SveuiliSte u Zagrebu

Farmaceutsko—biokemijski fakultet

Zeljka Babi¢ i Maja Crkven ¢ié

SINTEZA | KARAKTERIZACIJA
DERIVATA ANTITUMORSKOG LIJEKA
SORAFENIBA

Zagreb, 2010.



Ovaj rad izrden je na Zavodu za farmaceutsku kemiju Farmacetiske@mijskog fakulteta
SveuiliSta u Zagrebu pod vodstvom doc. dr. Zdnke Rajt i prof. dr. sc. Branke Zorc i

predan je na nai}aj za dodjelu Rektorove nagrade u akademskoj g@@ia®. / 2010.



KRATICE

CAS
CYP3A4
DNK
DMF
DMSO
EtOAC
IFN-a
IL-2

INN

IR

KBr
MeOH
MRI
NMR
PDGFR

R

SAR
TEA
TMS

t
UGT1A9
VEGFR

VHB

Chemical Abstracts Service

citokrom P450 3A4

deoksiribonukleinska kiselina

dimetilformamid

dimetilsulfoksid

etil-acetat

interferon alfa

interleukin-2

meiunarodno nezasgno ime international non-proprietary name)
infracrvena spektrofotometrijan{rared spectrophotometry)

kalijev bromid

metanol

magnetska rezonanaadgnetic resonance imaging)

nuklearna magnetska rezonantna spektroskopija

receptor trombocitnog faktora rastdat@let-derived growth factor
receptor)
faktor zadrzavanja

odnos izmdu strukture i djelovanjasiructure-activity relationship)
trietilamin

tetrametilsilan
temperatura taljenja

UDP-glukuronoziltransferaza 1A9

receptor vaskularnog endotelnog faktoraarggascular endothelial
growth factor receptor)

virus hepatitisa B



SADRZAJ

R U Y To ISP 1
1.1. KarCinOmM DUBIEQa .....cooo e 2
1.1.1. Lijgenje Karcinoma DUDIEQa .......coooeeeiiiiieeeeeee e 4

1.1.2. Kombinirano lijgenje karcinoma bubrega ............cooooiiiiiiiiiiieees 5
D (= (ol [ 0T 0 T = = PP PP 6
1.3, SOraf@NID ...t e a e e e e e e e aearaaee 8

IR 0 AN 01T o T | = W o [ 11 ] 10 [ = 9

1.3.2. Metabolizam i €liMINACIHA .......cooiieeeeeeiieee e 9

1.3.3. Otkrée sorafeniba ........coouuiiiiiiiiiii e —————- 10

1.3.4. Dizajniranje sorafeniba ... 11

1.3.5. Mehanizam djelovanja ...........oouiiiceeeemriiiii e 12

1.3.6. Receptorske protein-tiroZiN-KiNAZE .. ... .eeeeiiniieeee e 13

1.3.7. Ras, Raf i MAPK SIgNalNi PUL.........o oo 13
1.4. Kombinatorna i paralelna SiNteza......cccceeiiiiiiiiiiiiiiii e 15

2. ORI 1 SPECIfiENT CIlJEVI FAUA........ci i e e e e e e 17

3. Materijali | MELOUE ... erer e e e e e e e e e e e e e e eeeaneees 19
3.1. Sinteza klorida 4-klorpikolinske kiseline iG@metoda sinteze amida 4-klorpikolinske
LY== (1 = T =) 21

3.1.1.N-ciklopentil-4-klorpikolinamid (1a) ...........ommmeeeeeeerreeeeeeeiiiiiirnnsee e e eeeeeeeeens 21

3.1.2.N-cikloheksil-4-klorpikolinamid (1D) ........coommeee e 21

3.1.3.N-cikloheksilmetil-4-klorpikolinamid (1C) ......cceeeeereeieeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 22

3.1.4.N-benzil-4-klorpikolinamid (1d) ........ceevemiieemeiiiiiiii e 22

3.1.5.N-feniletil-4-klorpikolinamid (1€)...........evvueemrrrmiiiiiiie e e e e e e 22
3.2. Oga metoda sinteze eter-amida (28-€) .......ccceveeeeieeeeeieieeeeeee e e 23

3.2.1. 4-(4-AminofenoksiN-ciklopentilpikolinamid (2a) .........cccceeevvieeeiiieiiiiiieeeiiiians 23

3.2.2. 4-(4-AminofenoksiN-cikloheksilpikolinamid (2b) .........ccccoeiviieiiiiiiiiiiieeiiis 24

3.2.3. 4-(4-AminofenoksiN-cikloheksilmetilpikolinamid (2C) .........cccocceeeeevvevvveennnns 24

3.2.4. 4-(4-AminofenoksiN-benzilpikolinamid (2d).........ccooeeiieei e mmmceee e eeeeeeeee 25

3.2.5. 4-(4-AminofenoksiN-feniletilpikolinamid (2€) .........ceeeeeiiiiieeeeciiiiee e, 25
3.3. Oga metoda sinteze urea-eter-amida (38-€) ..ccceeeveeeveeeiiiiiiiiiiine e e e e e eeen 26

3.3.1.N-ciklopentil-4-(4-(3-(4-kloro-3-(trifluormetil)fejureido)fenoksi)pikolinamid

5 ) PSP 26

3.3.2.N-cikloheksil-4-(4-(3-(4-kloro-3-(trifluormetil)ferjureido)fenoksi)pikolinamid

(5] o ) TR TPPOP 26

3.3.3.N-cikloheksilmetil-4-(4-(3-(4-kloro-3-

(trifluormetil)fenil)ureido)fenoksi)pikolinamid (3C........ccoevereeiiiiiiiiiiiiiii e, 27

3.3.4.N-benzil-4-(4-(3-(4-kloro-3-(trifluormetil)fenil)urielo)fenoksi)pikolinamid (3d) 27
3.3.5.N-feniletil-4-(4-(3-(4-kloro-3-(trifluormetil)fenilureido)fenoksi)pikolinamid (3e)
................................................................................................................................ 28



O YA | c= LU - F] o] -\ VZ- PP 29

T4 | U oX PP 39
T (=T =Y (U] = OSSPSR 41
T ST VA= ]t | G OO UPPTRPPTR 44
B SUMMMATY ettt e et e ettt e et e nae e e e et e e e et e e e et e e eenans 46
9. ZANVAIE ... e e e e e n e e a e ear e 48

10. Zivotopisi
11. Prilozi



1. UVOD



Zadatak ovog znanstvenog rada bio je pripraviti givata citostatika sorafeniba
(3a-e) Sorafenib je noviji citostatik, inhibitor Raf kaze (protein kinaze), odobren u terapiji
karcinoma bubrega i jetre. Po kemijskoj &iraorafenib je amid, eter i urea, a derivati se

razlikuju u amidnoj komponenti. U ovom radu opisanenjihove potpune sinteze.

1.1. Karcinom bubrega

Vecina malignih promjena bubrega klasificiraju se kaoalni adenokarcinom ili RCC
I potjecu iz epitela proksimalnih tubula bubrega. Na njetgmda 90 do 95 % svih karcinoma
koji se javljaju na bubrezima te priblizno 2 % svitalignih oboljenja u odraslih ljudi. U
proteklih 50 godina broj ljudi kojima je dijagnadtan RCC dramatno se povéao: procjene
su da je u SAD-udestalost obolijevanja od RCC-a u navedenom razd@uajasla za 126 %.
Taj porast povezan je s puSenjem, hipertenzijoretilp&u i prehranom, no takier i s
napretkom u dijagnostici (kompjuterizirana tomogeafCT) i magnetska rezonanca (MRI)).
Iz joS nedovoljno razjasnjenih razlogaXe pogda musSkarce nego Zene. Omjer oboljelih
Zzena i muskaraca je 1:1,5 (Negrier i sur. 2005; #anngur.,2000).

RCC je Sesti po redu uzrok smrtnostidneéarcinomima. No u proteklih 30 godina
prognoza za oboljele od RCC-a se poboljSala. Atkerdrustvo za nadgledanje istrazivanja
karcinoma The American Society of Cancer Surveillance Research) navodi porast broja
pacijenata s karcinomom bubrega koji su pozivjejoflina nakon postavljanja dijagnoze. Taj
postotak je u razdoblju od 1992. do 1999. godinesm 63 %, u razdoblju od 1983. do 1985.
56 %, a izméu 1974. i 1976. godine bio je 52 %.

Postoji znaajna razlika u ishodu bolesti ke pacijentima kojima je bolest
dijagnosticirana u ranijoj fazi i onih kod kojih jrepoznata tek u kasnoj fazi. Présie
vrijeme prezivljavanja pacijenata s metastatskirtikom RCC-a je 6 do 12 mjeseci, a tek za
njih 10 do 20 % iznosi 2 godine. Priblizno 25 % igatata u vrijeme kada se RCC
dijagnosticira vé ima metastaze.

Glavni histoloSki podtipovi RCC-a su karcinom stlife stanica, kromafini ili
papilarni, kromofobni, onkocitni, karcinom sabirnih kang&k i neklasificirani karcinom.
Karcinom bubrega sa svijetlim stanicama jecegj oblik i ¢ini 70 do 80 % svih sliajeva
RCC-a (Negrier i sur., 2005).

Proliferacija stanica tumora je stimulirana sigmai molekula koje aktiviraju

receptorske tirozin kinaze (RTKs), ukijyu¢i 1 epidermalne faktore rasta (EGFs),



trombocitni faktor rasta (PDGF), citokin (c-Kit) FLT3 (jedan od faktora rasta
hematopoetskih stanica) (Zwick i sur., 2002; Schieger i sur., 1997). Vezanje faktora rasta
za odgovarajti receptor aktivira receptorsku tirozin kinaznuiakost i dovodi do aktivacije
Ras-a. Posljedno Ras aktivira Ras/MEK/ERK signalne puteve (Hexrrérsur., 2002).
Aktivirani ERK translocira se iz citoplazme u jeagr modificira gensku ekspresiju preko
fosforilacije transkripcijskin faktora, Sto je dgtgje opisano u poglavljima 1.3.5., 1.3.6. i
1.3.7. Aktivacija Ras signalnih puteva paleeslijed dogdaja koji stimuliraju diobu i
prezivljavanje stanice, a javlja se tijekom pretjer ekspresije mutacija RTKs, mutacijske
aktivnosti k-Ras ili mutacijske aktivacije nizvotinieceptora Ras-a kao Sto je b-Raf (Davies i
sur., 2002).

EGFR je pretjerano eksprimiran u podskupini humakagcinoma plda. PDGFs
pomazu razvoj glioblastoma i igraju vaznu ulogu torkénim mijeloproliferativnim
karcinomima. FLT3 je mutacijski aktiviran kod akitrmijelogenetskih leukemija, a c-Kit je
aktiviran kod gastrointestinalnih tumora vezivndgvd. Ras mutacije su prisutne kod
najmanje 45 % svih karcinoma kolona i kod vise @% tumora egzokrinog pankreasa
(Downward i sur., 2003). Mutirani b-Raf je prisutanvisokom postotku kod melanoma
(Davies i sur., 2002).

Neovaskularizacija je visoko regulirani proces Kageg je proliferacija vaskularnih
endotelnih stanica, limfatih endotelnih stanica i stanica glatkih ndi&koje podupiru nove
krvne Zile kontrolirana preko viSe faktora rastgi ks povezuju sa RTKs. Faktori rasta
ukljuceni u neovaskularizaciju su vaskularni endotelnktde rasta (VEGF), ba&ni
fibroblastni faktor rasta (bFGF) i PDGF. PDGFs téopodupiru stabilizaciju krvnih zila
preko regrutacije i dozrijevanja pericita (Bergarsur., 2003). Periciti suazgranate,
zvjezdaste stanice vezivnog tkiva koje sudjelujagradnji kapilara i malih venuld akader,
bFGF i VEGF razliito aktiviraju Raf, Sto rezultira zaStitom endotblstanica od apoptoze
(Alavi i sur., 2003; Hood i sur. 2002), zajednossianulacijom proliferacije (Meadows i sur.,
2001; Doanes i sur., 199%)me se osiguravaju uvjeti za neovaskularizaciju.

Dakle, aktivacija RTK signalnih puteva je vazan mmkam preko kojeg vea
humanih tumora stimulira svoju proliferaciju i peekojih se potie i stabilizira tumorska

neovaskularizacija.



1.1.1. Lije¢enje karcinoma bubrega

Budwi da je RCC iznimno otporan na radioterapiju i kéenapiju najdinkovitiji
pristup karcinomu je sprfavanje njegova nastanka. U &ju maligne promjene normalnih
stanica u tumorske i petka nekontrolirane proliferacije, vrijeme koje t@kne do
dijagnosticiranja tumora, a time i ¢&ka lijg€enja, igra najvéu ulogu u prezivljavanju
bolesnika. Otkrivanje tumora u ranoj fazi daje eé§vSanse za prezivljavanje jer je mnoge
slicajeve karcinoma moge izlijeciti lokalnom terapijom, kirurSkim zahvatom ili Zrnjem.
Stupanj izlj€enja lokaliziranog ranog karcinoma je visok, oko%@0Meiutim, prezivljavanje
bolesnikaciji se karcinom proSirio u susjedna tkiva pada ka 60 %, dok je u bolesnika s
metastatskim karcinomom maniji od 10 %.

Kirursko lijecenje i radioterapija sucinkoviti oblici lijecenja neproSirenih karcinoma,
jer se u tom skaju selektivnost za stanice tumora postize lokeljam zahvata, uz paznju da
se Sto manje oStete normalne stanice. Ove vrsterija ne mogu dosegnuti stanice
karcinoma koje su se prosirile po organizmu, stiggéenje proSirenih karcinoma zahtijeva
uporabu kemoterapijskih lijekova. Tijekom njihovazvoja nastojalo se otkriti temu se
tumorske stanice razlikuju od normalnih stanicakdto iskoristiti za terapiju.

Vecina kemoterapijskih lijekova starije generacijeldje tako da oStaije DNK ili
ometa njezinu sintezu, no time se istovremeno irdjib i normalne stanice koje se brzo
dijele, kao Sto su krvotvorne stanice ili stanioékiula kose. Zbog toksnosti ovih lijekova
ucinkovitost terapije je ograténa jer se mnogi karcinomi ne mogu eliminirati somon
kolicinom lijeka koju bolesnik moze podnijeti.

Zajedntko obiljezje tumora je da nekontroliranim rastomundaju normalnim
stanicama prostor i resurse za zivot. Taj agresizsh tumora mora biti podrzan stalnim
dovodom hranjivih tvari i kisika, zbogega tumorske stanice ¢kl niz faktora rasta koji
stimuliraju proliferaciju kapilarnih endotelnih siaa Sto dovodi do urastanja novih kapilara u
tumor. Na temelju toga se razvio jedan od pristijp&enju karcinoma koji puno obava, a
to je uporaba lijekova koji ometaju angiogenezumet spri€¢avaju rast tumora ne djeludju
izravno na zléudne stanice. Vaznost angiogeneze prvi je spozodah]JFolkman 1971.
godine, a stalna istrazivanja Folkmana i suraduai@&eela su do razvoja novih lijekova koji
inhibiraju¢i angiogenezu spravaju proliferaciju endotelnih stanica. Buédwa ti lijekovi
selektivno inhibiraju stvaranje novih krvnih Zilani manje oSt&uju normalne stanice od
uobicajenih citostatika jer postaje krvne Zile ostajuduvane za opskrbu stanica s normalnim

potrebama.



Uloga onkogena i tumor-supresorskih gena u raztwojwra se intenzivno préava.
Alternativna strategija selektivnog I§enja tumora temelji se na razvoju lijekova spénii
usmjerenih protiv onkogena koji p&ti tumorski rast. To su mutirani ili nenormalno
eksprimirani oblici gena koji kontroliraju dijelj@ni prezivljavanje stanice. Normalni oblici
gena nazivaju se protoonkogeni i igraju vaznu ulagiivotu stanice. Nazalost, to Znaa
onkogeni nisu specifni za tumorske stanice pa bi neselektivni inhibitekspresije ili
funkcije onkogena najvjerojatnije djelovali i narn@lne i na tumorske stanice. Razvoj
lijekova koji bi ciljano djelovali na pojedine ongene nije sasvim jednostavan, ali nekoliko
ob&avajlih rezultata pokazuje da je ciljano fgnje usmjereno protiv odtenih onkogena
ipak mogude (Cooper i Hausman, 2004).

1.1.2. Kombinirano lije¢enje karcinoma bubrega

Kombinacija lijeka koji aktivira imunoloSki odgovoorganizma s lijekom koji
zaustavlja dotok krvi karcinomu pomaZze organizmboubi protiv tumora. Interferon-alfa
(IFN-0) je protein kojeg u organizmu proizvode leukocijegova primarna uloga je
sudjelovanje u imunoloskom odgovoru protiv virusnihfekcija, a takder poj&ava
sposobnost organizma za borbu protiv tumora. Koriseé nekoliko desetlja u lijecenju
karcinoma bubrega. Drugi lijekprafenib, lijek je iz skupine antiangiogenika. Kmnacijom
tih lijekova zn&ajno se poweao broj pacijenata koji pozitivnho odgovaraju naapaju, a
Zivotni vijek pacijenata se znatno produljio. Kaska koriste zajedno, ti lijekovi dovode do
smanjivanja tumora u 8 % pacijenata te do stalaifiedolesti u 62 % pacijenata.

Kod svih ispitanika karcinom bubrega je bio neopeaa ili u zavrsnoj, metastatskoj
fazi. Sudionici su uzimali sorafenib u obliku taaledva puta na dan, a IFN4iri puta na
tiedan tiekom osam tjedana. Ukoliko je tumor paiestasti ili se smanjio nakon dvotjedne
pauze nastavljalo se s terapijom sve dok tumor mediao ili se stanje pogorsalo (Escudier i
sur., 2007).

lako RCC stanice imaju receptore za estrogen, ptegmn i testosteron, terapija
hormonima ne smatra se dovoljngnkovitom (Atzpodien i sur., 2001). OpsezZna istvahija
u pacijenata na kemoterapiji pokazala su ptosjgoboljSanje ajeg stanja od 5,5 % (Amato
RJ, 2000).



Terapija citokinima, u koje spada i IFN smatra sejereno uspjesSnim oblikom
lje¢enja karcinoma zbog prath nuspojava. Of pregled viSestrukih kligkih pokusa s
IFN-om pokazao je da je Sansa za potpunu remisikom primjene imunoterapije 12,9 % te
da je nefrektomija pkgna s imunoterapijom najuspjesniji oblik tigmja metastatskog
karcinoma bubrega u bolesnika s minimalnim simptoai Meta-analiza&etiri nasumtna
pokusa dala je podatke o smanjenoj smrtnosti u oakgodinu dana pri lijegnju s IFN-om
(Coppin i sur., 2005). Mwtim, novija istrazivanja pokazuju da u pacijenataizikom
srednjeg stupnja nema razlike u prezivljavanju bagredovanja bolesti (PF§rogression-
free survival,) i u sveukupnom prezivljavanju (O8verall survival) izmedu lijecenja sa IFN-
om ili interleukinom-2 (IL-2) u odnosu na kontrolngkupinu koja je primala
medroksiprogesteron acetat (Negrier i sur., 2005).

IL-2 se intenzivno pratavao kao terapija za RCC, pokazijuarijabilnu uspjesnost.
Velike doze IL-2 pokazale su se toksima zbog nastanka sindroma koji uklge ozbiljnu
hipotenziju, pléni edem i porem&] bubrezne funkcije. Niske doze IL-2 davane potkoz
pokazale su se manje djelotvornima, no podnosiynaj(Yang i sur., 1997).

Nedavna klintka studija u fazi Ill u pacijenata s RCC-om, ko yspordivala
djelotvornost IFN-a, niskih doza IL-2, IFN-a u koméciji s IL-2 te medroksiprogesteron
acetata, nije pokazala nikakve razlike u PFS-Q8-u, ali je pokazala smanjenje sigurnosti i
kvalitete Zivota pri upotrebi citokina (Negrierurs, 2005).

Za kombinacije imunoterapije i kemoterapije nemsniha rezultata; jedni uguju na
zn&ajnu Winkovitost u lijgenju uznapredovalog renalnog karcinoma u odnosu na
hormonsku terapiju (Atzpodien i sur., 2001), a daeyova kombinacija nije uspjela pokazati

nedvojbenu &inkovitost (Negrier i sur., 2000).

1.2. Karcinom jetre

Hepatocelularni karcinom (HCC) ragi je od tri tipa karcinoma Kkoji primarno
nastaju u jetri. Podestalosti je to peti karcinom u svijefle¥e pogda musarce nego Zene,
u omjeru 3:1. Smatra se da je to povezanoéemeprevalencijom alkoholizma, kramim
jetrenim bolestima te posebno infekcijom virusonpdtéisa B (VHB). Infekcija virusom
hepatitisa C takder je jedan od faktora rizika za HCC, no joS nijemato do koje mjere.

Premda postoje brojne potvrde koje éyju na povezanost VHB-a i HCC-a, sumnja



na neke tvari kao Sto su npr. aflatoksini. Aflaioksu spojevi koje proizvode plijesni vrste
Aspergillus flavus, mogu se éau pljesnivim zitaricama, a u ispitivanjima na dinjama
pokazali su se izrazito karcinogenima.

Ciroza jetre nije nuzan prekursor HCC-a, ali 608f0% oboljelih od HCC-a ima
prisutnu i cirozu jetre (Kumar i sur., 1992). lal&€C moze uzrokovati po¢anje jetre, on se
nage&e pojavljuje u vé oSt&enoj jetri (cirozi jetre) pa su u tim slajevima naglo povi@nje
jetre, pojava ascitesa, poviSenje tjelesne temyeratbol u trbuhu znakovi koji uguju na
tumor. Zutice nema ili moze biti vrlo blagog intéera. Od ranih simptoma mogu se jo3
pojaviti opta slabost, anoreksija, gubitak tjelesne tezinepraekad i manina i povrganje
(Vuceli¢ i sur., 2002; Kumar i sur., 1992).

U listopadu 2007. godine Europska komisija je odabsorafenib za lijgenje
pacijenata s HCC-om, temeljeno na pozitivnim padacitrée faze placebo-kontrolirane
studije koja je pokazala da je sorafenib za 44 @duyljio OS kod pacijenata s HCC-om u
odnosu na placebo. U toj studiji srednje sveukuprexivlijavanje bilo je 10,8 mjeseci u
pacijenata koji su primali sorafenib u usporedbiBga mjeseci u pacijenata koji su primali

placebo (www.emea.europea.eu).



1.3. Sorafenib

Sorafenib je méunarodno nezageno ime (INN)  4-(4-(3-(4-kloro-3-
trifluormetilfenil)ureido)fenoksiN*metilpiridin-2-karboksamida  (Slika 1). Molekulska
formula sorafeniba j&€,;H16CIF3N4O3, molekulskamasa mu je 464,8. Njegov CAS broj je
284461-73-0.

Dolazi u obliku soli tosilata, ciji je kemijski naziv 4-(4-(3-(4-kloro-3-
trifluormetilfenil)ureido)fenoksi)N*metilpiridin-2-karboksamid 4-metilbenzensulfonat,
molekulske formuleC,1H16CIFsN4O3, C;HgO3S, a molekulska masa mu je 637,0. CAS broj
sorafenib tosilata je 475207-59-1 (Sweetman, 2007).

Sorafenib je oralni viSestruki inhibitor kinaza kbjokira kinaze u stanicama tumora
(c-Raf, b-Raf, V600OE b-Raf, c-Kit i FLT-3) i u tumskoj vaskulaturi (c-Raf, VEGFR-2,
VEGFR-3 i PDGFR-R). Raf kinaze su serin/treoninakm, a c-Kit, FLT-3, VEGFR-2,
VEGFR-3 i PDGFR-3 su receptorske tirozin kinaze \{w&mea.europa.eu).

Najce&e nuspojave u pacijenata koji primaju sorafenilk@ne reakcije na rukama i
nogama, te osipCeste nuspojave su jos leukopenija, limfopenija,ndjee neutropenija i
trombocitopenija, a mogu se pojaviti i hipertenzli@moragija, hipofosfatemija. Od ostalih
nuspojava javlja se joS alopecija, pruritus, s@hkoze, gastrointestinalne tegobe, artralgija,
mialgija i periferna neuropatija. U ozbiljnim nug@eama, méu kojima su ishemija ganog
miSi¢a i infarkt miokarda, nije primifgena razlika izméu sorafenib i placebo skupine. Ako
do njih date, terapiju treba prekinuti (Sweetman, 2007).
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Slika 1. Sorafenib.



1.3.1. Apsorpcija i distribucija

Nakon per os primjene tablete sorafeniba prasja relativna bioraspolozivost iznosi
38 do 49 % od ukupne doze, u usporedbi s oralnamjgmom otopine sorafeniba. Apsolutna
bioraspolozivost nije poznata. Maksimalnu koncemijinau plazmi €may pOstize za priblizno
3 sata. Koncentracija sorafeniba u plazmi smargajea 30 % ako se lijek uzima uz hranu
bogatu mastima.

Poveanjem primijenjene doze lijeka iznad 400 mg préisecrax i povrsina ispod
krivulje (AUC) viSe ne rastu linearno u odnosu na primijenjemzud (njihov rast se
usporava). Vezanje sorafeniba in vitro za protgiagme iznosi 99,5 %. ViSestruko doziranje
sorafeniba tijekom 7 dana rezultiralo je dva i plol sedam puta ¢em akumulacijom u
usporedbi s primjenom pojedifree doze. Ravnotezne koncentracije sorafeniba unplaz

postizu se unutar 7 dana (www.emea.europa.eu).

1.3.2. Metabolizam i eliminacija

Poluvrijeme eliminacije sorafeniba je 25 do 48 .sdiorafenib se primarno
metabolizira u jetri i podlijeze oksidativnoj biatrsformaciji, putem CYP3A4, kao i
glukuronidaciji, putem UGT1A9.

Do sada je identificirano osam metabolita soraf@nitd kojih je pet detektirano u
krvnoj plazmi. Glavni cirkulirajai metabolit, piridinN-oksid, u uvjetima in vitro pokazuje
djelovanje skno sorafenibu.

Nakon oralne primjene otopine sorafeniba (doze@@irhg), 96 % sorafeniba izluse
unutar 14 dana. Fecesom se dzld7 %, a urinom u obliku glukuronida 19 % doze ¢ivie
lijeka koja se izldi putem fecesaini nepromijenjeni sorafenib (51 % primijenjene dfZoji
nije detektiran u urinu (www.emea.europa.eu), &ajaa metabolit je i karboksilna kiselina
(Negrier, 2005). Konjugati iztieni bilijarnim putem mogu biti hidrolizirani djelenjem
crijevne flore, a oslokteni sorafenib se moze ponovo apsorbirati. Enteratitéq cirkulaciju
ometaju antimikrobni lijekovi te stoga istodobna ingena neomicina smanjuje

bioraspolozivost za 54 % (www.emea.europa.eu).



1.3.3. Otkriée sorafeniba

Do osamdesetih godina dvadesetog staljetkrice novih lijekova bilo je orijentirano
na sintezu novih citotok&iih kemoterapijskih lijekova, bez potpunog razuwajga
molekularnih mehanizama koji pokre nastajanje tumora. Betkom osamdesetih godina
pacinje identifikacija promjena u stanici odgovornia maligne transformacije.

Nizom otkria, koja se nastavljaju i danas, otkriveni su onkagkoji izazivaju i
odrzavaju karcinom, i tumor-supresorski geni, lsgrjggavaju nastanak malignih promjena.
Identificirane su, takder, promjene na strukturi gena, kao Sto je nprilasga DNK, koja
moze stvoriti preduvjete za nastanak tumora tag@Etivira ili inaktivira gene odgovorne za
regulaciju rasta stanice. Onkogeni se mogu aktivirasljednom ili stéenom mutacijom
gena, fuzijom s drugim genima (npr. tijekom infg&anekim vrstama virusa ili zbog greske
nastale tijekom diobe stanice). Tdko, moZze dé do nenormalne ekspresije proteina zbog
amplifikacije (stvaranja mnogo kopija istog genavetane aktivnosti promotora (dio DNK
ispred gena koji kontrolira ekspresiju gena) ibfginske stabilizacije.

Ispitivanja funkcije onkogena doprinijela su razjewanju nastanka tumora.
Prouwavaju se kljdni sudionici signalnih puteva koji su vazni za feshciju, diferencijaciju,
prezivljavanje, adheziju, pokretljivost, koordinacirazmnozavanje i apoptozu stanica.dMe
onkogenima nalaze se i geni koji kodiraju faktasta, konstitutivno aktivne tirozin-kinazne
receptore faktora rasta i nereceptorske tirozimkn

Ovi proteini sudjeluju u prijenosu signala putemiverzalne mitogen-aktivirane
protein kinaze (MAP-kinaze; MAPK) ndastanénim signalnim putem. MAPK signalni put
regulira normalnu proliferaciju, prezivljavanje,fetiencijaciju i adheziju tako da prenosi
izvanstanine signale razitih faktora rasta do speaifiih transkripcijskih faktora i na kraju u
jezgru stanice patuci sintezu potrebnih proteina. Neregulirana aktijgasignalizacije kroz
MAPK put ima zndajnu ulogu u nastanku raka, ukijyu¢i nastanak nekoliko tipova dobro
prokrvljenih solidnih tumora te hematoloSke malidpodesti.

U vrijeme pdetka farmaceutskih istrazivanja koja su dovela @afeniba, na trzistu
nije bilo citostatskih lijekova — inhibitora kinazéledutim, prije nego Sto je sorafenib
odobren, pojavila su se dva ciljana antitumorsjekdi prve generacije — imatinib (Glee%ec
Novartis) i erlotinib (TarceVy Genotech) (Patrick i sur., 2009).
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1.3.4. Dizajniranje sorafeniba

U nastojanju da se prode spoj uzor za sorafenibligh throughput screening (HTS)
tehnologijom ispitano je djelovanje 200 000 spojegaekombinantnu Raf-1 kinazu (talev
nazvanu c-Raf). HT$hnologijakoristi robotiku i osjetljive detektore spojeneaunalnim
programom,¢ime se brzo moze ispitati aktivhost velike Kole spojeva, oko 100 000
spojeva na dan. To veliko istrazivanje dovelo jeidbntifikacije uree | kao spoja uzora koji
posjeduje aktivnost u mikromolarnim koncentracijai@bka 2).

U daljnjim istrazivanjima sintetizirani su mnogopmoderivati te uree s razitim
supstituentima i prstenovima. Tako je otkrivenontitilna skupina yara polozaju na fenilu
deseterostruko pajava djelovanje. Opet je sintetiziran cijeli nizustiurnih analoga u kojima
je jedna po jedna funkcionalna skupina sistematsknjenjivana drugom. Unatcsintezi
velikog broja spojeva ova konvencionalna strategi@dovela do veeg napretka.

Zatim se preSlo na paralelnu sintezu kojom se pedbiz tislku analoga sa svim
moguwim kombinacijama razitih supstituenata i prstenova. To je dovelo daiotkuree IV
s tek malo poboljSanim djelovanjem. Zanimljivo ja du ti rezultati odstupali od rezultata
dobivenih SAR proré&unima.

Spoj IV ima fenoksi supstituent i izoksazolski prsta ni jedna od tih skupina nije
smatrana pozeljnom prema SAR-u. Npr. spoj Il soksn supstituentom i spoj VI s
izoksazolskim prstenom imaju slabije djelovanjepmietnog spoja I. To uguje da nijedna
skupina nije dobra za djelovanje. #gim, SAR analiza koja ukljiuje mijenjanje jednog po
jednog supstituenta ne uzima u obzir sinergkstucinak koje mogu imati dvije ili viSe
promjena molekule. Strategija viSestrukih modifikacomogutuje identifikaciju takvih

sinergistékih ucinaka i ukazuje na ograf@nja u jednostavnim SAR analizama.
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Slika 2. Razvoj sorafeniba.

U daljnjim istrazivanjima spoj IV je uzet kao nospoj uzor. Zamjenom fenilnog
prstena s piridinskim otkriven je spoj V koji im&tpputa jée djelovanje, véu topljivost u
vodi i veti Clog P (mjera lipofilnosti lijeka, a time i mjera sposaisti lijeka da prde kroz
lipidne membrane u organizmu i @ do mjesta djelovanja). Kl&sim variranjem
supstituenata dizajniran je sorafenib koji je disyputa aktivniji od pdetnog spoja uzora
(Patrick i sur., 2009).

1.3.5. Mehanizam djelovanja

Kao Sto je réeno, sorafenib je inhibitor kinaza koji blokira amn kinazu te
serin/treonin kinazu, koje su povezane s VEGFR-¢#"DGFR-om. VEGFR | PDGFR imaju
klju¢nu ulogu u patogenezi karcinoma preko von Hippedhu (VHL) gena. VHL je tumor-
supresorski gen koji kodira protein ukdgn u regulaciju proizvodnje VEGF-a i PDGF-a. Ako
se VHL gen inaktivira dolazi do prekomjerne proidwe VEGF-a i PDGF-a Sto rezultira

trajnom stimulacijom receptora.
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Osim toga, mutacija gena za bilo koji protein lsydjeluje u kaskadi prijenosa signala
za proliferaciju i prezivljavanje stanice moze puigalno dovesti do karcinoma. Stvaranje
novih krvnih Zila omogéuje tumoru rast, Sirenje i na kraju prijelaz u nseésku fazu. Zbog

toga su receptori za VEGF i PDGF pogodne ciljneekule za terapiju karcinoma.

1.3.6. Receptorske protein-tirozin-kinaze

U ovoj porodici proteina nalaze se receptori zairue polipeptidnih faktora rasta.
Pojedini receptor sastoji se od izvanstari domene na N-kraju koja veze ligand, jedne
transmembranske alfa uzvojnice i citosolne domeaeCrkraju koja ima protein-tirozin-
kinaznu aktivnhost. Vezanje liganda (npr. faktorata® za izvanstaému domenu receptora
uzrokuje dimerizaciju receptora. Nakon dimerizadijelazi do autofosforilacije spojenih
receptora, jer se dva polipeptidna lanca uzajamstofiliraju. Takva fosforilacija ima dvije
kljucne uloge u signaliziranju tim receptorima. Kao pnfosforilacija tirozina unutar
kataliticke domene povava aktivnost protein kinaze, a kao drugo, foshaijh tirozina izvan
kataliticke domene oblikuje specifio vezno mjesto za dodatne proteine koji prenose
unutarstanine signale. Na kraju dolazi do fosforilacije unatantnih ciljnih proteina preko
kojih ¢e se dalje Siriti signal, koji je zaf@o vezanjem faktora rasta (Cooper i Hausman,
2004).

1.3.7. Ras, Raf i MAPK signalni put

Signalni put MAPK je kaskada protein kinaza kojeajmklju¢nu ulogu u prijenosu
signala u eukariotskim stanicama. Ovaj put je ostavan tijekom evolucije pa ga mozemo
nati u svim eukariotskim stanicama, od kvasca do Jj@o govori 0 njegovoj vaznosti.
SrediSnji je element toga puta porodica proteim#geeonin-kinaza koje se zovu MAP-
kinaze, a aktiviraju se u odgovoru na régh faktore rasta i druge signalne molekule.

Postoje tri tipa MAP-kinaza nde kojima je i ERK éxtracellular signal-regulated
kinase). Aktivaciju ERK-a potéu faktori rasta koji djeluju preko protein-tirozkinaze ili
receptora povezanih s G-proteinima. Aktivacija ERKosredovana je proteinima Grb2 i
faktorom izmjene gvanozina (GEF) te proteinskimakiama Ras i Raf, koje se kaskadno
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aktiviraju. Nakon vezanja faktora rasta za recegdtwazi do fosforilacije proteina Grb2, koji
onda sa proteinom GEF aktivira Ras. Ras zatim aéitprotein-serin/treonin-kinazu Rad
Raf potom fosforilira i aktivira drugu protein-kina, nazvanu MEK (prema MAP
kinaza/ERK kinaza). MEK aktivirdélanove porodice ERK tako Sto fosforilira i treorkasi
tirozinske ostatke. ERK zatim fosforilira ciljne gbeine — druge protein kinaze, a dio
aktiviranih ERK ulazi u jezgru i fosforilira tranggcijske faktore, koji dovode na kraju do
ekspresije neposredno ranih gena koji sdingn transkripcijski faktori. Tako dolazi do
ekspresije brojnih nizvodnih proteina.

SrediSnja uloga puta ERK razjasnjena je tijekomugmeanja Ras proteina, koji su
prvi put otkriveni kao onkogeni proteini tumorskiirusa koji uzrokuju sarkome u Stakora
(otuda ime Rag,at sarcoma virus).

Ras proteini veZzu gvanozin; izmjenjuju se inaktiatilik Ras-a koji veze GDP i
aktivni oblik koji veze GTP. Aktivhost kompleksa R&TP prestaje kada se hidrolizira GTP.
Hidroliza je potaknuta djelovanjem proteina kojitigo aktivnost GTPaze (GAP). Raf se
pretvara u aktivni oblik tako da se vezani GDP @amga GTP-om, a ta izmjena je potaknuta
GEF-om.

Jedna od mutacija koja moze dovesti do karcinomaygacija gena Rasija je
posljedica inhibicija hidrolize GTP-a na nenormaing@roteinu. Mutirani Ras proteini tako
ostaju u stalno aktiviranom obliku i p&ti nekontroliranu proliferaciju tumorskih stani¢ak

I u odsutnosti faktora rasta (Cooper i Hausman4200
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Slika 3. Ras/Raf/MEK/MAPK signalni put

1.4. Kombinatorna i paralelna sinteza

Kombinatorna i paralelna sinteza oméguaju proizvodnju velikog broja spojeva u

kratkom vremenskom razdoblju. Reakcije se provodemaloj skali pa proces moZzZe biti
automatiziran ili poluautomatiziran. Reakcije seode u nekoliko reakcijskih posuda u isto

vrijeme, pod istim uvjetima, ali s raZiiim reagensima u svakoj reakcijskoj posudi.

U proslosti su projekti u farmaceutskoj industuiljucivali identifikaciju spoja uzora

koji ima bioloSku aktivnost, a koji se onda modiao kako bi se razvio kligki koristan

lijek. Za identifikaciju mjesta djelovanja i odliganje mehanizma djelovanja lijekasto je
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potrebno puno godina. Danasc¢we farmaceutsko-kemijskin projekata z&ipge s veé
identificiranom metom, a zatim se radi na otkrivagpoja uzora koje stupiti u interakciju s
metom. Ovaj preokret se dogodio kao posljedica iGakihumanog genoma i razvoja
proteomike. Nakon mapiranja genoma identificiraivgék broj prije nepoznatih proteina, te
je svaki od njih mogao posluziti kao potencijalnatanlijeka. Farmaceutske kompanije bile su
suaiene s problemom identifikacije funkcije svakog pio& i pronalaska njegovog spoja
uzora. Prije razdoblja kombinatorne kemije i pdrakesinteza pronalazak spoja uzora bio je
ograntavajui faktor u cijelom procesu sinteza. Danas se uz géotakve sinteze mozZe u
kratkom vremenu sintetizirati i ispitati ti& spojeva kako bi se pronasli novi spojevi uzori,
ispitao SAR i pronasli analozi s dobrim farmakolaskicincima i minimalnim nuspojavama.

Postupci koji se koriste u kombinatornoj sinteziaamisljeni kako bi se proizvela
smjesa raztitih spojeva unutar svake reakcijske posude, dogasalelnom sintezom dobiva
samo jedan produkt u jednoj reakcijskoj posudicédito, paralelna sinteza je preferirana, jer
je lakSe identificirati produkt. Ipak, postoji pelra za koriStenjem kombinatorne sinteze za
pronalazak spoja uzora jer ta metoda moZe genezinatajno viSe spojeva u odtenom
vremenskom razdoblju, Sto p@awva vjerojatnost da se pralgaspoj uzor.

Tijekom procesa sinteze u svakoj reakcijskoj posuanjerno se proizvodi smjesa
produkata, Sto rezultira stvaranjem tiswnovih spojeva. Konvencionalnim metodama moglo
bi se za to vrijeme sintetizirati tek nekoliko d@s& spojeva. Kombinatorna sinteza protivi se
konvencionalnoj organskoj sintezi gdje sintati proizvodi samo jedan spoj koji se moze
identificirati, cCistiti i okarakterizirati. Produkti dobiveni komlatornom sintezom se ne
razdvajaju i ne pr@Scavaju, ali se testira njihovo bioloSko djelovanjgkoliko nema
bioloSkog djelovanja, nema potrebe nastaviti stikgmjima te smjese. S druge strane, ako
postoji bioloSka aktivnost, jedna ili viSe kompotiain smjesi su aktivne. lako identifikacija
bioloSke aktivnosti u smjesi od sto komponenti ontaga ustedu vremena jer u tomdcslju
sinteza, préis¢avanije i identifikacija svake komponente u smjgsi potrebna.

Medutim, uvijek postoji mogénost da smjesa ne sadrzi svelivane spojeve ako
neki reaktanti ili méuprodukti ne reagiraju kao Sto j&ekivano. Na temelju negativhog
rezultata zakljuje se da spojevi nisu aktivni, a moze se dogalditse neki od @kivanih
spojeva nisu ni nalazili u smjesi. Tako se mozenasiti spoj uzor. Pogresni rezultati mogu
nastati i u sliaju da pojedine komponente smjese mogu djelovatergistéki ili
antagonistiki pa se dginak pojedinog spoja ne moZe pravilno interpratitatiociti (Patrick,
2009).
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2. OPCI | SPECIFI CNI CILJEVI RADA



Cilj ovog rada bio je sinteza pet novih derivataageniba. U daljnjim istrazivanjima
koja prelaze okvire ovog rada ispiis se njihovo potencijalno antitumorsko i antivirasn

djelovanje.
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3. MATERIJALI | METODE



Talista ;) su odréena na Stuart SMP3 instrumentu (Barloworld ScientidK) i nisu
korigirana. IskoriStenja nisu optimirana.

Za tankoslojnu kromatografiju upotreblijene su sifjkl pléde 60 kss (Kemika,
Hrvatska), te petroleter/etil-acetat/metanol (38)0petroleter/etil-acetat/metanol (3:1:0,25),
petroleter/etil-acetat/metanol (3:1:0,15), ciklobak/etil-acetat (1:1), petroleter/etil-acetat
(1:1), etil-acetat te diklormetan/metanol (9:1kldimetan/metanol (95:5) kao pokretne faze.
Za kromatografiju na koloni kao nepokretna fazadten je silikagel vetiine ¢estica 0,063—
0,200 nm (Merck, Njem#ka), a kao pokretne faze petroleter/etil-acetaémat (3:1:0,5),
petroleter/etil-acetat/metanol (3:1:0,25), petmiéttil-acetat/metanol (3:1:0,15),
petroleter/etil-acetat (1:1) i diklormetan/metan(®:1). Za preparativhu kromatografiju
koriStene su pke (Merck) te diklormetan/metanol (9:1) i diklormetaetanol (95:5) kao
pokretne faze. Analizirani spojevi detektirani sV kracenjem ¢ = 254 nm).

IR spektri snimljeni su na Paragon FT-IR spektrofottru (Perkin Elmer, UK). NMR spektri
snimljeni su Bruker AV-600 spektrometrom (BrukeiSA) kod 300,13 MHz z&H, odnosno
kod 75,47 MHz z&>C jezgru. Uzorci su mjereni u DMS@-otopinama u NMR cjalicama
od 5 mm. Kemijski pomaci dani su u ppm u odnosuetmetilsilan (TMS) kao unutarnji
standard. Spektri masa snimljeni su na HPLC-MS/M®BLC, Agilent Technologies 1200
Series; MS, Agilent Technologies 6410 Triple Quad).

Reakcije sinteze ponda mikrovalova izvedene su u CEM Discover mikrovalno
pecnici (CEM, USA).

Pikolinska kiselinap-aminofenol i 4-kloro-3-(fluormetil)fenil izocijartanabavljeni
su od tvrtke Acros Organics (Belgija), ciklopentii@, cikloheksilamin,
cikloheksilmetilamin, benzilamin, feniletilamin iakjev t-butoksid od tvrtke Aldrich
(Njemaka), a kalijev karbonat od Kemike (Hrvatska).

U eksperimentalnom dijelu koriStena su bezvodnpadta Bezvodni toluen dobiven
je slijedéim postupkom: toluen je ekstrahiran vodom, zatimoguSen nad bezvodnim
kalcijevim kloridom, destiliran i ¢uvan nad elementarnim natrijem. Bezvodni
dimetilformamid (DMF): u 1 L DMF-a dodano je 100 nduhog toluena te je smjesa
destilirana. Toluen azeotropski veze vodu i deatitirvi, a zatim destilir&isti DMF. Cuvan
je nad aktiviranim molekulskim sitima. Bezvodni ldikmetan: diklormetan je pran vodom,
susen iznad kalcijevog klorida i predestiliran.

Sve ostale kemikalije bile su a. ¢istoce.
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3.1. Sinteza klorida 4-klorpikolinske kiseline i oga metoda sinteze
amida 4-klorpikolinske kiseline (1a-e)

Otopina tionil-klorida (5 mL) i bezvodnog DMF-a {85 mL) mijeSana je na 45 °C
kroz 20 minuta u inertnoj atmosferi dusSika. Pikeka kiselina (1,23 g, 0,01 mol) postupno je
dodana na toj istoj temperaturi, gg@mu nastaje zelena suspenzija, koja zagrijavangi2d
°C prelazi u tamnocrvenu otopinu. Reakcijska smypagaSana je na 72C tijekom 16 h,
nakoncega nastaje zuti talog. Tionil-klorid uklonjen jpawavanjem pod snizenim tlakom i
naparavanjem suhim toluenom. Dobivenom sirovom yktd kloridu 4-klorpikolinske
kiseline dodano je joS 10 mL bezvodnog toluenapdio odgovarajéeg amina (0,01 mol) i
trietilamina (2,79 mL, 0,02 mol) u bezvodnom tolue(c mL) dokapana je u reakcijsku
smjesu kroz 5 minuta na ledenoj kupelji. Nakon salta reakcijska smjesa je ekstrahirana tri
puta zasienom otopinom natrijevog klorida, suSena na bezepdmatrijevom sulfatu,

profiltrirana i uparena. Sirovi produkt @iécen je kromatografijom na koloni.

3.1.1. A-~ciklopentil-4-klorpikolinamid (1a)

Kolic¢ina ciklopentilamina: 0,988 mL.

Pokretna faza: petroleter/etil-acetat/metanol (BS):i petroleter/etil-acetat (1:1).
Iskoristenje: 1,621g (72 %).

t: 79-80°C.

IR (KBr): vmax 3328, 3064, 2961, 2870, 1666, 1575, 1556, 1518 cis".

H NMR (DMSO<ds, dppm,J/Hz): 8,62 (d, 1H, 3), 8,58 (d, 1H, 1'), 8,02 (8¢, B), 7,75 (dd,
1H, 4), 4,31-4,19 (m, 1H, 2'), 1,94-1,53 (m, 8H6J:

¥C NMR (DMSO4s, J ppm): 161,26 (1), 151,02 (2), 149,02 (3), 143,6), (25,36 (6),
120,98 (4), 49,82 (2'), 31,12 (3', 6'), 22,62 %,

MS/MS m/z 225,1 (M + HJ.

3.1.2. N-cikloheksil-4-klorpikolinamid (1b)

Kolic¢ina cikloheksilamina: 1,145 mL.

Pokretna faza: petroleter/etil-acetat/metanol (B1E).
Iskoristenje: 1,243 g (52 %).

t; 116-119°C.
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IR (KBI): Vmax 3330, 2930, 2853, 1650, 1578, 1554, 1534, 736.cm

IH NMR (DMSO-ds, Sppm,J/Hz): 8,61 (d, 1H, 3), 8,48 (d, 1H, 1), 8,01 (&4, B), 7,74 (dd,
1H, 4), 3,80-3,74 (m, 1H, 2), 1,79-1,16 (m, 10H7'3

13C NMR (DMSOds, J ppm): 161,54 (1), 151,90 (2), 149,91 (3), 144,58 (26,28 (6),
121,90 (4), 48,13 (2), 32,03 (3, 7'), 25,03 (84,73 (4', 6.

MS/MS m/z 239,1 (M + HJ.

3.1.3. M-cikloheksilmetil-4-klorpikolinamid (1c)

Koli¢ina cikloheksilmetilamina: 1,301 mL.

Pokretna faza: petroleter/etil-acetat/metanol (B1E).

Iskoristenje: 0,999 g (40 %).

t; 107-108°C.

IR (KBF): Vmax 3341, 3089, 2926, 2855, 1649, 1537, 736'cm

H NMR (DMSO-ds, dppm,J/iHz): 8,82 (t, 1H, 1), 8,62 (d, 1H, 3), 8,02 (dH,16), 7,76 (dd,
1H, 4), 3,16 (t, 2H, 2"), 1,68-0,97 (m, 11H, 3-8

13C NMR (DMSO4ds, d ppm): 163,08 (1), 152,37 (2), 150,46 (3), 145,60 (26,76 (6),
122,39 (4), 45,52 (2"), 30,86 (4', 8", 26,50 (83,81 (5', 7).

MS/MS m/z 253,1 (M + HJ.

3.1.4. N-benzil-4-klorpikolinamid (1d)

Koli¢ina benzilamina: 1,092 mL.

Pokretna faza: petroleter/etil-acetat/metanol (B2E).

IskoriStenje: 1,577 g (64 %).

t 70-72°C.

IR (KBr): vmax 3326, 1649, 1578, 1552, 1536, 736, 725%cm

H NMR (DMSO-ds, dppm,J/iHz): 9,40 (t, 1H, 1), 8,62 (d, 1H, 3), 8,01 (dH,16), 7,77 (dd,
1H, 4), 7,33-7,21 (m, 5H, arom. 4-8"), 4,50 (d, 2.

¥C NMR (DMSO4ds, J ppm): 163,26 (1), 152,23 (2), 150,57 (3), 145,6% (39,76 (3),
128.72 (4',8"), 127,83 (5',7"), 126,94 (6'), 125@6 120,98 (4), 42,98 (2).

MS/MS m/z 269,1 (M + Na).

3.1.5. M-feniletil-4-klorpikolinamid (1e)

Koligina feniletilamina: 1,260 mL.
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Pokretna faza: petroleter/etil-acetat/metanol (B1E).

IskoriStenje: 1,404 g (54 %).

t, 60-62 °C.

IR (KBr): Vmax3346, 1657, 1556, 1531, 733, 700tm

'H NMR (DMSO-ds, dppm,J/Hz): 8,88 (t, 1H, 1), 8,61 (d, 1H, 3), 8,01 (dH,16), 7,73 (dd,
1H, 4), 3,55-3.52 (q, 2H, 2'), 2,86 (t, 2H, 3").

13C NMR (DMSOds, J ppm): 162,50 (1), 151,73 (2), 149,98 (3), 144,5p (39, 24 (4),
128,54 (5',9"), 128,31 (6',8"), 126,33 (6), 126D} 121,86 (4), 40,44 (2"), 34,97 (3).
MS/MSm/z 261,1 (M + HJ.

3.2. Opta metoda sinteze eter-amida (2a-e)

Suspenzija kalijevog-butoksida (0,056 g, 0,0005 mol)ptaminofenola (0,054 g,
0,0005 mol) u bezvodnom DMF-u (5 mL) mijeSana jeswmdnoj temperaturi 30 minuta.
Nakon dodatka odgovardajeg amida 4-klorpikolinske kiselinkta-e (0,0005 mol) i kalijevog
karbonata (0,034 g, 0,00025 mol) reakcijska smjegaSana je u udaju za mikrovalnu
sintezu pod sljedeém uvjetima: P = 150 W,t = 173 °C,t = 10 min. DMF je uparen pod
snizenim tlakom, a ostatak nakon uparavanja otopkeu etil-acetatu i ekstrahiran tri puta
zastenom otopinom natrijevog klorida. Organski slojgeSen na bezvodnom natrijevom
sulfatu, profiltriran te je otapalo upareno. Sirguodukt pr@iSc¢en je kromatografijom na

koloni ili prekristalizacijom.

3.2.1. 4-(4-Aminofenoksi)A-ciklopentilpikolinamid (2a)

Kolic¢ina N-ciklopentil-4-klorpikolinamida {a). 0,112 g.

Pokretna faza: diklormetan/metanol (9:1).

Iskoristenje: 0,069 g (46 %).

Smolasti produkt.

IR (KBF): Vmax 3353, 2958, 2870, 1666, 1608, 1590, 1521, 1502),14284, 1198, 836 cth
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'H NMR (DMSO-<ds, dppm,J/Hz): 8,46 (d, 1H, 3), 8,44 (d, 1H, 1'), 7,34 (8, 5B), 7,08 (dd,
1H, 4), 6,85 (d, 2H, 8,12), 6,66 (d, 2H, 9,11),65(%, 2H, 13), 4,22-4,15 (m, 1H, 2Y), 1,99-
1,53 (m, 8H, 3-6").

13C NMR (DMSO4ds, d ppm): 167,30 (5), 163,31 (1), 152,74 (2), 150,8Y), (47,32 (7),
143,37 (10), 121,99 (8,12), 115,36 (9,11), 114,88 108,86 (4), 51,04 (2, 32,56 (3',6"),
23,95 (4', 5).

MS/MS m/z 298,2 (M + HJ.

3.2.2. 4-(4-Aminofenoksi)A-cikloheksilpikolinamid (2b)

Kolic¢ina N-cikloheksil-4-klorpikolinamida 1b): 0,119 g.

Prekristalizacija iz metanola i vode.

IskoriStenje: 0,075 g (48 %).

t; 150-153°C.

IR (KBr): vmax 3357, 3316, 2928, 2855, 1660, 1566, 1523, 1508 c&8".

H NMR (DMSO<ds, dppm,J/Hz): 8,45 (d, 1H, 3), 8,37 (d, 1H, 1'), 7,34 (¢, B), 7,08 (dd,
1H, 4), 6,85 (d, 2H, 8,12), 6,65 (d, 2H, 9,11), (%, 2H, 13), 3,77-3,68 (m, 1H, 2, 1,78-
1,04 (m, 10H, 3-7).

13C NMR (DMSO4ds, d ppm): 167,31 (5), 162,70 (1), 152,77 (2), 150,82 147,30 (7),
143,38 (10), 121,98 (8,12), 115,37 (9,11), 11486 (08,92 (4), 48,38 (2'), 32,58 (3',7"),
25,54 (5'), 25,18 (4', 6').

MS/MSmz 312,2 (M + HJ.

3.2.3. 4-(4-Aminofenoksi)A-cikloheksilmetilpikolinamid (2c)

Kolic¢ina N-cikloheksilmetil-4-klorpikolinamidaXc): 0,126 g.

Pokretna faza: petroleter/etil-acetat/metanol (B1E).

IskoriStenje: 0,075 g (46 %).

t: 135-137°C.

IR (KBr): Vnax 3390, 3364, 3194, 2924, 2838, 1680, 1526, 15089 12195, 844 ci.

H NMR (DMSO-ds, dppm,J/iHz): 8,65 (t, 1H, 1), 8,45 (d, 1H, 3), 7,34 (dH,36), 7,07 (dd,
1H, 4), 6,86 (d, 2H, 8,12), 6,65 (d, 2H, 9,11),5(&, 2H, 13), 3,12 (t, 2H, 2, 1,66-0,84 (m,
11H, 3'-8).

13C NMR (DMSO4ds, d ppm): 167,31 (5), 163,76 (1), 152,78 (2), 150,84 (47,32 (7),
143,37 (10), 122,00 (8,12), 115,36 (9,11), 114A)9 108,90 (4), 45,39 (2'), 37,91 (3'), 30,86
(4',8", 26,50 (6'), 25,81 (5, 7).
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MS/MS mVz 326,2 (M + HJ.

3.2.4. 4-(4-Aminofenoksi)A-benzilpikolinamid (2d)

Koli¢ina N-benzil-4-klorpikolinamida 1d):0,123 g.

Pokretna faza: petroleter/etil-acetat/metanol (BS):

Iskoristenje: 0,121 g (76 %).

Smolasti produkt.

IR (KBr): vmax 3348, 3062, 2925, 1665, 1590, 1566, 1526, 15088,14261, 1197, 834, 699
cm ™.
H NMR (DMSO<ds, dppm,J/Hz): 9,27 (t, 1H, 1), 8,47 (d, 1H, 3), 7,38 (¢H,16), 7,31-7,21
(m, 5H, 4-8", 7,08 (dd, 1H, 4), 6,85 (d, 2H, §,1265 (d, 2H, 9,11), 5,16 (s, 2H, 13), 4,46
(d, 2H, 2.

13C NMR (DMSO4ds, d ppm): 167,32 (5), 163,96 (1), 152,63 (2), 150,85 (47,33 (7),
143,36 (10), 139,89 (3", 128,70 (4',8"), 127,817(p 127,22 (6'), 122,01 (8,12), 115,38
(9,11), 114,35 (6), 109,09 (4), 42,91 (2)).

3.2.5. 4-(4-Aminofenoksi)A-feniletilpikolinamid (2e)

Kolic¢ina N-feniletil-4-klorpikolinamida Le) 0,130 g.

Pokretna faza: petroleter/etil-acetat/metanol (BS):

IskoriStenje: 0,115 g (69 %).

Smolasti produkt.

IR (KBr): vmax 3354, 3229, 3061, 3027, 2928, 2862, 1665, 16090,15526, 1504, 1469,
1285, 1198, 838, 670 cm

'H NMR (DMSO-ds, dppm,J/Hz): 8,78 (t, 1H, 1, 8,44 (d, 1H, 3), 7,35 (dH,16), 7,30-7,18
(m, 5H, 59", 7,08 (dd, 1H, 4), 6,87- (d, 2H,®,16,65 (d, 2H, 9,11), 5,17 (s, 2H, 13), 3,52
(g, 2H, 2", 2,84 (t, 2H, 3").

¥C NMR (DMSO4s, J ppm): 166,80 (5), 163,23 (1), 152,14 (2), 150,89 (46,84 (7),
142,83 (10), 139,29 (4'), 128,53 (5',9"), 128,318(6 126,06 (7'), 121,51 (8,12), 114,86
(9,11), 113,73 (6), 108,42 (4), 39,55 (2'), 24,8%. (

MS/MS mz 334,2 (M + HJ.
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3.3. Opta metoda sinteze urea-eter-amida (3a-e)

U otopinu odgovarajeg spoja2a-f (0,0001 mol) u bezvodnom diklormetanu (3 mL)
dodan je 4-kloro-3-(fluormetil)fenil izocijanat (M012 mol) na sobnoj temperaturi pod
atmosferom dusSika te je reakcijska smjesa mijed&nh. Otapalo je uklonjeno uparavanjem
pod snizenim tlakom, a ostatak nakon uparavanjpljetou etil-acetatu i ekstrahiran tri puta
zastenom otopinom natrijevog klorida. Organski slojgeSen na bezvodnom natrijevom
sulfatu, profiltriran te je otapalo upareno. Sirguodukt pr@isc¢en je kromatografijom na
koloni, preparativnom kromatografijom ili prekrizacijom.

3.3.1. N-ciklopentil-4-(4-(3-(4-kloro-3-(trifluormetil)feni l)ureido)fenoksi)pikolinamid

(3a)

Kolic¢ina 4-(4-aminofenoksiN-ciklopentilpikolinamida 2a): 0.030 g.

Pokretna faza kromatografije na koloni: petrolet#gracetat/metanol (3:1:0,5).

IskoriStenje: 0,051g (98 %).

Smolasti produkt.

IR (KBr): vmax 3353, 2962, 2872, 1718, 1654, 1595, 1546, 15080,14306, 1199, 1176,
1140, 838, 663 cm.

'H NMR (DMSO-ds, dppm,J/Hz): 9,20 (s, 1H, 15), 8,98 (s, 1H, 13), 8,501H, 3), 8,47 (d,
1H, 1Y, 8,17 (s, 1H, 17), 7,69-7,58 (m, 4H, 208212), 7,38 (d, 1H, 6), 7,18-7,14 (m, 3H,
4,9,11), 4,23-4,16 (m, 1H, 2%, 1,99-1,53 (m, 8H6'B

13C NMR (DMSOds, J ppm): 166,47 (5), 163,21 (1), 152,94 (14), 1528 150,75 (3),
148,36 (7), 139,80 (10), 137,52 (16), 132,44 (224,00 (19), 123,58 (20), 122,54 (18),
121,86 (8,12), 120,99 (9,11), 117,36 (17), 117,28),(114,59 (6), 109,20 (4), 51,07 (2,
32,55 (3',6"), 23,96 (4',5".

MS/MSm/z519,1 (M + HJ.

3.3.2. N-cikloheksil-4-(4-(3-(4-kloro-3-(trifluormetil)feni [ ureido)fenoksi)pikolinamid
(3b)

Kolic¢ina 4-(4-aminofenoksiN-cikloheksilpikolinamida 2b): 0,031 g.

Pokretna faza kromatografije na koloni: petrolet#racetat/metanol (3:1:0,5).

Pokretna faza preparativne kromatografije: diklaamémetanol (9:1).
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IskoriStenje: 0,023 g (43 %).

t, 110-114°C.

IR (KBr): vinax 3348, 3072, 2932, 2855, 1716, 1650, 1596, 15468515484, 1419, 1293,
1197, 1175, 1137, 840, 663 tm

'H NMR (DMSO-ds, dppm,J/Hz): 9,45 (s, 1H, 15), 9,19 (s, 1H, 13), 8,501, 3), 8,40 (d,
1H, 19, 8,11 (s, 1H, 17), 7,68-7,58 (m, 4H, 208212), 7,39 (d, 1H, 6), 7,18-7,14 (m, 3H,
4,9,11), 3,75-3,72 (m, 1H, 2), 1,78-1,56 (m, 18H7").

13C NMR (DMSOds, d ppm): 166,49 (5), 162,61 (1), 152,99 (14), 15288 150,77 (3),
148,31 (7), 139,85 (10), 137,56 (16), 132,47 (223,93 (19), 123,45 (20), 122,46 (18),
121,87 (8,12), 120,84 (9,11), 117,21 (17), 117,2B),(114,59 (6), 109,31 (4), 48,42 (2",
32,57 (3,7, 25,53 (5'), 25,18 (4',6").

MS/MSmz533,2 (M + HJ.

3.3.3.A-cikloheksilmetil-4-(4-(3-(4-kloro-3-

(trifluormetil)fenil)ureido)fenoksi)pikolinamid (3c )

Koli¢ina 4-(4-aminofenoksiN-cikloheksilmetilpikolinamidaZc): 0,033 g.

Pokretna faza kromatografije na koloni: petrolettiracetat (1:1).

Prekristalizacija iz metanola i vode.

IskoriStenje: 0,0309g (55 %).

t: 156-160°C.

IR (KBr): vmax 3353, 2962, 2872, 1718, 1654, 1595, 1546, 15080,14306, 1199, 1176,
1140, 838, 663 cm.

H NMR (DMSO<ds, dppm,J/Hz): 9,20 (s, 1H, 15), 8,97 (s, 1H, 13), 8,69, 1), 8,51 (d,
1H, 3), 8,12 (s, 1H, 17), 7,69-7,58 (m, 4H, 20,2128 7,38 (d, 1H, 6), 7,18-7,14 (m, 3H,
4,9,11), 3,13 (t, 2H, 2, 1,66-0,78 (m, 11H, 3-8

13C NMR (DMSOds, d ppm): 166,49 (5), 163,66 (1), 152,94 (14), 15282 150,78 (3),
148,35 (7), 139,80 (10), 137,52 (16), 132,45 (224,04 (19), 123,58 (20), 122,58 (18),
121,90 (8,12), 120,99 (9,11), 117,36 (17), 117,29),(114,57 (6), 109,22 (4), 45,41 (2",
37,90 (3", 30,86 (4',8"), 26,50 (6"), 25,81 (»',7'

MS/MSmz547,2 (M + HJ.

3.3.4. N-benzil-4-(4-(3-(4-kloro-3-(trifluormetil)fenil)ure ido)fenoksi)pikolinamid (3d)
Koli¢ina 4-(4-aminofenoksiN-benzilpikolinamida 2d): 0,032 g.

Prekristalizacija iz metanola i vode.
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IskoriStenje: 0,020 g (37 %).

t, 160-163°C.

IR (KBr): Vmnax 3351, 3132, 2926, 2854, 1718, 1654, 1595, 15486,15420, 1303, 1199,
1176, 1140, 837, 668 cMm

'H NMR (DMSO<ds, dppm,J/Hz): 9,49 (s, 1H, 15), 9,31 (t, 1H, 1Y), 9,221k, 13), 8,54 (d,
1H, 3), 8,12 (s, 1H, 17), 7,65-7,58 (m, 4H, 20,2128 7,42 (d, 1H, 6), 7,31-7,16 (m, 8H,
4,9,11,4-8", 4,46 (d, 2H, 2.

13C NMR (DMSOds, d ppm): 166,50 (5), 163,85 (1), 153,00 (14), 15280 150,91 (3),
148,27 (7), 139,86 (10), 137,60 (16), 132,48 (228,70 (4'8"), 127,83 (5',7"), 127,23 (6'),
126,66 (3'), 123,99 (19), 123,43 (20), 122,57 (18),91 (8,12), 120,83 (9,11), 117,18 (17),
117,11 (21), 114,67 (6), 109,45 (4), 42,92 (2).

MS/MSmz541,1 (M + HJ.

3.3.5. AHfeniletil-4-(4-(3-(4-kloro-3-(trifluormetil)fenil) ureido)fenoksi)pikolinamid (3e)
Kolic¢ina 4-(4-AminofenoksiN-feniletilpikolinamida @e) 0,033 g.

Pokretna faza kromatografije na koloni: petroletéracetat/metanol (3:1:0,15).

Iskoristenje: 0,041g (74 %).

Smolasti produkt.

IR (KBr): vmax 3345, 3066, 2928, 1716, 1654, 1596, 1545, 15083,14419, 1299, 1198,
1175, 1134, 840, 699 cMm

H NMR (DMSO<ds, dppm,J/Hz): 9,20 (s, 1H, 15), 8,98 (s, 1H, 13), 8,811, 1), 8,50 (d,
1H, 3), 8,12 (s, 1H, 17), 7,68-7,58 (m, 4H, 20,2128 7,39 (d, 1H, 6), 7,31-7,14 (m, 8H,
4,9,11,4-8", 3,51 (g, 2H, 2'), 2,84 (t, 2H, 3).

13C NMR (DMSOds, d ppm): 166,48 (5), 163,62 (1), 152,94 (14), 1523} 150,83 (3),
148,33 (7), 139,79 (10), 137,53 (16), 132,46 (229,03 (5',9'), 128,81 (6',8"), 126,73 (4,
126,57 (7'), 125,11 (19), 123,60 (20), 122,58 (181,90 (8,12), 121,01 (9,11), 117,60
(17,21), 114,60 (6), 109,24 (4), 40,83 (2"), 353D
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4. REZULTATI | RASPRAVA



Kao Sto je réeno u Uvodu, zadatak ovog rada bio je sinteza pethnderivata
antitumorskog lijeka sorafeniba, a totciklopentil-, N-cikloheksil-, N-cikloheksilmetil-,N-
bezil- te  N-feniletil-4-(4-(3-(4-kloro-3-(trifluormetil)fenilureido)fenoksi)pikolinamid,
polazei iz pikolinske kiseline (Shema 1). Sinteza jeiema analogno postupku sinteze
sorafeniba opisanom u literaturi (Bankston i s2002). Pikolinska kiselina je prvo u reakciji
s tionil-kloridom prevedena u kiselinski klorid. pgimijenjenim reakcijskim uvjetima (72C,

16 h, atmosfera duSika) dolazi dodatno i do supsjé atoma vodika klorom u polozaju 4
piridinskog prstena pa nastaje metil-4-klorpikotin2obiveni klorid je bez daljnjegis¢enja
upotrebljen u sljedem reakcijskom koraku, sintezi amida 4-klorpikokeskiseline {a-€).
Reakcija amidacije provedena je na snizenoj tentyrerana ledenoj kupelji. Sirovi produkti

prociséeni su kromatografijom na koloni.

CONHR
SOCI2 DMF RNH2 p -aminofenol
tBuOK K,COg, DMF

COOH COCI

ONCO cl CONHR
CH2c|2 N,

Shema 1. Sinteza derivata sorafer8hae

f’r> f”o 070 f“@

Sinteza amidda, 1b, 1c radena je i preko alternativhog puta — iz metilnogeestd-
klorpikolinske kiseline i odgovarajeg amina. Reakcija sa cikloheksilmetilaminom dala j
ocekivani amidlc, no reakcija sa ciklopentilaminom i cikloheksilamom nije uspjelag¢ak ni
nakon dodatka velikog suviSska amina. Zbog toga reidiala-e pripravljeni iz klorida 4-
klorpikolinske kiseline i odgovaragih amina. Kiselinski kloridi su reaktivniji od este atom
klora je elektronegativniji od atoma kisika pa jeza izméu karbonilnog ugljika i atoma
klora polarnija, zbogega taj ugljikov atom nosi ¢eparcijalni naboj nego u staju estera.
Osim toga, klorid je bolja izlazna skupina negoo&lidni ion. Time je potpomognuta
nukleofilna supstitucija atoma klora amino skupin@me i sur., 1986).

Prilikom sinteze amidda i 1b koriSten je suviSak amina, u molarnom odnosu 3:1

prema pikolinskoj kiselini. No radi ekono#niosti, tijekom sinteze amidkc, 1d i 1leumjesto
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suviska amina koristio se dodatak dva ekvivalenEA Tkoji je sluzio istoj namjeni —
neutralizaciji dva ekvivalenta klorovashe kiseline, od kojih jedan nastaje prilikom
prevaienja pikolinske kiseline u klorid 4-klorpikolinskegseline uz pomé tionil-klorida, a
drugi prilikom nastajanja amida.

PrcatiS¢éavanjem na koloni dobivene su frakcijestog produkta i frakcije koje su
sadrzavale produkt i oti&cenja. Nakon izolacijeistog produktala kromatografijom na
koloni uz pokretnu fazu petroleter/EtOAc/MeOH (8.,5), jedna od nwstih frakcija
procisSéena je dodatno kromatografijom na koloni uz polkuetaizu petroleter/EtOAc (1:1).
Spoj 1b se stajanjem kroz dulji period (2 mjeseca) na epbemperaturi raspada, stoga je
dodatno proiséen prekristalizacijom iz metanola i vode, no uzéajae gubitke.

U drugom reakcijskom koraku koji se provodi u miabnoj pe&nici 10 minuta na
173 °C dolazi do supstitucije atoma klora u strukturii@dan4-klorpikolinske kiseline sa
4-aminofenoksi skupinom piiemu nastaju eter-amidla-e. Sirovi produkti prdiSéeni su
kromatografijom na koloni, preparativnom kromatdgoan ili prekristalizacijom. Reakcije
su ralene u viSe Sarzi; iskoriStenja najboljih Sarzi demas Tablici 4.

Reakcije se umjesto zagrijavanjem u mikrovalnajnp@ mogu provoditi klaginom
metodom sinteze u otopini, no u tomdslju reakcija traje mnogo dulje. Pokazalo se npr. u
slicaju analogne reakcije sintezd-butil-4-(4-aminofenoksi)pikolinata iz t-butil-4-
klorpikolinata da se provignjem reakcije u mikrovalnoj peici vrijeme reakcije ski@ije s
dva sata na deset minuta. Nakon nekoliko pokusaagtiitim temperaturama izabrana je
temperatura od 173 kao optimalna za reakciju sintezbutil-4-(4-aminofenoksi)pikolinata.
Nastajanje produkta ptano je tankoslojnom kromatografijom.

U Sarzi s najboljim iskoriStenjem sirovi produkt prociséen je kromatografijom na
koloni uz pokretnu fazu petroleter/EtOAc/MeOH (8,15). U drugoj Sarzi kromatografija na
koloni nije dalacisti produkt ni u jednoj frakciji, stoga je dodatpmovedena prekristalizacija
iz smjese metanola i vode. IskoriStenja su biknsliu obje Sarze.

Kao najbolji n&in prccis¢avanja sirovog produktad pokazala se kromatografija na
koloni uz pokretnu fazu petroleter/EtOAc/MeOH (8.,15). Produkt dobiven u drugoj Sarzi
nije uspjesSno prdScen kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu drkietan/metanol
(9:1), pa je préiséen prekristalizacijom. S obzirom da je sp®f smolasti produkt
prekristalizacija je provedena odstranjivanjem omate kapaljkom od taloga, a ne
odsisavanjem. lako su gubici ovim postupkom bililireveukupno iskoriStenje ove Sarze je
bilo malo zbog neuspjeha prilikom daljnjegiScenja ostalih frakcija dobivenih

kromatografijom na koloni.
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U trecem reakcijskom koraku dolazi do nukleofilnog napaudaino skupine iz 4-
aminofenoksidnog dijela molekule na ugljikov atomodijanatne skupine u 4-klor-3-
(fluormetil)fenil izocijanatu, prtemu nastaju derivati sorafeniBa-e. Reakcija se provodi na
sobnoj temperaturi 16 sati, u atmosferi duSika jgerd-klor-3-(fluormetil)fenil izocijanat
osjetljiv na vodu. Voda u reakcijsku smjesu mozéi dao vlaga iz zraka. Ovaj reagens je
dodavan u malom suviSku kako bi se osigurao poramkateze reakcije prema nastajanju
produkta. Dobiveni sirovi produkti pé@ceni su kromatografijom na koloni, preparativnom
kromatografijom ili prekristalizacijom.

Prije pristupanja sintezi spoje@a-e napravljena je probna reakcija anilina s 4-klor-3-
(fluormetil)fenil izocijanatom, radi utdivanja pribliznih reakcijskih uvjeta. Nakon dodatka
anilina otopina 4-klor-3-(fluormetil)fenil izocijata u bezvodnom diklormetanu se odmah
zamutila, a nakon jednog sata analiza reakcijskgesantankoslojnom kromatografijom
pokazala je da je nastadekivani produkt. Kao poredbena otopina koriStenaogepina
izocijanata u anhidridu octene kiseline u koji mddna voda kako bi se izocijanat raspao u
ureu, time smo eliminirali moguost da je dobiveni produkt zapravo samo raspadnuti
reaktant.

PrctiSéavanje urea-eter-amidab provedeno je na dva &aa; jedan od njih bila je
kromatografija na koloni uz pokretnu fazu petralEeOAc/MeOH (3:1:0,5) pricemu je
dobivena frakcijacistog spoja i frakcija koja je sadrzavala spoj ed$tenja. Potonja je
spojena sa sirovim produktom iz druge Sarze, teskupa proiSceni preparativnom
kromatografijom uz velike gubitke.

Spoj 3d protis¢avan je i kromatografijom na koloni uz pokretnu uUaz
petroleter/EtOAc/MeOH (3:1:0,5). IskoriStenje sgerzna&ajno razlikovalo od iskoriStenja
reakcije u kojoj je isti spoj priscen prekristalizacijom iz metanola i vode.

Kromatografija na koloni se pokazala kao metodaakmpa najmanje gubitaka
Zeljenog spoja ali nije bila¢inkovita ako oné&séenje i produkt imaju sthe R; vrijednosti. U
tom sliaju ralena je prekristalizacija ili preparativna kromattfga. Njihova @inkovitost
varirala je od spoja do spoja, ove metode pokazale£e gubitke.

Strukture svih sintetiziranih spojeva patene su uolkdajenim spektroskopskim
metodama (IR*H i °C NMR, MS).

IskoriStenja opisanih reakcija navedena su u ekspatalnom dijelu i Tablici 1,
Tablici 4 i Tablici 7. Detaljni spektroskopski pamadani su u eksperimentalnom dijelu i

Tablicama 1-9, a spektri u Prilogu. Numeracija agrikazana je na Slici 4.
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Tablica 1. Analitéki i IR podaci za amidéa-e

' Iskor. o Molekulska _ -
Spoj R %) t: (°C) formula (M) IR (KBr/film)  vax (cm ™)
B A O 72 26.g0 | CiuHiCIN:O 3328, 3064, 2961, 2870, 1666,
(224,69) | 1575, 1556, 1519, 732
1b ; - 6 11| CiHhCINO 3330, 2930, 2853, 1650, 1578,
O (238,71) | 1554, 1534, 736
e ;\/O 40 Lo7-108 | CisHCINO 3341, 3089, 2926, 2855, 1649,
(252,74) | 1537, 736
. \@ 64 70-72 C13H11CIN2O 3326, 1649, 1578, 1552, 1536,
A (246,69) | 736, 725
e C1H1CINLO | 3346, 1657, 1556, 1531, 733,
o s | e | SRS S

Tablica 2.'H NMR podaci za amidéa-e

Spoj R 'H NMR (DMSO-ds,  ppm, J/Hz)
la Y 8,62 (d, 1H, 3), 8,58 (d, 1H, 1", 8,02 (d, 1H, B)5 (dd, 1H, 4), 4,31-
@ 4,19 (m, 1H, 2, 1,94-1,53 (m, 8H, 3-6
1b é;‘ 8,61 (d, 1H, 3), 8,48 (d, 1H, 1Y, 8,01 (d, 1H, B)74 (dd, 1H, 4), 3,80-
O 3,74 (m, 1H, 2, 1,79-1,16 (m, 10H, 3'-7")
1c VO 8,82 (t, 1H, 1", 8,62 (d, 1H, 3), 8,02 (d, 1H, B)76 (dd, 1H, 4), 3,16 (t,
;“; 2H, 2), 1,68-0,97 (m, 11H, 3'-8')
1d \)@ 9,40 (t, 1H, 1), 8,62 (d, 1H, 3), 8,01 (d, 1H, B)77 (dd, 1H, 4), 7,33-
f 7,21 (m, 5H, arom. 4'-8", 4,50 (d, 2H, 2')
le 8,88 (t, 1H, 1, 8,61 (d, 1H, 3), 8,01 (d, 1H, B)73 (dd, 1H, 4), 3,55-

3.52 (g, 2H, 2, 2,86 (t, 2H, 3
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Tablica 3.3°C NMR podaci za amidéa-e

Spoj R *C NMR (DMSO-dg, § ppm)
1a Y 161,26 (1), 151,02 (2), 149,02 (3), 143,61 (5),,385(6), 120,98 (4),
@ 49,82 (2", 31,12 (3', 6'), 22,62 (4', 5')
1b ’; 161,54 (1), 151,90 (2), 149,91 (3), 144,53 (5),,286(6), 121,90 (4),
T:] 48,13 (2'), 32,03 (3', 7'), 25,03 (5'), 24,73 &',
1c VO 163,08 (1), 152,37 (2), 150,46 (3), 145,00 (5),,186(6), 122,39 (4),
fs 45,52 (2'), 30,86 (4', 8'), 26,50 (6'), 25,81 15,
1d \/© 163,26 (1), 152,23 (2), 150,57 (3), 145,04 (5),,I893'), 128.72 (4',8"),
f 127,83 (5',7"), 126,94 (6'), 125,36 (6), 120,98 42,98 (2')
le 162,50 (1), 151,73 (2), 149,98 (3), 144,52 (5),,129 (4'), 128,54

(5,9), 128,31 (6',8), 126,33 (6), 126,08 (72186 (4), 40,44 (2'),

34,97 (3)

Tablica 4. Analitéki i IR podaci za eter-amidga-e

. Iskor. o Molekulska . 1
Spoj R (%) t; (°C) formula (M) IR (KBr/film) wmax (cm™)
2a . 3353, 2958, 2870, 1666, 1608,
f§[> a6 | Smoast o a5 | 1590, 1521, 1502, 1470, 1284,
P ! 1198, 836
2b CisH2N:O, | 3357, 3316, 2928, 2855, 1660,
;%:) 48 | 150-153 | 31738y | 1566, 1523, 1506, 839
2c 3390, 3364, 3194, 2924, 2838,
§{¢£:] 46 135-137 | C12NsO2 | 15a" 1556 1504, 1299, 1195,
(32540) | gas
2d . 3348, 3062, 2925, 1665, 1590,
;{/I:J 76 ngﬁﬁi? cigigﬁﬁsb 1566, 1526, 1501, 1468, 1261
P : 1197, 834, 699
2e 3354, 3229, 3061, 3027, 2928,
éi/“(:j g9 | smolasti | CoHiNsO, | 2862, 1665, 1607, 1590, 1526,
produkt (333,38) | 1504, 1469, 1285, 1198, 838

670
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Tablica 5.*H NMR podaci za eter-amidz-e

Spoj R 'H NMR (DMSO-ds, 6 ppm, J/Hz)
2a f 8,46 (d, 1H, 3), 8,44 (d, 1H, 1"), 7,34 (d, 1H, BY8 (dd, 1H, 4), 6,85
T |(d 2H,8,12), 6,66 (d, 2H, 9,11), 5,16 (s, 2H,, 1P2-4,15 (m, 1H, 2)),
1,99-1,53 (m, 8H, 3'-6"
2b 8,45 (d, 1H, 3), 8,37 (d, 1H, 1), 7,34 (d, 1H, B8 (dd, 1H, 4), 6,85
e’é\o (d, 2H, 8,12), 6,65 (d, 2H, 9,11), 5,17 (s, 2H, BY7-3,68 (m, 1H, 2",
1,78-1,04 (m, 10H, 3'-7"
2c 8,65 (t, 1H, 1", 8,45 (d, 1H, 3), 7,34 (d, 1H, B)7 (dd, 1H, 4), 6,86 (d,
;‘VO 2H, 8,12), 6,65 (d, 2H, 9,11), 5,15 (s, 2H, 131,23, 2H, 2'), 1,66-0,84
(m, 11H, 3'-8")
2d 9,27 (t, 1H, 1", 8,47 (d, 1H, 3), 7,38 (d, 1H, B)31-7,21 (m, 5H, 4'-8",
;\/© 7,08 (dd, 1H, 4), 6,85 (d, 2H, 8,12), 6,65 (d, 2H,1), 5,16 (s, 2H, 13),
4,46 (d, 2H, 2"
2e 8,78 (t, 1H, 1", 8,44 (d, 1H, 3), 7,35 (d, 1H, B)30-7,18 (m, 5H, 5'-9",

7,08 (dd, 1H, 4), 6,87- (d, 2H, 8,12), 6,65 (d, BH 1), 5,17 (s, 2H, 13),
3,52 (q, 2H, 2), 2,84 (t, 2H, 3

Tablica 6.1°C NMR podaci za eter-amid@a-e

Spoj R *C NMR (DMSO-dg, 6 ppm)
2a I 167,30 (5), 163,31 (1), 152,74 (2), 150,51 (3),,3277), 143,37 (10),
) | 121,99 (8,12), 115,36 (9,11), 114,23 (6), 108,86 4,04 (2'), 32,56
(3',6", 23,95 (4', 5"
2b 167,31 (5), 162,70 (1), 152,77 (2), 150,52 (3),,3077), 143,38 (10),
e’é\O 121,98 (8,12), 115,37 (9,11), 114,26 (6), 108,92 48,38 (2'), 32,58
(3',7"), 25,54 (5'), 25,18 (4', 6').
2c 167,31 (5), 163,76 (1), 152,78 (2), 150,54 (3),,3277), 143,37 (10),
;J’VO 122,00 (8,12), 115,36 (9,11), 114,19 (6), 108,90 45,39 (2), 37,91
(3", 30,86 (4',8"), 26,50 (6"), 25,81 (5', 7))
2d 167,32 (5), 163,96 (1), 152,63 (2), 150,66 (3),,3877), 143,36 (10),
j;;@ 139,89 (3, 128,70 (4',8), 127,81 (5',7"), 127(B, 122,01 (8,12),
115,38 (9,11), 114,35 (6), 109,09 (4), 42,91 (2
2e 166,80 (5), 163,23 (1), 152,14 (2), 150,09 (3),,84§7), 142,83 (10),

139,29 (4'), 128,53 (59", 128,31 (6',8"), 126(@§, 121,51 (8,12),
114,86 (9,11), 113,73 (6), 108,42 (4), 39,55 @406 (3)
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Tablica 7. Analitéki i IR podaci za urea-eter-ami@e-e

Spoj R Is((l;(()))r. t: (°C) f(l\)/lr?rl]ill(:l(sl\lf) IR (KBr/film) vpax (cm™)
3a 3353, 2962, 2872, 1718,
”J{Q og | smolasti | CosHzCIF:N(Os | 1654, 1595, 1546, 1506,
produkt (518.92) | 1420, 1306, 1199, 1176,
1140, 838, 663
3b 3348, 3072, 2932, 2855,
CogHaiCIFsN4Os | 1716, 1650, 1596, 1548,
# O | 4 | 114 53594y | 1505, 1484, 1419, 1293,
1197, 1175, 1137, 840, 663
3¢ 3353, 2962, 2872, 1718,
CoHasCIFsNLOs | 1654, 1595, 1546, 1506,
£ | 55 | 156-160 (546,97) | 1420, 1306, 1199, 1176,
1140, 838, 663
3d 3351, 3132, 2926, 2854,
CoHaCIFsNLOs | 1718, 1654, 1595, 1543,
£ | 87 | 160-163 (540,92) | 1506, 1420, 1303, 1199,
1176, 1140, 837, 668
36 3345, 3066, 2928, 1716,
5\/\@ L, | smolasti | CoHzCIFN,O; | 1654, 1596, 1545, 1505,
orodukt (554.95) | 1483, 1419, 1299, 1198,
1175, 1134, 840, 699

Tablica 8.'H NMR podaci za urea-eter-amide-e

Spoj R 'H NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz)
3a I 9,20 (s, 1H, 15), 8,98 (s, 1H, 13), 8,50 (d, 1H,847 (d, 1H, 1'), 8,17
> | (s, 1H, 17), 7,69-7,58 (m, 4H, 20,21,8,12), 7,381¢d, 6), 7,18-7,14 (m,
3H, 4,9,11), 4,23-4,16 (m, 1H, 27, 1,99-1,53 (i, 8'-6)
3b 9,45 (s, 1H, 15), 9,19 (s, 1H, 13), 8,50 (d, 1H,8%0 (d, 1H, 1", 8,11
e’é\o (s, 1H, 17), 7,68-7,58 (m, 4H, 20,21,8,12), 7,391¢d, 6), 7,18-7,14 (m,
3H, 4,9,11), 3,75-3,72 (m, 1H, 2, 1,78-1,56 (DH13'-7")
3c 9,20 (s, 1H, 15), 8,97 (s, 1H, 13), 8,69 (t, 1H, 851 (d, 1H, 3), 8,12
;\/O (s, 1H, 17), 7,69-7,58 (m, 4H, 20,21,8,12), 7,3814d, 6), 7,18-7,14 (m,
3H, 4,9,11), 3,13 (t, 2H, 2'), 1,66-0,78 (m, 11H3}
3d 9,49 (s, 1H, 15), 9,31 (t, 1H, 1", 9,22 (s, 1H), 1854 (d, 1H, 3), 8,12
;\/© (s, 1H, 17), 7,65-7,58 (m, 4H, 20,21,8,12), 7,421¢d, 6), 7,31-7,16 (m,
8H, 4,9,11,4'-8"), 4,46 (d, 2H, 2"
3e 9,20 (s, 1H, 15), 8,98 (s, 1H, 13), 8,81 (t, 1H, 850 (d, 1H, 3), 8,12

(s, 1H, 17), 7,68-7,58 (m, 4H, 20,21,8,12), 7,391¢d, 6), 7,31-7,14 (m,
8H, 4,9,11,4'-8", 3,51 (g, 2H, 2, 2,84 (t, 2, 3
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Tablica 9.2°C NMR podaci za urea-eter-amida-e

Spoj

*C NMR (DMSO-dg, 6 ppm)

3a

166,47 (5), 163,21 (1), 152,94 (14), 152,92 (2),I5 (3), 148,36 (7),
139,80 (10), 137,52 (16), 132,44 (22), 124,00 (128,58 (20), 122,54
(18), 121,86 (8,12), 120,99 (9,11), 117,36 (17),28 (21), 114,59 (6),
109,20 (4), 51,07 (2), 32,55 (3',6'), 23,96 (',5'

3b

166,49 (5), 162,61 (1), 152,99 (14), 152,93 (2,13 (3), 148,31 (7),
139,85 (10), 137,56 (16), 132,47 (22), 123,93 (128,45 (20), 122,46
(18), 121,87 (8,12), 120,84 (9,11), 117,21 (17),13 (21), 114,59 (6),
109,31 (4), 48,42 (2), 32,57 (3',7'), 25,53 (85,18 (4',6')

3c

166,49 (5), 163,66 (1), 152,94 (14), 152,92 (20,18 (3), 148,35 (7),
139,80 (10), 137,52 (16), 132,45 (22), 124,04 (193,58 (20), 122,58
(18), 121,90 (8,12), 120,99 (9,11), 117,36 (17,22 (21), 114,57 (6),
109,22 (4), 45,41 (2'), 37,90 (3", 30,86 (4'39,50 (6"), 25,81 (5,7

3d

166,50 (5), 163,85 (1), 153,00 (14), 152,80 (2)0,25 (3), 148,27 (7),
139,86 (10), 137,60 (16), 132,48 (22), 128,70 W' 827,83 (5',7),
127,23 (6'), 126,66 (3, 123,99 (19), 123,43 (22,57 (18), 121,91
(8,12), 120,83 (9,11), 117,18 (17), 117,11 (214,81 (6), 109,45 (4),
42,92 (2))

3e

166,48 (5), 163,62 (1), 152,94 (14), 152,81 (2)0,83 (3), 148,33 (7),
139,79 (10), 137,53 (16), 132,46 (22), 129,03 {5',928,81 (6',8),
126,73 (4'), 126,57 (7'), 125,11 (19), 123,60 (AP2,58 (18), 121,90
(8,12), 121,01 (9,11), 117,60 (17,21), 114,60 169,24 (4), 40,83 (2),
35,50 (3)
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Slika 4. Numeracija atoma 28 i *C NMR spektre.
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5. ZAKLJU CCI



U ovom radu opisana je sinteza novih, do sada sanjhi spojeva, derivata sorafeniba
3ae, patevsi od pikolinske kiseline preko klorida 4-klorplinske kiseline, odgovarajih
amida 4-klorpikolinske kiselindae i zatim eter-amid&a-e. Strukture svih sintetiziranih
spojeva potutene su uoktajenim spektroskopskim metodama (iRl i **C NMR, MS). U
daljnjim istrazivanjima koja prelaze okvire ovogdaaproduktimala-e, 2a-e i 3a-e bit ¢e

ispitano potencijalno antitumorsko i antivirusneldyanje.
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7. SAZETAK



Zeljka Babé, Maja Crkvewti¢

SINTEZA | KARAKTERIZACIJA DERIVATA ANTITUMORSKOG LI JEKA
SORAFENIBA

Sorafenib je noviji citostatik, inhibitor proteinnaza, odobren u terapiji karcinoma
bubrega i jetre. U radu je opisana sinteza anakmafeniba3a-e Paletna supstancija
pikolinska kiselina prevedena je poénotionil-klorida u kiselinski klorid koji u reakaijs
odgovarajdim aminom (ciklopentilaminom, cikloheksilaminom,kidheksilmetilaminom,
benzilaminom i feniletilaminom) daje amida-e U sljedéem sintetskom koraku ti produkti
reagiraju sp-aminofenolom i daju eter-amid2a-e U zadnjem koraku eter-amidia-e s
odgovarajdim izocijanatom daju urea-eter-ami@a-e. Svi spojevi3a-e su novi, do sada
neopisani, a od sorafeniba se razlikuju po ami#tnajponenti. Njihova struktura odrena je
uobitajenim spektroskopskim metodama (IR, i *C NMR, MS). Sintetizirani spoje\Ba-e
su potencijalni citostatici. U daljnjim ispitivanmjia koja prelaze okvire ovog rada, b#

ispitano njihovo antitumorsko i antivirusno djeloye.

Cl Cl

N N N NG~ CONHR
| SOCl,, DMF | RNH, | p-aminofenol |
—_— —_— —_—
— p TEA — t-BUOK, K,COg, DMF N
N COOH N cocl N CONHR H,N
1 2
FsC CF;
CIONCO c SNGZ CONHR
; )OJ\ /©/ | | _sa 3 3c 3d__ 3e
CH,Chy N, N \/O \/@
v |00 LD
H H

3

Kljuc¢ne rijeti: sorafenib, citostatik, sinteza, amid
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8. SUMMARY



Zeljka Babé, Maja Crkvewti¢
SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF DERIVATIVES OF TH E
ANTITUMOR DRUG SORAFENIB

Sorafenib is a new cytostatic drug, inhibitor ofotein kinase, approved for the
treatment of renal cell and hepatocellular carciaom this report we describe the synthesis
of sorafenib derivative8a-e The starting substance, picolinic acid, was caedeto acyl
chloride bearing a new chlorine atompara position. This product gave amideg-ewith an
appropriate  amine  (cyclopentylamine, cyclohexylamnin cyclohexylmethylamine,
benzylamine and phenethylamine). In the next reactep these products were coupled with
p-aminophenol to give ether-amid@s-e In the final reaction step, amid@a-e and an
appropriate isocyanate gave urea-ether-amigies. All compounds3a-e are new and
undescribed and they differ from sorafenib in tlamde part. Their structure was defined by
usual spectroscopic methods (R and**C NMR, MS). The synthesized compourgise

are potential cytostatics. Their cytostatic andvanad potentials are under evaluation.

Cl Cl
N N N NG~ CONHR
| SOCl, DMF | RNH, | p-aminofenol |
—_— e —_—
_ > TEA yZ t-BUOK, K,COg, DMF N
N COOH N CocCl N CONHR H,N
1 2
FsC CF3
CIONCO c O A CONHR
)(J)\ /©/ | | _3a 3p 3c 3d_ 3e
CHLCl Ny N
N N R ~ @) £ O f\/o fv@ ‘;\/\©
H H

Key words: sorafenib, cytostatic, synthesis, amide
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9. ZAHVALE



Zahvaljujemo se svim djelatnicima Zavoda za farmégsier kemiju Farmaceutsko-

biokemijskog fakulteta u Zagrebu na vodstvu i podrs

49



10. ZIVOTOPISI



Zeljka Babié

Rodena sam 13. travnja 1987. godine u Zagrebu. Osn@kolu i Prirodoslovno-
matematiku gimnaziju pohdala sam u Kutini. Tijekom srednjoskolskog obrazgaan
sudjelovala sam u viSe drzavnih natjecaiigtii godine iz kemije, dvaput iz fizike, jednom
iz biologije i jednom iz latinskog jezika), a najjpaispjeh mi je bio osvojeno tée mjesto iz
biologije. 2006. godine upisala sam Farmaceutsk&dmijski fakultet u Zagrebu s prvim
mjestom na listi upisnika. Ovaj fakultet sam upasal Zelje da proSirim i primijenim znanje iz

kemije i biologije, a iz istog razloga sam pristapzradi ovog rada.

Maja Crkven ¢ié

Rodena sam 6. kolovoza 1987. u Zagrebu. U Zaboku sahatpla OS Ksavera
Sandorabalskog, a jezinu gimnaziju (IV. gimnaziju) prema bilingvalnom gramu na
engleskom jeziku u Zagrebu. Gimnaziju sam zavrSilmaturalnim radom iz psihologije s
temom ,Razlike i slinosti izmeéu zaljubljenosti i ljubavi“. Farmaceutsko-biokenkijs
fakultet, smjer farmacija, upisala sam 2006. godi@waj fakultet upisala sam jer me
zanimaju i prirodne i druStvene znanosti, kojih saifarmacijaiini dobar spoj. Studij mi se
svida jer je multidisciplinaran i daje Sirok rasponlrégh znanja i vjesStina. Budii da volim

stjecati nova iskustva, odila sam se sudjelovati u izradi ovog rada.
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