Obsah

SEZNAM ZKIALEK et ueeieriee et ettt ettt st st et st et st et st es b ese s teses et ene st essesea sbesesbesane st sesbesenssesnensesane s 8
Y=Y 40T T 1o T . (T O TRVt 9
SEZNAM LADUIEK ..t ettt ettt et st ee et st s et st ses et eas s be e s et e s st sesbeserestesensesaressenenseses 10
SEZNAM SCREMAL...cuiiiite ettt et bttt se et ebesbeseese st s sesbesbesees et eaeaaeabe st seenessensensasaesansens 11
1 UVOG. o ettt st ste et et et et e et et e e e e testesbesbestsessaesaesaesaesbessesee sseste st saeensensersansansbensean 12-13
1.1 PrevenCe FakOVINY ...ttt ettt st s s e e b ss s e e ane ene 12-13

1.2 LECDA FAKOVINY.c.uiutiieriitie ettt et ettt s st e e e et et st eseesesaeete st seesnssansessesens 13

2 ST AT ettt ettt ettt e et e e e b st te e sheae e be e eaae eabbe et feeebeeeateeeaae et beeereennbeeetbaeaerbeeeeensres 14-23
2.1 ST AT Bttt et e et e e ettt een e ae e ebe e e ee et bt ataen saeeeneaeaenteenraens 15-23

2.1.1 INNIDICE STAT3... ottt st ee et re bbbt eesbesbesteebesasessassaessensans 17-23

2.1.1.1 Inhibitory receptor(i na povrchu bUun@K..........ccceeevevveerevecereceree e 17-18

2.1.1.2 INNIDILOrY KINAZ...cuicoi ettt st v sttt st st s 18-20

2.1.1.3 PHME& INNIDITONY..c.ccuieeeecece ettt et ettt b et s 21-23

2.1.1.3.1  SH2 doménové inhibitory.........ccceeeeeeceieiniecceee e 21-22

2.1.1.3.2 DNA-vazebné doménové inhibitory.........ceevereveiececeinieieeee. 22-23

3 Gl PrACE. .. ettt ettt ettt e e s eetesteste e e st et et e es e et easase et st stensnsasestessebassersaseateatesteseennrsenns 24
4 VYSIEAKY @ QISKUZE.....eeetieeieee ettt sttt ettt se et ste st seese et naes b e s snane s 25-29
5 EXPEIIMENTAINT CAST...cueiieei ettt ettt e et bbb s s e et et sbe st e e e abesaes e tens e s aneene 30-35
6 4o o =TSR 36-37



Seznam zkratek

Bn

DCM

DMSO

DNA

DIPEA

EGF

EtOAC

FGF

HGF

IGF

MeCN

NMR

PDGF

RVO

STAT

‘Bu

TFA

TLC

VEGF

Benzyl

Dichlormetan

Dimetylsulfoxid

Kyselina deoxyribonukleova
N,N-Diisopropyletylamin
Epidermalni ristovy faktor

Ethyl acetat

Fibroblastovy ristovy faktor
Hepatocytni rlstovy faktor
Insulinu podobny rustovy faktor
Interleukin

Laboratorni teplota

Acetonitril

Nuklearni Magneticka Rezonance
Ruastovy faktor z desticek
Rotacni vakuova odparka

Signal transducer and activator of transcription
tert-Butyl

Kyselina trifluoroctova
Tenkovrstva chromatografie

Vaskularni endotelilalni rGstovy faktor



Seznam obrazku

Obrazek 1

Obrazek 2

Obrazek 3

Obrazek 4

Obrazek 5

Obrazek 6

Obrazek 7

Obrazek 8

Obrazek 9

Krystalova struktura monomeru STAT (128-688). Nékteré cykly (rezidua 185-
193, 371-378, 399-400, 419-430) jsou nepravidelné a nejsou pfitomny

V KONECNE IMNOIEKUIE ...ttt te e e et see e e e saatesenenneean 14

Krystalova struktura dimeru STAT3 (a — pohled ze shora, b — pohled zepfedu).
Coiled-coil doména (zelend), DNA binding doména (Cervena), SH, doména

(modrd), Y705 (ZIutd), DNA (OranZoVa).....cceeeeeeeerierereeesesisiesesessssesessessssesssseseennes 15

Struktura STAT3. 6 domén — N-doména (bila), Coiled-coil doména (zelena),
DNA binding doména (Cervend), Linker doména (oranZzova), SH, doména

(modra). Mezi SH, doménou a TAD je segment obsahujici fosforylacni misto

Signdlni kaskada STAT3: Aktivace receptorl na povrchu bunky vazbou
cytokindz nebo rustovych faktorll, fosforylace a aktivace STAT3. Aktivované

STAT3 tvofi homo- nebo heterodimery a presunuji se z cytoplazmy do jadra,

kde se vazi na DNA a indukuji transkripCi........c.ecvereereereereeieciesie e 16
Inhibitory receptorti Na povrchu BUNEK..........cocoviveeiececece e 18
INNIDIEOrY KINAZ... o et st e s e r e aneas 20
PHIME INNIDITOIY ... e sttt s s e b e s s 23
Struktury sedmi stavebnich BIOKU..........ceevieveeeeceiieiececece v 24
Stavebni bloky standardd BP-1-102 @ SF-1-066..........cccccververeererrenrereeneereeene e 28



Seznam tabulek

Tabulka 1

Tabulka 2

Tabulka 3

VytéZnosti tosylovanych esterll.........cco oo s 26
VytézZnosti tosylovanych Kyselin.........ccoo oo 27
Celkoveé vytéznosti tosylovanych kyselin po dvou krocich..........ccccecveeveriennenen. 28

10



Seznam schémat

Schéma 1

Schéma 2

Schéma 1

Schéma 4

Retrosyntetickd analyza.......ccccceieieicie ettt e 25
VSeobecny postup pfipravy tosylovanych derivatl 12-18............cccoeeeeeeeeennne. 26
VSeobecny postup kyselé hydrolyzy........ccceeeinininininincrececece e 27
Ptiprava kyseliny 2-(4-metyl-N-metylfenylsulfonamid)octova (3)......c.ccceceunnee 29

11



1. Uvod

Rakovina (nddorové onemocnéni) je skupina chorob, jejichz spole¢nym znakem je
abnormalni nekontrolovatelny rlst bunék, které se mohou rozsitit do dalSich casti téla
krevnim a lymfatickym systémem. Nadorové burky na rozdil od normalnich bunék nereaguiji
na signaly pro ukonceni rlstu a také maji omezenou citlivost vici indukci programované
bunécné smrti (apoptdze). Dale jsou nddorové bunky méné specializované nez normalni
buriky. Pro imunitni systém, ktery odstrafiuje posSkozené nebo abnormalni bunky z téla, jsou
nadorové bunky nerozeznatelné od normalnich bunék. Rakovinné burnky maji schopnost
migrovat do dalSich ¢asti téla a zakladat vzddlena lozZiska, tzv. metastdzy. Podle schopnosti
rakovinnych bunék pronikat do dalsi tkani Ize rozdélit nddory na maligni (zhoubné) a benigni

(nezhoubné).

Nadorové onemocnéni je zplsobeno genetickymi zménami (mutaci DNA), které
kontroluji funkci bunék (predevsim jejich rist a déleni). Tyto genetické zmény mohou byt
zdédény, mohou byt ziskdny v pribéhu Zivota jako dUsledek poruch pfi déleni bunék nebo
poskozenim bunék vlivem vnéjsiho prostredi (napriklad tabakovy kout, radiace, ultrafialové
zareni). Geny zpUsobujici rakovinné bujeni se nazyvaji onkogeny. Vznikaji mutaci
z normalnich gen(. Existuje nékolik zplsobu, jak mizZe z genu vzniknout onkogen, napfiklad

deleci (vymazanim ¢asti plvodniho genu) nebo translokaci (prestavbou genu).(l’z)

1.1 Prevence rakoviny:

a) Primdrni_prevence spociva v zabranéni kontaktu s Cinitelem vyvoldvajicim

chorobu. Mezi rizikové faktory patfi kourfeni, nadmérné piti alkoholu,
nedostatek pohybu, expozice karcinogenlim, expozice ionizujicimu zareni
atd.)

b) Sekunddrni prevence spocliva ve vcasném zachytu onemocnéni vraném

stadiu. Zakladem sekundarni prevence je aktivni vyhledavani nadorovych
onemocnéni, napfiklad absolvovani pravidelnych gynekologickych prohlidek,

vySetieni prsu a mamografie, test na pfitomnost krve ve stolici atd.)
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c)

Tercidarni__prevence spociva v predchazeni dalsim Skodam v dUsledku

onemocnéni nebo terapie.

1.2 Lécba rakoviny:

a)

b)

d)

Operativni — Uc¢inna u nadoru, které nemetastazovaly. Napfiklad mastektomie
u rakoviny prsu. Operativné muze byt odstranén cely nador, anebo muze byt
odstranéna jen ¢ast nadoru. Odstranéni ¢asti nddoru se pouziva tehdy, pokud
by odstranéni celého nadoru mohlo pogkodit né&jaky organ v téle. Casteéné
odstranéni nddoru muze zvysit ucinnost lIécby nadoru jinym zplsobem. Mezi
rizika spojend s operativni lécbou rakoviny patfi infekce, krvaceni, poskozeni
okolnich tkani, nezadouci reakce na anestetika.

Radioterapeutickd — vyuziva ucinkl ionizujiciho zareni k zahubeni rakovinnych

bunék. Zdroj ionizujiciho zafeni muze byt mimo tkan (teleradioterapie), nebo
muZe byt v uzkém kontaktu s ozafovanym loziskem (brachyterapie). lonizujici
zareni ni¢i geneticky material bunék, ¢imz jim zabrani v rdstu a déleni. Ni¢i ho
budto pfimo, nebo jsou jeho prostfednictvim vytvareny v burice radikaly,
které posSkozuji DNA. lonizujici zareni poSkozuje kromé rakovinnych bunék i
normalni bunky. Radioterapeuticka lé¢ba se da pouzit napfiklad u rakoviny
prsu, jater, plic, prostaty, atd.

Chemoterapeutickd — wvyuzZivd cytostatik, které poskozuji DNA bunky.

Normalni buriky mohou poskozenou DNA opravit, kdezto nadorové buriky
nemohou. Cytostatika také poskozuji cilené spise rychle se délici buriky, tudiz
spolu s nadorovymi bunkami budou poskozovat také napftiklad buriky
stfevniho epitelu, nékteré krevni buriky, pohlavni buriky. Obvykle se pouziva
kombinace dvou a vice latek — této |é¢bé se fika kombinovand chemoterapie.

Imunoterapeutickd — snazi se vyuZit imunitniho systému ke zni¢eni nadoru.

K takové |écbé patfi napfiklad aktivni imunizace pomoci ockovani, kdy jsou
vlastni leukocyty obohaceny o rozpozndvaci systém (antigen a jeho

receptor).(l'z)
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2. STAT

STAT (signal transducer and activator of transcription) je skupina proteind fungujici
jako transkripéni faktory, které reguluji genovou expresi zodpovédnou za bunécény cyklus,
Zivotnost bunék a imunitni odpovéd. Tim ovliviuji diferenciaci, proliferaci, migraci a
apoptézu bunék (je jich celkem 7 — STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb, STAT6).

Kazdy STAT je kddovan jinym genem, ale vSechny jsou strukturné podobné (Obrazek 1).%

Obrazek 1: Krystalova struktura monomeru STAT (128-688). Nékteré cykly (rezidua 185-193, 371-378, 399-400,
419-430) jsou nepravidelné a nejsou pfitomny v konecné molekule. (Obrazek je prevzat z Zhiyong Ren et al.

Biochem. Biophys. Res. Commun. 2008, 374, 1-5.)

Aktivita STAT zavisi na jejich vazbé ksekvencim aminokyselin obsahujicich
fosforylovany tyrosin. Fosforylace STAT spousti STAT-STAT dimerizaci. Po fosforylaci jsou
dimery transportovany do jadra pomoci importin(. Aktivni dimery v jadfe spousti genovou

transkripci navazanim na specificky receptor (Obrazek 2).(4)
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Obrazek 2: Krystalova struktura dimeru STAT3 (a — pohled ze shora, b — pohled zepfedu). Coiled-coil doména

(zelena), DNA binding doména (Cervend), SH, doména (modrd), Y705 (Zlutd), DNA (oranzova). (Obrazek je

prevzat z Edwin Nkansah et al. FEBS Letters 2013, 587, 833-839.)

STAT u savcl maji 6 strukturnich domén. N-doména (ND), coiled-coil doména (CCD),
DNA-binding doména (DBD), linker doména, SH, doména, ,transcriptional activation”

doména (TAD) (Obrazek 3).(3)
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Obrazek 3: Struktura STAT3. 6 domén — N-doména (bild), Coiled-coil doména (zelena), DNA binding doména
(Cervend), Linker doména (oranzova), SH, doména (modra). Mezi SH, doménou a TAD je segment obsahujici
fosforylacni misto Y705. (Obrazek je prevzat z Zhiyong Ren et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2008, 374,
1-5.)

2.1 STAT3

STAT3 jsou proteiny, jejichz zvySend aktivita byla zjiSténa v mnoha typech ndador(
(rakovina prsu, rakovina prostaty), byly objeveny v roce 1994 vyzkumnou skupinou Zhonga.(s)
STAT3 indukuje transkripci genl kontrolujicich diferenciaci, zanik a proliferaci bunék. STAT3

aktivované geny blokuji apoptézu bunék, podporuji proliferaci bunék, jejich Zivotnost
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a inhibuji protirakovinné imunitni odpovédi. Cytokinazy (napfiklad interleukiny IL-6, IL-10,
IL-11) stimuluji fosforylaci tyrosinovych rezidui STAT3 (Tyr 705), coZ zpUsobuje tvorbu
homodimera, které se akumuluji v jadru burnky a vdzou se na DNA sekvence. Abnormalni
aktivace STAT3 se objevuje v mnoha lidskych karcinomech a podporuje vyvoj nadoru
(naptiklad snizend regulace genové exprese vedouci k nekontrolovatelnému rastu
nadorovych bunék). Preruseni STAT3 signalizace vede k inhibici ristu rakovinnych bunék
ajejich apoptdzu. Preruseni STAT3 signalizace neovliviiuje jen rakovinné burky, ale

i normalni buriky. (%)

STAT3 jsou aktivovany vazbou cytokinaz (napfiklad interleukinGd IL-6, 1L-10, IL-11)

nebo rastovych faktor( (naptiklad EGF, FGF = fibroblast growth factor, VEGF = vascular

endothelial growth factor) na receptory na povrchu buriky. Aktivovany STAT3 zacne tvorit

homodimer s jinym STAT3. Dimery disociuji z receptoru a jsou preneseny z cytoplasmy

do jadra, kde se navazi na specifické DNA sekvence indukujici transkripci. STAT3 maji

vysokou aktivitu v mnoha typech hematopoetickych i pevnych nadorl (napfiklad leukémie,
)_(6)

rakovina prsu, rakovina prostaty) (Obrazek 4

Obrazek 4: Signalni kaskada STAT3: Aktivace receptor( na povrchu buriky vazbou cytokindz nebo rdstovych
faktort, fosforylace a aktivace STAT3. Aktivované STAT3 tvofi homo- nebo heterodimery a presunuji se
z cytoplazmy do jadra, kde se vazi na DNA a indukuji transkripci. (Obrazek je prevzat z Steffanie L. Furtek;

Donald S. Backos; Christopher J. Matheson and Philip Reigan ACS Chem. Biol. 2016, 11, 308-318.)
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2.1.1 INHIBICE STAT3

2.1.1.1 Inhibitory receptord na povrchu bunék

U mnoha rlstovych faktorl a cytokinaz byla prokazana jejich aktivace receptory
na povrchu bunky. Mezi rlstové faktory indukujici aktivaci STAT3 proteind patfi EGF
(epidermalni rlstovy faktor), FGF (fibroblastovy rlstovy faktor), HGF (hepatocytni rlstovy
faktor), rlistovy faktor z desticek (PDGF), VEGF (vaskularni endotelilalni rlstovy faktor) a IGF
(insulinu podobny rlstovy faktor). Mezi cytokindzy schopné stimulovat aktivaci STAT3
proteinU patfi interleukiny IL-6, IL-10, IL-11, LIF (leukemické inhibi¢ni faktory) a leptin.

Inhibice cytokindz a rlistovych faktor( se prokazala jako ucinna.

Inhibitory EGF receptorq, jako napfriklad peptidovy aptamer KDI1 a malé molekuly
(napriklad PD153035) pfimo intereaguji s EGFR a inhibuji fosforylaci STAT3 protein a tim
také zabrani jejich aktivaci a dimerizaci. Inhibitor ponatinib inhibuje FGF receptory, ¢imz
snizuje fosforylaci STAT3 proteinU a také rlst nador( in vivo. Mezi inhibitory VEGF receptor(
patfi sorafenib, sunitinib a atixinib, u vSech inhibitorl se ukazala snizena aktivace STAT3

protein(.

IL-6 signalizaci inhibuje tocilizumab, ktery se ukazal jako ucinny pfi revmatoidni
atritidé. Nizkomolekuldrni, oralné poddvané IL-6 inhibitory nebyly faddné prozkoumany,
protoZe zpusobovaly rozvoj bakteridlnich infekci spojenych s prodlouzenou blokaci IL-6 (kvali
roli cytokini pfi potlacovani imunitnich odpovédi). U neddvno objeveného LMT-28 se
ukazalo, Ze inhibuje IL-6 aktivaci a sniZuje hodnoty STAT3 proteinG. Dalsi nizkomolekuldrni

inhibitor SC144 indukoval sniZzenou aktivaci STAT3 protein( (Obrazek 5).(6)
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Obrazek 5: Inhibitory receptord na povrchu bunék.

2.1.1.2 Inhibitory kinaz

Ackoliv se zplsob sniZzovani aktivity STAT3 proteinl inhibici receptord na povrchu
bunky ukdazal jako ucinny, mnohem vice prozkoumany zplisob spocival ve vyvoji
nizkomolekularnich kindzovych inhibitorl, které inhibuji STAT3 proteiny ve stadiu
fosforylace. Biologicka aktivita STAT3 proteinQ je zavisla na jejich aktivaci, takze rozumny
postup pfi jejich inhibici je inhibici kindz, které STAT3 proteiny aktivuji. Existuje mnoho
tyrosinovych kinaz schopnych fosforylovat STAT3 proteiny, nejvétsi pozornost je vénovana
JAK a Src kindzam. Mezi inhibitory JAK kinaz patfi napfiklad ruxolitinib a tofacitinib, WP-1066,
LS-104, CEP-701, LY2784544 a CYT387 (momelotinib). Bylo prokazano, Ze snizuji STAT3

aktivaci, coz se projevilo zvySenou apoptdézou a snizenim rdstu rakovinnych bunék.
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U AZD1480 inhibitoru se ukazaly nezadouci Ucinky (neurotoxicita). Stejné jako u IL-6

inhibitor( se u JAK inhibitor( projevilo zvySeny rozvoj bakteridlnich infekci.

Src kinazy byly identifikovany jako onkoproteiny a ma se za to, Ze hraji duleZitou roli
pfi vyvoji nadoru. Mezi Src inhibitory patfi saracatinib (AZD0530), bosutinib (SKI-606),
dasatinib a KX2-391. PP2 inhibitor inhibuje fosforylaci Src a STAT3 a zaroven zpomaluje rast

nadoru pomoci selektivni inhibice.

Pan-Jak/Src inhibitory byly také zkoumany z hlediska inhibice STAT3 signalizace. E738,
derivat pfirodni indirubinu prokazal Gcinnost na JAK a Src kindzy. Indirubin se da ziskat
z pfirodnich zdrojl, ale byla vyvinuta syntéza bromoindirubinu, ktery mél vétsi vazebnou
afinitu ke kindzam (JAK, Src). MLS-2384 (6-bromoindirubin) inhibuje JAK i Src kindzy, byla
u néj prokazana snizena aktivace STAT3 fosforylace a protirakovinna aktivita v mnoha typech

nadora.

Inhibice kindzové aktivity mlze Uspésné snizit aktivitu STAT3 proteind, nevyhodou je
ale vyskyt nezadoucich ucinkd. Nedochazi k inhibici kindz pouze v rakovinnych bunkach, ale
také v ostatnich bunkach. Dale jsou kindzy schopné aktivovat nejen STAT3 proteiny, ale také
STAT1 a STATS proteiny, coz md za nasledek dal$i nezadouci ucinky. Kvili témto dlvodim se

zacal zkoumat dalsi zpUsob inhibice STAT3 proteind a to inhibice pfima (Obrazek 6).(%
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Obrazek 6: Inhibitory kinaz.
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2.1.1.3 P¥imé inhibitory

Pfimé inhibitory jsou nizkomolekuldrni latky, které pfimo inhibuji aktivitu STAT3
abyly vyvinuty za ucelem I|éCby a prevence rakoviny. Ackoliv je vysledek stejny,
mechanismus ucinku rdznych pfimych STAT3 inhibitor( se lisi. Mohou napfiklad ovliviiovat

fosforylaci, dimerizaci, translokaci do jadra, vazbu na DNA Obrazek 7).(6)

2.1.13.1 SH2 doménové inhibitory

Prvni skupinou pfimych inhibitorii jsou SH2 doménové inhibitory. STAT3
homodimerizace je zprostfedkovana protein-protein interakcemi mezi SH2 doménami
jednotlivych monomert, zejména fosforylaci Tyr705. Tuto molekularni interakci Ize ovlivnit
nizkomolekularnimi molekulami, které primo inhibuji STAT3 proteiny. V SH2 doméné STAT3
proteini jsou 3 vazebnd mista vhodna pro malé molekuly. VétSina SH2 doménovych

inhibitor( se mlzZe navazat alespon na 2 tato vazebnd mista.

Stattic (STAT3 inhibitor) selektivné inhibuje STAT3 dimerizaci (inhibuje pouze STAT3
dimerizaci a nikoliv dimerizaci STAT1 a STAT5) a zabranuje translokaci do jaddra. Aktivita
stattic je ovlivnéna ¢asem, dale moznou interakci s cysteinovymi rezidui (napfiklad Cys687,
ktery se nachazi blizko fosfopeptidické vazebné ¢asti SH2 domény). STA-21 inhibitor inhibuje
vazbu STAT3 na DNA, tim potlacuje transkripci a indukuje apoptdzu rakovinnych bunék.
Molekula STA-21 byla dale upravena na méné komplexni formu (LLL-3), kterd ma podobnou
aktivitu jako STA-21, ale lépe prostupuje bunécnou sténou. V prabéhu testovani LLL-3
inhibitor( se ukazala jejich ucinnost proti leukémii a také se zjistil jejich synergismus
v kombinaci s Imatinibem.*” Dal3i inhibitor, LLL-12 (vznikly nahrazenim acetylové skupiny
v LLL-3 sulfonamidem) prokazuje ucinnost proti rakoviné prsu a rakoviné slinivky btisni.*?
Inhibitor S31-201 vykazuje tfikrat vyssi selektivitu k STAT3 oproti STAT1. S31-201 inhibitor

blokuje formaci STAT3 homodimerG a inhibuje proliferaci (napfiklad u rakoviny prsu a

jaternich bunék).

SF-1-066 inhibitor (analog S31-201) blokuje vazbu STAT3 na EGF receptory a inhibuje

rast malignich bunék. Z molekuly SF-1-1066 bylo vytvoreno 15 dalSich analogl. Napftiklad
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BP-1-102, ktery naruSuje formaci komplexu STAT3-DNA. S31-1757, dalsi analog S31-201,

snizoval aktivitu STAT3 protein( v jadfe (u rakoviny prsu a rakoviny plic).

Od pocatku vyvoje STAT3 SH2 doménovych inhibitor(i bylo potifeba vyhodnotit
ucinnost téchto nizkomolekularnich latek proti STAT3 aktivité. Schust a Burg vyvinuli zkousku
pomoci fluorescenéni polarizace, dlleZitou pro vyhodnoceni Ucinnosti téchto latek. Zkouska
vyuzivala kompetice malych fluorescencnich peptidd k gp130 podjednotce IL-6 receptoru a
prokazala vysokou afinitu kSH2 doméné STAT3 proteind. Pomoci této metody se
v knihovnach chemickych latek hledaly potencidlni dalSi SH2 doménové inhibitory STAT3
proteind. Ackoliv bylo nejvétsi usili vénovano vyvoji SH2 doménovych inhibitorQ, v neddvné

dobé doslo také ke zkoumani DNA-vazebnych doménovych inhibitora.®

2.1.13.2 DNA-vazebné doménové inhibitory

U STAT3, jakozto u transkripéniho faktoru, zavisi jeho aktivita na interakci aktivniho
STAT3 dimeru s jemu odpovidajici DNA-vazebnou sekvenci. Kazdy monomer v aktivnim
STAT3 dimeru ma celkové 4 smycky, tfi z DNA-vazebné domény a jednu z linker domény,

kterd zprostfedkovava interakce s double helixem DNA.

Slouceniny platiny tvori adukty s DNA a tim narusuji schopnost STAT3 navazat se
na DNA, coz vede k apoptdze rakovinnych bunék, které jsou STAT3 dependentni. Slouceniny
platiny navrhované jako STAT3 inhibitory jsou klasifikovany jako plati¢ité komplexy a lisi se
od chemoterapeutik (pf. cisplatina), které nemaji zZadné inhibi¢ni efekty na STAT3.
Nejznaméjsi platicité DNA-vazebné inhibitory jsou CPA-1, CPA-7 a chlorid plati¢ity. Neddvno
byla objevena dalsi slouéeniny platiny — 1S3-295, ktera inhibuje DNA-vazebnou kapacitu

STAT3, ackoliv pfesny mechanismus neni zcela znam.

Stejné jako u SH2 doménovych inhibitort, byly zkoumany peptidy schopné narusit
DNA-vazebné domény STAT3 proteind. DBD-1, maly peptidovy aptamer, narusuje
DNA-vazebné domény, ale neinterferuje se STAT3 fosforylaci. PFi in vivo testovani vykazoval
jenom slabé interakce. InS3-54 inhibitor byl selektivnéjsi na STAT3 nez na STAT1 (byla
pozorovana snizena transkripce STAT3 proteinl a indukce apoptdzy u bunék rakoviny prsu

arakoviny plic. Pomoci strukturniho porovnavani identifikovali v ChemDiv databazi
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79 komercné dostupnych sloucenin, které méli 80% strukturni podobnost s InS3-54, nékolik
téchto latek mélo lepsi aktivitu proti STAT3 proteinlm, neZ parentni latka.™® U Iatek
InS3-54A18 a InS3-54A26 byla pozdéji zjisténa cytotoxicita. U InS3-54A26 hrdla navic roli

Spatna rozpustnost.(G)

OH

OH F F
S31-1757

\
O
3:0
N
OH
0~ ¢
(0] OH Q e}

F F SF-1-066
BP-1-102

Obrazek 7: Pfimé inhibitory.
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3. Cile prace

Pfiprava sedmi stavebnich blokd 1-7 pro syntézu analogh BP-1-102

SF-1-066 s rlznymi substituenty Ry a R, (Obrdzek 8).

(0]

\\S/R1
- -0
| HOOCQN

1 2 CHy F

F
F
F
5 F F
6 7 SF-1-066; R = \©\
CHs

Obrazek 8: Struktury sedmi stavebnich blokd.
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4. Vysledky a diskuze

Retrosyntetickd analyza pfipravy pfislusnych stavebnich blokl 1-7 nds dovedla

k sarcosine tert-butyl ester hydrochloridu (10) jako vychozi latce (Schéma 1).

Ro R2

o) .
)k/ | 0 dekapling
N_ 7/ |:>
N S NH

A

OH o OBn
COOH 8 cooBn

gelololeBolhegh o

R, =-H; -cyklohexyl; -CF;; -‘Bu

()\\ R1 HN 9
s’ T _Q_
Hooc” >N % —> tguooc—/  -HCl T CIT§R
| 10 (@]
11
F F F F
R1:
F F F F
1 2 CH; F 5 F E
3 4 6 7

Schéma 1: Retrosyntetickd analyza.

Prvnim krokem je tosylace sarcosine tert-butyl ester hydrochloridu (10) se sedmi
zvolenymi tosyl chloridy v MeCN za poutZiti DIPEA jako bdze. Reakce probihala nejdfiv 30

minut pfi teploté 0°C a nasledné 60 minut pti laboratorni teploté (Schéma 2).
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10 O 1218
11
12 13 CHj3 F
14 15

F F F F
16 F
17 18

Schéma 2: Vseobecny postup pripravy tosylovanych derivati 12-18.

Pfislusné vytéZnosti tosylovanych esterli 12-18 jsou uvedeny v Tabulce 1. Pouzitim
aromatickych tosylG byli pripraveny estery 13-18 ve vyborné vytéznosti, tzn. 290%. Reakci

s cyklohexansulfonyl chloridem byl pfipraven ester 12 s uspokojivou 44% vytéznosti.

Tabulka 1: VytéZnosti tosylovanych ester(

Cislo 12 13 14 15 16 17 18
F F | F F
R
. . F F
CHs F F F
vyt. | 44% 98% 98% 95% 90% 98% 90%

Nasledné jsme v druhém kroku podrobili pfipravené tosylované estery 12-18 kyselé
hydrolyze tert-butyl esterové funkcni skupiny za pouZiti TFA v suchém DCM. Reakce

probihala 30 minut pfi laboratorni teploté (Schéma 3).
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Schéma 2: Vseobecny postup kyselé hydrolyzy.

PFislusné vytéZnosti tosylovanych kyselin 1-7 jsou uvedeny v Tabulce 2. U vsech

tosylovanych esterd probihala kyseld hydrolyza s vybornou vytéznosti, tzn. 294%.

Tabulka 2: VytéZnosti tosylovanych kyselin

Cislo 1 2 3 4 5 6 7
F F | F F
R
. . F F
CHs F F F
Vyt. 95% 97% 99% 99% 95% 94% 97%

Finalni vytéZznosti tosylovanych kyselin 1-7 po dvou krocich, tosylaci a kyselé

hydrolyze, jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Celkové vytéznosti tosylovanych kyselin po dvou krocich

Cislo 1 2 3 4 5 6 7

Vyt. 42% 95% 97% 94% 86% 92% 87%

V Tabulce 3 jsou Cervené zakrouzkované pripravené kyseliny 3 (findlni vytéZnost byla
97%) a 7 (findlni vytéZnost byla 87%), které jsou stavebnimi bloky standardd BP-1-102 a
SF-1-066 (Obrazek 9).

O~ /N_ O\\ /N_
F ~ Sy
~0 O
F F
F F Hs;C
BP-1-102 SF-1-066

Obrazek 9: Stavebni bloky standardd BP-1-102 a SF-1-066.

Z Tabulky 3 dale vyplyvd, Ze cyklohexyl (Cislo 1) jako alkylovy zbytek se ukazal
nejméné vhodny z dlvodu nejnizsi finalni vytéZnosti (42%). VSechny ostatni kyseliny, které
obsahovali ne/substituovany aromaticky alkylovy zbytek, tzn. 2-7, mély finalni vytéZnost

nad 85%.

Nejlepsi vytézek byl dosazen u kyseliny 3, ktera byla pfipravena reakci sarcosine tert-

butyl ester hydrochloridu (10) s p-Toluensulfonyl chloridem (19) (Schéma 4).
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1. DIPEA; MeCN;

(@] .
H O 0 °C - 30 min
>LOJJ\/N\ .HC1 4 H3C4©7E_CI 1.t. - 60 min _

10 5

II. TFA; DCM;
19 1.t.; 30 min.
97% po 2 krocich

Schéma 4: Priprava kyseliny 2-(4-metyl-N-metylfenylsulfonamid)octové (3).
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5. Experimentalni cast

VSeobecny postup pfipravy tosylovanych derivatii 12-18 (Schéma 2):

Sarcosine tert-butyl ester hydrochlorid (10; 1 mmol) byl rozpustény v suchém MeCN
(3,7 ml) a pfi 0 °C byl pfidany DIPEA (2.5 mmol). Po 10 minutach byl nasledné ptidany
pfislusny tosyl chlorid (1.5 mmol) a finalni smés se michala 30 minut pti 0 °C a jednu hodinu
pfi pokojové teploté. Po zreagovani vychozi latky na zakladé analyzy TLC desticky byl k smési
pfidany EtOAc (3,5 ml) a destilovana voda (3,5 ml) a smés se michala dalSich 10 minut.
Nasledné bola reakéni smés extrahovana s EtOAc (2x5 ml) a spojené organické vrstvy byly
extrahované s NaHCOs; (8 ml). Organickd vrstva byla ndasledné vysuSena s Na,SO,,
prefiltrovana a surovd smés zahusténa na RVO. Prislusny tosylovany ester byl izolovany

sloupcovou chromatografii ve fazi H:EA = 10:1.1%

Tert-Butyl 2-(N-metylcyklohexylsulfonamid)acetat (12):

. © 12: C13H1sFNOLS, 128 mg, 44%, bila tuhd latka, Teni = 37.6 - 39.6 °C.
(@] N—ﬁ
> OB © 'H NMR (CDCls): 6 1.21 (m; 4H; 2xCH,), 1.45 (s; 9H; CHs), 1.51 (m;

2H; CH,), 1.85 (m; 2H; CH,), 2.16 (m; 2H; CH,), 2.92 (m; 1H; CH),
2.96 (s; 3H; CHs), 3.88 (s; 2H; CH,); 3¢ NMR (CDCI3): 6 25.1 (CH,), 25.2 (2xCH,), 26.4 (2xCH,),
28.0(Cq), 36.4 (CH3), 51.8 (CH,), 62.4 (CH), 82.1 (C,), 168.4 (C=0).

MS (ESI*): vypoditand hodnota = 292,2; experimentalni hodnota = 292,2.

Tert-Butyl 2-(N-metylfenylsulfonamid)acetat (13):

\ 9 13: C13H18FNO4S, 280 mg, 98%, bﬂé tuhé Iétka, Ttém’ = 59.9 - 61.7 OC.
N—S
[l

0]
%O 'H NMR (DMSO): § 1.34 (s; 9H; CHs), 2.81 (s; 3H; CH3), 3.90 (s; 2H; CH,),
7.61 (m; 2H; 2xCH), 7.68 (m; 1H; CH), 7.79 (m; 2H; 2xCH); *C NMR
(DMSO0): & 27.4 (3xCH;), 35.3 (CHs), 51.0 (CH,), 81.2 (C,), 126.8 (2xCH), 129.2 (2xCH), 132.7 (CH),
138.0 (C,), 167.3 (C=0).

30



MS (ESI*): vypoditand hodnota = 286,1; experimentalni hodnota = 286,1.

Tert-Butyl 2-(4-metyl-N-metylfenylsulfonamid)acetat (14):

14: Cy3H,5FNO,S, 293 mg, 98%, bezbarvy olej.

T
(0]
N_ 7

0]

\©\ 'H NMR (CDCl,): 6 1.30 (s; 9H; CHs), 2.31 (s; 3H; CHs), 2.77 (s; 3H;
CHs  CH,), 3.75 (s; 2H; CH,), 7.21 (d; 2H; J = 8.0 Hz; 2xCH), 7.58 (d; 2H; J =

8.0 Hz; 2xCH); *C NMR (CDCl): & 21.1 (CHs), 27.6 (3xCH3), 35.2 (CH;), 51.3 (CH,), 81.7 (C), 127.0
(2xCH), 129.3 (2xCH), 135.1 (C,), 143.1 (C,), 167.1 (C=0).

MS (ESI*): vypoditand hodnota = 300,1; experimentalni hodnota = 300,2.

Tert-Butyl 2-(4-fluoro-N-metylfenylsulfonamid)acetat (15):

\ (|D| 15: C13H18FNO4S, 288 mg, 95%, bﬂé tuhé |étka,
0 N—SQF
8 Teani = 93,5 — 95,5 °C.
o
'H NMR (DMSO): 6 1.34 (s; 9H; CHs), 2.81 (s; 3H; CHs), 3.92 (s; 2H;
CH,), 7.44 (m; 2H; 2xCH), 7.86 (m; 2H; 2xCH); *C NMR (DMSO): & 27.5 (3xCH3), 35.3 (CH,), 51.0
(CH,), 81.3 (C,), 116.2-116.4 (d; 2xCH), 130.0 (d; 2xCH), 134.5 (d; CH), 163.3-165.3 (d; C,), 167.3
(C=0).

MS (ESI*): vypoditand hodnota = 304,1; experimentalni hodnota = 304,1.

Tert-Butyl 2-(3,5-difluoro-N-metylfenylsulfonamid)acetat (16):

F16: CyiHisFoNOS, 289 mg, 90%, bila  tuha  latka,

o

\ !

O N Twni = 78,6 — 80,6 °C.

o=wm

%’C}_/ P 14 NMR (DMSO): 6 1.35 (s; 9H; CHs), 2.86 (s; 3H; CH), 4.01 (s; 2H; CH,),
7.55 (m; 2H; 2xCH), 7.65 (m; 1H; CH); **C NMR (DMSO): 6 27.4 (3xCHs), 35.4 (CHs), 50.9 (CH,), 81.4
(C4), 108.3-108.7 (t; CH), 110.7-110.9 (dd; 2xCH), 141.5-141.6 (t; C,), 161.1-161.2 (d; C,), 163.1-163.2
(d; C,), 167.2 (C=0).

31



MS (ESI*): vypoditand hodnota = 322,1; experimentélni hodnota = 322,1.

Tert-Butyl 2-(2,4,6-trifluoro-N-metylfenylsulfonamid)acetat (17):

o R 17: Cy3H16FsNO,S, 333 mg, 98%, Zluty ole;j.

I
o N-S F o,
> /0 H NMR (DMSO): 6 1.35 (s; 9H; CHs), 2.96 (s; 3H; CH;), 4.08 (s; 2H;
o F CH,), 7.44 (m; 2H; 2xCH); **C NMR (DMSO): § 27.4 (3xCH;), 35.0

(CHs), 50.7 (CH,), 81.6 (C;), 102.2-102.7 (m; 2xCH), 113.6-113.9 (m; C,), 158.7-158.9 (dd; C,),
160.7-160.9 (dd; C,), 163.3-165.6 (dt; C,), 167.1 (C=0).

MS (ESI*): vypoditand hodnota = 340,1; experimentalni hodnota = 340,1.

Tert-Butyl 2-(2,3,4,5,6-pentafluoro-N-metylfenylsulfonamid)acetat (18):

18: Cy3H14FsNO,S, 338 mg, 90%, bezbarvy olej.

T F
ﬂ\ JK/N\ //()
(e} S F
/7
O

F FCH,). C NMR (DMSO): & 27.4 (3xCHs), 35.1 (CHs), 51.0 (CH,), 81.9

'H NMR (DMSO): 6 1.38 (s; 9H; CHs), 2.98 (s; 3H; CHs), 4.13 (s; 2H;

(Cq), 114.6 (m; C,), 136.4 (m; C,), 138.4 (m; C,), 143.1 (m; C,), 144.3
(m; C,), 145.1 (m; C,), 167.1 (C=0).

MS (ESI"): vypotitana hodnota = 376,1; experimentalni hodnota = 376,0.

Vseobecny postup kyselé hydrolyzy esterii 12-18 na ptislusné finalni tosylované kyseliny 1-

7 (Schéma 3):

Pfislusny tosylovany ester byl rozpustény v suchém DCM (6 ml) a pti pokojové teploté
byla za stdlého michani pomalu pfikapana TFA (6 ml). Finalni reakéni smés byla michdna
pfi pokojové teploté 30 minut. Rozpoustédlo bylo odparfené pomoci RVO a smés byla
nasledné 3-4 krat zfedéna s DCM a zahusténa. Findlni produkt jsme ziskali dosusenim

na vakuové pumpé (Vacuubrand-P3003 vario).
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Kyselina 2-(N-metylcyklohexylsulfonamid)octova (1):

. 9 1: CoH17NO,S, 224 mg, 95%, hnéda tuha latka, T = 82.0 - 84.0 °C.
O N—ﬁ
) © 'H NMR (DMSO): & 1.22 (m; 6H; 3xCH,), 1.77 (m; 2H; CH,), 2.02 (m;

HO
2H; CH,), 2.88 (s; 3H; CHs), 3.09 (m; 1H; CH), 3.92 (s; 2H; CH,); *C NMR (DMSO): 6 24.5

(2xCH,), 24.8 (CH,), 26.0 (2xCH,), 35.8 (CHs), 50.4 (CH,), 60.3 (C), 170.6 (C=0).

MS (ESI*): vypoditand hodnota = 235,1; experimentalni hodnota = 236,1.

Kyselina 2-(N-metylfenylsulfonamid)octova (2):

I
) N—S

\ © 2: CoH11NO,S, 222 mg, 97%, siva tuha latka, Teni = 180.1 - 181.8 °C.
Il : :
H(} 'H NMR (DMSO): & 2.78 (s; 3H; CHs), 3.89 (s; 2H; CH,), 7.61 (m; 2H; 2xCH),

7.68 (m; 1H; CH), 7.79 (m; 2H; 2xCH); **C NMR (DMSO): 6 35.5 (CH;), 50.5 (CH,), 126.9 (2xCH), 129.3
(2xCH), 132.8 (CH), 137.9 (C,), 169.8 (C=0).

MS (ESI'): vypocitand hodnota = 228,0; experimentalni hodnota = 228,1.

Kyselina 2-(4-metyl-N-metylfenylsulfonamid)octova (3):

T 3: CyHisF1oNO,S, 241 mg, 99%, hnédd tuha ldtka,
N/
HO)J\/ //S/ Tewni = 148,0 — 150,0 °C.
0]

..,

7.32 (d; 2H; J = 8.2 Hz; 2xCH), 7.69 (d; 2H; J = 8.2 Hz; 2xCH); 3C NMR (CDCl5): 6 21.5 (CHs), 35.8 (CHs),

3 'H NMR (CDCl;): 6 2.43 (s; 3H; CHs), 2.87 (s; 3H; CHs), 4.00 (s; 2H; CH,),

50.8 (CH,), 127.3 (2xCH), 129.8 (2xCH), 134.6 (C,), 144.1 (C,), 173.9 (C=0).

MS (ESI'): vypocitand hodnota = 242,1; experimentdlni hodnota: 242,1.
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Kyselina 2-(4-fluoro-N-metylfenylsulfonamid)octova (4):

\ (I)I 4: C9H9F10NO4S, 245 mg, 99%, bila tuha Iétka,
(0] N SGF
>_/ g Twni = 160,4 — 162,2 °C.

'H NMR (DMSO): &6 2.79 (s; 3H; CHs), 3.91 (s; 2H; CH,), 7.44 (m; 2H; 2xCH), 7.87 (m; 2H; 2xCH); 3C

NMR (DMSO): & 35.4 (CHs), 50.4 (CH,), 116.2-116.4 (d; 2xCH), 130.0 (d; 2xCH), 134.4 (d; CH), 163.4-
165.4 (d; C,), 169.7 (C=0).

MS (ESI'): vypocitand hodnota = 246,0; experimentalni hodnota: 246,1.

Kyselina 2-(3,5-difluoro-N-metylfenylsulfonamid)octova (5):

e
=0

F 5: CgHgF2NO,S, 250 mg, 95%, siva tuha latka, Tni= 132,1—-133,8 °C.
(@) N—

Oo=w

'H NMR (DMSO): & 2.84 (s; 3H; CHs), 4.00 (s; 2H; CH,), 7.55 (m; 2H; 2xCH),
HO

F'7.63 (m; 1H; CH); *3C NMR (DMSO): & 35.4 (CHs), 50.4 (CH,), 108.3-108.7 (t;
CH), 110.7-110.9 (dd; 2xCH), 141.4-141.5 (t; C,), 161.1-161.2 (d; C,), 163.1-163.2 (d; C,), 169.7 (C=0).

MS (ESI'): vypocitand hodnota = 264,0; experimentalni hodnota: 264,1.

Kyselina 2-(2,4,6-trifluoro-N-metylfenylsulfonamid)octova (6):

R 6: CoHgF3NO,S, 266 mg, 94%, bila  tuha latka,
0
o N-8 F Tun = 166.1-167.2 °C.
> / (|)|
HO F

'H NMR (DMSO): § 2.94 (s; 3H; CHs), 4.07 (s; 2H; CH,), 7.43 (m; 2H;
2xCH); *C NMR (DMSO): & 35.0 (CHs), 50.2 (CH,), 102.2-102.7 (m; 2xCH), 113.6-113.9 (m; C,), 158.7-
158.9 (dd; Cy), 160.8-160.9 (dd; C,), 163.3-165.6 (dt; C,), 169.5 (C=0).

MS (ESI'): vypocitand hodnota = 282,0; experimentalni hodnota: 282,1.
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Kyselina 2-(2,3,4,5,6-pentafluoro-N-metylfenylsulfonamid)octova (7):

O | o F 7: CoHgFsNO4S', 310 mg, 97%, bila tuha latka, Tsn = 191-193 °C.
HO)J\/ N\/s/’ F
/ "H NMR (CD;OD): & 3.06 (s; 3H; CHs), 4.19 (s; 2H; CH,).
F F
F *C NMR (CD;0D): & 35.9 (CH,), 51.6 (CH,), 116.9 (m; C,), 138.3 (m; C,),

140.3 (m; C,), 145.2 (m; C,), 146.2 (m; C,), 147.2 (m; C,), 171.3 (C=0).

MS (ESI'): vypocitand hodnota = 318,0; experimentalni hodnota: 318,1.
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