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Seznam pouzitych zkratek

2 Nos - 2-Nitrosulfonylova skupina

2 NosClI - 2-Nitrobenzensulfonyl chlorid
AcOH - Kyselina octova

BAL - (4-(4-Formyl-3-methoxyfenoxy)butanova kyselina
DBU - 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
DCM - Dichlormethan

DIAD - Diisopropyl azodikarboxylat

DIC - N,N-Diisopropylkarbodiimid

DMSO - Dimethylsulfoxid

DMF - N,N-Dimethylformamid

EDIPA - N,N-Diisopropylethylamin

FmocCl — 9-Fluorenylmethoxykarbonyl chlorid
FmocOSu - N-(9-Fluorenylmethoxykarbonyloxy)sukcinimid
MeCl — Methansulfonyl chlorid

MCPBA - m-Chlor-peroxybenzoova kyselina
MW - mikrovinné zareni

NMP - N-Methylpyrolidon

on - ptes noc (16h)

rf - reflux

rt - laboratorni teplota

TFA — Trifluoroctova kyselina

THF Tetrahydrofuran
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1 Uvod

Predlozend diplomova prace je zamétfena na piipravu tricyklickych derivata
kombinujicich benzodiazepinovy motiv s dal§imi dusikatym ¢i dusikato-sirnym
heterocyklem. Syntéza navazuje na predchozi vysledky Katedry organické chemie a
rozviji problematiku pfipravy heterocykld z vysoce diverzni vychozi latky 4-chloro-2-
struktufe muZe vyvolat vyraznou zménu v oblasti biologickych vlastnosti sloucenin.
Vyvoj chemie 4-chloro-2-fluoro-5-nitrobenzoové kyseliny zapodal v roce 2009." Od
této doby se podarilo provést fadu modifikaci jak na ,,levé™ tak na ,,pravé‘ ¢asti vychozi
latky. Mozné kombinace vSech obmén otvird novou cestu pro piipravu rozdilnych
struktur a jejich derivatl z jediné vychozi komponenty. S ohledem na zdlouhavy proces
vyvoje novych biologicky aktivnich latek, ktery zavisi na moznostech rychlé ptipravy
strukturné rozdilnych latek tzv. chemickych knihoven. Syntéza na pevné fazi spolu
s kombinatorni chemii pravé umoziuje ptipravu téchto skupin latek, které pak jsou dale

podrobeny testovani na oekavanou biologickou aktivitu.

2 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo vyuziti vyvinut¢é metody na piipravu
benzodiazepinonti na pevné fazi a jeji nasledné rozsSifeni za vzniku tricyklickych
systémll |. NavrZzené struktury se 1is$i velikosti a typem heterocyklu a dle navrhu je
mozné pripravit az Sest strukturné rozdilnych latek zalozenych na kombinaci piperazinu,
1,4-diazepanu, thiazepandioxidu, thiomorfolindioxidu a jejich ¢aste¢né nenasycenych

systémech s benzodiazepinovym systémem.
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Obrazek 1: navrzené cilové struktury




Ziskané cilové latky obsahuji n¢kolik diverznich mist. Kromé modifikace hetero
atomu na nov¢ vnikajicim heterocyklu je také mozné obmeénit finalni strukturu v poloze
4 benzodiazepinového kruhu.

Navrzena syntéza kombinuje prvky klasické roztokové chemie se syntézou na
pevné fazi. Hlavnim zdmérem této prace je otestovat reaktivitu jednotlivych reaktantli a
vyvinout vhodnou cykliza¢ni a oxidacni metodu pro piipravu téchto latek. Vzhledem
k tomu, ze se jedna o strukturné zcela nové a nepopsané slou¢eniny, budou vSechny

takto ziskané latky podrobeny biologickému testovani.

3 Soucasny stav reSené problematiky

Predlozend diplomova prace vychdzela zjiz popsanych postupti vedoucich
k modifikovanym benzodiazepinonim a od nich odvozenych tricyklickych systému
v kombinaci se Sesti nebo sedmiclennym cyklem. Syntéza byla provedena na
aminomethylové pryskyfici s BAL linkerem (I1), kde v prvnim kroku dochazelo
K navazani mono-nosylovaného diaminoalkanu na pevny nosi¢, poté k arylaci 4-chloro-
2-fluoro-5-nitrobenzoovou kyselinou a nasledné k alkylaci nosyl aktivovaného aminu.
Dalsi kroky byly provedeny v pofadi dle typu pozadované cilové struktury. Pii
denosylaci dochazelo k soucasné substituci atomu chloru a cyklizaci za vzniku
benzodiazepinového cyklu (V). Néaslednym odstépenim byly ziskany benzodiazepinony
modifikované merkaptoalkoholy (VI), které¢ vSak mohly byt na pryskyfici dale pouzity
pro vytvoteni druhého cyklu, a to jednoduchou mesylaci hydroxylové skupiny, redukci
nitroskupiny a naslednou cyklizaci (1X). V piipadé pripravy benzodiazepinont
substituovanych riznymi aminy (XII) byla reakéni sekvence oto¢ena a po alkylaénim
kroku byla provedena substituce chloru a az poté cyklizace diazepinového cyklu
s pouzitim merkaptoethanolu. Finadlnim krokem bylo odstépeni z pevné faze (Schéma
1).2



Schéma 1: Pfipravené benzodiazepinony a jejich tricyklické slou¢eniny na pevné fazi
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Reakéni podminky: (i) N-(2-aminoethyl)-2-nitrobenzensulfonamid nebo N-(3-Amino-
propyl)-2-nitro-benzensulfonamid, 10% AcOH v DMF, pfes noc, pot¢é NaBH(OAc)s,
5% AcOH v DMF, 4 h; (i1) 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoova kyselina, EDIPA, DMSO,
50°C, ptes noc; (iii) ethyl jodid nebo benzyl bromid, DBU, DMF, rt, pfes noc nebo
alkohol, DIAD, PPhj, suchy THF, rt, pfes noc. (iv) merkaptoalkohol, DBU, DMF, rt,
pies noc, poté (pouze pro m = 2) EDIPA, DMSO, 80°C, ptes noc; (v) 50% TFA in
DCM, rt, 1 h. (vi) amin, DMSO, 150°C, 200 W, 5 min; (vii) MsCl, pyridine, rt, 30 min.
poté SnCl, 2 H,O, EDIPA, DMF, (viii) EDIPA, DMSO, 80 °C, 16 h.
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Doposud bylo pfipraveno pomérné¢ malé mnozstvi tricyklickych systému, které
by kombinovaly benzodiazepinon s dalsim heterocyklem. Jednim znich byl 5-
substituovany 7,8-dihydro-5H-[1,3]dioxolo[4',5":4,5]benzo[1,2-e][1,4]diazepin-9(6H)-
on (XII).> Obdobné derivaty se strukturou XIV byly in-vivo testovany na
protinadorovou aktivitu.® Slozit&jsi derivaty XV vykazovaly vyraznou cytotoxickou
aktivitu pfedeviim v bun&né linii rezistentni proti deoxorubicinu.’ Biologicka aktivita
byla prokézéna i u derivata se strukturou XV|I, a to pfi inhibici Aurora kinazy, tim by
tento typ latek mohl byt potencialnim inhibitorem pii 1é¢bé proliferace buné&k.® Posledni
popsané derivaty se strukturou XVII vykazovaly cytotoxickou aktivitu zalozenou na
snizeni aktivity jednotlivych geni a tim by se tyto latky mohly stat potencialnimi
terapeutiky pii 16¢bé genetickych chorob.’
Obrazek 2: Struktury  benzodiazepinonovych derivati v kombinaci s dalSim

heterocyklem
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Piiprava tricyklickych derivati | byla zaloZena na postupné tvorbé€ jednotlivych

cykli se spoleénym benzenovym jadrem. Proto byl nasledujici text rozdélen do

podkapitol dle ptipravy druhého cyklu v kombinaci s aromatickym jadrem.

3.1 Priprava 1,23 4-tetrahydrochinoxalinu a jeho derivati

H

N
X
e
N =
H

la
Derivaty 1,2,3,4-tetrahydrochinoxalinu (dale jen ,tetrahydrochinoxalinti*) patii
mezi Casto syntetizované slouceniny. V pribchu let byly vyvinuty riizné metody pro
pfipravu téchto latek, z nichz vétSina vyuziva redukci modifikovanych chinoxalind,

chinoxalin-2-on nebo chinoxalin-2,3-onti. Hojné jsou vSak také popsany metody
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cykliza¢ni, kde typ vychoziho intermediatu zavisi na konkrétnim pfipadu pozadovaného

derivétu tetrahydrochinoxalinu.

3.1.1 Redukéni metody

Diky snadné dostupnosti vychozich latek se stala redukce chinoxalinu a jeho
provadéna nejriznéjSimi zplisoby, od katalytické redukce vodikem ptes redukci kovy az
po redukci hydridy. Pokud byla pro pfipravu tetrahydrochinoxalinu a jeho derivatd
zvolena redukce derivati chinoxalin-2-onu pfipadné chinoxalin-2,3-dionu, byl
reduk¢énim ¢inidlem komplexni hydrid.

Jedna z prvnich pfiprav tetrahydrochinoxalinovych derivatd XIX popsanych
vroce 1947 byla zalozena na redukci vodikem za katalyzy Adamsonovym
katalyzatorem. Dle literatury dochazelo po tiech hodinach Kk Gplné konverzi vychozi
latky a vytéznost byla od 92 do 95% (Schéma 2).°

Schéma 2: Ptiprava 6-substituovanych tetrahydrochinoxalinovych derivati XI1X

H
R N ; R N
\C[j — \C[ ] R= H, Cl, Me, MeO
~
N N
H

XVl XIX
Reakéni podminky: (i) PtO,, H,, benzen, 300-560 kPa, rt, 3 h.

Redukce derivati chinoxalinu na tetrahydrochinoxalin byla v pribéhu let dale
studovana za pouziti riznych redukénich €inidel a katalyzatort. Napi. redukce vodikem
byla katalyzovéana: niklem nanesenym na kiemeling,® Raneyovym niklem,™ palladiem
vkyselém prostiedi  kyseliny octové,""  hexakis(trimethylfosfin)molybdenanem
(Mo(PMes)e),*? komplexni slougeninou iridia ([Cp*IrCl;],)"* a komplexnim hydridem
rhenia ((DIOP)RhH).!* Pokud byla redukce katalyzovana komplexnimi kovy probihala
reakce za laboratorni teploty a atmosferického tlaku s pomérné vysokymi vytézky.

Redukce chinoxalinu a jeho derivati byla provadéna také kovy a jejich solemi.
K redukci chinoxalinu (XX) byl pouzit bud’ sodik v ethanolickém roztoku nebo

hexakyanoZelezitan draselny (Schéma 3).’
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Schéma 3: Priprava tetrahydrochinoxalinu (XXI)
H
Cry )
N N
XX XXI

Reakéni podminky: (i) Na, EtOH, rf ¢i K3[Fe(CN)g].

Nasledné byly k redukci chinoxalinu a jeho derivati zvoleny jiné kovy (popf.
soli) za riznych podminek: indium v neutrdlnim prostiedi,”> komplex rhenia
(RUCl,(PPhs)s) Vv kyselém prostiedi kyseliny mravenéi,'® dicyclopentadienylruthenium
dichlorid ([(Cp*RhCl,),])*" a chlorid titanity.'®

Pti redukci hydridy byly také studovany rtizné reakéni podminky. Pozadovany
tetrahydrochinoxalin a jeho derivaty (XXIII) byly pftipraveny redukci pomoci
tetrahydridohlinitanu lithného s vyt&Zky okolo 34% (Schéma 4).*

Schéma 4: Priprava tetrahydrochinoxalinovych derivati se strukturou XXI11

H
@[NIRi_. @[NIR R = H,Me
xxuN " xxm” )
Reakéni podminky: (i) LiAlHg, Et,0O, rt, 24h.

Redukci derivatu chinoxalinu na tetrahydrochinoxalin pomoci komplexnich
hydridd se vénuje fada publikovanych praci, kde se jako redukcéniho €inidla vyuzival
tetrahydridoboritan®>?% borohydrid litny®® roztok boranu v tetrahydrofuranu®? &
boranu v pyridinu.”®

Vedle redukce chinoxalinu byly jako wvychozi latky pouzity 1 derivaty
chinoxalin-2-onu a chinoxalin-2,3-dionu, opét pomoci komplexnich hydridd. Piiprava
N-alkylderivata se strukturou XXV byla provedena tetrahydridohlinitanem lithnym ve
vroucim roztoku etheru (Schéma 5).22

Schéma 5: Priprava N-alkyl-tetrahydrochinoxalinovych derivata XXV

R R
N . N
@[ L L ©: j R = Et, Pr, But, Bz
N
N © H
XXIV XXV

Reakéni podminky: (i) LiAlH,4, Et,O, rf, 1 h.
Podobné¢ tetrahydridohlinitanem lithnym byl redukovan i chinoxalin-2,3-dion

V tomto ptipad¢ vSak za zvySeného tlaku (1,9 kPa).26
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3.1.2 Cykliza¢ni metody

Mezi dal$i metody pro piipravu tetrahydrochinoxalinid patii cyklizace vhodnych
prekurzord. Pfi cyklizaci dochazelo bud® k mono- nebo di-substituci aromatickych
derivatii s riznou modifikaci. V zavislosti na pouzitych reaktantech byla cyklizace
katalyzovéana kysele 1 bazicky. V novéjsich pracich byly dokonce popsany substituce
katalyzované komplexnimi kovy.

Prvni popsana priprava tetrahydrochinoxalinu (XXI) vychazela ze substituce
katecholu (XXVI) s 1,2-diaminoethanem (XXVII). Vytézky byly zna¢né zavislé na
poméru vychozich latek a pouzitého vodného roztoku amoniaku (Schéma 6).27

Schéma 6: Priprava tetrahydrochinoxalinu (XXI)

H

OH i N
CL™ o = L

OH N

XXVI XXVl xxi 1
Reak¢ni podminky: (i) NH4OH (aq), 100°C.

Reakci katecholu s diamino derivatem byl obdobné piipraven i 2-methyl-
tetrahydrochinoxalin. Reakce probihala vtomto pfipadé v zatavené trubici bez
pritomnosti katalyzatoru pii 200°C.*® Pi syntéze tetrahydrochinoxalinu pomoci
cyklizacnich metod se vyuzivalo i opa¢ného postaveni reaktantd, kdy benzen-1,2-
diamin reagoval s ethylenglykolem® ¢i  1,2-dichlorethanem.®®  Popsany jsou také
ptipravy, kde byl benzen-1,2-diamin substituovany protektivnimi skupinami podroben
reakci s 1,2-dibromethanem a nasledné cilovy tetrahydrochinoxalin vznika po
deprotekci benzensulfonylovych skupin.31

Dalsi popsané ptipravy jiz vychazely z intermolekularni substituce nejriiznéjSich
aromatickych derivati. Jedna z prvnich pfiprav tetrahydrochinoxalinu (XXI) byla
zalozena na cyklizaci 2-((2-aminofenyl)amino)ethanolu  (XXVIII) v kyseliné
bromovodikové (Schéma 7).%?

Schéma 7: Ptiprava tetrahydrochinoxalinu (XXI)

NH, H
(Lo = 1)
N N
XXVIII xxi M
Reakéni podminky: (i) HBr, rf, 9 h.
Tetrahydrochinoxalin vznikal také cyklizaci benzen-1,2-diaminu s 1,3,2-
dioxathiolan-2,2-dioxidem, kdy napted dochdzelo kvantitativné ke vzniku sulfatu

(XXXI) a nasledné k cyklizaci s konvezi jen 58 % (Schéma 8).%
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Schéma 8: Priprava tetrahydrochinoxalinu (XXI)

NH, +H2N/\/O ” O
NH i
@r ot i (e @ )
XXIX XXXI

Reakéni podminky: (i) DCM, rt, 4h; (ii) 2 M NaOH, H,0 80-90°C, 2 h.

Dobré¢ vysledky poskytlo spojeni redukce a cyklizace. Nejprve byla provedena
selektivni redukce nitroskupiny N-(2-chloroethyl)-2-nitroanilinu (XXXII).
Schéma 9: Priprava tetrahydrochinoxalinu (XXI)

NO, NH;
[
©: N N/\/CI @E ]
H
XXXII xxxm

Reak¢ni podminky: (i) SnCly, HCI, 10 min; (ii) EtOH, rf.

Priprava tetrahydrochinoxalinovych derivatd se strukturou XXXVIII byla
zalozena na spojeni Michaelovy adice a nasledné redukce. Nejprve byla provedena
alkylace aminoskupiny o-nitroanilinu (XXXIV) za vzniku intermediatu XXXVI a poté
byla selektivné zredukovana nitroskupina. Na zavér dochazelo Michaelovou adici
k uzavirani kruhu (Schéma 10). *

Schéma 10: Pfiprava modifikovaného tetrahydrochinoxalin-2-karboxylatu (XXXV111)

NO. NH,
NH, Br/”\j4¢>\f40 i [:::I: 2 i [:::I:
+ (0] o
@E R OFt N N
R

NO,

OEt R OEt
XXXIV XXXV XXXVI XXXVII
R =H, Me l
H
L
R
(0]
N
Et
XXXV

Reak¢ni podminky: (i) 100°C, 12 h; (ii) Fe, AcOH, 115°C, 30 min.

Dal8i metoda pro ptipravu derivatd XLII a XLIII byla zaloZena na redukci
nitroskupiny vychoziho aromatického diketonu XXXIX pomoci vodiku s paladiem na
aktivnim uhli, ndslednou spontanni cyklizaci a reduktivni aminaci. Pokud byl navic do

reak¢ni smési pridan formaldehyd vznikal derivat XLII1 (Schéma 11) %
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Schéma 11: Piiprava tetrahydrochinoxalinovych derivati XLI1 a XLIII
o
\f 0} \fo o

SN T
C[N% o (:[N T C[N;LR o E:[”:LR

H,
XXXIX XL XUl XLl
R = Me, But, Ph l "
YO
L.
N" R
x|

Reakéni podminky: (i) Hp, Pd/C, MeOH, 405 kPa, rt, 6 h; (ii) H,, Pd/C, HCOH, MeOH,
405 kPa, rt, 6 h.

Nasledujici metoda kombinovala opét strategii oxidace a reduktivni aminace.
Nejprve byl N-allyl-N-(2-nitrofenyl)acetamid (XLIV) ozonolyticky pfeménén na
aldehyd se strukturou XLV, pifi ozonolyze soucasné vznikal formaldehyd. Poté byl
k reak¢ni smési ptidan nitrobenzen a redukci reakéni smési vznikl intermediat XLVI a
anilin, ktery reagoval s piebytenym formaldehydem. U intermediatu XLV doslo
obdobné jako v pfedchozim pripadé k cykloadici a reduktivni aminaci (Schéma 12).%
Schéma 12: Piiprava 1-(3-alkyl-dihydrochinoxalin-1(2H)-yl)ethanonovych (XLVI1II)

o) o o
\'T\/\ i T\AO i \'T H\ NHz
Gl O - O O
v

XLIV XL XLVI XLV XLV

Reakéni podminky: (i) O3, MeOH, -78°C; (ii) PhNO,, Hy, Pd/C, MeOH, 400 kPa, rt, 6h.

Predchozi pfipravy byly modifikovany pro syntézu na pevné fazi pomoci
aminomethylové pryskyfice skysele labilnim linkerem BAL. Syntéza vychazela z
mesylace intermediatu XLIX, nasledovala selektivni redukce nitroskupiny, pii niz
dochazelo ke spontanni cyklizaci. Poté byl modifikovan stéricky méné branény
dusikovy heteratom. Finalnim krokem bylo odStepeni intermediatu LIl z pevné faze

(Schéma 13). Jednotlivé derivaty byly ptipraveny s vytézky od 76% do 96%.°
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Schéma 13: Solid-phase syntéza tetrahydrochinoxalinovych derivatt

D[Noz OH j@[NOZ OMs . I:[ l j@i ]\

Pol-" L =BAL pol- - Pol/ PO'/
XLIX L LI L

liv .

R
R'=Cl, CF3 . N
R2 = H, Cl, CF5 j@[ j\
Rj H, Me, iPr, Bz R2 ” RS
R 4\@\ \/>—HN Ll

Reakéni podminky: (i) MsCI, pyridin, rt, 1 h; (ii) SnCl,.2H,0, NMP, rt, 2 h; (iii)
acylchlorid, anhydrid ¢i isokyanat, DCM (NMP) 16 h; (iv) TFA, rt, 2h,

Dalsi podskupinou substituénich metod byly substituce katalyzované
komplexnimi kovy. Poprvé byl k cyklizaci intermediatu LIV s cis-1,4-diethoxy-2-
butenem (LV) jako katalyzator pouzit dipalladium tris(dibenzylideneacetonovy)
komplex (Pd,(dba)s) aktivovany 1,4-bis(difenylfosfino)butanem (dppb) (Schéma 14).
Vytéznost reakce byla zavisla na substituentech R, R® a pohybovala se od 20% do
70%.%

Schéma 14: Ptiprava 1,4-disubstituovanych-2-vinyl-tetrahydrochinoxalinovych
derivata (LVI)

H
N\R2
Y j/\ = H, Ms, 4-Tos, CH;COO, BzCOO
”’ R? = 4-Tos, MeCOO, BzCOO
OEt
LIv LV LvI

Reak¢ni podminky: (i) dppb, Pda(dba)s, THF, Ny, rt, 12 h.

Nasledujici pfiprava 5,6-disubstituovanych-2-vinyl-tetrahydrochinoxalinovych
derivati vychazela z ptedchozi metody. Namisto 1,4-bis(difenylfosfino)butanu byly
pouzity sloudeniny titanu (Ti(OiPr)s).® Syntéza derivati se strukturou LVI byla také
katalyzovana bis(acetonitril)dichlorid palladnatym kompexem(PdCl,(MeCN),)

aktivovanym trifenylfosfinem®

¢i biscyklopentyliridium dichloridem ([Cp*IrCl;]2)
v bazickém prostiedi (K»CO3).”® Stejnym Kkatalyzatorem byla katalyzovéna i

disubstituce benzen-1,2-diaminu ethylenglykolem.**
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3.1.3 Ostatni metody

Podkapitola shrnuje specialni pfipravu tetrahydrochinoxalinu mezi néz patii

metody zalozené na odbourani mustkového cyklu Vv kyselém prosttedi. Podminky se

liily podle velikosti a typu cyklu (Schéma 15).%2%34

Schéma 15: Piiprava tetrahydrochinoxalinu metodou odbouravani cyklu

sslldsolee)

Lvi Lvii
T iii

CL))-

Reakéni podminky: (i) HI, rf; (ii) HBr, 140°C, 24 h; (iii) HBr, rf, 2h.

3.2 Popsané tricyklické derivaty tetrahydrochinoxalinu

Tricyklické derivaty tetrahydrochinoxalinli byly prozatim popsany jen vzacné,
pfesto literatura uvadi strukturné zajimavé latky s vyznamnou biologickou aktivitou.
S ohledem na rozlisSnou modifikaci struktur uvadime piedevsim vlastnosti téchto latek
se zaméfenim na biologickou aktivitu, fluorescen¢ni a luminiscenéni vlastnosti.

Tricyklické derivatd se strukturou LX byly popsany jako inhibitory V2
receptort, diky tomu by se tyto latky mohly stat potencidlnim Ié¢ivem pro revmatoidni
artritidu a jiné zanétlivé onemocnéni véetné Crohnovy choroby a ulcerdzni kolitidy
(Obréazek 3). ©
Obrazek 3: Struktura biologicky aktivniho bicyklického derivatu

| |
O._N N /\
Y . _/—N [e]
N R=Me,Et,|Pr,But,-§ /
|
o)
cl O
o.
SRS
Cl © LX

Obdobn¢ latky byly publikovany jako potencidlné pouzitelné pii 1écbé
systémového ,,lupus erythematodes®, roztrousené sklerozy, Sjogrentiva syndromu,
astmatu, lupénky, alergie, uplavice, kardiovaskuldrnich onemocnéni, arterialni sklerézy,

nadorové proliferace, nadorovych metastaz a pfi odmitnuti transplantatu.*
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Mezi dalsi latky patii spirocyklicky derivat se strukturou LXI, ktery dle
testovani vykazuje aktivitu pfi onemocnéni zptisobenych blokaci sodikovych kandlt

(Obréazek 4).
Obrazek 4: Struktura spirocylickych derivata

)
H
T)
o N
a M
Jiné derivaty se strukturou LXII byly testovany pro ATP kompetitivni inhibici
epidermalniho ristového faktoru proteinové tyrosin kindzy. Konkrétn€ u derivatu LXII

viak 7adné G¢inna aktivita zjisténa nebyla (Obrazek 5).*

Obriazek 5: Struktura kondenzovanych derivatu LXII bez biologické aktivity

. O
o
LXII @
Latky se strukturou LXIII jsou strukturné podobné luminolu a rovnéz vykazuji
podobné chemifluorescen¢ni vlastnosti pii smichéni s peroxidem vodiku a heminem v
bazickém dimethylsulfoxidu (Obrazek 6).48 Podobné¢ je tomu 1 u derivatu
tetrahydrochinoxalinu (LXIV), ktery navic poskytuje dvé fluorescenéni maxima
(Obréazek 6).%

Obrazek 6: Tricyklické slouceniny tetrahydrochinoxalinu s fluorescenéni aktivitou

R0 :
OOk ()
N NH N N
R ! H
LX LXIV
R =H, Me
Byl piipraven také 7-(terc-butyl)-2,3,4,6-tetrahydropyrrolochinoxalin (LXV)

(Obrazek 7) u n&hoz doposud nebyly zjistény Zadné biologické ani jiné vlastnosti.”
Podobn¢ je to 1 s 5,10-substituovanymi-1,4,6,9-tetramethyl-1,2,3,4,6,7,8,9-
octahydropyrazino[2,3-g]chinoxalinovymi derivaty (LXVI), kde opét nejsou znamy

vyznamné biologické vlastnosti (Obrazek 7).
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Obrazek 7: Struktura tricyklickych derivati tetrahydrochinoxalinti bez biologické
aktivity

H | R
N N N
(D~ ( )
N N N N
H
H .
LXV LXVI
R = OH, MeO, AcO

3.3 Priprava 1,4-dihydrochinoxalinu a jeho derivati
N
( X
R || IR
Ib

Dalsi modifikace spocivala v piipravé 1,4-dihydropyrazinového cyklu
kondenzovaném na benzodiazepinovém skeletu. Z tohoto diivodu jsou v nasledujici
podkapitole uvedeny metody pro piipravu 1,4-dihydrochinoxalinu, ale také 1,2-

dihydrochinoxalinu, ktery mtze byt vedlej$im produktem.

3.3.1 Redukéni metody

Stejné jako v predchozim ptipadé i zde je mozné vyuzit redukce chinoxalinu,
ktera viak probih4 za mirn&jsich podminek s pouZitim sodiku dle schématu 16.>

Schéma 16: Parcidlni redukce chinoxalinu

Ne N
Y -0
XX Lxvi M
Reakéni podminky: (i) Na, THF, Ny; (ii) EtOH, rt, 10 min.

Derivaty se strukturou LXIX vznikaly redukci chloridem titanitym. Pouze N-
methyl-2,3-difenyl-1,2-dihydrochinoxalin byl pfipraven elektrochemickou redukci na
uhlikové elektrods (Schéma 17).8
Schéma 17: Priprava 1,2-disubstituovanych 3-fenyl-1,2-dihydrochinoxalinovych
derivatii (LXIX)

R’ R’

N RE i) N_R? R' = CH;Bz
ST O, R

~ ~

N N X = Br, FSOy

LXVII LXIX

Reakéni podminky: (i) TiCls, H2O, rt, 1 h; (i) C1 Ag, ACCN.

20



3.3.2 Oxida¢ni metody

Pro ptipravu 1,4-dihydrochinoxalinu bylo mozno vyuzit i oxidacnich metod, kde
byl tetrahydrochinoxalin (XXI) pfipraven vhodnou cykliza¢ni reakci a nasledné byl
oxidovan kyslikem za katalyzy [Co(salem)] (Schéma 18). Salem ligand je chelata¢ni
ligand pouzivany pfi heterogenni katalyze, ktery vznika kondenzaci jedné molekuly
ethylendiaminu a dvou molekum salicylaldehydu. Vyt&znost oxidace byla 55%.>
Schéma 18: Oxida¢ni metoda pro piiprava 1,4-dihydrochinoxalinu (LXV11)

O CL)

LXVII

Reakéni podminky: (i) Oz, [Co(salem)], EtOH, 60°C, 24 h.

3.4 Popsané tricyklické derivaty 1,4-dihydrochinoxalinu

Dle literatury byl popsan pouze jeden tricyklicky derivat LXX, ktery byl
uspéSné testovan na antineoplastickou aktivitu a diky tomu by byl pouzitelny pfi
konvené&ni chemoterapii (Obrazek 8).>*

Obrazek 8: Struktura ethyl 9-ethyl-2,3,6,9-tetrahydro-[1,4]dioxino[2,3-g]chinoxalin-7-
karboxylatu (LXX)

3.5 Priprava 3,4-dihydro-2H-benzo[b][1,4]thiazin-1,1-dioxidu a jeho

derivatua

Dalsi podkapitola se vénuje popsanym derivatim 3,4-dihydro-2H-
benzo[b][1,4]thiazin-1,1-dioxidu (dale jen ,,dihydrobenzothiazindioxid*). Tyto latky

byly piepraveny oxida¢nimi, cyklizacni nebo cykloadi¢nimi metodami.

21



3.5.1 Oxida¢ni metody

Pro piipravu dihydrobenzothiazindioxidu a jeho derivati byly pouzity oxidacni
¢inidla jako peroxid vodiku, manganistan draselny ¢i m-chlorperoxybenzoova kyselina
(mCPBA).

Pro piipravu 3,3-disubstituovaného dihydrobenzothiazindioxidu (LXXII) byl
pouzit peroxid vodiku v Kyselém prostiedi (Schéma 19).%°

Schéma 19: Piiprava 3,3-disubstituovaného dihydrobenzothiazindioxidu (LXXII)

O s @ 28 T e
LXXI LXXII
Reakéni podminky: (i) H,O2, ACOH.

Dalsi pfiprava spocivala v oxidaci heteroatomu siry N-substituovaného
intermediatu LXXII pomoci MCPBA. Po odchranéni dusikového heteroatomu byl
z reak¢éni smési izolovan pozadovany dihydrobenzothiazindioxid (LXXV) (Schéma
20).%

Schéma 20: Piiprava dihydrobenzothiazindioxidu (LXXV)

LXXIII LXXIV LXXV
Reak¢ni podminky: (i) mCPBA, DCM, 0°C, on; (ii) MeONa, MeOH, rt, 30 min.

Pro ptipravu 4-benzyl-2H-benzo-1,4-thiazin-3(4H)-onu (LXXVII) byla opét
pouzita oxidace heteroatomu siry tentokrdt pomoci manganistanu draselného (Schéma
21).%

Schéma 21: Piiprava 4-benzyl-2H-benzo-1,4-thiazin-3(4H)-onu (LXXVII)

\\ //

setsel
©

LXXVI LXXVII

Reakéni podminky: (1) KMnO4, ACOH.
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3.5.2 Cykliza¢ni metody

Mezi dal§i strategie patfi cyklizace jiz pfipravenych sulfonyl derivata.
Intermolekularni substituci byl pfipraven jen dihydrobenzothiazindioxid. Nejprve byl
pomoci peroxidu vodiku oxidovan atom siry na sulfonylovou skupinu a po nasledné
redukci nitro skupiny chloridem cinnatym ihned dochézelo k cyklizaci (Schéma 22).%®
Schéma 22: Piiprava dihydrobenzothiazindioxidu (LXXV)

s \\S// O\\S// \\ ’/
oL e A GO @]
 —
NO, NO,
LXXVIII LXXIX LXXX

Reakéni podminky: (i) H,O,, AcOH; (ii) SnCl,, H20.

3.5.3 Cykloadi¢ni metody

Jedna ze specidlnich metod byla zalozena na cykloadici enaminu
s thioformaldehyddioxidem v bazickém prostfedi. Derivaty 7-substituovaného-3-fenyl-
dihydrobenzothiazindioxidu  (LXXXIIl) byly piipraveny [2+2] cykloadici
substituovaného-4-styrylbenzenu (LXXXII) a in-situ ptipraveného
thioformaldehyddioxidu (Schéma 23).
Schéma 23: Piiprava dihydrobenzothiazindioxidovych derivati (LXXXI)

Ph
\\//
| R = H, MeO, NO, Cl
Clig O N+
H Cl-
LXXXI LXXXII LXXXI

Reak¢ni podminky: (i) Me3SOzH, CH,Cl,, 0-5°C, 10 min; (ii) LXXXI, EtsN, CH,CI,
rt, 3-4 h.
Na cykloadi¢nich reakcich byly zaloZeny 1 ptipravy derivati 7-substituovanych-

3-(fenyl)-dihydrobenzothiazindioxida.®
3.6  Popsané tricyklické derivaty 3,4-dihydrobenzo-1,4-thiazin-1,1-
dioxidu

Vyse uvedené metody byly aplikovany pro ptipravu tricyklickych derivata

dihydrobenzothiazindioxidu. V nasledujici podkapitole je opét popsana biologicka

aktivita v literatute uvedenych tricyklickych derivatu.
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Derivaty se strukturou LXXXV byly podrobeny in-vivo testovani na mysich
nakazenych dnou. Jak se pozd¢ji ukdzalo maji tyto latky protizanétlivou aktivitu a jevi
se jako potencialn¢ pouzitelné pro 1écbu zanétlivych onemocnéni ¢i poruch (Obrazek
9).6L
Obrazek 9: Struktura tricyklickych dihydrobenzothiazindioxidovych derivata
(LXXXV)

OH
LXXXIV

(e]
R = H, Me, CN, COOMe,COOHept, CON(Me)Z,\Efp, %L”w
o x

U popsanych derivata 5,10-difluoro-4,9-dialkyl-2,3,4,7,8,9-
hexahydrobenzo[1,2-b:4,5-blbis([1,4]thiazin)-1,1,6,6-tetraoxidu  (LXXXV) doposud
nebyla testovana biologicka aktivita (Obrazek 10).%?

Obrazek 10: Struktura tricyklickych derivatd dihydrobenzothiazindioxidu bez
biologické aktivity

[ Nj R= 2"0H, Moy
2 £ & o
LXXXV
3.7 Priprava 2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[b][1,4]diazepinu a jeho

derivatua

Pro  pfipravu  2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[b][1,4]diazepinu  (dale jen
»tetrahydrobenzodiazepin®) a jeho derivati byla popsana fada metod. Vétsina piiprav
byla zalozena na redukci jeho cCastecné ¢i plné nenasycenych derivati a znich

odvozenych ketonti.
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3.7.1 Reduk¢ni metody

Redukci nenasycenych derivati benzo-1,4-diazepinu a benzo-1,4-diazepin-2-onu
byl pfipraven tetrahydrobenzodiazepin a jeho derivaty. Jednalo se pfedevsim o redukci
vodikem katalyzovanou nejcastéji Raneyovym niklem, redukci komplexnimi hydridy a
boranem.

Redukce 2,2,4-trimethyl-dihydrobenzodiazepinu (LXXXVI) byla jednou
z prvnich metod pro ptipravu 2,2,4-trimethyl-tetrahydrobenzodiazepinu (LXXXVII).
Vychozi intermediat LXXXVI byl redukovan vodikem na niklovém katalyzatoru.
(Schéma 24).%®
Schéma 24: Piiprava 2,2,4-trimethyl-tetrahydrobenzodiazepinu (LXXXVII)

N N
i
SOEIs O}
LXXXVI LXXXVII
Reak¢ni podminky: (i) Hz, R-Ni, EtOAC.

Pro pfipravu tetrahydrobenzodiazepinu byla zvolena katalyticka redukce 2,3-
bis(terc-butylthio)-3H-benzo-1,4-diazepinu vodikem na Raneyové niklu.®* Derivaty 2,4-
dimethyl-tetrahydrobenzodiazepinu byly pfipraveny redukci vodikem na Adamsonové
katalyza'itoru.65

Spojenim kondenza¢ni a redukéni metody vznikaly derivaty se strukturou
LXXXIX. Nejprve dochazelo k cyklizaci benzen-1,2-diaminu s dvéma ketony a
nasledné byl vznikly intermediat redukovan borohydridem sodnym v kyselém prostiedi

(Schéma 25).%°
Schéma 25: Piiprava tetrahydrobenzodiazepinovych derivatu LXXXIX

H
. N
g~
NH, N
@[ +  LXXXVII LXXXIX
NH,
H
XXIX 2 N )
oS =
—
1-3 N=
13

LXXXVIII LXXXIX
Reakéni podminky: (i) NaBH,4, HCI, MeOH, iPrOH, rt, 24 h.
Redukei 2-methyl-2,3,4,5-tetrahydro-1,5-benzodiazepinu (XC)

tetrahydridohlinitanem sodnym vznikal derivat XCI dle schématu 26.%
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Schéma 26: Piiprava 2-methyl-tetrahydrobenzodiazepinu (XCI)
H H
N N
soiNse!
N N
xc 1 ©° xct F
Reakéni podminky: (i) LIAIH, THF, rf, 1 h.

Redukci boranem (BHjs, THF, rf, 7 h) byly piipraveny N-substituované derivaty
tetrahydrobenzodiazepinu.®’

3.7.2 Cykliza¢ni metody

Pro piipravu tetrahydrobenzodiazepinu a jejich derivat byly cykliza¢ni metody
spiSe okrajovym zpusobem piipravy. Nejéast&ji byly pouzivany N,N ‘-disubstituované
derivaty benzen-1,2-diaminu a 1,3-dihalogenpropanu. Opét byla popsana také piiprava
tetrahydrobenzodiazepinovych derivati katalyzovana komplexnimi kovy.

N,N*-disubstituovany tetrahydrobenzodiazepin (XCIV) byl pfipraven cyklizaci
N-(2-(fenylamino)fenyl)benzamidu (XCII) 1,3-dibrompropanem (XCIIl) za bazické
katalyzy (Schéma 27).%

Schéma 27: Piiprava N,N‘-disubstituovaného tetrahydrobenzodiazepinu (XCIV)

¢ 5
@[ N @ >
NH N
oL o
xci Xclil XCIV
Reakéni podminky: (i) terc-ButOK, DMF, 60°C, 18 h.

Obdobné jako tetrahydrochinoxalin byl 1 tetrahydrobenzodiazepin pfipraven
reakci chranéného benzen-1,2-diaminu s 1,3-dibrompentanem. Po cyklizaci dochazelo k
odchanéni koncentrovanou kyselinou sirovou. | Vvtomto piipadé byla pouZita
benzensulfonylova skupina k ochran& aminoskupin benzen-1,2-diaminu.®* K ochrang
aminoskupin benzen-1,2-diaminu byla vyuZita také p-toluensulfonylové skupina.®

Kovem katalyzovana disubstituce 2-brom-1,3-dichlorbenzenu (XCV) 1,3-
diaminopropanem byla katalyzovana palladium bis(dibenzylidenacetonem) v bazickém
prostiedi. Katalyzator byl aktivovan 1,1'-bis(difenylfosphino)ferrocenem (dppf)
(Schéma 28).%°
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Schéma 28: Piiprava 6-chlor-tetrahydrobenzodiazepinu (XCVI1)

cl
H
Cl §
Br i
@C OHNT TN, — >
N
H

Cl
Xcv XCVi XCvil

Reakéni podminky: i Pd(dba),, dppf, terc-ButONa.

3.8 Popsané tricyklické derivata obsahujici 1,4-diazepan

Doposud byla popséna jen jedind struktura obsahujici ve svém skeletu 1,4-
diazepinovy cyklus. Pii testovani biologické aktivity bylo prokazano, ze latky se
strukturou XCVIII byly dobrymi inhibitory Janusovy kinazy 3 (JAK3). Janusova
kinaza 3 je cytoplasticky protein tyrosin kinazy, ktera hraje kli¢ovou roli v regulaci
bunck zprosttedkovavajici alergickou a astmatickou odpovéd’. Proto mohou inhibitory
JAK 3 slouzit jako potencialni 1é¢iva pro imunitné zprostiedkované onemocnéni jako je
odmitnuti organd pii transplantaci, atopicky ekzém a astma (Obrazek 11).”

Obrazek 11: Latka se zakladem v tetrahydrodiazepinu s biologickou aktivitou

Xcviil

3.9 Priprava 2,3-dihydro-1H-benzo[b][1,4]diazepinu a jeho derivatu

vvvvvv

(dale jen ,dihydrobenzodiazepin®) byly kondenzacni metody, mezi néz patii
kondenzace  benzen-1,2-diaminu s ketony,  B-nenasycenymi  karbonylovymi
slouc¢eninami ¢i diketony. Méné bézna byla kondenzace aldehydt s enaminy. Okrajovou
metodou byla modifikace 4,5-dihydrobenzo-1,4-diazepin-2-onovych ¢ 4,5-

dihydrobenzo-1,4-diazepin-2-thionovych derivat.
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3.9.1 Kondenzace benzen-1,2-diaminu s ketony

Derivaty dihydrobenzodiazepinu byly piipraveny kondenzaci benzen-1,2-
diaminu (XXIX) s dvémi molekulami ketonu V pfitomnosti kyseliny. Jedna z prvnich
kondenazaci ketont ¢i diketoni se strukturou XCIX a benzen-1,2-diaminu byla
katalyzovéna floridem boritym za chlazeni s vytézkem 40% az 91% (Schéma 29).71

Schéma 29: Priprava 2,3-dihydrobenzo-1,4-diazepinovych derivatu se strukturou C

O
(0]
H
N NH, 2 N\ ¢/
- OO - O
+ —_—
=N NH; 12 N=
O 1-2
o C XCIX XXIX XCIX C
+
o
)LR
XCIX

H R R=HMe EtPh
N

Reak¢ni podminky: (i) BFs-Et,0, chlazeni, 0,5 -2 h.
Dale byl jako katalyzator pouzit: trichlorid fosforylu ve smési s oxidem

2 oxidem fosfore¢nym naneseny na oxidu hlinitém,” sal ytterbia

manganatym,
(Yb(OTf)3),” polyfosforetna kyselina,” p-nitrobenzoové kyselina,”® kyselina octova,’’
zirkonium sulfat,”® sl galia (Ga(OTf)g),79 chlorid cerity,80 nitrocericitan amonn}'/,81
Amberlyst-15.82 Kondenzace substituovaného benzen-1,2-diaminu s ketonem probihala
také bez katalyzy jen v iontové kapalin¢ (1,3-dibutylimidazolium bromidu) pfi
laboratorni teploté.83

Pokud byl pfi ptipravé dihydrobenzodiazepinovych derivatl nahrazen benzen-
1,2-diamin za 1,2-dinitrobenzen, byla prvnim krokem syntézy redukce nitro skupiny
pomoci smési platiny a oxidu titani¢itého naneseného na silikagelu. Pfi redukci

dochazelo okamzité¢ k cykliaci in-situ pfipaveného benzen-1,2-diaminu s ketonem
(Schéma 30).84
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Schéma 30: Priprava 2,3-dihydrobenzo-1,4-diazepinovych derivatu se strukturou CI

NO, : :<<
R '
cl R = Me, Et, Ph
No2

R'=H, CI, Me,MeO
cl 5/ :

CIII

Reakéni podminky: (i) Hy, Pt, TiO,aceton, silikagel, 0,7-10 MPa, 65-100°C, 1-14 h.

3.9.2 Kondenzace benzen-1,2-diaminu s  nenasycenymi karbonylovymi

slou¢eninami

Ke kondenzaci dochdzelo mezi riznymi B nenasycenymi karbonylovymi
slou¢eninami a 1,2-diaminobenzenem za kyselé ¢i bazické katalyzy. Reakce byla
katalyzovana i kovy a jejich solemi. Pi# kondenzaci benzen-1,2-diaminu
s intermediatem CIV byla reakce provedena v prostiedi piperidinu (Schéma 31).%
Schéma 31: Priprava 2,4-substituované-2-methyl-dihydrobenzodiazepinu (CV)

H R
R R NHy N
JA O, = O e
O NH, N=
R
Civ XXIX cv

Reakéni podminky: (i) piperidin, EtOH (benzen), 4 h.

Obdobné kondenzaéni reakce byly také studovany v prostiedi triethylaminu,®
kyseliny octové,® praskového thoria,®’ ¢i soli galia (Ga(OTf)s).”® Pokud byl vychozi
latkou derivat nitroanilinu dochazelo k soucasné redukeci a cyklizaci. Selektivni redukce
nitroskupiny byla provedena smési praskového samaria a chloridu titani¢itého.®

Pokud byl B nenasyceny keton nahrazen ethyl acetoacetaitem (CVIII) probihala
reakce obdobné. Nejprve byl z aldehydu (CVII) a ethyl acetoacetatu in-situ pfipraven
ethyl 2-fenyliden-3-oxobutanoat (CVIII), ktery nasledné reagoval s benzen-1,2-

diaminem dle schématu 32.%°

29



Schéma 32: Dvoukrokova syntéza dihydrobenzodiazepinovych derivati CIX

H Ar
o o i | o o . N
+ g — .
Mg, ArcHo okt @[ )CooEt
| N
H Ar
cvi cvil cvil cIx

Ar = Ph, 4-CIPh, 4-OHPh, 4-CHzOPh, ¥5-0_ 3> o
[V OSY

N

H

Reakéni podminky: (i) MW, 800 W, 130-150°C; (ii) benzen-1,2-diamin, 2,5 -3,5 min.
Specialnim zplisobem piipravy bylo spojenim kondenzace a substituce. Reakci

benzen-1,2-diaminu s 4-brom-4-methyl-pentan-2-onem (CX) vznikal v bazickém

prostiedi 2,2 4-trimethyl-dihydrobenzodiazepin (CX1) (Schéma 33).%

Schéma 33: Piiprava 2,2,4-trimethyl-dihydrobenzodiazepinu (CXI)

H
Br NH N
Fy Gl
+
(0] NH2 N/
CX

XXIX CXI

Reak¢ni podminky: (i) benzen, rf; (ii) NaOH, H,O.

3.9.3 Kondenzace aldehyda s enaminy

Kondenzaci benzen-1,2-diaminu s dvéma riznymi ketony byly také pfipraveny
derivaty dihydrobenzodiazepinu. Nejprve vznikaly enaminy, které za kyselé katalyzy
kondenzovaly s aldehydy a poskytovaly pozadované derivaty.

Za pritomnosti kyseliny trifluoroctové dochazelo ke kondenzaci 3-(1-((2-
aminophenyl)imino)ethyl)-4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-onu (CXII) S
benzaldehydem nebo jeho derivaty s vytézky od 55% do 83% (Schéma 34)."

Schéma 34: Piiprava dihydrobenzodiazepinovych derivath se strukturou CXIV

R
v

@\ o CHO X
NHy | N = N= OH

H

cXili cxXin CXIV

R =H, CH3 OH, OCH3 CN, Ph, COOH, Br, CI

Reakéni podminky: (i) TFA, EtOH, rf, 2h.
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Obdobné reakce byly popsany i za pritomnosti jinych kyselin Keeginovych
heteropolykyselin ~ (HsPMo1gV204 a HsPMogVsOu),??  kyseliny octové  a

trifluoroctové.*>

3.9.4 Kondenzace benzen-1,2-diaminu s diketony

Kondenzaci benzen-1,2-diaminu s diketony CXIIl vznikaly jen diethyl (2-
methyl-4-alkyl(aryl)-2,3-dihydrobenzo-1,4-diazepin-2-yl)fosfatové  derivaty (CXV).
Reakce diethylfosfatu (CXVI) a diketonu (CXV) s benzen-1,2-diaminem (XXIX)
probiha bez rozpoustédla jen za katalyzy chloridu ytterbnatého (Schéma 35). VytéZnost
reakce byla od 44% do 61% v zavislosti na pouzitém diketonu.**

Schéma 35: Piiprava diethyl (2-methyl-4-alkyl(aryl)-2,3-dihydrobenzo-1,4-diazepin-2-
yl)fosfatovych derivati (CXVII)

Q
H\ P~
o o NH, N \OgEt
)J\/U\+ HOP(OEt)2 + — @
R NH, N=
cXV cXvi XXIX cxvi R

R = Me, Et, iBu, amyl, Ph, 4-CIPh, 4-BrPh, 4-MePh, 4-MeOPh

Reakéni podminky: (i) YDBCI, rt; (ii) rt-50°C,18-24 h.

3.9.5 Modifikace benzodiazepinového skeletu

Mezi dalsi metody pfipravy dihydrobenzodiazepinovych derivati patii
modifikace jiz vzniklého benzodiazepinu. Reakci dihydrobenzodiazepin-2-onovych
derivath  ¢i  jejich  thioanalogli  vznikaly pomoci  dvoukrokové  syntézy
dihydrobenzodiazepinové derivaty. Nejprve dochazelo k chloraci nebo alkylaci keto
skupiny a poté k substituci nejcastéji s primarnim nebo sekundarnim aminem.
Vyjimkou nebyla ani substituce amoniakem, hydrazinem ¢i hydrazidem.

Derivaty  7-methyl-4-(piperazin-1-yl)-dihydrobenzodiazepinu  (CXX) byly
pfipraveny pifevedenim intermediatu CXVIIl na chlor derivat a jeho nasledna
substituce s piperazinovymi derivaty CXIX vedla k pozadovanym produktim. Piiprava

byla u viech derivatd provedena dvéma zptsoby (Schéma 36).%°
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Schéma 36: Piiprava dihydrobenzodiazepinovych derivath se strukturou CXX

R H
N NG N
/@ 2 + [ j i (i, iii) /@[ }
N 1 —
R1 H R N
N o N

N
CXVill CXIX CXX ‘R2

R'=H, F, Cl, CF3 MeO

R2 = H, Ph, 4-FPh, 2-MeOPh, 2-CIPh, 3-CIPh, 4-CIPh, Bz, \§| AN

~
Reakéni podminky: (i) amin, TiCly, toluen, 80°C, 4h; (ii) PCls/POCIs, pyridin, rf, 4h;
(iii) amin, EtOH, rf, 4h

Pii ptipravé derivati CXXIV byla vychozi thio latka se strukturou CXXI
pfevedena na cyklicky imidoyl chlorid struktury CXXII a dale podrobena reakci
S primarnim nebo sekundarnim aminem za vzniku produktu CXXIV (Schéma 37).96

Schéma 37: Pﬁprava dihydrobenzodiazepinovych derivati se strukturou CXXIV

H
o Dl e Py "y }
CXXI CXXl CXXIV
X=C,0
R'=H, Me, Bz
R2=H, Me

R®=H, NH,, Pr, Cy; R*=H
R% R*= 4-N_ X

Reak¢ni podminky: (i) HgCl,, THF, 55°C.
Thioanalogy se strukturou CXXV byly také modifikovany methylaci s methyl

jodidem ¢i dimethylsulfatem. Methylsulfidova skupina intermediatu CXXVI byla poté
substituovéana derivaty hydrazinu (Schéma 38).”

Schéma 38: Priprava dihydrobenzodiazepinovych derivatl se strukturou CXXVII

1
R Re
N = H, Me, Bz
oGl - olfenally B
N - Me, Ph
R
CXXV >ﬁ

3
CXXVI CXXVII

Reakéni podminky: (i) (a) chlorbenzen (benzen), benzyltriethylamonium chlorid, Mel,
1,5-2 h (b) dimethylsulfat, KOH, dioxan, MeOH, , rt, on (c) Mel, KHCO3, aceton, rt,
on; (ii) acetyl(benzoyl)hydrazin, EtOH, rt, 1 h.
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3.10 Priprava 2,3,4,5-tetranydrobenzo[b][1,4]thiazepin-1,1-dioxidu a

jeho derivatu

Piiprava  2,3,4,5-tetrahydrobenzo[b][1,4]thiazepin-1,1-dioxidu  (dale  jen
,tetrahydrobenzothiazepindioxid®) byla zaloZzena na oxidacnich ¢i méné cCastéjSich

redukénich metodach .

3.10.1 Oxida¢ni metody

K piipravé tetrahydrobenzothiazepinu a jeho derivati byly pouzity oxidacni
¢inidla jako peroxid vodiku, peroxokyseliny ¢i oxid osmicely.

Jedna zprvnich oxidacnich metod byla zalozena na oxidaci 3,4-
disubstituovaného tetrahydrobenzothiazepinu (CXXVIII) peroxidem vodiku (Schéma
39).%8
Schéma 39: Piiprava tetrahydrobenzothiazepindioxidovych derivati se strukturou
CXXIX

0
s Osd R'=Ph
@}Rz | @}R R 1

R'=R%=(CH

N N (CHa)y

R
CXXVIII CXXIX

Reakéni podminky: (i) H2O;.

Tyto derivaty tetrahydrobenzothiazepindioxidu byly ptipraveny i mirnou oxidaci
peroxidem vodiku v kyselém prostiedi kyseliny trifluoroctové.”

Oxidaci mCPBA byla pfipravena 2-(1,1-dioxiddihydrobenzothiazepin-5(2H)-
yl)octova kyselina (CXXXI) dle schématu 4010
Schéma 40: Piiprava 2-(1,1-dioxid-dihydrobenzothiazepin-5(2H)-yl)octové kyseliny
(CXXXI)

S s
SRR

E N

COOH kCOOH
CXXX CXXXI

Reakéni podminky: (i) mCPBA, DCM.
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K oxidaci heteroatomu siry byla pouZzita také peroxosirova kyselina ve smési
vody, methanolu a tetrahydrofuranu (Schéma 41).*
Schéma 41: Piiprava tetrahydrobenzothiazepindioxidovych derivata se strukturou

CXXXI1I

O\ //

SO - O

o 9

N O\

CXXXII CXXXIII
Reakéni podminky: (i) K2SOs, H,O, MeOH, THF, 0°C, 16 h.
Pro oxidaci byl také Gspésné studovan oxid osmicely ve smési s N-methyl-
morfolin-N-oxidem (Schéma 42).*%
Schéma 42: Piiprava 3-butyl-7-chloro-3-ethyl-8-methoxy-5-fenyl-

tetrahydrobenzothiazepindioxidu (CXXXV)
o_,0
MeoﬁS}Et i MeO \S’><Et
al N Bu al I :[ N Bu

CXXXIV CXXXV

Reakéni podminky: (i) OsOg4, N-methyl-morfolin-N-oxid.

3.10.2 Redukéni metody

Jiné metody vyuzivaly ptimé vnaseni sulfonylové skupiny za vzniku odliSnych
derivatd a jejich naslednou modifikaci vznikal pozadovany produkt. Jedind takto
popsana reduk¢éni metoda byla zaloZena na redukci dihydrobenzothiazepin-4(5H)-on-
dioxidovych derivati (CXXXV1) borohydridem sodnym (Schéma 43).1%
Schéma 43: Priprava 3-butyl-3-ethyl-4-hydroxy-5-fenyl-tetrahydrobenzothiazepin
dioxidu (CXXXVII)

O\|| \//

o [ }
@k O

CXXXVI CXXXVII

Reakéni podminky: (i) NaBH,4, EtOH, rt, 18 h.
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4 Vysledky a diskuze

Dulezitym prvkem syntézy bylo pouziti diverzniho vychoziho materialu 4-chlor-
2-fluor-5-nitrobenzoové kyseliny v kombinaci s mono-chranénym 1,2-diaminoethanem.
Syntéza kombinovala klasickou roztokovou chemii se syntézou na pevné fazi, a to tak
ze vychozi 2-nosylovany 1,2-diaminoethan byl pfipraven v roztoku, isolovan a nasledné
ukotven na aminomethylovou pryskytici s BAL linkerem. Vysledny sekundarni amin
byl nasledn¢ arylovan 4-chloro-2-fluoro-5-nitrobenzoovou kyselinou za vzniku
intermediatu 4.

Reakéni  sekvence nasledné pokracuje substituci atomu chloru rGzné
modifikovanymi aminy nebo merkaptoalkoholy, které po redukci a zavérecné cyklizaci
urcuji finalni tricyklickou strukturu dle schématu 44.

Schéma 44: Obecny pichled navrzenych cilovych slouc¢enin

H H
H H OH N N
N Nw HZN/\/OMe H2N/\Mn En 3
N "Rt \ " N
H o R (o]

|I?1
Pol N
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SH
H2N/\)\0Et . HNT )

0, H
H H / NO, S Nw
N N 4 (En
N N, ;
H
- N J R
J R

Nasledujici podkapitoly budou rozdéleny dle zmén na diverznim heterocyklu: v
zavislosti na substituci aminoalkoholy, aminoacetaly a merkaptoalkoholy a jejich dalsi

modifikace.

4.1 Priprava vychozich latek

Navrzend syntéza vVychazi z jiZ popsanych postuptll pro piipravu substituovanych
benzendiazepinont a tricyklickych systémi odvozenych od thiazinu a thiazepinu.2
Zékladni vychozi intermediat 4 je pouzit pro vSechny nové navrzené heterocyklické

systémy.
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Schéma 45: Piiprava vychoziho intermediatu
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Jeho piiprava spocivala v n€kolika reak¢énich krocich nejprve v roztoku a
nasledné¢ na pevné fazi Prvnim krokem navrzené syntézy byla pfiprava mono-
nosylovaného 1,2-diaminoethanu (D). Ptiprava N-(2-aminoethyl)-2-
nitrobenzensulfonamidu (1) byla zaloZena na substituci dusikového heteroatomu 2-
nitrobenzensulfonyl chloridem (2 NosCl) (Schéma 45). 1,2-diaminoethan byl rozpustén
vDCM a po zchlazeni reakéni smési na —5°C byl pomalu piidan roztok 2-
nitrobenzensulfonyl chloridu v DCM a reakéni smés byla pii této teploté michana po
dobu 1 hodiny. Vedle pozadovaného produktu obsahovala reakéni smés i di-nosylovany
produkt. Z tohoto diivodu byla reakéni smés zfiltrovana, zahusténa na vakuové rotacni
odparce a ¢iSténa pomoci preparativni chromato graﬁe.m4

Vznikly N-(2-aminoethyl)-2-nitrobenzensulfonamid (1) byl nasledné reduktivni
aminaci navazan na aminomethylovou pryskyfici s kysele labilnim linkerem BAL.
V dalsich reakénich krocich byla provedena arylace 0.2 M roztokem 4-chloro-2-fluoro-
5-nitrobenzoové kyseliny s dvojnasobkem baze EDIPA v DMSO a alkylace 2-nosyl
aktivovaného aminu pomoci methyl jodidu ¢i ethyl jodidu v pfitomnosti baze 1,8-
deazabicyklo[5.4.0Jundec-7-enu (DBU). V prubéhu alkylace dochazelo i ke vzniku
esteru, ktery vSak neni nezaddouci, naopak usnadiiuje cyklizaci za vzniku
benzodiazepinonu. Takto ziskany derivat 4 byl dale modifikovan za ucelem vzniku

navrzenych sloucenin (Schéma 44).
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4.1.1 Modifikace merkaptoalkoholy

Jako prvni byla testovana modifikace merkaptoalkoholy za vzniku tietiho kruhu
odvozeného od thiazepandioxidu a thiomorfolindioxidu. Strategie syntézy byla
nastavena tak, ze predem pfipraveny vychozi intermediat 4 by byl podroben reakci
s merkaptoalkoholem, kde dle popsanych postupti dochazelo nejen k odstranéni 2-
nosylové skupiny, ale zaroven k substituci atomu chloru a cyklizaci za vzniku
benzodiazepinového cyklu. Nasledné by byla terminalni hydroxy skupina mesylovana
methansulfonyl chloridem a po redukci nitroskupiny by byl uzavien thiazinovy kruh.
Nejveétsi pozornost pii piiprave téchto latek by vSak byla vénovéana zavérecné oxidaci za
vzniku sulfonové skupiny a po kone¢ném odstépeni z pryskyfice by byly ziskany finalni
slouceniny (Schéma 46).

Schéma 46: Obecny navrh ptipravy cilovych slou€enin 12
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Pro tuto reak¢ni strategii byl pro prvotni testovani zvolen jako merkaptoalkohol
2-merkaptoethanol, pomoci kterého by na konci reakéni sekvenci vznikal Sesti-Clenny
kruh. Posléze byla testovana také reakce s 3-merkaptopropanolem. Samotna substituce
atomu chloru a denosylace probihala dle popsaného postupu s 0.6 M roztokem

merkaptoethanolu (merkaptopropanolu) s ekvivalentem DBU v DMF za laboratorni
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teploty pies noc. Po reakci a odstépeni z pryskytice byl v LC-MS spektru detekovéan
substituovany benzodiazepinovy produkt i jeho trifluoroacetyl derivat.

Schéma 47: Multifunkéni reakce s merkaptoalkoholy

Et
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V dal$im reak¢nim kroku byla provedena reakce za vzniku mesyl esteru na
termindlni hydroxy skupiné. K vychozi pryskyfici 5 byl pfidin 1 M
roztok methansulfonyl chloridu v pyridinu po dobu 30 minut. Reakce byla velmi rychla
a vedle pozadovaného produktu vznikal i chlor derivat, ktery vSak nebyl na zavadu pii
pozdé&jsi cyklizaci. Pfi mesylaci meziproduktu 5A byl v reakénim spektru detekovan
pouze chlor derivat. Nasledujici kroky byly testovany jen s derivatem 6A
substituovanym merkaptoethanolem, ktery byl pro dal$i syntézu, kdy vznikal Sesti-
¢lenny kruh zvolen jako vhodnéjsi model.

Schéma 48: Reakce methansulfonyl chloridem
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Dalsim reakénim krokem byla redukce nitro skupiny, ktera byla tUspésné
provedena jak za podminek klasické redukce na pevné fazi s hydratem chloridu
cinatého v pfitomnosti baze EDIPA v DMF pies noc (metoda A, Schéma 49), tak i nové
popsanym zpusobem, pfi kterém je redukénim cinidlem dithionicitan sodny a reakce
probiha ve fazi DCM/voda v pfitomnosti uhli¢itanu draselné¢ho a tetrabutylammonium
hydrogensulfatu (TBAHS) (Schéma 49, metoda B). Nicméné pii pouziti chloridu
cinatého dochazi k zaneseni pryskyfice solemi, které musi byt pfi konecném c¢isténi
finalni latky odstranény. Z toho divodu byla piednostné pouzita redukce pomoci

dithioni¢itanu sodného.
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Schéma 49: Redukce nitroskupiny
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ZavéreCna cyklizace vyzadovala vyssi teplotu 80°C v 0.2 M roztoku EDIPA
v DMSO (Schéma 50). Pozadovany tricyklicky produkt se takto podafilo pfipravit
ve velmi dobré Cistoté 95 % vhodné na findlni oxidaci.

Schéma 50: Cyklizace za vzniku thiomorfolinového cyklu

7T\ /N
~/ N —Et —

DMSO

R’ © - ©
NH, K/NH
7A 8A
R'= CH3803, Cl

Nejvétsi pozornost byla vénovana poslednimu reakénimu kroku, oxidaci atomu
siry za vzniku sulfonylové skupiny. Dle popsanych postupu mezi nejcastéji pouzivané

oxidagni ¢inidlo patii m-chlor-peroxybenzoové kyselina,'®®

Z toho diivodu bylo toto
¢inidlo testovano i v naSem piipadé (Schéma 51).

Schéma 51: Oxidacéni krok za vzniku finalnich latek

7N\ /T
Pol—,/ N N-Et - N —Et
L CPBA Pol—/ N
o DCM ° o

S .
O:S

&NH K/NH

8A 9A

Oxidace byla testovana s fadou reakénich podminek zejména s pouzitim riznych
koncentraci oxida¢niho ¢inidla (0.1 M, 0.2 M a 0.4 M roztok mCPBA v DCM). Jen pfii
pouziti 0.1 M roztoku byl i po 16 hodinach v reakéni smési pfitomna vychozi latka. Pii
obou vyssich koncentracich byla v LC-MS spektru detekovana latka s M = 154.90
(ESI+). Jak bylo pozdéji zjisténo, jednalo se 0 m-chlorbenzoovou kyselinu. Poznatek, ze
se opravdu jedna o m-chlorbenzoovou kyselinu byl potvrzen analyzou samotné mCPBA
Vv MeOH. Rozpusténim m-chlorperoxybenzoové kyseliny piechdzela na m-
chlorbenzoovou kyselinu, ktera méla stejny retencni ¢as 1 hmotu jako latka detekovana

po oxidaci. Pii oxidaci vznikla m-chlorbenzoova kyselina vnikala do pori pryskyfice a
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nepodafilo se ji vymyt smési DCM a vody ani smési DCM a nasycené¢ho roztoku
uhli¢itanu draselného. Diky nemoznosti analyzovat produkt na pryskyfici bez
ptritomnosti zredukovaného Cinidla se nepodafilo potvrdit, zda k oxidaci dochazelo ¢i
ne.

Vedle zminéného postupu jsme testovaly i odliSnou strategii, a to zdménu
reakcénich krokt, kdy by oxidace probihala po mesylaci hydroxy skupiny a az néasledné
by byla zredukovana nitro skupina a provedena cyklizace (Schéma 52). Cilem bylo
otestovat oxidaci v jiném reakénim kroku, zda k reakci dochazi a ovéfit moznost, Ze pii
redukci nitro skupiny nebude zaroven reagovat i sulfonylova skupina.

Schéma 52: Alternativni postup oxidace

N\
Pol— /N N-Et Pol— /" Pol—
_m-CPBA_
o m
R
\/\S R\/\S _— o= \S

NO,

6 10A 9A
R'= CH3803, Cl

Oxidace intermediatu 6 byla opét provedena 0.2 M roztokem mCPBA v DCM
pii laboratorni teploté pies noc. Na rozdil od ptfedchozich zkuSenosti se ¢inidlo dafilo
pohodlné¢ vymyt pouzitim standardnich podminek a vznikal produkt 10A s Cistotou
96%.

Po uspésné oxidaci byla provedena redukce nitro skupiny, kde byly testovany
ob¢ metody, dithioni¢itanem sodnym 1 dihydratem chloridu cinatého. Redukci
dithioni¢itanem sodnym vznikala smés latek, ve které¢ byl dle LC-MS detekovan
pfedevsim zcela redukovany intermediat 11A. Z toho vyplyva, Ze pii redukci nitro
skupiny dochazelo soucasné k redukci sulfonylové skupiny (Schéma 53).

Schéma 53: Redukce dithioni¢itanem sodnym

S\ —
Pol~ /N N-El Redukce  Pol— /N N-Et

o o]
R' y
V\S R\/\S
2 NO, NH,
10A 11A
R' = CH3SO3, Cl

Z literatury bylo zjiSténo, Ze pro redukci nitro skupiny obdobnych intermediatii
byl &ast&ji pouzit chlorid cinaty.”® Z toho ditvodu jsme otestovaly i tuto metodu a

podafilo se tak ziskat pfimo produkt 9A s ¢istotou 95% (Schéma 54). Toto zjisténi bylo
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zcela v souladu s popsanymi metodami pfipravy tetrahydrobenzothiazepindioxidi, u
nichz také dochézelo pti redukei ke spontanni cyklizaci.”®

Schéma 54: Redukce dihydratem chloridu cinatého

7N
PO'\L/\N N-Et  Redukce Pol—/

I N/jN—Et
A
R o o o
\/\S /\\S
0 o~
NH

2 NO,
10A 9A
R'= CH3SO3, Cl

V soucasné dobé se ndm podafilo pfipravit produkt 9A pouze Vv analytickém
mnozstvi, ale s Cistotou 95%. Dalsi pribéh ptipravy téchto latek bude zaméien na
preparativni pifipravu a potvrzeni struktury a aplikaci uspéSnych postupli na ptipravu

sedmi-¢lenného cyklu.

4.1.2 Modifikace aminoalkoholy

Dalsi cilové tricyklické slouceniny byly odvozeny od benzodiazepinonu
v kombinaci s piperazinovym ¢i 1,4-diazepanovym cyklem. Jejich pfiprava vyuziva
obdobného postupu jako v predchozi skupiné latek, nicméné je zde zaména nékterych
reakénich krokt a ¢inidel (Schéma 55). Schéma 55: Obecny navrh pro piipravu
cilovych sloucenin 25
R R
PO LN Nos Pol o~ N e

N\
COOR! Pol— /N N-R'
. i COOR! -
o
Cl HO HO
N
NO, M;\H n ”

NOZ N02
4 14 22
N 1 7\ 7N\
Pol~/N N-R Pol— /N N-R' Pol— /N N-R'
O - O (¢}
HsC._..O H3C._.O
" 8, N 8
\\MNH 2 NH, 2 NO,
n
n=1,2 25 24 23
R'=H, Et

Zména je jiz v prvnim reakénim kroku, kdy je pouzita stejna vychozi latka 4, ale
oproti reakci s merkaptoethanolem, bylo napfed nutné substituovat atom chloru

vhodnym aminoalkoholem a az nasledné provést denosylaci a cyklizaci za vzniku
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benzodiazepinového cyklu. Pokud byla denosylace s merkaptoethanolem provedena
ihned nebylo mozné zabranit okamzité substituci chloru merkaptoethanolem (viz
ptedchozi podkapitola).

Déle by reak¢éni sekvence vyuzivala vyse popsanych postupt: mesylace
termindlni hydroxy skupiny, redukce nitroskupiny a cyklizace za vzniku Sesti ¢i sedmi-
¢lenného kruhu dle typu pouzitého aminoalkoholu.

Nukleofilita aminoalkoholi je niZzs§i ve srovnani s merkaptoalkoholy, proto byla
nasledujici reakce s aminoalkoholy podrobn¢ studovana a optimalizovana. Nejprve byla
substituce testovana s 10% roztokem 2-aminoethanolu v DMF pfi laboratorni teploté
ptes noc. Nasledujici den byl v LC-MS spektru detekovan pozadovany produkt 13A,
jeho trifluoracetyl derivat vznikajici pii $tépeni z pevné faze a jako vedlejsi produkt
amid se strukturou 14A (42 %). Amid vznikal také pii reakci 10% 2-aminoethanolu
v DMSO pii 50°C pies noc. Vznik amidu byl velmi nezadouci pro dalsi vyvoj syntézy a
bylo nutné¢ maximalné minimalizovat jeho vznik.

Schéma 56: Substituce za pouziti 2-aminoethanolu

2 ITIOS
N.
Et Et Et
\ Pol N Pol
PO NN Nos - Han>OH NN T2 Nos >N o
COOEt DMSO COOEt NH
_—
o R o\/\H R o\/\” H
NO, NO, NO, OH
4 13A 14A
R'=H, CF4CO

Z ptedchozi studie pfi reakci se sekundarnimi aminy bylo potvrzeno, Ze vedlejsi
amid vznikd v menSim vytézku pii pouZziti mikrovinného reaktoru. Pouzily jsme proto
stejné reakéni podminky 10% roztok 2-aminoethanolu tentokrat v DMSO pii teploté
150°C vykonu 200 W po dobu 5 minut. Bohuzel se ukazalo, ze v piipad¢ 2-
aminoethanolu vznikd ptevazné nevyhovujici amid 14A a pouziti mikrovinného
reaktoru proto nebylo vhodné. Jako dal$i podminky jsme testovaly pouZziti samotného
aminoalkoholu jako rozpoustédla bez jakéhokoliv dalSiho pfidavku jinych reagencii pfi
laboratorni teploté pies noc. Timto postupem se podafilo ptipravit pozadovany produkt
13A ve velmi dobré CcCistoté 88 %. Obdobné byla testovana i substituce s 3-
aminopropanolem pfi laboratorni teploté pies noc, Cistota takto pfipravené¢ho produktu
13B byla 70%. Po zopakovani substituce za stejnych podminek byla dle LC-MS ¢istota

90%. Nicmén¢ jsme se nadale snazily vyvinout takové podminky, aby v ptipadé pouziti
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cennéjSiho napf. rozvétveného aminoalkoholu nebylo nutné pfidavat do reakce
koncentrovany roztok aminu.

Vznik vedlejSiho produktu vyrazné podporuje esterova skupina, ktera vznika pfi
alkylacnim kroku jako vedlejsi produkt. DalSi snaha proto vedla k znovu otevieni
optimalizace alkylace tak, aby vznikal pouze pozadovany mono-ethylovy produkt.

Schéma 57: Zpétna optimalizace alkylaéniho kroku

H Et
Pol,_~ /\/N\ Pol ,1‘
L~ N 2Nos gy pgu, OSSN0 Nos
COCH DMF COOEt
cl o
NO, NO,
3 4
A 1. 10% 2-aminoethanol
. o Z-aminoethano
PoIs NS5 Nos PoI\L/\N/\/ 9N DMSO po|\L/\NmNH
COOH os o merkaptoethanol,
COOEt DBU, DMF o
nebo HO
\/\N
" No,
15a 15a 16A

Alkylace byla za standardnich podminek provadéna 0.5 M roztokem ethyl jodidu
s ekvivalentem baze DBU v DMF za laboratorni teploty pfes noc za vzniku cistého
produktu 4 s alkylovou a esterovou skupinou. Pouzitim baze EDIPA dochazelo
Kk navazani pouze jedné ethyl skupiny (dle LC-MS). Nicmén¢ nebylo zcela jasné, zda
dochdzelo ke vzniku esteru nebo alkyl derivatu. Naslednd substituce s 2-
aminoethanolem sice pfinesla o¢ekavany vysledek - minimalni pfitomnost nechténého
amidu, nicméné po reakci s 2-merkaptoethanolem, kde zaroven dochazi k denosylaci
a cyklizaci, byla detekovana hmota mensi pravé o ethyl skupinu, ¢im byla prokézana
pfitomnost ethyl esteru, ktery se pii cyklizaci odstépuje (Schéma 57). Bylo velmi
piekvapivé, Ze nezadouci amid nevznikal.

Dalsi alternativa byla ve vyuziti standardni alkylace, kdy vznika 1 ethyl ester,
jeho nasledna hydrolyza a az poté by byla provedena reakce s aminoalkoholy (Schéma
58).
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Schéma 58: Navrh alternativni pfipravy produktu 17

IIEt IIEt Et
Pol N. Pol N '
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- _—
cl HO
cl ™MION
NO, NO, ' No,
4 15 17
17A:n =1
17B:n=2

Pro odstranéni esterové skupiny byly testovany 2 rizné postupy, a to pouziti 0.5
M roztoku trimethylsilanolatu draselného (TMSOK) v THF a 0.5 M roztok hydroxidu
sodného ve smési THF/voda (1:1). V obou piipadech vSak byl piekvapivé nahrazen i
atom chloru na aromatickém kruhu za vzniku neznamého produktu s hmotou 510
(ESI+). Tento neznamy produkt jsme podrobily i nasledné reakci s 2-
merkaptoethanolem, kde dochazelo k odStépeni 2-nosylové skupiny a moznosti
vytvofeni cyklického produktu (Schéma 59). Vysledna latka méla na LC-MS hmotu 279
(ESI+). Piekvapeni nec¢ekanou reaktivitou a Cistotou téchto reakci jsme se rozhodli
urCit, jakd je struktura neznamého produktu. Z toho diivodu bylo pouzito preparativni
mnozstvi pryskyfice a neznama sloucenina 19 s hmotou 279 byla pfipravena ve vétsim
mnozstvi, izolovana a struktura ur¢ena studovana pomoci NMR spektroskopie.

Schéma 59: Hydrolyza esteru pomoci TMSOK nebo NaOH

Et
Pol._ N
OSSN0 Nos

NaOH, THF/H,0 Hs O
COOEt (TMSOK, THF) 2 DBU, DMF ”
— = - H
cl
NO, 510 (ESI+) 279 (ESI+)
4 18 19

Po predchozich experimentech isolaci a identifikaci vzniklého neznamého
produktu jsme doSly k zavéru, ze pti hydrolyze v pfitomnosti siln¢ baze dochazelo nejen
k odstranéni ethyl esteru, ale i k substituci atomu chloru a to N,N-dimethylaminovou
skupinou, kterd je do struktury vnaSena ze zbytkového DMF. Ten se velmi Spatné
vymyva z port pryskyfice po predeslych reakénich krocich a miize v nepatrném avsak

pro reakci dostacujicim mnoZzstvi stale zlstavat v pryskyfici.
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Schéma 60: Hydrolyza a cyklizace vedlejsiho produktu
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Hmota prvniho neznamého produktu 19 odpovida navrzené struktuie (Schéma
60), navic denosylaci a cyklizaci se potvrdilo, ze pfi hydrolyze nedochéazelo k zZadné
reakci na druhé c¢asti molekuly, ale pouze knahrazeni chloru. Po reakci
s merkaptoethanolem se navic NMR experimenty potvrdil cyklicky produkt 19.

Navnadéni jednoduchosti v substituci chloru pouhou ptitomnosti zbytkového
rozpoustédla a silné baze, zvazily jsme obménu reakcni strategie, kdy by bylo
ptinosngjsi vyzkouset v prvnim kroku provést reakci s aminoalkoholem v ptitomnosti
hydroxidu sodného a az nasledn¢ alkylaci s ethyl jodidem.

Schéma 61: Testovani substituce pted alkylaci
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Tato reakce byla testovana s 3-aminopropanolem v roztoku NaOH v THF/voda.
Bohuzel dochazelo stale k prednostni reakci se zbytkovym DMF, piestoZze jsme se jej
maximalné snaZily odstranit dlouhym promyvanim v DCM 1 sraZzenim pryskyfice
methanolem a jeji suSenim a opétovnym nabobtnanim v DCM. Ve spektru byla
detekovana pouze ptevazné vychozi latka a asi 20% vedlejsiho produktu 20 a tfada
malych neéistot. Otestovaly jsme proto provedeni hydrolyzy na slepo pouze roztokem
NaOH v THF/vod¢ na vychozim intermediatu 3, zda dojde k uplné substituci chloru za
vzniku naseho vedlejsiho produktu 20. Ukazalo se vsak, ze k reakci se zbytkovym DMF
dochazi pouze asi z 20%, jinak byla detekovana vychozi latka. Ze ziskanych dat jsme
usoudily, Ze DMF z velké Casti zlstava v pryskyfici az po alkylacnim kroku, ktery je
v ném proveden a proto bylo dale navrzeno provadét alkylaci v DMSO.

Odrazeny tadou vedlejSich reakci jsme se rozhodly vratit k puvodni reak¢ni
sekvenci, kdy byla reakce s aminoalkoholem provedena az po alkylaénim kroku.

Vzhledem k tomu, Zze vedlej§i amidicky produkt vznikal v 10% roztoku 2-
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aminoethanolu jen z 15% (Schéma 56, produkt 14A) a navic pokud byl 2-aminoethanol
pouzit jako samotné rozpoustédlo, tak k vedlejsi reakci viibec nedochéazelo, rozhodly
jsme se pouzit tyto reakéni podminky a vyzkouset i dalsi kroky navrzeného postupu.

Odstranéni 2-nosylované skupiny a soucasnd cyklizace probihala za stejnych
podminek jako u piedchoziho typu latek v 0.6 M roztoku 2-merkaptoethanolu
s ekvivalentem DBU v DMF pfes noc. Benzodiazepinovy derivat byl poté ziskan ve
velmi dobré Cistoté 82% (22A) a 89 % (22B). Nasledujici reakce spocivala v mesylaci
koncové hydroxy skupiny, ktera byla opét provedena s 1 M roztokem methansulfonyl
chloridu v pyridinu po dobu 30 minut. Stejn¢ jako v pfedchozim ptipadé, i zde vznikal
vedle mesyl esteru i chlor derivat (Schéma 62).

Schéma 62: Reakce s 2-merkaptoethanolem a nasledna mesylace
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Redukce nitro skupiny byla provedena za stejnych podminek jako v pfedchozim
pripad€. Pro usnadnéni zavérecného Cisténi jsme pouzivaly vyhradné redukéni ¢inidlo
dithioni¢itan sodny v kombinaci suhli¢itanem draselnym a TBAHS ve smési
DCM/voda (Schéma 63). Pii redukci obou intermediatu 23 byla prokazana rozdilna
reaktivita. U latky 23B vznikal produkt 24B ve velmi dobré Cistoté 90 %.

Schéma 63: Redukce nitro skupiny

N
PoI\L/\NmN/Et NayS,0,, Pol—~/ N N-Et
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_—
R'/\/\N R./\/\N
H H o NH
238 24B
R' = CH,S0;, Cl

Piekvapivé, pti redukei intermediatu 23A za stejnych podminek, kde se nabizelo
uzavieni Sesti-¢lenného cyklu, dochazelo soucasné k cyklizaci (Schéma 64). Vznikly

produkt 26A byl piipraven s istotou 74 %.
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Schéma 64: Redukce a soucasna cyklizace

N
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23A 25A
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V ptipad¢ pouziti 3-aminopropanolového derivatu 24B bylo nutné provést
cyklizaci v bazickém prostiedi za vzniku 1,4-diazepanového cyklu (Schéma 65).
Cyklizace byla nejprve testovana pti 80°C v 0.2 M roztoku EDIPA v DMSO pfes noc,
Vv tomto piipadé byl pomoci LC-MS detekovan produkt s ¢istotou jen 12%. Prodlouzily
jsme proto reakéni dobu na 2 dny, ale i tak se prozatim nepodatilo derivat 25B v lepsi
Cistoté nez 40%.

Schéma 65: Cyklizace 1,4-diazepanového cyklu

S\ N
Pol—/ N N—Et Pol—/ N N—Et
EDIPA,DMSO,
e 80°C, 2 dny o
_—
RN HN
Ho NH, LNH
24B 258
R'= CH3803, Cl

Pii ptipravé téchto tricyklickych derivatii se ndm podafilo ovéfit velmi dobrou
reaktivitu za vzniku Sesti-Clenného cyklu 25A s Cistotou 74%. Tento derivat byl
prozatim pfipraven jen v analytickém mnozstvi, ale bude dale studovan pro piipravu
preparativniho mnozstvi a charakterizaci struktury. Pfi pfipravé sedmi-¢lenného cyklu
byla dosti piekvapiva nizk4 reaktivita pii zavéreéné cyklizaci. Jednd se o obdobny
reakéni krok jako v piipadé thiazinovych derivatd,” kde vznikal sedmi-¢lenny cyklus
pomérné snadno, zahfatim na 80°C v pfitomnosti baze. Tato reakce bude podrobena

dal$im studiim.

4.1.3 Modifikace aminoacetaly

Vedle aminoalkoholll byly pro substituci chloru pouZity i aminoacetaly, které by
nasledn¢ po odchranéni  aldehydické skupiny poskytovaly cyklicky Sesti nebo

sedmiclenny dusikaty kruh s jednou nasobnou vazbou.
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Schéma 66: Obecny nadvrh pro ptipravu tricyklickych dusikatych heterocykla
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Navrh syntézy vyuziva stejné vychozi latky 4, kdy bylo pouze zaménéno nukleofilni
¢inidlo, v dalsim reakénim kroku by byla provedena standardni denosylace a cyklizace,
redukce a nasledné cyklizace za vzniku findlnich tricyklickych produktii 30 (Schéma
66).

S ohledem na rozdilnou reaktivitu aminoalkoholl a aminoacetald byly reakce
z predchozi i této kapitoly studovany soucasné, a proto se mohou nékteré¢ reakéni
postupy prolinat. Pro tento typ reakci byl testovan aminoacetaldehyd dimethyl acetal
(dale jen ,,aminoacetal®), ktery by mél poskytnout Sesti¢lenny cyklus. U této latky je
mozné Ze bude dochazet k pfesunu m elektronli za vzniku tautomerni formy, kdy
nasobna vazba vznikd mezi atomy uhliku (Schéma 67, navrzeny produkt 30A). DalSim
testovanym byl aminopropanal diethyl acetal (dale jen ,,aminopropanal®), ktery by mél
poskytnout sedmiclenny cyklus, kde se jiz ocekava ndsobnd vazba mezi atomy uhliku a

dusiku.
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Schéma 67: Mozné navrhy findlnich produkti

R1
|

Pol N
\L/\N/\/ ~2 Nos PO|\L/\N/jN/R1

/7 \ 1
COOR! Pol—/ N N-R
o P —| (@] - o
-~ N
Y\H A HN

o NO, N
> 26A o 30A KONH 304

R! ;
| R /N
Pol N ! N ~R!
O >N >N Nos POI\L/\N/\/N\Z Nos PoI\L/\ N-R
1
HN
Cl \/O\(\/\N LN
NO, H 7
¢} NO,
4 w 26B 30B

Stejné¢ jako v pfedchozim piipadé pti modifikaci aminoalkoholy byla i zde
testovana reaktivita s pouzitim 10%, 20% a 50% roztoku aminoacetalu v DMSO za
laboratorni teploty pies noc. Pti pouziti roztoku aminoacetalu v DMSO byla v reakéni
smési vzdy ptitomna vychozi latka a produkt s hmotou 506 (ESI+), ktery neodpovidal
predpokladanému produktu 26A. V zavislosti na pouzité koncentraci se mnozstvi
produktu s hmotou 506 (ESI+) pohybovalo vrozmezi od 12% do 61%. Nejlepsi
vysledky poskytla substituce 10% roztokem aminoacetalu v DMSO v mikrovinném
reaktoru pii 200 W po 5 minutach, kde byla dle LC-MS ¢istota 89% (Schéma 68).
Schéma 68: Substituce s aminoacetaldehyd dimethyl acetalem
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Vyhodnocovani LC-MS spekter navic komplikovala ptedpokladana reakce
probihajici ve tépici smési (TFA/DCM) kde dochazelo k odchranéni acetalu na aldehyd
26A (Schéma 69). Ani pii zohlednéni této reakce nebyla nalezena struktura odpovidajici
hmoté 506 (ESI+) nalezené v LC-MS spektru. Navic k deprotekci acetalu dochazelo pii
kazdé analyze. Presto jsme se pokusily provést reakéni sekvenci a vyuzit moZznosti
nalézt o¢ekavanou hmotu, az v ptipad¢, kdy volna aldehydické skupina miize cyklizovat

za vzniku poZadovaného produktu.
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Schéma 69: Predpokladana reakce produktu 26A ve §tépici smési
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Obdobn¢ byla testovdna substituce s chranénym aminopropanalem. Diky
pfedchozim reakcim vSak byla otestovana pouze reakce s10 % roztokem
aminopropanalu pfi laboratorni teploté pies noc dle LC-MS byla ¢istota 97% (Schéma
70) pro produkt s hmotou 520 (ESI+), ktery neodpovidal vychozi latce ani produktu.
Schéma 70: Substituce aminopropanalem

Et L

I
Pol N.
OSSN Nos /\j\

COOEt HoN 07N )

rt, on H
cl 520 (ESI+
NO, ( )

4 268

Abychom ovéfily, Zze dochazelo k reakci pouze s atomem chloru, provedly jsme
v nasledujicim reakénim kroku denosylaci a cyklizaci benzendiazepinového kruhu za jiz
popsanych podminek. U intermediati 27A i 27B dochazelo pravdépodobné pouze k
denosylaci. Coz vyplyvalo ze zmény hodnoty molekularniho piku. Po reakci s 2-
merkaptoethanolem byl ve LC-MS spektru latky 27A detekovan pik s hmotou 321
(ESI+), v ptipadé latky 27B byla hmota 335 (ESI+) a tbytek hmotnosti skute¢né
odpovidal ztrat€ nosylskupiny. Po denosylaci byla latka 27A odstépena z pryskyfice a
po precisténi pomoci semipreprarativniho kapalinového chromatografu analyzovana
NMR spektroskopii. Bohuzel do terminu odevzdani této prace nebyly znamy vysledky a

tato problematika bude dale oteviena u Gstni prezentace.

w r

5  Experimentalni ¢ast

Syntéza na pevné fazi byla provadéna ve specidlnich reakénich nadobach.
Reakce za laboratorni teploty byly realizovany v plastovych stfikackach opatienych
porézni polypropylenovou fritou (www.torvig.com). Konstantni promichavani
reakéniho roztoku a pryskyfice zajiStoval laboratorni shaker. Pro zahfivani syntéz do
135°C byl pouzit paralelni reaktor Biichi a jako reakéni nddoby byly pouzity sklenéné

lahvicky uzaviratelné vickem se septem. Zahtivani nad 135°C bylo dosaZeno v olejové
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lazni s pouzitim sklenénych vialek s trojuhelnikovym michadlem. Pro ohtev reakcni

smési byl vyuzit také mikrovinny reaktor.

5.1 Pristroje a metody

Analyzy byly provedeny na pfistroji LC-MS Accela Thermo Scientific. Pfistroj
je slozeny z gradientové kvartérni pumpy (USA, SN: 82738), thermostatovaného
autosampleru (SN: 82794), odplynovace, termostatu a PDA detektoru (SN: 81447).
Déle byl aplikovan hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem, detektor TSQ
Quantum Access (Thermo Scientific, USA, SN: TQU01482).

Kolona: Macherey-Nagel, Nucleodur C18 Gravity, 1.8 um, Cat. No.:760079.20, Batch:
37206033.

Piedkolona: Macherey-Nagel, Nucleodur C18 Gravity, 3 um.

Termostat: 30 °C.

UPLC podminky: A: acetonitrile, B: 0.1 % ammonium acetate (pH 5.01);

gradientova eluce: 0 min 10 A: 90 B; 2.5 min 80 A : 20 B; 4 min 80 A : 20 B; 4.5 min
10 A : 90 B; 5min 10 A : 90 B; 800 pl/min;

Nastrik vzorku: 5 pl.

Pro vyhodnoceni a kontrolu LC-MS dat byl pouzit software Excalibur™ NMR
'H/®3C spektra byla méfena na piistroji JEOL ECX-500SS (500 MHz) za laboratorni
teploty 25°C. Jako rozpoustédlo a rezonanéni signal slouzil deuteriovany
dimethylsulfoxid (DMSO-ds). Chemicky posun 8 je uvadén v ppm a coupling konstanta
J v Hz. Pro vyhodnoceni NMR spekter byl pouzit software ACD/LABS software.

5.2  Stépeni produktii z pevné faze a piiprava vzorki na analyzu

Po ukonCeni reakce a promyti pryskyfice byl vzdy vzorek pryskyfice
S navazanym produktem podroben Stépeni z pevné faze a k pfipravé analytického
vzorku pro méfeni LC-MS spekter. K malému mnozstvi pryskyfice (5-10 mg) bylo
ptikapano 0.5 ml Sté€piciho roztoku (smés TFA v DCM v poméru 1:1) a tato smés byla
ttepana po dobu 30 minut (V textu déale uvedeno jen ,Stépeni v TFA®). Nasledné byl
tékavy roztok odpaien v proudu dusiku a vznikly odparek rozpustén v 1 ml MeOH. Pied
samotnou analyzou byl roztok zfiltrovan do analytické vialky. V prabéhu §tépeni mohlo
dochazet k reakci produktu s TFA ¢i pouzitym rozpoustédlem. Pfi vyhodnocovani

analytickych dat bylo nutné zohlednit trifluoroacetyl derivaty.
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5.3 Derivatizace meziprodukti na LC-MS analyzu

Rada meziproduktii vyzaduje pro LC-MS analyzu derivatizaci skupinou s vysoce
absorp¢ni schopnosti v UV oblasti. Pro tyto ucely se vyuziva navazani Fmoc skupiny.
Fmocylace se provadi pro kvantifikaci pryskyfice po navazani prvniho building bloku a
k ovéfeni kvantitativni reakce na neStépitelnych aminech ¢i derivatech, které nemaji
zadny chromofor v UV oblasti.

Fmocylace byla vzdy provadéna na malém vzorku pryskyiice s 0.5 M roztokem
FmocOSu (168 mg; 0.5 mmol) ¢i FmocCl (130 mg, 0.5 mmol) v 1 ml DCM. Reakéni
smés byla tiepana po dobu 30 minut za laboratorni teploty a nasledné byla pryskyfice
promyta 5x DCM a 5-10 mg pryskyfice bylo §tépeno v roztoku TFA na LC-MS analyzu

(dale v textu jen ,,fmocylace s FmocOSu” ¢i ,,fmocylace s FmocCI*).

5.4 Priprava vychozich latek

Piiprava (2-aminoethyl)-2-nitrobenzensulfonamidu

Roztok 1,2-diaminoethanu (2.74 mL; 41 mmol), v DCM (22.5 mL) byl
zchlazen na teplotu —5°C. Nasledné byl ptikapavan roztok 2-nitrosulfonylchloridu (3g;
13.5 mmol) v DCM (90 mL) po dobu 45 minut. Reakce byla kontrolovand TLC v
mobilni fazi iPrOH, amoniaku a vody v pomé&ru 5:1:1. Po 1 hodiné byla reakce
ukonéena a pevny podil (vedlejsi bis-nosylovany produkt) odfiltrovan. Filtrat byl
zahustén na vakuové odparce do sucha, rozpustén v 15 mL mobilni faze a piecistén
pomoci kapalinové chromatografie ve vySe uvedené mobilni fazi.
N-(2-aminoethyl)-2-nitrobenzensulfonamid (1)
LC-MS: rt = 0.33 min.; [M+H]" = 245.96; &istota 98%
Vytézek byl 2 g; 75 %.

Reduktivni aminace

Na aminomethylovou pryskyfici (1g, 1.12 mmol/g) byl navazan BAL linker dle
standardni procedury. Poté byla pryskyfice nabobtndna v DCM, promyta 3x suchym
THEF, 3x suchym DMF byla odstranéna vlhkost. K takto ptipravené pryskyfici byl
pfidan roztoku intermediatu 1 (1 g ; 4.1 mmol) v suchém DMF (9 mL) a AcOH (1 mL).
Pryskyfice byla tfepana pfes noc pii laboratorni teploté. Nasledujici den byl ptidan
roztok NaBH(OACc); (310 mg; 1.47 mmol) v 5% AcOH v suchém DMF (5 mL),
injek¢ni stfikacka byla propichnuta tésné pod pistem jehlou, umisténa do vertikalni

polohy a tfepana po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byl ptidan krystalicky
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NaBH(OAC)3 (310 mg; 1.47 mmol), smés byla opét ttepana dalsi hodinu a nasledné byl
ptidan posledni podil NaBH(OAc)3 (310 mg; 1.47 mmol) a reakéni smés byla tiepana
po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté. Po ukonceni reakce byla pryskyfice promyta 3x
DMF, ptidan 20% roztok piperidinu v DMF (10 mL) a tfepdna pii RT 10 minut. Finalni
pryskyfice byla promyta 3x DMF a 3x DCM a kvantifikovana.
Kvantifikace

30 mg pryskytice 2 bylo podrobeno reakci s FmocOSu, pryskyfice byla po
reakci promyta 5x DCM a 3x MeOH a vysuSena v proudu dusiku. 2 vzorky pryskyiice
presné o 10 mg byly stépeny v roztoku TFA a vysledné odparky byly rozpustény presné
v 1 mL MeOH a analyzovany LC-MS spolu s externim standardem Fmoc-Ala-OH (10
mM roztok).
N-(2-aminoethyl)-2-nitrobenzenesulfonamid (2)
LC-MS: rt = 0.27 min.; [M+H]" = 245.98; &istota 96%
9H-Fluoren-9-ylmethyl-(3-benzensulfonylamino-ethyl)-karbamat (2a)
LC-MS: rt = 2.21 min.; [M+H]" = 485.06; ¢istota 99%.
Loading: 0.54 mmol/g

Arylace 4-chlor-2-flor-5-nitrobenzoovou kyselinou

Pryskytice 2 (1 g) byla nabobtnana v DCM. 4-chlor-2-flor-5-nitrobenzova
kyselina (420 mg, 2 mmol) byla rozpusténa v DMSO (10 mL), poté byl pfidan EDIPA
(870 uL; 5 mmol). Roztok byl smichan s pryskyfici a reakéni smés byla zahfivana pfi
50°C pres noc. Po reakci byla pryskyfice promyta 3x THF a 3x DCM a analyzovana
pomoci LC-MS. Kvantitativnost reakce byla ovéfena reakci s FmocCl.
4-Chloro-5-nitro-2-((2-((2-nitrofenyl)sulfonamido)ethyl)amino) benzova kyselina (3)
LC-MS: rt = 1.03 min.; [M+H]" = 444.89; ¢istota 98%
2-((2-(N-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)-2-nitrofenylsulfonamido)ethyl)amino)-

4-chloro-5-nitrobenzoovd kyselina (3a)
LC-MS: rt = 2.07 min.; [M+H]" = 667.15; &istota 99%
Alkylace
Pryskyfice 3 (1 g) byla nabobtnana v DCM. Roztok alkyl jodidu (methyl jodid:
315 uL, 5 mmol; ethyl jodid: 400 uL, 5 mmol) a DBU (750 pL, 5 mmol) v DMF (10

mL) byl ptidan k pryskyfici a reak¢éni smés byla tiepana pies noc pii laboratorni teploté.
Po reakci byla pryskyfice promyta 3x DMF, 3x DCM a analyzovana pomoci LC-MS.
Methyl 5-chloro-2-((2-((N-methyl-2-nitrofenyl)sulfonamido)ethyl)amino)-4-

nitrobenzodt (4A)
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LC-MS: rt = 2.30 min.; [M+H]" = 472.95; ¢&istota 88 %
Ethyl 5-chloro-2-((2-((N-ethyl-2-nitrofenyl)sulfonamido)ethyl)amino)-4-nitrobenzoadt

(4B)
LC-MS: rt = 2.64 min.; [M+H]" = 501.06; ¢istota 97 %

5.5 Modifikce merkaptoalkoholy, aminoalkoholy a aminoacetaly

Reakce s merkaptoethanolem

Pryskytfice 4 (500 mg) byla nabobtndna v DCM a promyta 3x DMF.
Merkaptoalkohol (2-merkaptoethanol: 210 uL; 3-merkaptopropanol: 210 uL; 3 mmol) a
DBU (450 uL; 3 mmol) byly rozpustény v DMF (5 mL), reak¢ni roztok byl smichan
s pryskyfici a tfepan pies noc pii laboratorni teploté. Po reakci byla pryskyfice promyta
3x DMF, 3x DCM a analyzovéana pomoci LC-MS.
4-Ethyl-8-((2-hydroxyethyl)thio)-7-nitro-1,2,3,4-tetrahydro-5H-benzo[e] [1,4] diazepin-
5-0n (5A)
LC-MS: rt = 0.63 min.; [M+H]" = 312.02; &istota 88 %
4-Ethyl-8-((3-hydroxypropyl)thio)-7-nitro-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4] diazepin-

5(2H)-on (5B)
LC-MS: rt = 2.51 min; [M+H]+ = 326.01; Cistota 86 %

Substituce atomu chloru aminoalkoholem

Pryskyfice 4 (250 mg) byla nabobtnana v DCM. Aminoalkohol (2-
aminoethanol: 2.5 mL; 3-aminopropanol: 2.5 mL) byl ptidan k pryskyfici a tfepan pfi
laboratorni teploté ptes noc (14A), 2 dny (14B). Po reakci byla pryskyfice promyta
3x DMF, 3x DCM a analyzovéana pomoci LC-MS.
Ethyl 2-((2-((N-ethyl-2-nitrofenyl)sulfonamido)ethyl)amino)-4-((2-hydroxyethyl)amino)-
5-nitrobenzodt (13A)
LC-MS: rt = 2.09 min.; [M+H]" = 526.00; &istota 60 %
Ethyl 5-nitro-2-((2-(2-nitrofenylsulfonamido)ethyl)amino)-4-((2-(2,2,2-

trifluoroacetoxy)ethyl)amino)benzodt (jeho trifluoracetyl derivdr)

LC-MS: rt = 2.82 min.; [M+H]" = 622.04; ¢istota 28 %

Ethyl 2-((2-((N-ethyl-2-nitrofenyl)sulfonamido)ethyl)amino)-4-((3-
hydroxypropyl)amino)-5-nitrobenzodz (13B)

LC-MS: rt = 2.21 min.; [M+H]" = 540.04; &istota 60 %

Ethyl 2-((2-((N-ethyl-2-nitrofenyl)sulfonamido)ethyl)amino)-5-nitro-4-((3-(2,2,2-

trifluoroacetoxy)propyl)amino)benzoat (jeho trifluoracetyl derivat)
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LC-MS: rt = 2.95 min.; [M+H]" = 635.99; &istota 30 %
Hydrolyza

Pryskyfice 4 (500 mg) byla nabobtnana v DCM. Roztok NaOH (100 mg, 2.5
mmol) ve smési rozpoustédel HoO/THF (1:1; 5 mL) byl pfidan k pryskyfici a reakéni
smés byla tfepana pies noc pii laboratorni teploté. Pryskyfice byla promyta 3x
DCM/H,0 (1:1), 3x DMF, 3x DCM a analyzovana pomoci LC-MS.
Ethyl 4-(dimethylamino)-2-((2-((N-ethyl-2-nitrofenyl)sulfonamido)ethyl)amino)-5-

nitrobenzodt (18)
LC-MS: rt = 2.53 min.; [M+H]" = 510.13; &istota 99 %

Substituce atomu chloru aminoacetaly

Pryskytice 4 (500 mg) byla nabobtndina v DCM a roztok aminoacetalu
(aminoacetal: 500 pL; aminopropanal: 500 pL) v DMSO (4.5 mL) byl pfidan
K pryskyfici a tfepan pies noc V piipadé latky 26A, u derivatu 26B byl reakéni roztok
zahfivan v mikrovinném reaktoru pii 200 W, 5 minut. Po reakci byla pryskyfice
promyta 3x DMF, 3x DCM a analyzovana pomoci LC-MS.

Analyza po substituci s aminoacatalem (26A)

LC-MS: rt = 2.35 min.; [M+H]" = 506.03; &istota 89 %
Analyze po substituci s aminopropanalem (26B)
LC-MS: rt = 2.56 min.; [M+H]" = 520.09; &istota 97 %

Denosylace

Pryskyftice 13, 18, 26 (500 mg) byla nabobtndna v DCM a promyta 3x DMF.
Merkaptoethanol (210 pL; 3 mmol) a DBU (450 pL; 3 mmol) byly rozpustény v DMF
(5 mL), reak¢ni roztok byl smichan s pryskyfici a tfepan pies noc pii laboratorni teploté.
Po reakci byla pryskyfice promyta 3x DMF, 3x DCM a analyzovana pomoci LC-MS.
Latka 19 byla odstépena zpryskyfice a po piecisténi pomoci semipreparativni
kapalinové chromatografie byla identifikovana NMR spektroskopii.
4-Ethyl-8-((2-hydroxyethyl)amino)-7-nitro-3,4-dihydro-1H-benzo[e] [1,4] diazepin-
5(2H)-on (22A)
LC-MS: rt = 2.26 min.; [M+H]" = 295.03; ¢istota 82 %
4-Ethyl-8-((3-hydroxypropyl)amino)-7-nitro-1,2,3,4-tetrahydro-5H-
benzo[e][1,4]diazepin-5-on (22B)
LC-MS: rt = 0.54 min.; [M+H]" = 309.04; &istota 52 %
3-((4-Ethyl-7-nitro-5-0x0-2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[e] [1,4] diazepin-8-

yDamino)propyl 2,2.2-trifluoroacetat (jeho trifluoacetyl derivat)
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LC-MS: rt = 1.60 min.; [M+H]"=405.01; &istota 37 %
8-(Dimethylamino)-4-ethyl-7-nitro-1,2,3,4-tetrahydro-5H-benzo[e] [1,4]diazepin-5-on
(19)

LC-MS: rt = 0.75 min.; [M+H]" = 279.06; ¢istota 97%

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.04 (t, J=7.16 Hz, 3 H) 2.70 (s, 6 H) 3.39 - 3.49
(m,6 H) 6.13 (s, 1 H) 7.43 (br.s., 1 H) 8.40 (s, 1 H).

3C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & ppm 13.18, 42.64, 43.89, 46.80, 47.71, 102.77,
109.80, 129.90, 135.89, 149.42, 151.04, 166.26.

Analyze po denosylaci (27A)
LC-MS: rt = 0.79 min.; [M+H]" = 320.97; &istota 84 %

Analyze po denosylaci (27B)
LC-MS: rt = 0.77 min.; [M+H]" = 335.08; &istota 87 %

Mesylace

Pryskyftice 5, 22 (500 mg) byla nabobtnana v DCM, a kni byl pfidan roztok.
mesyl chlorid (385 uL; 5 mmol) v bezvodém pyridinu (5 mL) a reakéni roztok a tiepan
za laboratorni teploty po dobu 30 minut. Po reakci byla pryskyfice promyta 3x suchym
THF, 3x DMF, 3x DCM a analyzovan pomoci LC-MS
8-((2-Chloroethyl)thio)-4-ethyl-7-nitro-1,2,3,4-tetrahydro-5H-benzo[e] [1.4] diazepin-5-
on (6A)
LC-MS: rt = 1.36 min.; [M+H]" = 329.97; &istota 87 %
3-((7-Nitro-5-ox0-2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[e] [1.4] diazepin-8-yl)thio)propyl
methansulfondt (6B)
LC-MS: rt = 3.03 min.; [M+H]" = 376.05; &istota 87 %.
2-((4-Ethyl-7-nitro-5-ox0-2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[e] [1,4] diazepin-8-
yl)amino)ethyl methanesulfondt (23A)
LC-MS: rt = 2.53 min.; [M+H]" = 372.02; ¢istota 63 %
8-((2-Chloroethyl)amino)-4-ethyl-7-nitro-3,4-dihydro-1H-benzo[e] [1,4] diazepin-
5(2H)-on (jeho chloro derivit)
LC-MS: rt = 2.91 min.; [M+H]" = 313.00; &istota 17 %
8-((3-Chloropropyl)amino)-4-ethyl-7-nitro-1,2,3,4-tetrahydro-5H-
benzo[e][1.4]diazepin-5-on (23B)
LC-MS: rt = 1.25 min.; [M+H]" = 327.00; &istota 85 %
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Redukce nitro skupiny chloridem cinnatym (Metoda A)

Pryskyfice 6, 8 (500 mg) byla nabobtnana v DCM, promyta 1x DMF a 3x DMF
nasycenym dusikem. Roztok dihydratu chloridu cinnatého (1350 mg; 5 mmol) v DMF
nasyceny dusikem (5 mL) s bazi EDIPA (750 pL; 5 mmol) byl ptidan k pryskyfici a
ttepan pies noc. Po reakci byla pryskyfice promyta 3x DMF, 3x DCM a analyzovana
pomoci LC-MS.
7-Amino-8-((2-chloroethyl)thio)-4-ethyl-1,2,3 4-tetrahydro-5H-benzo[e] [1,4] diazepin-
5-on (7A)

LC-MS: rt = 2.98 min.; [M+H]"=299.97; &istota 88 %
9-Ethyl-2,3,6,7,8,9-hexahydro-[1,4]thiazino[3',2":4,5]benzo[1,2-e][1,4] diazepin-
10(1H)-on 4,4-dioxid (11)

LC-MS: rt = 2.21 min.; [M+H]" = 295.99; &istota 95 %

Redukce nitro skupiny dithioni¢itanem sodnym (Metoda B)

Pryskyftice 6, 23 (500 mg) byla nabobtnana v DCM. K pryskyfici byl piidan
DCM (10 mL). Dithioni¢itan sodny (2100 mg; 12 mmol) byl rozpustén ve vodé (20
mL), poté byl pifidan uhli¢itan draselny (1940 mg; 14 mmol) a TBAHS (340 mg; 1
mmol) Roztok byl rychle ptidan k pryskyfici a tiepan za laboratorni teploty pfes noc. Po
reakci byla pryskyfice promyta 3x DCM/H,0; 3x DMF, 3x DCM a analyzovana
pomoci LC-MS.
2-((7-Amino-4-ethyl-5-0x0-2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[e] [1,4] diazepin-8-yl)thio)ethyl
methanesulfonat (1A)
LC-MS: rt = 5.58 min.; [M+H]"=360.01; ¢istota 18 %
7-Amino-8-((2-chloroethyl)thio)-4-ethyl-1,2,3,4-tetrahydro-5H-benzo[e] [1,4] diazepin-
5-on (jeho chloro derivat)
LC-MS: rt = 2.90 min.; [M+H]"=299.98; ¢istota 70 %
8-((2-Chloroethyl)amino)-4-ethyl-7-nitro-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4] diazepin-
5(2H)-on (25A)
LC-MS: rt = 0.34 min.; [M+H]" = 313.05; &istota 74 %
7-Amino-8-((3-chloropropyl)amino)-4-ethyl-1,2,3,4-tetrahydro-5H-
benzo[e][1.4]diazepin-5-on (24B)
LC-MS: rt = 1.97 min.; [M+H]"=297.02; &istota 90 %
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Cyklizace

Pryskytice 7A, 24B (500 mg) byla nabobtnana v DCM a kni ptidan roztok
EDIPA (171 uL; 1 mmol) v DMSO. Roztok s pryskyfici byl zahfivan pti 80°C pies noc
a po reakci byla pryskytice promyta 3x DMF, 3x DCM a analyzovana pomoci LC-MS.
6-Ethyl-2,3,6,7,8,9-hexahydro-[1,4]thiazino[3',2":4,5]benzo[1,2-e][1.,4] diazepin-
10(1H)-on (8A)
LC-MS: rt = 2.46 min.; [M+H]" = 264.02; &istota 95 %
4-Ethyl-1,3,4,7,8,9,10,11-oktahydrobenzo[1,2-b:4,5-e"]bis([1,4]diazepine)-5(2H)-on
25B
LC-MS: rt = 1.92 min; [M+H]" = 261.00; &istota 40 %

Oxidace

Pryskyftice 6A, 8A (500 mg) byla nabobtnana v DCM. K pryskyfici byl pfidan
roztok mCPBA (173 mg; 1 mmol) v DCM (5 mL) a tfepan za laboratorni teploty pfes
noc. Po reakci byla pryskyfice promyta 3x DMF, 3x DCM a analyzovana pomoci LC-
MS.
9-Ethyl-2,3,6,7,8,9-hexahydro-[1,4]thiazino[3',2":4,5]benzo[1,2-e][1.,4]diazepin-
10(1H)-on 4,4-dioxid (9A)
LC-MS: rt = 2.11 min.; [M+H]" = 295.99; ¢&istota 45%
2-((4-Ethyl-7-nitro-5-ox0-2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[e] [1,4] diazepin-8-
yDsulfonyl)ethyl methansulfondt (10Aa)
LC-MS: rt = 2.84 min.; [M+H]" = 421.98; &istota 55 %
8-((2-Chloroethyl)sulfonyl)-4-ethyl-7-nitro-1,2,3,4-tetrahydro-5H-
benzo[e][1.4]diazepin-5-on (10Ab)
LC-MS: rt = 3.11 min.; [M+H]"=360.01; &istota 41%

6 Zavér

Ptedlozené diplomova prace navazuje na vyzkum v oblasti tricyklickych hetero
slouCenin, které kombinuji benzodiazepinovy motiv s piperazinovym, 1,4-
diazepanovym, thiazepandioxidovym ¢i thiomorfolindioxidovym skeletem. Teoreticka
c¢ast  shrnuje  metody  pfiprav  tetrahydrochinoxalinli,  dihydrochinoxalind,
dihydrobenzothiazindioxidd, tetrahydrobenzodiazepint, dihydrobenzodiazepind,
tetrahydrobenzothiazepindioxidl a soucasn€ popisuje jiz pripravené tricyklické derivaty

obsahujici vySe uvedené kondenzované heterocykly a benzodiazepinové heterocykly.
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Experimentalni ¢ast byla zaméfena na syntézu cilovych tricyklickych hetero
derivati pti jejichz syntéze byla zakladni pfiprava vychoziho intermediatu 4 dle
popsaného postupu, ktery zahrnoval pfipravu intermediatu 1 pomoci klasické roztokové
chemie. Po ukotveni meziproduktu 1 na aminomethylovou pryskyfici s BAL linkerem,
nasledovala arylace 4-chlor-2-fluor-5-nitrobenzoovou kyselinou a alkylace stéricky
mén¢ branéného heteroatomu dusiku za vzniku intermediatu 4.

Takto pfipraveny intermediat byl nasledné modifikovan merkaptoakoholy,
aminoalkoholy nebo aminoacetaly. Pfi modifikaci merkaptoethanolem nebo
merkaptopropanolem dochazelo k soucasné denosylaci, tvorbé benzodiazepinového
cyklu a substituci atomu chloru za vzniku intermedatu 5. Nasledovala mesylace
hydroxyskupiny meziproduktu 5, pii které vznikala smé€s mesyl a chlor derivatu. Vznik
této smesi nemél vliv na nasledujici kroky ani finalni cyklizaci. Nasledna redukce
nitroskupiny meziproduktu 6A byla testovana s dihydratem chloridu cinatého
Vv bazickém prostfedi a dithioni¢itanem sodnym. V obou piipadech byly vysledky
srovnatelné, nicméné pii redukei dithioni¢itanem sodnym nebylo tfeba zbavovat se pred
finalnim ¢isténim vzniklych soli, proto byl dale testovan jiz jen tento zptsob redukce.
Po redukci a cyklizaci byl ziskan intermediat 8A, ktery byl podroben oxidaci mMCPBA.
Nasledné se tento reakéni postup ukéazal jako méné vhodny pro piipravu derivatt 9A.
Pfedev§im diky velmi problematickému odstanéni mCPBA. Proto byl zvolen
alternativni postup, pii némz byl oxidaci podroben jiZ mesylovany intermediat 6A a
nasledné byla testovana redukce dithioni¢itanem sodnym a chloridem cinatym. LepSi
vysledky poskytla redukce chloridem cinatym Vv bazickém prostiedi pti niz dochéazelo k
soucasné cyklizaci za vzniku intermediatu 9A s Cistotou 95 %. Tento synteticky postup
bude dale optimalizovan i1 pro syntézu derivatl se sedmi-Clennymi kruhy vychdzejici
z mesylovaného intermediétu 6B.

Modifikace 2-aminoethanolem a 3-aminopropanolem zahrnovala substituci
atomu chloru, denosylaci, mesylaci, redukci a cyklizaci. NejvétsSim uskalim této
modifikace byla pravé substituce s aminoalkoholy. Substituce byla testovana nejprve
10% roztokem 2-aminoethanolu v DMF za laboratorni teploty pfes noc, pii 50°C i
v mikroviném reaktoru s 10% roztokem 2-aminoethanolu v DMSO. Ve vsech piipadech
vznikal i vedlejsi amidicky produkt (okolo 15%). Proto byly dale modifikovany jak
reakéni podminky, tak i strategie syntézy upravou v oblasti alkyla¢niho kroku. Zavérem
vSak bylo vyuzito Cinidla i jako rozpoustédla pro substituéni reakci, aby bylo mozné

otestovat i dal$i reakéni kroky. Byla testovana také hydrolyza esterové skupiny
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intermediatu 4 trimethylsilanolatem draselnym nebo hydroxidem sodnym, pii které
dochazelo vedle hydrolyzy i k substituci atomu chloru N,N-dimethylaminovou skupinou
za vzniku meziproduktu 18 a po jeho denosylaci a cyklizaci byl meziprodukt piecistén a
indentifikovan NMR. Poté byla provedena mesylace a redukce za jiz popsanych
podminek. V piipad¢ intermediatu 23A doslo soucasné k cyklizaci za vzniku produktu
25A s Cistotou 74%. Zredukovany intermediat 24B byl nasledné cyklizovan v 0.2 M
roztoku EDIPA v DMSO za vzniku produkt 25B s ¢istotou 40% a tato reakce bude dale
optimalizovana.

Pii modifikaci aminoacetaly by byly obdobné piipraveny Sesti-¢lenné a sedmi-
¢lenné heterocykly se strukturou 26A ¢i 26B. Opét by byla provedena substituce
vychoziho intermediatu 4 chranénym aminoacetalem ¢i aminopropanalem, denosylace,
redukce nitro skupiny a cyklizace. Jiz pfi substituci aminoacetalem ¢i aminopropanalem
doslo vobou pfipadech ke vzniku latek neodpovidajicich pfedpokladanym
intermediatim 26A a 26B. Celou situaci zaroven komplikoval fakt, ze pii Stépeni latky
z pryskytice dochazelo k odchranéni acetalu. Proto byla latka 28A podrobena
denosylaci a nasledné byla ptecisténa a studovana NMR spektrospopii. Vysledky budou
soucasti obhajoby této prace.

Pti feseni této diplomové prace se podarilo optimalizovat fadu reak¢nich krokii a
vyvinout metodu pro ptipravu tricyklickych derivati odvozenych od thiazindioxidd a
piperazinu v kombinaci s benzodizepinovym skeletem. Tyto latky se zatim podafilo
potvrdit pouze pomoci LC-MS, ale jejich preparativni piiprava bude soucasti dalsi

prace.
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