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1. Uvod

Latky s 1,4-benzodiazepinovym skeletem patii mezi biologicky vyznamné dusikaté
heterocykly, které jsou intenzivné zkoumany zejména pro své hypnotické a sedativni ucinky.
Pocatek jejich vyzkumu se datuje od poloviny 50. let, kdy bylo pfipraveno prvni syntetické
psychofarmakum Chlordiazepoxid (A) (Obr. 1), které bylo zaroveii komeréné velmi Gsp&sné.t

Dalsi patrani v oblasti vztahli mezi strukturou a biologickou aktivitou piibuznych
derivatd (B) prokazalo, ze specifickd substituce R* ur¢uje hlavni ucinek 1,4-
benzodiazepinond (B). Napiiklad, je-li v poloze R® vazana nitro skupina, ptsobi tyto latky
predevsim jako hypnotika,? naopak je-li v téze poloze vazan halogen, pak tyto latky vykazuji
pfevazné anxiolyticky w&inek.® Soucasni problematika v oblasti benzodiazepinoni je
zaméfena na teSeni skuteCnosti, ze tyto latky plsobi Vramci centralni nervové soustavy
(CNS) na vice mistech a maji tedy smiSenou aktivitu. Ta je sice v dne$ni dobé omezovana
vySe zminénymi specifickymi substitucemi, nicméné u nékterych derivat stale pietrvavaji

vyrazné vedlejsi ucinky.

Nasi snahou bylo ptipravit takové derivaty 1,4-benzodiazepinonu, které byly doposud
jen velmi malo zkoumany a které by ptipadné pisobily specificky pouze jednim tGéinkem
V zavislosti na substituci. Za timto U¢elem byla na Katedie organické chemie vyvinuta
metodika syntézy na pevné fazi vedouci k 1,4-benzotriazolodiazepinonim (C), strukturné
podobnym Triazolamu (D)* s vyuzitim B-alaninu jako vychozi latky.> Piedlozena diplomova
prace je zaméfena na aplikaci diive vyvinuté procedury tentokrat na a-aminokyseliny a

zaroven je vénovana pozornost optimalizaci/modifikaci jednotlivych reak¢nich kroki.

Obrazek 1. Diskutované derivaty 1,4-benzodiazepinu a 1,4-benzodiazepinonu.
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2. Cile prace

Zamérem diplomové prace bylo vyuZiti znamého postupu® na pevné fazi pro syntézu
novych trisubstituovanych derivati 4H-benzotriazolodiazepinonu a jejich prekurzord za
% propargyl
bromidu/propargyl alkoholu a 2-azidobenzoovych kyselin jakozto vychozich latek (Obr. 2).

pouziti  a-aminokyselin  imobilizovanych na  polymernim  nosici,

Obrazek 2. Retrospektivni syntéza novych derivatta 4H-benzotriazolodiazepinonu.
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Nasim prvnim cilem bylo ovéfit, zdali jsou jednotlivé reakéni kroky zvolené syntézy
schtidné pro a-Ala ukotveny na riznych typech linkeru (L). V piipad¢é potizi mély byt
problémové useky reakéni sekvence optimalizovany/modifikovany a nové nalezené podminky
odzkouseny na dalSich a-aminokyselindch. Za ucelem zvysit skeletalni diverzitu cilovych
latek mély byt vsyntéze dale vyzkouSeny ruzné substituované derivaty propargyl
bromidu/alkoholu a 2-azidobenzoové kyseliny, pfi¢emz méla byt sledovana jejich reaktivita v

zavislosti na struktufe dil¢ich intermediatu.

Jelikoz mély byt finalni slou¢eniny ptipraveny pomoci tzv. click reakce, kdy je hmota
linearniho prekurzoru a cyklického produktu stejna (strukturu tedy nelze potvrdit pomoci
HPLC-MS), méla byt druhd cast prace zaméfena na NMR studii N-nosylovanych-N-

alkylovanych intermediati, cilovych sloucenin a ptipadnych vedlejSich produktt.



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Priprava derivati benzotriazolodiazepinonu

Tato ¢ast diplomové prace je vénovana syntetickym postupiim vedoucim k derivatim
benzodiazepinonu s ptikondenzovanym 1,3,4 a 1,2,3-triazolovym cyklem v polohach [b] a [f].
Jednotlivé skupiny slou¢enin jsou v praci uvadény vzestupné od latek s nejméné podobnou az

po analogickou strukturu s latkami, jez byly cilem experimentalni ¢asti prace.

3.1.1 Derivaty odvozené od 4H-benzo[b][1,3,4]triazolo[1,5-d][1,4]diazepin-5(6H)-oni

2
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Prvni z moZznych syntetickych cest vedoucich k témto derivatim je zaloZena na
reakci o-diaminobenzenu | s ethyl 3,3-ethoxyakrylatem za vzniku intermediatu Il (Schéma
1).° Ten byl nasledn& podroben reakei s hydrazidem benzoové kyseliny poskytujici slougeninu
11, kterou bylo mozno dale modifikovat bud’to interakci s 2-bromoacetamidy (1V), nebo
S izoamylnitritem za nasledné katalytické redukce vodikem (V). Do skeletu finalnich latek je
také mozné zavést alkylovy fetézec pomoci Michaelovy adice s ndslednou redukci vodikem

(V1)

Schéma 1: Syntéza derivata 1V, V a VI zalozena na reakci o-diaminobenzenu s ethyl 3,3-

ethoxyakrylatem.
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Nasledujici postup je s pfedchozim velmi podobny. Autofi vychazeli z 4-
(dimethylamino)-1H-benzo[b][1,4]diazepin-2(3H)-onu (VII), ktery byl reagovan v kyselém
prostiedi s alkylhydrazidy za vzniku derivata 4H-benzo[b][1,3,4]triazolo[1,5-d][1,4]diazepin-
5(6H)-onu (VII1)" (Schéma 2). Tyto latky byly piipraveny jako prekurzory tetracyklickych

sloucenin, které vSak nebyly predmétem reSerse.

Schéma 2: Syntéza derivata VI vychazejici z 4-(dimethylamino)-1H-benzo[b][1,4]diazepin-
2(3H)-onu.

¥ I N e
: N= N N
/
Vil VIII
R'- alkyl C1.10

Dalsi uvedené syntézy jsou zaloZeny na reaktivité derivati nitrobenzenu. Prvni dvé
vyuzivaji 2-fluornitrobenzenu (1X), ktery podlehl reakci s p-chloranilinem za ptitomnosti
uhligitanu draselného a fluoridu draselné¢ho (Schéma 3).2 Vyslednym meziproduktem byl N-
(4-chlorfenyl)-2-nitrobenzenamin (X), ktery byl nasledné redukovan smési Zeleza a chloridu
amonného na N-(4-chlorfenyl)benzen-1,2-diamin (XI). Ptislusny intermediat X1 byl nasledné

podroben dvéma reakénim cestdm za vzniku odliSnych produktt.

11



Prvni modifikaci byla reakce s malonyldichloridem za katalyzy triethylaminem (TEA) na
odpovidajici benzodiazepindion XlI, ten byl ptisobenim sulfidu fosfore¢ného v pyridinu (Py)
pteveden na thiolaktam XIIl. V nasledujicim kroku byla provedena reakce
s acetylhydrazidem za wvzniku benzotriazolodiazepinonu XIV, ktery byl dale alkylovan
methyljodidem za katalyzy lithium bis(trimethylsilyl)amidu (LiHMDS)(XV).

Druhd cesta byla zalozena na reakci N-(4-chlorfenyl)benzen-1,2-diaminu IX s 2,2-
dimethylmalonyldichloridem za katalyzy TEA, kdy vznikl odpovidajici benzodiazepindion
XVI. Latka XVI byla nasledné podrobena reakci s acetylhydrazidem a dimethyl
fosforochloridatem za katalyzy terc-butanolatem draselnym, kdy doSlo ke vzniku finalniho

benzotriazolodiazepinonu XVII.

Schéma 3: Dva ptistupy k syntéze derivatt 6-(4-chlorophenyl)-4H-
benzo[b][1,2,4]triazolo[4,3-d][1,4]diazepin-5(6H)-onu XV a XVII.

12
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Dalsi syntéza op&t vyuZivd 2-nitroaminobenzenu jako vychozi latky.® Slougenina

XVIII byla reagovana s benzylbromidem za vzniku N-benzyl-2-nitroanilinu (X1X) (Schéma

4). V dalsim kroku reagoval vznikly intermediat XI1X s methyl 3-chlor-3-oxopropanoatem za

katalyzy TEA, ptficemz meziprodukt XX byl dile redukovan smési Zeleza a chloridu

amonného na odpovidajici aminoderivat XXI, ten byl posléze cyklizovan ptidavkem sodiku.

Vysledny benzodiazepindion XXII byl nejdiive ptreveden na thiolaktam XXIII pisobenim

sulfidu fosforecného v Py a poté podroben reakci s acetylhydrazidem za vzniku finalniho

produktu XXIV.

Schéma 4: Syntéza derivatu XXIV vychazejici z 2-nitroaminobenzenu.
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Posledni synteticka cesta popisuje vznik cilové struktury XXVI reakci 4-ethoxy-1,3-
dihydro-benzo[b][1,4]diazepin-2-onu (XXV) s benzoylhydrazinem (Schéma 5).°

Schéma 5: Piprava slouceniny XXV z 4-ethoxy-1,3-dihydro-benzo[b][1,4]diazepin-2-onu.
o
SLN e
O
N
S /N
(j/ SN

XXVI

o\

3.1.2 Derivaty odvozené od 4H-benzo[b][1,2,3]triazolo[1,5-d][1,4]diazepin-5(6H)-ont

R2
N
=

N
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Jednou z moznosti, jak ptipravit benzo[1,2,3]triazolodiazepinony je reakce vychazejici
z 2-nitroazidobenzenii.'® V prvnim kroku byl 2-nitro-azidobenzen XXVII reagovan s diethyl-
1,3-acetondikarboxylatem za pfitomnosti ethanolatu sodného, kdy doSlo ke vzniku
triazolového cyklu (XXVIII) (Schéma 6). V dalsim kroku byla nitroskupina latky XXVIII
redukovana vodikem za ptitomnosti Pd katalyzatoru. Vznikly intermediat XXIX byl poté
cyklizovan pouzitim p-toluensulfonové kyseliny (TsOH) na findlni produkty XXX.

Schéma 6: Syntéza produktt XXX z 2-nitroazidobenzenu.

14
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Pomérn¢ neddvno popsal Molteni piipravu benzotriazolodiazepinonu 2z 2-
jodoanilinu.'* Vychozi latka XXXI byla nejdiive acylovana 2-azidoacetylbromidem a vnikly
intermediat XXXII byl nésledné reagovan srizn€¢ substituovanymi alkyny za katalyzy

dichloridem bis(trifenylfosfin)palladnatym ((PhsP).PdCl,) a jodidu m&dného (XXXIII).

Schéma 7: Ptiprava derivatht XXXIIl pomoci 1,3-dipolarni cykloadice katalyzované
(Pth)QPdCIQ a Cul.

)K/N H O
@ 3 ©j — , (PhsP),PdCl, / Cul NK
N '
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XXX
R'= Ph, CO,Me, CH,OH, (CH,);0H, CH(OH)Ph

3.1.3 Derivaty odvozené od 4H-benzo[f][1,3,4]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-6(5H)-ont
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R /gwR3
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RY SN

Prvni uvedena syntéza je zalozena na reakci 7-chloro-3-methyl-1H-2,4-benzoxazin-1-
onu (XXXIV) s hydrazidem kyseliny mravenc¢i za vzniku derivatu triazolobenzoové kyseliny
XXXV (Schéma 8)." Tento intermediat byl posléze alkylovan diazometanem za vzniku
methylesteru XXXVI, ktery byl dale hydroxymethylovan paraformaldehydem (PFA). Vznikly
hydroxy derivat XXXVII byl poté pteveden na chlorid XXXVIII pouZzitim thionyl chloridu.
Poslednim krokem byla cyklizace provedend pifidavkem amoniaku za ptitomnosti jodidu

draselného.
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Schéma 8: Syntéza slouceniny XXXIX vychazejici z 7-chloro-3-methyl-1H-2,4-benzoxazin-

1-onu.
N__oO i
|
A —
~
N~ >CH N N
XXXIV <N N
HC H,e” N
XXXV XXXVI
o CHs o CHa 0
cl cl cl NH
PFA OcH,0H  socl, OcH,cl  NHg, K z
B - —_— >
N/\Q N/\< N7
J=\' J=" AN
N = N
HsC He N HaC
XXXVII
XXXVl XXXIX

Dalsi mozZnosti pfipravy je intramolekularni cyklizaéni reakce N-((1,3,4-oxadiazol-2-
yl)methyl)-2-aminobenzamidu XXXX a jeho substituovanych derivatti za podminek kyselé
katalyzy (Schéma 9)."?

Schéma 9: Kysele katalyzovana intramolekularni cyklizace N-((1,3,4-oxadiazol-2-yl)methyl)-

2-aminobenzamidu.

RN
N o
SN M R?
NRZ O pa N N
/ \ —_— R3+ R1
NH, ZNN
S A
XXXX R'=alkyl C.5 RVON

XXXXI
R? = alkyl, acyl Cq.5

R3=H, alkyl C4.5, Cl, Br, NO,
R*= alkyl Cq_1g
Nasledujici synteticky postup vychazi z anhydridu isatoové kyseliny XXXXII, ktery
mize byt substituovany na benzenovém kruhu.'®* Tedy, anhydrid XXXXII byl reagovan
s ethylesterem [-alaninu za vzniku N-(2-aminobenzoyl)-B-alanin ehtylesteru XXXXIII
(Schéma 10). V dalsim kroku byla provedena acylace 2-bromacetyl bromidem, pticemz
vznikly produkt XXXXIV po pifidavku uhli¢itanu draselného podlehl intramolekuldrni
alkylaci za wvznikuna 3,4-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2,5-dionu  XXXXV. Tento
intermediat byl nasledné pfeveden na thiolaktam XXXXVI pouzitim Lawessonova €inidla
(LR), ktery byl dale alkylovdm methyl jodidem. Meziprodukt XXXXVII — umozZnil
diverzifikaci pfikondenzovanych 5-ti ¢etnych cyklt naslednymi reakcemi s hydrazidy kyselin

nebo s derivaty ethyl hydrazinkarboxylatu.
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Schéma 10: Ptiprava rizné€ substituovanych derivatid XXXXVIII a IL z anhydridu isatoové

kyseliny.
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R /g 4> R1 1;7
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X0 XXXXI "
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COOEt Mel COOEt é2 N
—> /\/ —_— R A
. s %
@ ~E )

XXXXVI

XXXXVII SMe

R3J\N NH, R'=H, Cl, Br, NO,
H R2, R =alkyl Cq4

o /\/cooa
|
L
I N

XXXXVII

Dalsi dvé popsané metodiky vyuzivaji 1H-2,4-benzoxazin-1-on nebo jeho derivaty

jakozto vychozi latky (Schéma 11).**

V prvnim ptipadé¢ byl 1H-2,4-benzoxazin-1-on L reagovan nejdiive s formylhydrazidem.
Piipraveny derivat benzoové kyseliny LI byl dale alkylovan diazometanem za vzniku
methylesteru LII. V dal§im reakénim kroku byla provedena hydroxymethylace PFA a poté
byl vznikly hydroxy derivat LIIl pfeveden na chlorid LIV pisobenim thionyl chloridu.

Kone¢nym krokem byla cyklizace za ptidavku amoniaku.

Ve druhém piipadé byl 1H-2,4-benzoxazin-1-on L reagovan s 2-alkoxyacetylhydrazidem za
nasledné konverze intermediatu LV na slou¢eninu LVI reakci s bromovodikem. Finalni

cyklizace bylo dosaZzeno pfidavkem amoniaku za zvySené teploty.

Schéma 11: Syntéza produktii LVl zaloZena na reaktivité 1H-2,4-benzoxazin-1-onu.
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3.1.4 Derivaty odvozené od 4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-6(5H)-ont

Jednou z moznosti ptiprav téchto latek je reakce vychazejici z anhydridu isatoové
kyseliny XXXXI1I (Schéma 12)." Ta reagovala s 4-N,N-dimethylaminopyridinem (DMAP) a
N-methylpropargylaminem za vzniku intermediatu LVIII, ktery byl nasledné podroben
diazotaci. In situ ptipravena diazoniova stl byla ihned substituovana azidem sodnym, pficemz
meziprodukt LIX okamzit¢ podlehl spontanni 1,3-dipolarni cykloadici za vzniku finalni
struktury LX.

Schéma 12: Syntéza finalniho produktu LX z anhydridu isatoové kyseliny.

DMAP, N-methylpropargylamin
/ 2N

xxxxu Lvin
Q Me i
NaNO,, HCI, NaN, M .
e\N N
—> —>
Z»N
/ N3 I Y

LIX N

Dalsi cesta vedouci ke stejnym derivatim benzodiazepinonu LX vyuzivad jako
vychozich latek piimo 2-azidobenzoové kyseliny bez pfedchozi substituce diazoniové soli

azidem sodnym. Tuto metodu pfipravy lze rozdélit do dvou piistupti. V ptipadé prvniho,
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vychozi 2-azidobenzoova kyselina LXI nejdiive reagovala s karbodiimidem vazanym na
polymeru za vzniku aktivniho esteru LXII (Schéma 13).* Ten byl nasledné podroben reakci s
N-methylpropargylaminem za vzniku linearniho prekurzoru LIX, ktery stejné jako

Vv pfedchozim ptipadé samovolné cyklizoval na finalni produkt LX.

Schéma 13: Syntéza derivatu LX z 2-azidobenzoové kyseliny.
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N
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o

LXI
Pol < > LXII
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0 Me_
N-methylpropargylamin Me.\, N
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N /
N
LX

N
N

Druha metodika zahrnovala pfevedeni 2-azidobenzoové kyseliny LXI na chlorid
LXIIl pomoci reakce s thionyl chloridem (Schéma 14).° Takto pfipraveny prekurzor
nasledn¢ reagoval s N-methylpropargylaminem za vzniku intermediatu LIX. V tomto ptipadée
byla do reakéni smési pridavdna béaze imobilizovana na polymeru, aby nedochazelo

k vedlejsim reakcim.

Schéma 14: Ptiprava slou¢eniny LX z chloridu 2-azidobenzoové kyseliny.

HOOCJQ SOCl, CIOC:© N-methylpropargylamin Me
- N
_—
LXII Z
LX
LIX

| pol{%N 5
g

Nasledujici syntéza uvadi postup pro pfipravu arylem substituovanych derivati LXVI,

kdy substituce byla vedena do polohy 4 na triazolovém cyklu.® Vychozi latkou byl 2-amino-
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N-methyl-N-propargylbenzamid LVIII (Schéma 12), ktery byl intermediatem jiz v dfive
zminéné syntéze (Schéma 15). Tato vychozi latka nasledné reagovala s aryljodidem za vzniku
odpovidajiciho meziproduktu LXIV, déle nasledovala diazotace aminoskupiny a okamzita
substituce azidem sodnym. Vznikly intermediat LXV podlehl samovolné Huisgenové
cykloadici za vzniku latky LXVI.

Schéma 15: Syntéza 4-substituovanych derivatt LXVI z 2-amino-N-methyl-N-

propargylbenzamidu.

(0]
Me\N Ar—I ﬂ :
/-QN PdCl,, (PPhjz), /HgN
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NaNOZ HCI N
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LXVI

Dalsi moznosti vyuzivajici derivati 2-azidobenzoové kyseliny jako vychozich latek, je
reakce methyl 2-azidobenzoatu LXVII s 1-chloro-3-(trifenylphosphoranyliden)propan-2-
onem (Schéma 16), ktera vedla ke vzniku 1,2,3-triazolu LXVIII, jenZz posléze reagoval
S prislusnymi aminy (amoniakem, benzylaminem ¢i p-aminotoluenem) za nasledné acylacni

cyklizace na benzotriazolodiazepinon LX1X.*

Schéma 16: Piiprava derivatd LXIX pies methyl 2-(5-(chloromethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-

yl)benzoatovy intermediat.

O Cl

@ECOOMe PhsP @ci%ne R—-NH, })

LXVII R=H, Bn, p-tolyl

LXVIll
LXIX

Vroce 2004 publikoval Akritopoulou-Zanze syntézu zaloZzenou na Ugiho
multikomponentni reakci S naslednou intramolekularni cyklizaci.™® V prvnim kroku byl
nejdiive ptipraven imid LXXI reakci prop-2-yn-1-aminu LXX s benzaldehydem, ktery byl

nasledné podroben reakci s cklopentylisonitrilem a 2-azidobenzoovou kyselinou. In situ
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linearni prekurzor LXXII nasledné podlehl samovolné Huisgenové cykloadici za vzniku
produktu LXXIII.

Schéma 17: Ptiprava derivatu LXXIII za podminek Ugiho multikomponentni reakce.

Nasledujici  syntéza  vychazi zreakce  2-azidobenzoové  kyseliny  LXI
s oxalylchloridem a nasledn& s p-aminoalkoholem za vzniku amidu LXXIV.Y V dalsim
kroku byl amid kyseliny LXXIV reagovan opét s oxalylchloridem, pficemz byl vznikly
intermediat LXXV dale podroben reakci s dimethyl (1-diazo-2-oxopropyl)fosfonatem.

Produkt této reakce LXXVI poté intramolekularné cyklizoval Huisgenovou cykloadici za
vzniku latky LXXVII.

Schéma 18: Piprava derivatu LXXVI z 2-azidobenzoové kyseliny.
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Krom¢ tradicni syntézy vroztoku, byla pro pifipravu derivatd 4H-

benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-6(5H)-onu vyuZita také syntéza na pevné fazi.’

21



Jako vychozi latka byla pouzita aminokyselina ukotvena na polymernim nosi¢i LXXVIII.
Nasledna reakce s 4-nitrobenzensulfonylchloridem (4-Nos-Cl) vedla vysoce aktivni N-
kyselineé LXXIX, ktera podlehla alkylaci s propargylbromidem. Takto pfipraveny produkt
LXXX reakce byl poté denosylovan ptusobenim merkaptoetanolu a nasledné acylovan 2-
azidobenzoovou kyselinou. Imobilizovany intermedidt LXXXII okamzité¢ podlehl 1,3-
dipolarni cykloadici, pfi¢emz finalni latka LXXXIV byla ziskana odstépenim z polymeru
smési trifluoroctové kyseliny (TFA) a dichlormethanu (DCM).

Schéma 19: Ptiprava derivatid LXXXIV s vyuzitim syntézy na pevné fazi.
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4. Vysledky a diskuze

Tato cast diplomové prace byla zaméfena na testovani prubéhu zvolené reakéni
sekvence v zavislosti na pouziti a-aminokyselin jakozto vychozich synthoni (Schéma 20).
Pro tento el méla byt vybrand a-Fmoc-aminokyselina (Obr. 3) ukotvena na pryskyfici
ptes kysele labilni linker a néasledné deprotekovana. Terminalni aminoskupina derivatu 2a-
d(R") mela byt dale ochranéna/aktivovana 2/4-Nos-Cl, pfiGemz korespondujici sulfonamid

3a-d(R'e-f) by mé&l byt dostate¢nd aktivni pro nasledujici Fukuyama®

monoalkylaci
ptislusnym ¢inidlem. Deprotekce 2/4-nitrobenzensulfonylové skupiny (2/4-Nos) nasledovana
acylaci/sulfonylaci 2-azidobenzoovou kyselinou nebo 2-azidobenzensulfonyl chloridem méla
vest ke spontdnni  1,3-dipolarni  (Huisgenove) cykloadici21 na findlni 4H-

benzotriazolodiazepinony.

Schéma 20: Obecna syntéza cilovych derivati 4H-benzotriazolodiazepinonu.
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Obrazek 3. Vychozi linkery a latky testované pro substituci R! e f RZaR’.
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4.1 Reakce na Wang-piperazinovém/Wangové linkeru

Metoda syntézy cilovych trisubstituovanych 4H-benzotriazolodiazepinonu byla
nejdiive aplikovana na Wangovu prysky¥ici®® s piperazinovym linkerem. Prvni experimenty
byly provadény na imobilizovaném alaninu, pfi¢emz bylo potfeba upravit podminky alkylace
ptislusného sulfonamidu tak, abychom dosahli co nejvyssi konverze. Po dosazeni
optimalniho vysledku, byla nasledné testovana reaktivita dalSich a-aminokyselin ukotvenych

na polymernim nosici.
4.1.1 Priprava Wang-piperazinového linkeru

Abychom mohli zaéit s praci na tomto typu linkeru, bylo nejprve zapotiebi si jej
piipravit v laboratofi. K tomuto ucelu byla pouzita standardni Wangova pryskytice (a), kterou
bylo nutné nejdiive nabobtnat v DCM a zpfistupnit tak reakéni mista (hydroxyskupiny) k
navazani piperazinu pies karbonylovou vazbu. Dal§im krokem byla aktivace terminalni
hydroxyskupiny Wangovy pryskyfice roztokem karbonyldiimidazolu (CDI) a Py v DCM
(Schéma 21).%% Po 2 h vznikl 1H-imidazolkarboxylatovy intermediat (a-imidazol), ktery byl

ihned podroben reakci s piperazinem za odstépeni imidazolu a vzniku piislusného amidu b.

Schéma 21: Imobilizace piperazinového linkeru na Wangovu pryskyfici.

o

|H CDI, Py, DCM, 0 piperazin, DCM, o)

2h, 25 °C 3h. 25 °C
Pol =N ’
o L~ OH o N0 N/\\N POI\L/\OJ\N/\
\—/ L_NH
a a-imidazol N
F
HN_/
imidazol

4.1.2 Imobilizace Fmoc-alaninu na Wang-piperazinovy linker

K ukotveni alaninu na pryskyfici byla pouzita standardni metoda pouzivana pro
syntézu peptidii na pevné fizi.”® Polymer snavazanym piperazinovym linkerem (b) byl
nejdiive klasicky nabobtnan v DCM a nasledné byla pfidana reakéni smés skladajici se
z Fmoc-alaninu, 1H-hydroxybenzotriazol hydratu (HOBt) a N, N -diisopropylkarbonyldiimidu
(DIC) v50% roztoku N,N-dimethylformamidu (DMF) a DCM (Schéma 22). Karboxylova

kyselina nejdiive interagovala sDIC a poté s HOBt za odStépeni derivatu mocoviny a
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vytvofeni 1H-benzotriazolylkarboxylatu (benzotriazolat). Tento in situ ptipraveny aktivni
intermediat nasledné podlehl nukleofilnimu ataku imobilizovaného piperazinu (b) za vzniku
peptidové vazby latky 1b(1) a opétovné regenerace HOBt.  Reakce probihala 16 h pfti

laboratorni teploté€ za stalého tfepani.

Schéma 22: Imobilizace Fmoc-alaninu na Wang-piperazinovy linker.

Fmoc-Ala-OH, HOBY,

o DIC, DMF, DCM M P N o
16h, 25 °C Nz
PoI\L/\OJ\N/\ » | FmocHN  O-N + PoI\L/\o)J\N/\
A w L w
b H H benzotriazolat b

e

diisopropylmocovina

O

» Pols S O)J\ N /\
w L_N_oO
FmocHN™ CHg

N
N
N HOBt 1o(1)

Pro kvantitavni zhodnoceni imobiliza¢ni reakce byla odebrana mala ¢ast pryskytice

1b(1) (cca 30 mg), ktera byla nasledné vysusena pod proudem dusiku a z niz byly odvazeny 2
vzorky o stejné hmotnosti (S piesnosti na 4 desetinnd mista). Oba peclivé zvazené vzorky byly
podrobeny reakci s 50% TFA v DCM za odstépeni Fmoc-alaninu z pryskytice (schéma 23).
Produkty $tépeni 1b(1)-odstep byly nasledné analyzovany na HPLC-UV-MS, kdy z plochy
piku vzorka a standardu (Fmoc-alanin) pii vinové délce 300 nm byl stanoven vytézek reakce,

tzv. loading pryskyfice na 0,64 mmol/g.

Schéma 23: Stépeni Wang-piperazinového linkeru v 50% TFA/DCM.
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4.1.3 Odchranéni Fmoc protektivni skupiny

V navrzené syntéze jsme zamérné pouzili aminokyseliny, jejichz aminoskupina je
opatiena N-(9-fluorenymethoxykarbonyl)-sukcinimidem (Fmoc), ktery ma protektivni funkci
a obecn¢ umoznuje selektivni navazani kyseliny na rtizné typy linkert ptes karboxylovou
cast. Za ucelem provést dalsi reakéni krok bylo potieba nejdiive odstépit bazicky labilni
Fmoc, k ¢emuz poslouzil 50% roztok piperidinu (PIP) v DMF (Schéma 24). Po deprotekci
chranici skupiny byla ziskana koncova aminoskupina (2b(1)), ktera byla podrobena nasledné
aktivaci.

Schéma 24: Deprotekce aminoskupiny imobilizovaného Fmoc-alaninu.

(@] (o]
Pol.,_~ L 50% PIP,DMF  Pol,_~_ L
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1b(1) FmocHN™ “CH 2b(1) HoN" "CHg

4.1.4 Chranéni/aktivace aminoskupiny 4-Nos-Cl

Primarni aminoskupina slou¢eniny 2b(1) byla aktivovana 4-Nos-Cl za vzniku
odpovidajictho sulfonamidu 3b(1,f) (Schéma 25).3' Tato aktivace zéroveii poslouzila
k ochranéni aminoskupiny vuci disubstituci alkyla¢nimi ¢inidly pouzitymi v nasledujicim
kroku. Pro sulfonyla¢ni reakci byly pouzity standardni podminky hojné aplikované pro
piipravu sulfonamidi na pevné fazi. Pryskyfice 2b(1) byla promyta DCM a nasledné byl
piidan reakéni roztok 4-Nos-Cl a 2,6-lutidinu v DCM. Reakce probihala 16 h pii laboratorni

teploté s konverzi 97%.

Schéma 25: Sulfonylace intermediatu 2b(1) 4-Nos-Cl.
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4.1.5 Alkylace derivati sulfonamidu 3b(1,f) propargyl bromidem

V dalsim postupu nasledovalo zavedeni propargylové jednotky na aminoskupinu
prislusného sulfonamidu 3b(1,f) (Schéma 26). K tomuto ugelu poslouzila tzv. Fukuyama?®
alkylace propargyl bromidem. Pryskyfice Snavazanym meziproduktem (3b(1,f)) byla
nejdiive promyta DCM a nasledné dimethylsulfoxidem (DMSO), k polymeru byl poté piidan
reak¢ni roztok propargyl bromidu s 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-enem (DBU) v DMSO a
reak¢ni smés byla ponechdna tiepani. Po 16 h byl pomoci HPLC-MS detekovan produkt
4b(1,f,1) v surové Cistoté pouze 52%. Jelikoz stejna reakce méla na imobilizovaném B-alaninu

zcela bezproblémovy pribéh,® nizkou konverzi prikladame zvySeni sterické naro&nosti

systému 3b(1,f) vii¢i struktuie pouzitého alkyla¢niho ¢inidla.

Schéma 26: Alkylace intermediatu 3b(1,f) propargyl bromidem.

O o)
POI\|_/\OJ\N/\’ propargyl bromid, DBU, DMSO POI\L/\O)J\N/\
L_N__o 16nt(Tabuka1)
L_N_o
» f
3b(1,f) y
HN""“CH, N

2

4b(1,f1
ON o (1,5,1)

Protoze dosazend konverze nebyla pro ucely syntézy dostacujici, bylo nésledné ptistoupeno
k optimaliza¢nim reakcim (Tabulka 1, 3 a 4) zahrnujicim zménu teploty, reakéni doby a
posléze i zménu alkyla¢niho ¢inidla. Primarné bylo vyzkouSeno opakovani alkylace za
stejnych podminek, coz vedlo ke zvySeni surové Cistoty z 52% na 83% (Tabulka 1). Piestoze
byla dosazend konverze dostacujici, z divodu zkraceni reakéniho Casu byla ve druhé fazi
testovani zvysena teplota. Z Tabulky 1 je patrné, Ze nejlepsich vysledkti bylo dosazeno pii
teploté 75 °C.

Tabulka 1: Optimalizace reak¢nich podminek alkylace s propargyl bromidem.

, , Teplota Surova Cistota
veenor | ey 4b(1.f,1)
At [%]°
25 52
25 83°rp
3b(1,
.9 55 85
75 92
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100 87

HPLC-UV (205 — 400 nm); “opakovani reakéniho kroku
pro zvyseni konverze reakce.

Zjisténé optimalni podminky alkylace byly nasledn¢ testovany 1 pro dalsi
aminokyseliny imobilizované na Wang-piperazinovém linkeru (Schéma 27). Z uvedené
tabulky 2 je patrné, Ze nalezeny postup pro alkylaci alaninu propargyl bromidem pii 75°C je
pouzitelny téméf univerzalné i pro ostatni a-aminokyseliny. Pouze valin, ziejmé¢ v dusledku
sterického branéni, za zvysené teploty prakticky viibec nereagoval. Z tohoto divodu bylo

ptistoupeno k dal$im optimalizacim parametru alkyla¢ni reakce na valinu (Tabulka 3).
Schéma 27: Alkylace imobilizovanych sulfonamida 3b(R’,f) propargyl bromidem pti 75 °C.

% o

POI\ S J’J\ Pol
L~ "o '\(D propargy! bromid, DBU, DMSO O\L/\OJ\N

N._O 16h,75°C QN o
f > f
3b(R,f) HN™ “R! _ N R
' =

O.N OZNJ@/ 4b(R'f,1)

Tabulka 2: Vysledky alkyla¢nich reakei sulfonamidii 3b(R?,f) propargyl bromidem pii 75 °C.

\

Surova Cistota

YYERo% Aminokyselina R 4b(RYf,1)
atka a
[%0]
3b(2,f) Ser ™ 87
OH
3b(3,f) Lys < 72

‘J\/\/\NHZ
$
3b(4,f) Phe ’@ 72

30(5.f) Glu NS 82
3b(6,f) Asp HMOH 78

s
<
3b(7,f) Tyr ’@ 68"
(0]

H
3b(8 Val # Ot 2
, a
( f) CHg
H’J CH3
3b(9,f) Leu ¥<C 68"
Hs
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3b(10,f) lle "N cH, 68"

CHs
®HPLC-UV (205 — 400 nm); "25% neznamé latky.

V prvni fazi jsme zkusili zvysit teplotu na 100 °C, nicméné surova Ccistota zaddaného
intermediatu 3b(8,f) byla stale velmi nizka (4%). Vhodnou alternativou se pozdéji ukazala
kombinace vyssi teploty a mikrovin, kdy pii 90 °C a vykonu 200 wattd bylo za 48 h dosaZzeno
83% konverze.

Tabulka 3: Optimalizace parametri alkyla¢ni reakce pro valin-sulfonamidu3b(s,f).

Teplota Reakéni S“zobvé ’?:’ii';ota
[°C] doba 6T
100 16 h 4

MW - 120 5m 40

MW - 120 1h 60

MW —120 2h 68

MW — 120 18 h 0

MW — 90 18 h 40

MW — 90 48 h 83

3HPLC-UV (205 — 400 nm).

4.1.5.1 Alkylace sulfonamidu 3b(1,f) derivaty propargyl bromidu

Vzhledem k tomu, Ze alkylace s pouzitim propargyl bromidu byly pomérné Gspésné,
rozhodli jsme se nasledné otestovat také derivaty propargyl bromidu typu 1-brom-2-butyn, 3-
brom-1-butyn, ale i 4-brom-1-butyn, sjehoz pomoci m¢l byt nasledné ovéfen vznik
osmi¢lenného cyklu 9b(1,1,4), ktery by tak rozsifil navrzenou knihovnu latek o dalsi
slouéeninu (Schéma 28). Testovani zapocalo pouzitim diive optimalizovanych podminek
alkylace, pfic¢emz teplota 75 °C se ukazala pro vybrané derivaty jako nevhodna. V ptipadé
latky 4b(1,f,2) dopomohlo k lepsi konverzi dal$i zvySeni teploty na 100 °C, nicmén¢ surova
Cistota latek 4b(1,f,3) a 4b(1,f,4) zustala pii téze teploté prakticky nezménéna (Tabulka 4). Z
tohoto ditvodu bylo pfistoupeno k dal§im experimentim v mikrovinném reaktoru. V piipadé
4-brom-1-butynu byla reakce testovana po dobu 5 min, 1 ha 2 h, nicméné dosazené vysledky
poukézaly na to, Ze tato metoda neni opét vhodna. Pfi reakénim ¢ase 5 min totiz vychozi latka

nereagovala viibec a pfi reakci po dobu 1 a 2 h vznikla smés neznamych produkta.
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Schéma 28: Alkylace imobilizovaného alanin-sulfonamidu 3b(1,f) derivaty propargyl

bromidu.

O O
derivat propargyl bromidu,

POI\L/\O)J\N/\ CH, DBU, DMSO, reak. doba, t POI\L/\O)J\N/H CH,
N z (Tabulka 4) B

N - A
O SO

(0] 5 2 T | JJ'}7: @2

AN

(1) V02 ab(11R?y) NO2

4-brom-1-butin,DBU,
DMSO, reak. doba, t (Tabulka 4)

0
N
POI\L/\OJ]\N QH3 P ’ N‘,\N
: =
K/Njhw/\/ — o
0 so, N
f N 0
HN\)
ab(154) NO2 9b(1,1,4)

Tabulka 4: Optimalizace parametri alkyla¢ni reakce s derivaty propargyl bromidu.

latka [°C] doba o
o~ 75 16 h 30
\& 100 16 h 01
% 75 16 h 8
>{ 100 16 h 12
3b(1,f) 25 6h 5
¢ 100 16 h 7
MW 120 5 min o
N MW 120 1h 0
MW 120 2h o

®HPLC-UV (205 — 400 nm); "pouze vychozi latka; pouze neznamé produkty.

4.1.5.2 Alkylace sulfonamidu 3b(1,f) propargyl alkoholem — Mitsunobu reakce

Jelikoz jsou derivaty propargyl bromidu pomérné drahé a variabilita substituentl

znaén¢ omezend, zametili jsme se na hledani komeréné dostupnéjsich alkylacnich ¢inidel.
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Jako nejschidnéjsi variantu jsme zvolili alkylaci sulfonamidu 3b(1,f) propargyl alkoholem za
podminek Mitsunobu reakce (Schéma 29). Jelikoz je vytézek reakce rapidné snizovan
S rostoucim obsahem vody V rozpoustédle, bylo nejdiive nutné pryskyfici dikladné promyt
bezvodym tetrahydrofuranem (THF). K pryskyfici byl nasledné ptidan roztok propargyl
alkoholu a trifenylfosfinu (PPhs) v bezvodém THF, do druhé sttikacky byl piipraven roztok
N,N -diisopropylazodikarboxylatu (DIAD) v bezvodém THF, obé¢ stiikacky byly propojeny
spojkou a uloZzeny na 30 min do mrazaku. Po této operaci byl roztok DIAD pretlacen do
sttikacky s pryskyfici, reakéni smes byla tiepana 2 h za laboratorni teploty. Néasledna HPLC-
MS analyza prokazala, Ze se vysledny meziprodukt podatilo ptipravit v 96% surové Cistoté.
Zavérem lze konstatovat, ze by Mitsunobu alkylace mohla byt velmi vhodnou alternativou
Fukuyama alkylace, ktera byla v této praci uzivana jako hlavni metoda. Z ¢asovych divodu se

bohuzel nepodatilo vyzkouset alkylace s jinymi derivaty proprargyl alkoholu.

Schéma 29: Alkylace meziproduktu 3b(1,f) propargyl alkoholem.

0 o)
Pol J\ propargyl alkohol, PPhg, Pol )J\
oSN N> GH;  DIAD, THF, 0°C, 30 min, oSN o N cH
N pak 2h, 25 °C N
S > S
O SO0, 96% O SO,
3b(1,f) NO, 4b(1£1) NO,

4.1.6 Denosylace a nasledna acylace 2-azidobenzoovymi Kyselinami

Jakmile byly zvladnuty optimalizace alkyla¢nich reakci, pfistoupili jsme k dalsim
kroktum syntézy. Tedy k tzv. denosylaci, béhem které pisobenim merkaptoethanolu v DMF
doslo k odstépeni 4-Nos protektivni skupiny a tim vzniku sekundarniho aminu (5b(1,H,1)),

ktery byl takto aktivovan pro nasledujici reakci (Schéma 30).

Schéma 30: Deprotekce 4-Nos skupiny.

(@]
Pol. L/\O)k

pd

(0]
N Pol )J\
~ 7N
K/N O merkaptoetanol, DBU, DMF L o N/\l
) 30 min, 25 °C K/
ab(1f1) = N7 CHy
SO

o
> f
) 5b(1,H,1) /\ "«//CH3
ON" :

Iz

2
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Béhem prace jsme zjistili, Ze denosylované intermedidty nejsou pfili§ stabilni, proto
bezprostiedné po deprotekci nasledovala acylace s pouzitim 2-azidobenzoové kyseliny nebo
jejich derivatt (3-methyl-2-azidobenzoové kyseliny, 3-methoxy-2-azidobenzoové kyseliny,
3,5-dibrom-2-azidobenzoové kyseliny a 5-chlor-2-azidobenzoové kyseliny) za podminek
HOBt techniky (Schéma 31, Tabulka 5).

Schéma 31: Acylace 2-azidobenzoovou kyselinou nebo jejimi derivaty.

o]
fL Pol< /\O)LN/\
Pols -~0 N/\ 2-azidobenzoova kyselina/jeji derivat K/
K/ HOBt, DIC, DMF, DCM N O
N0 16h, 25°C
, -
/NfCH /N ‘CHj
= 3 6
= H le) X 5
1| _R3
=
5b(1,H,1) L Ng2 "4 ]
6b(1,1,R%)
(@] H3C ﬁ_'(/\\\
click™ >\ N N
5,Cll
Po—/ O T{\ X
—IRr3
=
7b(1,1,R®)
R3= H, 3-CH;, 3-OCH;, 35-diBr, 5-Cl
7b(1,1,1) 7b(1,1,2) 7b(1,1,3) 7b(1,1,4) 7b(1,1,5)

Tabulka 5: Surova &istota produktéi 7b(1,1,R%)

Surova istota
Vychozi latka R® 7b(1,1,R%
[%0]°
H 18
3-CHs 36
5b(1,H,1) 3-OCH; 0
3,5-diBr 22
5-Cl 48

*HPLC-UV (205 — 400 nm).

Na zékladé vysledkii usporadanych v Tabulce 5 Ize vidét, ze pozadované produkty 7b(1,1,R?)
nevznikly v dostatecné Cistoté. Zatimco nejlepsi konverze bylo dosazeno u derivatu 7b(1,1,5)
(48%), 2-azidobenzoova kyselina prekvapive poskytla jen 18% produktu 7b(1,1,1). Extrémni
ptipad predstavuje reakce s 3-methoxy-2-azidobenzoovou kyselinou, kdy cilova sloucenina
7b(1,1,3) nevznikla vibec.
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V dalsi ¢asti prace jsme chtéli porovnat rozdil v konverzi acylace alanin-sulfonamidu
7b(1,1,1) sacylacemi dalsich sulfonamidi pfipravenych z pfislusnych  a-aminokyselin
sriznou substituci R' (Schema 32, Tabulka 6). Piivodng jsme se domnivali, 7e délka &i
rozvétveni postranniho fetdzce (R') latek S5b(RY,H,1) zcela zabrani vzniku produkti
7b(R%,1,1). Nicméng, i kdyz konverze t&chto reakci byla velmi nizka (15-22%), presto byla
srovnatelna se surovou ¢istotou produktu 7b(1,1,1) (18%). Tento zavér nam poskytl nadéji na
moznost nalezeni optimaIngjsich podminek &i vhodn&j§i kombinace vychozich synthoni (R,

R?a R3) pro ucely acylace.

Schéma 32: Acylace kyselin 5b(R*,H,1) 2-azidobenzoovou kyselinou.

o) o]
PO'\L/\O)J\N/\ 2-azidobenzoova kyselina POI\L/\OJ\N/\
&N o HOB, DIC, DMF, DCM K/
f 16h, 25 °C NTO
»
5b(R"H,1) /\” R = NTR
6b(R",1,1)
o]
N3
] R /’[ \N‘u
.click” O»\N/\\N\(\N N
— > pa— °
oo
7b(R",1,1)

Tabulka 6: Surova &istota acylace kyselin 5b(R*,H,1) 2-azidobenzoovou kyselinou.

, , Surova Cistota
Vychozi

- - l l
latka Aminokyselina R Yb([ORA)j%",l)
5b(2,H,1) Ser ™ 17
OH
5b(3,H,1) Lys N NH, 19

S
5b(4,H,1) Phe ’@ 16

5b(5,H,1) Glu O 15
5b(6,H,1) Asp L, 15

<
5b(7,H,1) Tyr ’@ 22
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{__CH
5h(8,H,1) Val TR 20
CHs
|J.—T CH3
5b(9,H,1) Leu ~ 19
CHs
5b(10,H,1) lle "N cH, 17
CHs

SHPLC-UV (205 — 400 nm).

4.1.6.1 ReSeni problematiky acylaénich reakci

Jako prvni aspekt, ktery by mohl byt pti¢inou netispéchu acylacnich rekci, byl zvazen
rozklad 2-azidobenzoové kyseliny pfi jejim del§im skladovani. Z tohoto diivodu jsme provedli
jednoduchy test, kdy byl piipraven jiz dfive popsany derivat 10a(11,H,1),> ktery byl nasledng&
acylovan riznymi Sarzemi 2-azidobenzoové kyseliny skladovanych v laboratofi (Schéma 33).
Vysledné produkty 11a(11,1,1) vznikaly v rozmezi surovych ¢istot od 78 do 89%, coZ jasné

poukazuje na to, Ze pouzivané 2-azidobenzoové kyseliny byly v poradku.

Schéma 33: Testovani stability riznych Sarzi 2-azidobenzoovych kyselin.

o
o) (0]
Pol _~ 2-azidobenzoova kyselina
= OM”\ HOB, DIC, DMF, DCM PO'\L/\OJ\AN)\@
16h, 25 °C g
10a(11,H,1) e89 > Ma(i111) N
- (0} ‘

N

Dalsi uvazovanou variantou byla nedostate¢na aktivace sekundarni aminoskupiny pro
acylaci kyselinou. Tento problém jsme se pokusili vyfesit zaménou propargyl bromidu za 3-
methylpropargyl bromid 5b(1,H,2). V tomto piipadé jsme piedpokladali, Ze kladny indukéni
efekt methylové skupiny vyvola tah elektroni smérem k aminoskupiné, pfi¢emz zvysi jeji
nukleofilitu a acylace tak bude probihat snadnéji (Schéma 34). Na§ zavér se timto potvrdil,

nebot’ jsme odpovidajici produkt 7b(1,2,1) ziskali ve 49% surové Cistoté.

Schéma 34: Acylace latky 5b(1,H,2) 2-azidobenzoovou kyselinou.
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Pol Nﬁ 2-azidobenzoova kyselina Pol Nﬂ
HOBt, DIC, DMF, DCM K/
N

K/ N
16h, 25 °
f 6h, 25 °C f
", 49% Y,
CH CH
5b(1,H,2) /\ 3 6b(1,2 1)/ 3

N3
HaC L _
N
o H3C / Y
,,click™ N\\(\
T e PoI\L/\
7b(1,2,1)

Paralelné byla také vyzkouSena substituce atomu dusiku za jinych podminek, nez
vyZaduje HOBt acylace. Pro tento ucel byla testovana sulfonylace 2-azidobenzensulfonyl
chloridem stim, Ze uvedena reakce byla provadéna za stejnych podminek jako nosylace

slougenin 2b(R") (Schéma 35), kdy jsme dosahli 42% konverze.

Schéma 35: Reakce meziproduktu 5b(1,H,1) s 2-azidobenzensulfonyl chloridem.

O O

Pol< 2-azidobenzensulfonyl chlorid, Pol )J\
Nﬂ 2,6-Iutidin, DCM STOTNTY
LN 16h, 25 °C N

T -~
Sb(1,H.1) ///\ “CHj 42% 6b(116) =~ N “CHy

0,5
N3

N
0 HaC /_(/\ N
,,click™” >\\ T\ % N’N

— (o
PO|\|_/\O \\/ ol 028\©

7b(1,1,6)

Posledni zvazenou alternativou byla moznost nekvantitativniho prubéhu denosylace
intermediatd 4b(1,f,1), kterda méla za nasledek selhani acylace kyselinou. V nasledujici ¢asti
prace byly tedy podrobnéji zkoumany produkty po deprotekci 4-Nos skupiny. Protoze latky
5b(1,H,1) nejsou po odchranéni aminoskupiny UV aktivni, pfistoupili jsme nejdiive ke
zhodnoceni prubéhu reakce pomoci Fmoc-OSu (Schéma 36). Ziskané vysledky bohuzel
nevnesly do dané problematiky jasnéjSi pohled, nebot’ reakci vznikla smés latek, z nichz

prakticky vSechny nesly Fmoc skupinu a Zadnd z nalezenych hmot neodpovidala piku

produktu.
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Schéma 36: Reakce s Fmoc-Osu pro kvalitativni zhodnoceni denosylace.

(0] (0]
Pol, _~ )J\ Pol{, ~ )J\
L O” N L O 'N
Fmoc-OSu, DCM,
K/N O 30 min, 25°C K/N o)
T
5b(1,H,1) f 9b(1,Fmoc,1) f
Z N o Z W o,

Fmoc

Jelikoz jsme si v tomto bod¢ nebyli jisti, zdali ma denosylace nezadouci prubéh, nebo
doslo k degradaci intermediatu 5b(1,H,1) béhem reakce s Fmoc-OSu, vyzkouseli jsme dalsi
experiment. Vychozi latka 4b(1,f,1) byla podrobena deprotekci 4-Nos skupiny za vzniku
ptislusného produktu 5b(1,H,1), ktery byl nasledovné opétovné sulfonylovan 4-Nos-Cl
(Schéma 37).

Schéma 37: Denosylace a nasledna opétovna sulfonylace 4-Nos-Cl.

O

POI\L/\O)J\N/\

N o 1. merkaptoetanol, DBU, DMF

o)
f 30 min, 25 °C PO'\L/\O)LN/\
Z )

"CHjg

o g
OyN

4b(1,f,1)

2. 4-Nos-Cl, 2,6-lutidin, DCM

2 16h, 25 °C

Z vysledkt HPLC-MS analyzy bylo zji§téno, Ze kromé ocekavaného produktu 4b(1,f1)
(57%) doslo ke vzniku vedlejsi latky, jejiz hmota odpovidala dealkylované slouc¢eniné 3b(1,f)
(28%). Prubéh denosyla¢ni reakce na Wang-piperazinovém linkeru popisuje nasledujici
Schéma 38.

Schéma 38: Prub&éh denosylacni/re-sulfonylaéni reakce za vzniku vedlejsiho produktu

2b(1)/3b(Lf).
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merkaptoetanol, DBU, DMF P0|\L/\O)J\N

o)
K/NTO o PO'\L/\OJLN/\

apiorie ™ L_N_o
ab(1,1,1) /\zo o 2B > Longo f
" 2 2b(1) f 5b(1,H,1) /\” “CH,
H,N" CHj
o 0
POI\L/\OJ\N/\ PoI\L/\O)J\N/\‘
4-Nos-Cl, 2,6-lutidin, DCM K/N o) K/N o
16h, 25 °C +
- 28% f 57% f
HN" "CHj /'T‘ “CHj
3b(1,f) /©/soz 4b(1.f,1) S0,
OZN 02N

4.2 Reakce na Wangové/Wang-piperazinovém linkeru s vyuzitim 2-

nitrobenzensulfonyl chloridu

Za ucelem vyhnout se vzniku dealkylovaného vedlejsiho produktu 2b(1), byly
piipraveny nové derivaty na Wangoveé a Wang-piperazinovém linkeru tentokrat s vyuzitim 2-
nitrobenzensulfonyl chloridu (2-Nos-Cl). V nasledné reak¢éni sekvenci pak byla testovana

deprotekce 2-Nos skupiny.

V prvni fad¢é bylo zapotiebi pfipravit Wangovu pryskyfici s vdzanym alaninem pfes
esterovou vazbu. Pro tento ucel byla pouzita komeréni Wangova pryskyfice s koncovou
hydroxyskupinou, ktera vystupuje v reakci Steglichova typu®* jako slabsi nukleofil (Schéma
39). Pridavek silné baze DMAP m¢l za nasledek odtrzeni protonu kyseliny a jeji navazani na
DIC za vzniku O-acylmocoviny. Tento intermediat byl nasledné atakovan protonizovanou
bazi (H-DMAP), ze které vznika N-acylpyridinovy derivat (acyl-Py), ktery dale interagoval
s hydroxyskupinou Wangova linkeru a poskytl zadany produkt la(l). HOBt se do reakce
obvykle piidava jako lapa¢ vysoce reaktivni O-acylmocoviny (tzv. scavenger), ktera podléha

vedlejSim reakcim a snizuje tak celkovy vytézek acylacniho kroku.

Schéma 39: Imobilizace Fmoc-alaninu na Wangovu pryskyfici.

38



H-DMAP

Fmoc-Ala-OH, HOB, iPr
DIC,DMAP, DMF, DCM ‘N 0
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Po navazani a-Fmoc-alaninu byla provedena kvantifikace pryskyfice metodou

vnéjsiho standardu, pticemz byl stanoven loading pryskytice na 0,59 mmol/g.

Dalsi reakce byly nasledné provadény paralelné jak na Wangoveé linkeru, tak Wang-
piperazinovém linkeru pfipraveném v Kapitole 4.1.1. Fmoc-aminoskupina vychozich latek
byla standardné deprotekovana 50% roztokem PIP v DMF (Schéma 40). Piipravené
intermediaty 2a(1) a 2b(1) s volnou primarni aminoskupinou byly dale podrobeny reakci s 2-
Nos-Cl za stejnych podminek jako v ptipadé 4-Nos-Cl, pticemz konverze této reakce byla

93% pro Wanglv linker a 96% pro Wang-piperazinovy linker.

Schéma 40: Deprotekce Fmoc skupiny a nasledna sulfonylace s 2-Nos-Cl.

O
O . g
50% PIP, DMF 2-Nos-Cl, 2,6-lutidin, DCM  pg, CH
Pol\L/\X «CHg3 30min, 25 °C POI\|_/\X)H~~“\CH3 16h, 25 °C SLTX R
S . HN_
NHFmoc NH; »> SO,
93%; 96% NO
1a-b(1) 2a-b(1) 3a-b(1,e) 2

X = zbytek struktury Wangova Linkeru;
zbytek struktury Wang-piperazinového Linkeru

Dalsim krokem byla Fukuyama alkylace S pouzitim propargyl bromidu provedend opét
za stejnych podminek jako v piipadé reakce (Schéma 26, kapitola 4.1.5). V porovnani s 50%
konverzi 4-nitrobenzensulfonamidu 3b(1,f) (Kapitola 4.1.5, Schéma 26), vznikly intermediaty
4a(l,e,1) a 4b(1,e,1) v pomérné vysoké surové ¢istoté (>80%) (Schéma 41). ZvySeni reakéni
teploty pickvapivé nevedlo k dal$imu zlepSeni konverze reakce, ale naopak ke vzniku
vedlejSich produktd 12a (95%) a 12b (97%), které byly nasledné odstépeny z pryskyfice,
vyCiStény na semipreparativnim HPLC a podrobeny NMR experimentim. AvSak pres

veskerou snahu se doposud nepodafilo urcit jejich strukturu.
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Schéma 41: Syntéza derivatu 4a-b(1,e,1) a 12a-b(neznamé struktury).

O

(0]
PoI\L/\X)J\‘\\\CHg PoI\L/\X)K‘N\CHg,
propargyl bromid, DBU, DMSO

N
S0, 16h, 25 °C N-so,

NO, > ( NO,
3a-b(1,e) 81%; 83% sab1e)

X = zbytek struktury Wangova Linkeru;
zbytek struktury Wang-piperazinového Linkeru

propargyl bromid, DBU, DMSO
16h, 75 °C

12a-b

Dalsim krokem vreakéni sekvenci byla deprotekce 2-Nos skupiny pomoci

merkaptoethanolu a DBU v DMF (Schéma 42). Pfi analyze produktu vSak bylo zjisténo, ze

denosylace téméf viibec neprobiha a ve smési je pritomno vice nez 80% vychozi latky 4a-

b(1,e,1). Na zakladé tohoto udaje bylo pfiistoupeno k optimalizaci ¢asového parametru

deprotekéni reakce, kdy jsme nejdiive vyzkouSeli prodlouzeni reakéniho Casu z 30 min

postupné na 1, 2, 3 a 4 h. Surové Cistoty vychozich latek jsou uvedeny v tabulce 7.

Schéma 42: Deprotekce 2-Nos skupiny.

o)

(0]
Pol X Pol .
O\L/\X)J\‘\CH:’; O\L/\X)k‘_‘CHg
POI\L/\X

N\SOZ merkaptoetanol, DBU, DMFo N\SOZ NH
NO, reak. doba (Tabulka 7), 25 °C NO, +
dab(le) || > sab(tel) || 5a-b(1,H,1) (

X = zbytek struktury Wangova Linkeru;
zbytek struktury Wang-piperazinového Linkeru

Tabulka 7: Vysledky optimalizaci deprotekce.

Reakéni Surova Cistota | Surova Cistota
doba 4a(l,el) 4b(1,e,1)
[o6]° o6l
30 min 83 84
1h 64 67
2h 28 31
3h 8 9
4h 0 0

3HPLC-UV (205 — 400 nm).
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Po optimalizaci denosyla¢ni reakce bylo ptistoupeno k testovani acylac¢nich reakci s 2-
azidobenzoovou kyselinou, kdy tato reakce byla provedena za podminek popsanych ve
Schématu 31 (kapitola 4.1.6). Bohuzel i v ptipadé¢ latek 5a(1,H,1) a 5b(1,H,1) bylo dosazeno
jen velmi nizké konverze na latky 7a(1,1,1) (5%) a 7b(1,1,1) (8%) (Schéma 43). Z ¢asovych

davodu bylo od dalsiho testovani upusténo.

Schéma 43: Testovani acylacni reakce s 2-azidobenzoovou kyselinou.

O 2-azidobenzoova kyselina o
Pol .CH, HOBt, DIC, DMF, DCM Pol, _~ «CHj
SETXTNTTR q6h, 25°C L= X
NH » N. O
5a-b(1,H,1) ( 5%; 8% 6a-b(1,1,1) H( N3
N
ch /__.</\\\
% N,N
,,click™” X{N
E— L—
Pol” 0o
Ta-b(1,1,1)

4.3 Reakce na Rink-amidovém linkeru

Ve snaze otestovat vliv linkert na prabéh reakci v navrzené sekvenci, byla v dalsi fazi
prace pro imobilizaci Fmoc-alaninu pouZita Rinkova pryskytice.? P¥i alkylaci ptisluiného
sulfonamidu vzniklo zna¢né mnozstvi vedlejsiho produktu, ktery byl izolovan a podroben

NMR analyze, za ucelem zjistit jeho strukturu.

4.3.1 Imobilizace Fmoc-alaninu na Rinkovu pryskyf¥ici

K syntéze byla pouzita komeréné dostupnd pryskyfice s aminoskupinou chranénou
Fmocem. Pro ucely imobilizace aminokyseliny, byla pryskyfice ¢ opét nejdiive promyta
DCM, déle DMF za nasledné deprotekce Fmoc skupiny 50% roztokem PIP v DMF (Schéma
44).

Schéma 44: Deprotekce Fmoc skupiny Rinkovy pryskyftice.

50% PIP, DMF
Pol—L 30 min, 25 °C
NHFmoc -

Pol—L,
NH,

c c-deFmoc
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K pryskyfici byla poté ptidana reakéni smés Fmoc-alaninu, HOBt a DIC v 50%
roztoku DMF a DCM (Schéma 45), pficemz reakce probihala 16 h za laboratorni teploty.

Alanin byl v tomto ptipadé navazan na linker ptes amidickou vazbu.

Schéma 45: Imobilizace Fmoc-alaninu na Rink-amidovy linker.

Fmoc-Ala-OH, HOB, Pol L\NH
Pol—L, DIC, DMF, DCM
NH, 16h, 25°C O:g
? "'”CH3
c-deFmoc FmocHN

1c(1)

Po ukotveni aminokyseliny na Rinkovu pryskyfici, byly odebrany dva vzorky
polymeru o stejné hmotnosti, které byly nasledné standardné St€peny (Schéma 46). Metodou

vnéjsiho standardu byl nasledné zjistén loading pryskytice 0,58mmol/g.
Schéma 46: Stépeni latky 1c(1) z polymeru.

Pol—L

NH 50% TFA, DCM NH,
o 30 min, 25 °C O:g
wmCHy ——— > " CHg
FmocHN FmocHN
1c(1) 1¢(1)-odstep

4.3.2 Deprotekce Fmoc skupiny a reakce s 4-Nos-Cl

Fmoc-alanin ukotveny na polymeru byl nejdiive zbaven Fmoc chranici skupiny dle
standardniho postupu a nasledn¢ byl podroben reakci s 4-Nos-Cl opét za standardnich
podminek pii 25 °C popsanych ve Schématu 24 (kapitola 4.1.3). Na zakladé nasledné HPLC-

MS analyzy byla zjisténa bezproblémova konverze reakce (96%).

Schéma 47: Sulfonylace latky 2¢(1) 4-Nos-Cl.

Pol—L,
NH
Pol—L, 50% PIP, DMF PoI—L, 4-Nos-Cl, 2,6-lutidine v DCM 023
NH  30min, 25 °C o NH 16 h,25°C wnCHa
%

o) :g » HN
1 CHg " CHs 96% SO,

FmocHN H2N
1c(1) 2¢(1) 3¢(1,f)
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4.3.3 Alkylace sulfonamidu 3c(1,f) propargyl bromidem

Po piipravé odpovidajiciho sulfonamidu 3c(1,f), bylo pfistoupeno k Fukuyama
alkylaci propargyl bromidem (Schéma 48). Kpryskyfici byla pfidana reakéni smés
ptislusného alkyla¢niho ¢inidla a DBU v DMSO. Po 16 h za laboratorni teploty vzniklo pouze
23% produktu 4c(1,f,1) a vedlejsi produkt 13c, jehoz piedpokladané struktury (Obr. 4) byly
navrzeny na zakladé¢ hmoty zjisténé z HPLC-MS zaznamu a znalosti moznych presmyka

1o 2
sulfonamidt.?

Schéma 48: Alkylace intermediatu 3c(1,f) propargyl bromidem.

Pol—L
\NH PO|—L\
le) NH
1CH3 propargyl bromid, baze (Tabulka 8), O:g
HN DMSO, 16h, t (Tabulka 8) “CHs 4 43¢
so > N
2 E/_ SO,
3c(1.,f
c(1.f) 4c(1£,1) @
02N
Obrazek 4: Navrzené struktury vedlejsiho produktu 13c.
0
H
Pol/L‘”/LH/N =
CHs
c NO,

Vzhledem k tomu, ze surova ¢istota produktu 4c(1,f,1) byla pomérné nizka, byly dale
vyzkouSeny optimalizace parametrli alkyla¢ni reakce zahrnujici opakovani alkylace, zvyseni

reakéni teploty ¢i zménu pouzité baze. Vysledky alkyla¢nich reakci shrnuje Tabulka 8.

Tabulka 8: Optimalizace parametra alkylace meziproduktu 3c(1,f).

’ Teplota Pomér Surova Cistota
Baze °C] 3c(1,f):4c(1éf, 1):13c 4c(1,f;il)
[%0] [%0]
DBU 25 50:25:25 23
DBU 25 30:30:35 28%°
DBU 60 65:0:0 0
Protonova houba 25 60:0:0 0
DIEA 25 40:0:60 0
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4HPLC-UV (205 — 400 nm); ®Popakovani reakéniho kroku pro zvyseni konverze reakce.

Provedené experimenty sice nevedly k pozitivnimu vysledku, nicméné pti reakci S pouzitim
DIEA vznikl vedlej$i produkt 13c ve vétSim mnozstvi (60%). Za tcelem potvrdit jeho
strukturu, byla latka izolovana a pieciSténa na semipreparativnim HPLC. Pozdéjsi NMR
experimenty prokazaly, ze se jedna o skelet A (Obr. 4) vznikajici z produktu 4c(1,f,1) N-

arylaci aminoskupiny za nasledné eliminace SO».

Vzhledem k tomu, Ze se nam nepodafilo vyfesit problematiku alkylace sulfonamidu
3c(1,f) propargyl bromidem, bylo od dalSich experimentt provadénych na Rink-amidovém

linkeru upusténo.

4.4 Reakce na aminomethylové pryskyrici s BAL

V posledni c¢asti prace jsme se veénovali aplikaci reakéniho postupu na tzv.
,,backbone’”” amidovém linkeru (BAL). V denosyla¢nim kroku byla pozorovana anomalie
v podobé¢ substituce nitroskupiny ptislusného sulfonamidu merkaptoethanolem. Novy produkt
byl tedy izolovan a analyzovan pomoci NMR. Na zakladé NMR vysledkii byly néasledné
provedeny modifikace deprotekce 2/4-Nos skupiny.

4.4.1 Priprava pryskyrice s BAL

Jelikoz je aminomethylova pryskyfice s vazanym BAL pomérné draha, bylo potieba
pryskyfici pfipravit v laboratofi. Pro piipravu byla pouzita komeréni aminomethylova
pryskyfice ve form¢ hydrochloridu, ktery byl pfeveden na amin protfepanim pryskytice s 10%
roztokem triethylaminu (TEA) (Schéma 49). V dal$im kroku byla na volnou aminoskupinu
navazana 4-(4-formyl-3-methoxyphenoxy)butanova kyselina, ktera poskytla terminalni
aldehyd i. Po reakci byl proveden test na piitomnost primarni aminoskupiny pomoci
bromfenolové modie (BB-test), zlut¢ zabarveni roztoku poukézalo na absenci primarniho

aminu.

Schéma 49: Ptiprava ,,backbone’” amidovém linkeru (BAL).

4-(4-formyl-3-methoxyphenoxy)
butanova kyselina,

o
10% TEA, DMF, rioBt, DIC, DMF, DeM J:V
10 min, 25 °C Pol ’ Pol
PO SNy o — = LT NH, » 0 L/\H 0 CHO
g h 98% i e

44



K latce i byl nasledné ptidan roztok benzylaminu v bezvodém DMF za vzniku Schiffovy baze
], ktera byla v dal$im kroku podrobena reduktivni aminaci pfidavkem roztoku NaBH(OAc); a
octové kyseliny (AcOH) v bezvodém DMF (Schéma 50). V dalSich 2 h byl ke smési ptisypan
pevny NaBH(OAc)3 ve dvou porcich kviili kompletni redukci dvojné vazby. V posledni fazi

ptipravy linkeru byla pfebyte¢na kyselina neutralizovana 20% roztokem PIP v DMF po dobu
10 min.

Schéma 50: Reduktivni aminace s benzylaminem.

10% AcOH, benzylamin, suchém DMF

/g\/o 16h, 25 °C LVO
A~ _N
Pol” N0 ; “CHO > | Po” N0
H o)
i 0 .7
i

1. 5% AcOH, NaBH(OACc)s,
bezvody DMF, 1h, 25 °C

2. 2x NaBH(OAc)s, 2h, 25 °C LVO "
3.20% PIP, DMF, 10 min N
° Pol” N0
> H
0
d

4.4.2 Imobilizace Fmoc-alaninu na BAL a kvantifikace pryskyiice

Kukotveni Fmoc-alaninu pfes amidovou vazbu byla i vtomto piipadé pouzita
standardni metoda zminéna v kapitole 4.1.2. Po imobilizaci Fmoc-aminokyseliny byla
nasledn¢ provedena kvantifikace pryskyiice metodou vnéjSiho standardu dle znamého

postupu (kapitola 5.7), pficemz loading polymeru byl spo¢itan na 0,56 mmol/g.

Schéma 51. Imobilizace Fmoc-alaninu a $tépeni latky 1d(1) z polymeru.

Fmoc-Ala-OH, HOBt,
DIC,DMF, DCM 50% TFA, DCM,
PoI\L/\ 16h, 25 °C PoI\L/\ 30 min, 25 °C

N N ———————® HN
H
«CH «CH
d O)\ R 3 O)ﬁ. 3
HN
HN. Fmoc “Fmoc
1d(1) 1d(1)-odstep
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4.4.3 Odchranéni Fmoc protektivni skupiny a nasledna reakce s 4-Nos-Cl

Po deprotekci Fmoc skupiny nasledovala reakce s 4-Nos-Cl za vzniku sulfonamidu
3d(1,f) (Schéma 52). Reakce probihajici za standardnich podminek pii laboratorni teploté

poskytla pozadovany intermediat v surové Cistoté 94%.

Schéma 52: Deprotekce Fmoc a nasledna sulfonylace s 4-Nos-Cl.

50% PIP. DMF, 4-Nos-Cl, 2,6-lutidin, DCM PO'\L/\N;
it ] 16h, 25 °C
POl\L/\N 30 min, 25 °C POI\L/\N

- ? [o) ~~“\CH
~CH «CH 9
O;\" 3 O)\ «CH3 94% HN\SO

NH,

3

2
“Fmoc

1d(1
) 2d(1) 3d(1,f)

N02
4.4.4 Alkylace sulfonamidu 3d(1,f) propargyl bromidem

Pfislusny sulfonamid 3d(1,f) byl dale podroben reakci s roztokem propargyl bromidu
v DMSO za laboratorni teploty (Schéma 53). Po 16 h bylo na zaklad¢ HPLC-MS zjisténo, ze
alkylacni reakce prob&hla pouze s 45% konverzi. Problém nizké surové Cistoty byl néasledné
vyfeSen opakovanim alkylacni reakce za stejnych podminek, kdy se konverze zvysila na 85%

(Tabulka 9), coz bylo pro nase ucely dostacujici.

Schéma 53: Alkylace slouceniny 3d(1,f) propargyl bromidem.

Pol. i
OSSN

POI\|_/\N propargyl bromid, DBU, DMSO CH
CH 16h, 25 °C o wUH3
07N > N
HN. SO,
SO, ‘ | ©
3d(1,f) i 4d(1,f,1) NO,
NO,

Tabulka 9: Surova ¢istota produktu 4d(1,f,1).

Surova Cistota
Vychozi latka 4d(1,1,1)
[%0]°
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45
85

#HPLC-UV (205 — 400 nm); *Popakovani reak&niho kroku
pro zvySeni konverze reakce.

3d(1,9)

4.4.5 Denosylace 4-Nos skupiny

Abychom mohli pokracovat dale v syntéze, byla 4-Nos skupina latky 4d(1,f,1) §tépena
merkaptoethanolem (Schéma 54). Nasledna HPLC-MS analyza prokazala, ze pozadovany
produkt 5d(1,f,1) nevznikl vibec, pficemz byla detekovana pouze sloucenina 14d v surové
Cistoté 85%. Pro potvrzeni struktury byl vedlejs$i produkt 14d piipraven V preparativnim
mnozstvi, pre€istén na semipreparativnim HPLC a nasledné podroben NMR analyze.
Z vysledku bylo zjisténo, ze pii reakci doslo k substituci nitroskupiny merkaptoethanolem

pfes atom siry. Podobny produkt byl jiz dfive popsan v literatue.?

Schéma 54: Deprotekce 4-Nos skupiny za vzniku vedlej$iho produktu 14d.

Pol ;
O\L/\N

«CH
O)\‘ R 3

= NH
5d(1,H,1)
P0|\L/\ / | |

N
\\\CHS
o7y merkaptoethanol, DBU, DMF, @

N 30 min, 25 °C
~S0,
Pol
I OSSN
85% o)\-"‘c"b
4d(1,f,1
(1.£.1) NO, (N‘SOQ
14d s
~"0oH

Na zéklad¢ novych skutecnosti jsme se rozhodli obménit podminky denosylacni reakce za
ucelem piipravit cilovy intermediat 5d(1,H,1) a to zaménou DBU za propylamin a
merkaptoethanolu za thiofenol (Schéma 55). Z vysledkt uvedenych v Tabulce 10 plyne, ze
ani jeden z pokust o piipravu produktu 5d(1,H,1) nebyl uspé&sny. Negativni vysledky

optimaliza¢nich reakci nas vedly k vyzkouseni 2-Nos-Cl.

Schéma 55: Deprotekce 4-Nos skupiny s pouzitim jiného deprotekéniho ¢inidla a baze.
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deprotekcni cinidlo, baze (Tabulka 10)
DMF, 30 min, 25 °C
POI\L/\
N

PO|\/\ s
L O)\“\CH3
O%\J\CH‘@ |
N S0,
SO, M ©
4d(1,£,1) © S.4
NO, > R
14d: R* = ——\—OH

15d: R* = ?©
S

Tabulka 10: Surové cistoty latek 5d(1,H,1), 14d a 15d v zavislosti na volbé deprotekéniho

¢inidla a baze.

Surova Surova Surova
s oxs s . distota distota distota
Deprotekeni Cinidlo Baze 5d(LH,1) 144 154
[%]° [%]° [%]*
merkaptoetanol propylamin 0 92 -
thiofenol DBU 0 - 74
thiofenol propylamin 0 - 67

HPLC-UV (205 — 400 nm).

Meziprodukt 2d(1) byl podroben reakci s2-Nos-Cl a nasledné alkylaci
s propargylbromidem (Schéma 56). Takto pfipravena sloucenina 4d(1l,e,1) byla dale
reagovana s prisluSnym deprotekénim Cinidlem a bazi. Po reakci s merkaptoetanolem doslo
k dealkylaci za opétovné tvorby intermediatu 3d(1,e), naopak pii pouziti thiofenolu doslo ke
vzniku zcela nového vedlejsiho produktu s hmotou 254, jehoz struktura sice nebyla prokazana

pomoci NMR, ale mohla by odpovidat skeletu 16d.

Schéma 56: Reakéni postup na BAL s vyuzitim 2-Nos-Cl
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Pol
o \L/\N

POI\L/\N
2-Nos-Cl, 2,6-lutidin, DCM CH propargyl bromid, DBU, DMSO
Pol 16h, 25 °C ~wOH3 16h, 25 °C
(o] \L/\N - O)\ -
HN_
07 CHe SO,
NH, O:N
2d(1)
3d(1,e)
deprotekeni cinidlo, baze (Tabulka 11) Pol Pol.
DMF, 30 min, 25 °C SN . LN .
O%\’.\\CH3 o}\‘.\\CHS
NH HN_
5d(1,H,1) 80,
‘ ’ 02N
3d(1,e)

\CH
O)\'\ 3

N

4d(1,e,1)

Pol
o \L/\N

.CH
O&J‘\‘.\ 3

SO,
ﬁ @/NOZ

s

16d

Tabulka 11: Surové cistoty vychozi latky 4d(1,e,1) a vedlejsich produkta 3d(1,e) a 16d

Vv zavislosti na pouZitém deprotekénim €inidle a bazi.

Vvchozi Deprotekéni Surova Cistota | Surova Cistota | Surova Cistota
1yz'. o Ié’ini o Béze 4d(1,e,1) 3d(L,e) 16d
[%]* [%]* [%6]*
merkaptoetanol DBU 37 63 0
merkaptoetanol | propylamin 46 54 0
4d(1,e1) :
thiofenol DBU 48 0 52
thiofenol propylamin 53 0 47

SHPLC-UV (205 — 400 nm).
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5. Experimentalni ¢ast

Pro syntézu na pevné fazi je nutnosti, aby byla pryskyfice dostatecné nabobtnand a
reaktanty mély snadny pfistup k funkénim skupindm, na kterych probihaji reakce. Pro tento
ucel byly pryskyfice, umisténé V injek¢nich stfikackach s polypropylenovou fritou,
protiepavany V rozpoustédle s vysokou kapacitou bobtnani na laboratornim shakeru. Pro
kazdou reakci byl pouzit desetindsobek objemu roztoku viéi navazce pryskytice (pro 1 g

pryskyfice bylo pouzito 10 ml reakéniho roztoku).
5.1 Pouzité pristroje a metody

Acquility UHPLC-MS (Waters)

e hmotnostni spektrometr s jednoduchym kvadrupdlem a PDA detektorem

e mobilni faze : 0,1% octan amonny v H,O:AcCN; linearni gradient z 20 % na
80 % AcCN po dobu 2,5 min, poté ekvilibrace kolony 20% AcCN po dobu 1
minuty

e pritok 0,6 ml/min

e X Select kolona (HSS T3; 2,5 mikroni)

e dalsi parametry: odpafovaci teplota 400 °C, kapilarni teplota 200 °C

Semipreparativni HPLC Breeze

e separace na zakladé specifickych absorbanci v UV-VIS oblasti
e mobilni faze: 0,1% octan amonny v H,O:AcCN

e pratok 20 ml/min

e YMC kolona (YMC Pack ODS-A, 5pm, 100x20 mm)

NMR JEOL (500 MHz), JEOL (400 MHz)
e méieni spekter vdg DMSO (pii 23 °C)

e chemicky posun v ppm, interakéni konstanty v Hz

Lyofilizator SCANVAC
e k odstranéni zbytkd rozpoustédel (AcCN, H,0, DMSO) z vysledného vzorku

Mikrovlnny reaktor

e Discover Benchmate (CEM Microwave Technology Ltd.)
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5.2 Proces standardniho $tépeni vzorku z pryskyrice

Pro zhodnoceni kvalitativniho pribéhu reakce bylo nutné provést HPLC-MS analyzu.
Za timto ucelem byl produkt reakce odstépen z polymerniho nosice pomoci 50% roztoku TFA
v DCM. K analyzam byl odebran maly vzorek pryskyfice (5 - 10 mg), ke kterému byla
pridana sStépici smési (1 ml). Po 30 min tfepani byl vzorek odpatfen pod proudem dusiku a
vznikly odparek byl nasledné rozpustén v MeOH (1 ml). Methanolicky roztok (0,5 ml) byl

posléze prefiltrovan do vialky uréené pro autosampler HPLC-MS a nafedén vodou (0,5 ml).
5.3 Priprava Wang-piperazinového linkeru (b)

Do stfikacky byla odvazena Wangova pryskyfice a (1 @), ktera byla nasledné
nabobtnana v DCM. Posléze byl k pryskyfici pfidan roztok CDI (810 mg) a Py (400 nl)
v DCM (10 ml). Reak¢ni smés byla tiepana 2 h pfi teploté 25 °C a po ukonceni reakce byla
pryskyfice promyta 5x DCM. Nasledné byl K pryskytici pfidan roztok piperazinu (431 mg)
v DCM (10 ml). Reak¢ni smés byla tiepana 3 h pti teploté 25 °C, poté byla reakéni smés
vymyta 5x DCM.

5.4 Priprava Rinkovi pryskyrice (c)

Komeréni Rinkova pryskyfice (1 g) chranéna Fmoc skupinou na aminoskupiné byla
odvazena do stfikacky, nadsledné byla pryskyfice bobtnana v DCM a poté byl ptidan 50%
roztok PIP v DMF (10 ml). Reak¢ni smés byla tiepana 30 min pii teploté 25 °C, nakonec byla
pryskyftice ¢ promyta 3x DMF a 3x DCM.

5.5 Priprava ,,Backbone’” amidového linkeru (d)

Do stiikacky byla odvdZzena aminomethylové pryskyfice g ve formé& hydrochloridu (1
g), ta byla nejdiive nabobtnana v DCM a nasledné byl piidan 10% roztok TEA v DMF (10
ml). Reak¢éni smés byla tfepana 10 min pfi teploté 25 °C, poté byla pryskyfice promyta 3x
DMF a 3x DCM. Kpryskyfici h byl dale pfidan roztok 4-(4-formyl-3-
methoxyphenoxy)butanové kyseliny (371 mg), HOBt (239 mg) a DIC (420 pl) v DMF (5 ml)
a DCM (5 ml). Reakéni smés byla tiepana 16 h pii teploté 25 °C, posléze byla pryskytice
promyta 3x DMF a 3x DCM. Po reakci byl proveden test s bromfenolovou modii na
pritomnost primarni aminoskupiny: Vzorek pryskytfice (5 mg) byl umistén do Eppendorfovy

zkumavky a ndsledné k nému byl pfidan DCM (0,5 ml) a bromefenolovd modi (10 pl).
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Absence modrého zbarveni potvrdila navazani kyseliny na polymer. Déle byla pryskytice (i)
promyta 3x bezvodym DMF a 3x bezvodym THF, nasledné byl piidan roztok 10% AcOH a
benzaylaminu (342 pl) v bezvodém DMF (10 ml), pficemz reakéni smés byla ttepana 16 h pti
teploté 25 °C. Na druhy den byl k pryskyfici (j) ptidan roztok 5% AcOH a NaBH(OAc)3 (212
mg) Vv bezvodém DMF (5 ml), reakéni smés byla tfepana ve vertikalni poloze s jehlou
umisténou tésné pod pistem po dobu 1 h. Posléze byl do reakéni smési pfisypan pevny
NaBH(OAC)s3 ( 212 mg) a smés byla tfepana opét 1 h. V posledni fazi byla ptisypana posledni
davka NaBH(OAc)3 ( 212 mg ), pficemZ smé&s byla tfepana dalsi 2 h. Po ukonceni reakce byla
pryskyfice promyta 3Xx DMF, dale k ni byl ptidan 20% roztok PIP v DMF (10 ml) a reakéni
smés byla tfepana 10 min pfi teploté 25 °C. Nakonec byla pryskytice d promyta 3x DMF a 3x
DCM.

5.6 Imobilizace aminokyselin na pryskyf¥ici: 1a-d(1-10)

Pryskytice a-d (1 g) byla promyta 3x DCM, poté byl ptidan roztok Fmoc-o-
aminokyseliny 1-10 (2 mmol; Tabulka 12), HOBt (2 mmol; 306 mg), DIC (2 mmol; 310 pl)
v DMF (5 ml) a DCM (5 ml). Reakéni smés byla tfepana 16 h pii teploté 25 °C a poté byla
promyta 3x DMF a 3x DCM. Pro imobilizaci kyselin na Wangovu pryskyfici a byl k reakéni
smési pfidan navic DMAP (0,5 mmol; 60 mg).

Tabulka 12: Vypocéteni navazka pouzitych Fmoc-aminokyselin.

Aminokyselina | Navazka [mg]
Ala 622
Ser 766
Lys 936
Phe 774
Glu 850
Asp 822
Tyr 918
Val 678
Leu 706
lle 706
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5.7 Kvantitativni zhodnoceni priibéhu imobilizace aminokyselin

Definované mnozstvi pryskyfice la-d(1-10) (2x10 mg) bylo podrobeno dfive
popsanému standardnimu Stépeni. Oba vzorky spolu s vnéj§im standardem Fmoc-Ala (0,5
mg/ml) byly podrobeny HPLC-MS analyze. Na zakladé¢ vysledkt analyz a jednoduchého
vypo&tu (Obr. 5)%" byl zjistén loading pryskytic (Tabulka 13).

Obrazek 5: Vypocet loadingu pryskyfice.

X 5P
Fmocdla

fjf{%) _ 4 Fmocdla /

14

i -100

M Epocdla 1atkove mmozstvi standardu Fmoc-Ala odpovidajici 1 mg (mmol/mg)

X o» prumér ploch piku dvou méfeni 10 mg imobilizované pryskyfice

X plocha piku 1 mg standardu Fmoc-Ala

Fmocdla

[, loading imobilizované pryskyfice za podminky 100% vytézku (mmol/g)

Tabulka 13: Vypocéteny loading pouzitych pryskyfic.

Pryskyfice [Ir_]:);((i)i&lé]]
1a(1) 0,59
1b(1) 0,64
1b(2) 0,47
1b(3) 0,56
1b(4) 0,43
1b(5) 0,51
1b(6) 0,54
1b(7) 0,60
1b(8) 0,46
1b(9) 0,53

1b(10) 0,55
1c(1) 0,58
1d(1) 0,56
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5.8 Deprotekéni reakce a nasledna nosylace: 3a-d(1-10,e-f)

Pryskytice la-d(1-10) (1 g) byla promyta 3x DMF, nasledné byl piidan 50% roztok
PIP v DMF (10 ml). Reaké¢ni smés byla tiepana 30 min pii teploté 25 °C a pryskyftice poté
byla promyta 3x DMF a 3x DCM. K pryskyticim 2a-d(1-10) (250 mg) byl nasledné ptidan
roztok 2/4-Nos-Cl (0,75 mmol; 166 mg), 2,6-lutidinu (0,75 mmol; 95 ul) v DCM (2,5 ml).
Reak¢ni smés byla tfepana 16 h pii teploté 25 °C a po ukonéeni reakce byla pryskyfice
promyta 5x DCM.

5.9 Alkylace sulfonamidi propargyl bromidem 4a-d(1-10,e-f,1)

Pryskyfice 3a-d(1-10,e-f) (250 mg) byla promyta 3x DCM a 3x DMSO. Nasledn¢ byl
ptidan roztok propargyl bromidu (2,50 mmol; 280 pl) a DBU (1,67 mmol; 375 pl) v DMSO
(2,5 ml). Reakéni smés byla tiepana 16 h pii teploté 25°C, poté byla pryskyfice promyta 3x
DMSO a 3x DCM.

Optimalizace reak¢nich podminek:

Pro 3b(1,f) — vyse uvedeny reakéni postup byl nejdiive opakovan, dale byla alkyla¢ni reakce
provedena za zvysSené teploty pii 55 °C, 75 °C a 100 °C, kdy nejlepsich vysledka bylo
dosazeno pii reak¢ni teploté 75 °C (Tabulka 1). Tyto podminky byly nasledné¢ aplikovany na
pryskyftice 3b(2-10,f), 3a(1,e) a 3b(1,e) (Tabulka 2).

Pro 3b(8,f) — byla reakce provedena za zvySené teploty pii 100 °C, dale pak byla reakce
provedena v mikrovinném reaktoru za podminek — 120 °C, 5 min; 120 °C, 1 h; 120 °C 2 h;
120 °C, 18 h; 90 °C, 18 h; 90 °C, 48 h pfi vykonu 200 wattt ( Tabulka 3).

Pro 3c(1,f) — byla alkylace opakovana dle podminek uvedenych v kapitole (5.9), dale byla

reakce provedena pii 60 °C, nebo s pouzitim ruznych bazi (Tabulka 14).

Tabulka 14: Vypocteny objem pouzitych bazi.

Baze Pridavek

DIEA 125 pul
Protonova houba 357 mg

Pro 3d(1,f) - byla alkylace opakovana dle podminek uvedenych v kapitole (5.9), (Tabulka 9).
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5.10 Alkylace sulfonamidu derivaty propargyl bromidu 4b(1,f,2-4)

Pryskytice 3b(1,f) (450 mg) byla promyta 3x DCM a 3x DMSO a rozdé¢lena na 9 dila
(50 mg). Nasledné byl ptidan roztok derivatu propargyl bromidu (0,50 mmol; 63 pl) a DBU
(0,334 mmol; 75 ul) v DMSO (0,5 ml). Reak¢ni smés byla tfepana 16 h pii teploté 75 °C, po
ukonceni reakce byla pryskyfice promyta 3x DMSO a 3x DCM. Reakce byla posléze
optimalizovana a provedena pii teplot¢ 100 °C. Pro 4-brom-1-butyn byla reakce provedena

také v mikrovinném reaktoru pfi teploté 120 °C a reakénim Case 5 min, 1 a 2 h (Tabulka 4).
5.11 Alkylace sulfonamidu propargyl alkoholem — Mitsunobu reakce 4b(1,f,1)

Pryskytice 3b(1,f) (250 mg) byla promyta 3x DCM, 3x THF a 3x bezvodym THF.
K pryskyfici byl ptidan roztok propargyl alkoholu (0,5 mmol; 36,5 pl) a PPhs (0,5 mmol; 164
mg) Vv bezvodém THF (2,5 ml). Do druhé stiikacky byl ptipraven roztok DIAD (0,5 mmol;
123 pl) v bezvodém THF (625 ul). Obé stiikacky byly propojeny spojkou a vlozeny na 30
min do mrazaku, roztok DIAD byl poté pietlacen do stiikacky s pryskyfici a reakéni smés

byla tfepana 2 h. Pryskyftice byla poté promyta 3x THF a 3x DCM.
5.12 Denosylace sulfonamidi 5a-d(1-10,H,1-2)

Pryskyfice 4a-d(1-10,e-f,1-2) (250 mg) byla promyta 3x DCM a 3x DMF, nasledné
byl pfidan roztok merkaptoetanolu (1,80 mmol; 126 ul) a DBU (0,60 mmol; 90 ul) v DMF
(3ml), reakéni smés byla tiepana 30 min pii teploté 25 °C. Poté byla pryskyfice promyta 3x
DMF a 3x DCM.

Optimalizace denosyla¢ni reakce:
Pro 4a-b(1,e,1) — byl reakéni ¢as denosylace prodlouzen na 1, 2, 3 az 4 h (Tabulka 7).

Pro 4d(1,e-f,1) — byla denosyla¢ni reakce provedena také s pouzitim jiného deprotekéniho
¢inidla a baze (Tabulka 15).

Tabulka 15: Vypocteny objem pouzitého deprotekéniho ¢inidla a baze.

Deprotekéni Cinidlo | Pridavek Baze Pridavek
Merkaptoetanol 126 pl DBU 90 ul
Thiofenol 198 ul | Propylamin 50 ul
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5.13 Acylace 2-azidobenzoovymi Kkyselinami 8a-d(1-10,1-2,1-5)

K pryskyfici 5a-d(1-10,H,1-2) byl nasledné ptidan roztok 2-azidobenzoové kyseliny
nebo jejiho derivatu (0,75 mmol; Tabulka), HOBt (0,68 mmol; 103 mg) a DIC (0,75 mmol;
116 ul) v DMF/DCM (2,5 ml), reakéni smés byla tfepana 16 h pii teploté 25 °C. Po ukonceni
reakce byla pryskytice promyta 5x DCM.

Tabulka 16: Vypocitané navazky azidobenzoovych kyselin.

Azidobenzoova Kkyselina Navazka
[mg]
2-azidobenzoova kyselina 122
3-methyl-2-azidobenzoova kyselina 133
3-methoxy-2-azidobenzoova kyselina 145
3,5-dibrom-2-azidobenzoova kyselina 240
5-chlor-2-azidobenzoova kyselina 148

5.14 Testovani kvality skladovanych 2-azidobenzoovych kyselin 11a(11,1,1)

K pryskyftici 10a(1,H,1) (250mg) byl pfidan roztok 2-azidobenzoové kyseliny (0,75
mmol; 122 mg), HOBt (0,68 mmol; 103 mg) a DIC (0,75 mmol; 116 ul) v DMF/DCM (2,5
ml), reak¢ni smés byla tiepana 16 h pii teploté 25 °C. Pryskyfice byla poté promyta 5x DCM.

5.15 Sulfonylace 2-azidobenzensulfonyl chloridem 8b(1,1,6)

K pryskytici 5b(1,H,1) byl nasledné pfidan roztok 2-azidobenzensulfonyl chloridu
(0,75 mmol; 163 mg), 2,6-lutidinu (0,75 mmol; 95 pl) v DCM (2,5 ml). Reakéni smés byla
tfepana 16 h pfi teploté 25 °C a pryskyfice byla poté promyta 5x DCM.
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6. Analyticka data

(S)-2-(2-nitrophenylsulfonamido)-N-(prop-2-yn-1-yl)propanova kyselina 4a(1,e,1)

CH3

HO\n/‘\N/\
oozsjg
O,N
[M + H]"= 313,30; rt = 1.35; surova &istota 81%

(S)-2-nitro-N-(1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-N-(prop-2-yn-1-
yl)benzenesulfonamid 4b(1,e,1)

HN™™  CHy
SN

oozs;©

O,N
[M + H]"=381,42; rt = 1.79; surova &istota 83%

(S)-4-nitro-N-(1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-N-(prop-2-yn-1-
yl)benzenesulfonamid 4b(1,f,1)

HN™™  CH,
SN

oosz
NO,

[M + H]"= 381,42; rt = 1.86; surova ¢istota 96%; vytézek 32,5 mg (53%)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d ppm 1.22 (d, J=6.7 Hz, 3 H), 2.65 (m, 4 H), 3.14 (t, J=2.6
Hz, 1 H), 3.36 (m, 4 H), 4.29 (ddd, J=36.3, 17.6, 2.6 Hz, 2 H), 5.02 (q, J=7.3 Hz, 1 H), 6.03
(or. s., 1 H), 8.14 (m, 2 H), 8.39 (m, 2 H). *C NMR (DMSO-ds) d ppm 15.86, 34.00 , 42.29 ,
44.91 | 45.56 , 45.90 , 51.45 , 75.00 , 80.32 , 118.79 , 124.45 , 129.03 , 145.12 , 149.93,
158.05 , 158.36 , 168.16.

(S)-N-(3-hydroxy-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-4-nitro-N-(prop-2-yn-1-
yl)benzenesulfonamid 4b(2,f,1)
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N :/OH
K/N\nﬂ' N

N
OOZS@
NO,

[M + H]"=397,42; rt = 1.66; surova &istota 87%

(S)-N-(6-amino-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)hexan-2-yl)-4-nitro-N-(prop-2-yn-1-
yl)benzenesulfonamid 4b(3,f,1)

s
o
K/N\n/'\ N

N
g
NO,

[M + H]"=437,91; rt = 1.78; surova &istota 72%

(S)-4-nitro-N-(1-oxo-3-phenyl-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-N-(prop-2-yn-1-
yl)benzenesulfonamid 4b(4,f,1)

HNT™Y /©
RN N

O 0,5
: “NO,

[M + H]"= 457,51; rt = 2.64; surova &istota 72%

(S)-4-(4-nitro-N-(prop-2-yn-1-yl)phenylsulfonamido)-5-oxo-5-(piperazin-1-yl)pentanova
kyselina 4b(5,f,1)

[M + H]"= 439,45; rt = 3.12 (pomaly gradient); surova &istota 82%; vytézek 17,9 mg (32%)
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 1.70 - 1.89 (m, 2 H) 2.19 - 2.31 (m, 2 H) 2.54 - 2.76
(m, 4 H) 3.05 - 3.19 (m, 1 H) 3.22 (t, J=2.60 Hz, 1 H) 3.24 - 3.35 (m, 1 H) 3.41 - 3.64 (m, 2
H) 4.42 (ddd, J=67.99, 19.72, 3.11 Hz, 3 H) 4.91 (dd, J=9.60, 5.45 Hz, 1 H) 8.06 - 8.14 (m, 2
H) 8.35 - 8.42 (m, 2 H). **C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm 21.28, 30.11, 33.98, 42.14,
44.95, 45.61, 45.86, 54.37, 75.04, 80.15, 124.43, 128.76, 128.87, 144.66, 149.85, 167.93.

(S)-5-(4-nitro-N-(prop-2-yn-1-yl)phenylsulfonamido)-6-oxo-6-(piperazin-1-yl)butanova
kyselina 4b(6,f,1)

o)
HN =~ OH

NN

X

N
OOZS@
NO

[M + H]"= 424,43; rt = 3.08 (pomaly gradient); surova &istota 78%

2

(S)-N-(3-(4-hydroxyphenyl)-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-4-nitro-N-(prop-2-yn-
1-yl)benzenesulfonamid 4b(7,f,1)

[M + H]"= 473,51; rt = 2.13; surova &istota 68%; vytézek 34,7 mg (49%)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d ppm 2.30 (m, 1 H), 2.60 (m, 1 H), 2.69 (dd, J=13.5, 5.7 Hz,
1 H), 2.80 (m, 2 H), 3.02 (dd, J=13.5, 9.3 Hz, 1 H), 3.20 (t, J=2.3 Hz, 1 H), 3.29 (m, 2 H),
3.43 (M, 2 H), 4.47 (ddd, J=96.0, 19.2, 2.6 Hz, 2 H), 4.94 (dd, J=9.3, 5.7 Hz, 1 H), 6.62 (d,
J=8.8 Hz, 2 H), 6.97 (d, J=8.8 Hz, 2 H), 8.08 (m, 2 H), 8.37 (m, 2 H), 9.36 (br. s., 1 H). *C
NMR (100MHz, DMSO-dg) d ppm 34.04, 35.18, 40.43, 43.55, 43.80, 44.01, 55.66, 75.50,
79.90, 115.18, 124.45, 125.57, 128.87, 130.53, 144.78, 149.91, 156.41, 167.51.

(S)-N-(4-methyl-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)butan-2-yl)-4-nitro-N-(prop-2-yn-1-
yl)benzenesulfonamid 4b(8,f,1)
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/\\\
g
NO,

[M + H]"= 409,47; rt = 2.43; surova Cistota 83%

(N-((2S,3S)-3-methyl-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)pentan-2-yl)-4-nitro-N-(prop-2-yn-1-
yl)benzenesulfonamid 4b(9,f,1)

[M + H]"= 423,50; rt = 2.47; surova &istota 68%; vytézek 22,4 mg (40%)

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) d ppm 0.76 (m, 6 H), 0.89 (m, 2 H), 1.43 (m, 1 H), 1.83 (m, 2
H), 3.04 (m, 4 H), 3.58 (m, 1 H), 3.78 (m, 1 H), 3.96 (m, 1 H), 4.33 (dd, J=18.9, 2.3 Hz, 1 H),
4.49 (d, J=10.9 Hz, 1 H), 4.73 (dd, J=19.2, 2.1 Hz, 1 H), 7.20 (br. s., 1 H), 8.14 (d, J=8.8 Hz,
2 H), 8.42 (d, J=8.8 Hz, 2 H). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) d ppm 10.66, 14.30, 24.71,
33.52, 35.18, 37.97, 42.64, 42.68 , 43.15, 57.4, 74.94, 79.37, 124.41, 128.91, 144.87, 149.97,
158.17, 158.47, 168.83.

(S)-N-(4-methyl-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)pentan-2-yl)-4-nitro-N-(prop-2-yn-1-
yl)benzenesulfonamid 4b(10,f,1)

HNTY )\

OOZSO
NO,
[M + H] = 423,50; rt = 2.49; surova Cistota 68%; vytézek 26,3 mg (45%)

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 0.87 (d, J=6.7 Hz, 6 H), 1.48 (m, 2 H), 1.69 (m, 1 H),
2.70 (m, 2 H), 2.87 (m, 2 H), 3.25 (m, 3 H), 3.47 (m, 2 H), 4.38 (ddd, J=62.8, 18.7, 2.1 Hz, 3
H), 4.73 (dd, J=9.3, 5.2 Hz, 1 H), 8.12 (d, J=8.8 Hz, 2 H), 8.41 (d, J=8.8 Hz, 2 H). ®*C NMR
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(100MHz, DMSO-dg) 5 ppm 22.93, 24.83, 34.64, 38.58, 41.23, 44.53, 45.09, 53.97, 75.12,
80.82, 124.97, 129.44, 144.86, 150.45, 158.40, 158.71, 168.41.

(S)-N-(but-2-yn-1-yl)-4-nitro-N-(1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)benzenesulfonamid
4b(1,1,2)

HN™Y  CH,
K/N\“/\N/\
00,5

\/:\NOZ

[M + H]"= 395,45; rt = 2.05; surova &istota 91%

N-(but-3-yn-2-yl)-4-nitro-N-((S)-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)benzenesulfonamid
4b(1,1,3)

HN™  CH,
K’NT@NJ\

Oozs@
NO,

[M + H]"= 395,45; rt = 2.20; surova &istota 12%

(S)-N-(but-3-yn-1-yl)-4-nitro-N-(1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)benzenesulfonamid
4b(1,f,4)

0023\©\
NO,
[M + H]"= 395,45; rt = 2.35; surova &istota 7%

(S)-2-(4-nitro-N-(prop-2-yn-1-yl)phenylsulfonamido)propanamid 4c(1,f,1)

CH3

HZN\fl/\N/\\\

oozs\<jL
NO,

[M + H]"=312,31; rt = 2.06; surova &istota 30%
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(S)-2-(2-nitro-N-(prop-2-yn-1-yl)phenylsulfonamido)-N-phenylpropanamid 4d(1,e,1)

SUE
N
T VTN
O O,S
02Nj i
[M + H]"= 402,44; rt = 2.98; surova &istota 82%

(S)-2-(4-nitro-N-(prop-2-yn-1-yl)phenylsulfonamido)-N-phenylpropanamid 4d(1,f,1)

S
0
TN
O 0,S. :
NO

[M + H]"= 402,44; rt = 3.03; surova &istota 85%

2

(S)-2-(6-0x0-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)propanova kyselina
8a(1,1,1)

oH3C>\(o
,N@
N:N

[M + H]"= 273,26; rt =2.45; surova &istota 5%

(S)-5-(1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-
a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(1,1,1)

o) Hf)\(o
)
sole
Ny H

[M + H]"= 341,38; rt = 2.8; surova ¢&istota 18%
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(S)-5-(3-hydroxy-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-
a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(2,1,1)

CQ 0

[M + H]'= 357,38; rt = 3.22; surova &istota 17%

(S)-5-(6-amino-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)hexan-2-yl)-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-
a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(3,1,1)

HoN

=ela

[M + H]"= 398,47; rt = 3.98; surova &istota 19%

(S)-5-(1-oxo0-3-phenyl-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-
a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(4,1,1)

=ela

[M + H]"= 417,48; rt = 3.23; surova &istota 16%

(S)-5-ox0-4-(6-0x0-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)-5-(piperazin-
1-yl)pentanova kyselina 8b(5,1,1)
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[M + H]"=399,42; rt = 3.00 surova Cistota 15%

(S)-4-ox0-3-(6-0x0-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)-4-(piperazin-
1-yl)butanova Kyselina 8b(6,1,1)

0]

CE?@Q

[M + H]"= 385,39; rt = 3.21; surova &istota 15%

(S)-5-(3-(4-hydroxyphenyl)-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-4H-
benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(7,1,1)

OH
0 O
@” ®.
Ny N
N\
N

[M + H]"= 433,48; rt = 3.51; surova &istota 22%

(S)-5-(3-methyl-1-oxo0-1-(piperazin-1-yl)butan-2-yl)-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-
a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(8,1,1)
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[M + H]"= 369.43; rt = 3.46; surova &istota 20%

5-((2S,3R)-3-methyl-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)pentan-2-yl)-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-
a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(9,1,1)

G

[M + H]"= 383,46; rt = 3.35; surova &istota 19%

(S)-5-(4-methyl-1-oxo0-1-(piperazin-1-yl)pentan-2-yl)-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-
a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(10,1,1)

G

[M + H]"= 383,46; rt = 3.32; surova &istota 17%

(S)-3-methyl-5-(1-oxo0-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-
a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(1,2,1)
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[M + H]"= 355,41; rt = 3.46; surova Cistota 49%

10-methyl-5-((S)-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-
a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(1,1,2)

H,C
o O
LS ¢
N \ <\N
/
CH3 N:N H

[M + H]"= 355,41; rt = 3.14; surova istota 36%

8,10-dibromo-5-((S)-1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-
a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(1,1,4)

15

~

N
!
Br Ns

[M + H]"=499,17; rt = 3.72; surova istota 22%

(S)-8-chloro-5-(1-oxo-1-(piperazin-1-yl)propan-2-yl)-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-
a][1,4]diazepin-6(5H)-on 8b(1,1,5)

H5;C o
@) )\(
C@ »
/
(NS
[M + H]"= 375,82; rt = 3.33; surova &istota 48%

(S)-2-(6,6-dioxidobenzo[f][1,2,3]triazolo[5,1-d][1,2,5]thiadiazepin-5(4H)-yl)-1-(piperazin-
1-yl)propan-1-on 8b(1,1,6)
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[M + H]"=377,43; 1t = 1.02; surova &istota 42%

3-(6-ox0-4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)propanova Kkyselina
11a(11,1,1)

o
/N/\€
N:N

[M + H]"= 273,26; rt = 3.42; surova &istota 78-89%

(S)-2-((4-nitrophenyl)(prop-2-yn-1-yl)amino)propanamid 13c

+ = ,25; 1t = 2.18; surova Cistota 0; Vyteze 1 Mg 0
[M + H]"= 248,25 2.18 60%; vytézek 13,1 mg (36%)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds), 6 ppm 1.31 (d, J=7.3 Hz, 3H, HC'), 3.13 (t, J=2.5 Hz, 1H,
HC™) 4.25 (dd, J=18.9, 2.5 Hz, 1H, H,C®) 4.32 (dd, J=18.9, 2.5 Hz, 1H, H,C®) 4.44 (q, J=7.3
Hz, 1H HC) 7.08 (br, 2H, HLN'®) 7.33 (br, 1H, H;N'®) 8.08 (dt, J=8.9, 2.0 Hz, 1H, HC?®)
8.36 (dt, J=8.9, 2.0 Hz, 2H, HC**) Il a L - rovnob&zné a kolmé k C15=0. **C-NMR (125
MHz, DMSO-dg), 6 ppm 17.27 (C14), 34.64 (C8), 55.24 (C13), 75.63 (C10), 80.88 (C9),

124.87 (C3, 5), 129.30 (C2, 6), 145.70 (C4), 150.32 (C1), 172.59 (C16). > N-NMR (125
MHz DMSO-de) ) ppm 94 084.44, s, HC13 (v. int.); 4.32, d, 16.9, HbC8 (v. int.); 4.25, d, 16.9, HaC8 (v. int.); 3.13, s,
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HC10 (n. int); 131, s, HC14 (v. int) \j7- 101 047-33. d. 86.8, HIINIS; 7.08, d, 86.8, HINTS N18: 363.81336 s HC35 (v

int.): 8.08,s, HC26 (n-It) N111 v, int — vysok4 intenzita., n. int. — nizké intenzita.

(S)-2-(4-((2-hydroxyethyl)thio)-N-(prop-2-yn-1-yl)phenylsulfonamido)-N-
phenylpropanamid 14d

SWE
Ho >
1NN
0 0,8. :
S
Ho
[M + H]"= 433,56; rt = 2.56; surova &istota 85%; vytézek 33,8 mg (56%)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 1.31 (d, J=7.20 Hz, 3 H) 3.12 - 3.16 (m, 3 H) 3.59 -
3.65 (M, 2 H) 4.17 (d, J=5.91 Hz, 2 H) 4.23 - 4.39 (m, 2 H) 4.44 - 450 (m, 1 H) 5.01 - 5.05
(m, 1 H) 7.16 - 7.20 (m, 2 H) 7.21 - 7.27 (m, 1 H) 7.29 - 7.34 (m, 2 H) 7.39 - 7.43 (m, 2 H)
7.70 - 7.74 (m, 2 H) 8.41 (t, J=5.87 Hz, 1 H). *C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & ppm 16.60 ,
33.70, 33.76, 41.97, 54.28, 54.30, 59.45, 74.67, 80.84, 119.46, 126.16, 126.82, 127.11,
127.58, 128.29, 138.89, 170.53.

(S)-N-phenyl-2-(4-(phenylthio)-N-(prop-2-yn-1-yl)phenylsulfonamido)propanamid 15d

[M + H]"= 465,60; rt = 2.68; surova &istota 74%
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[. Zavér

Hlavni naplin této prace, tedy syntéza trisubstituovanych derivati 4H-

benzotriazolodiazepinonu a jejich prekurzorti na pevné fazi s vyuzitim a-aminokyselin, je
podrobné rozebrana v ¢asti vysledky a diskuze.
Po navazani aminokyselin na pryskyfici S riznymi linkery a-d bylo provedeno odstépeni
Fmoc-protektivni skupiny 2a-d(1-10), nasledovala reakce s 2/4-Nos-Cl 3a-d(1-10,e-f), poté
byla provedena alkylace propargyl bromidem, potazmo jeho derivaty 4a-d(1-10,e-f,1-5),
pficemz alkylaéni reakce byla optimalizovana pro dosaZeni co nejlepsi konverze. Pii alkylaci
derivati 3c(1,f) dochazelo ke vzniku vedlejSich produktii 13c. Dale byla Nos protektivni
skupina odstépena pisobenim merkaptoetanolu nebo thiofenu za bazické katalyzy, v této casti
dochazelo ke komplikacim, kdy jejich feSeni je popsano v kapitole 4, vysledky a diskuze.
Vzniklé intermedidty byly acylovany 2-azidobenzoovou kyselinou nebo jejimi derivaty 7a-
b(1-10,1-2,1-6), kdy ve vétsin¢ piipadi dochazelo k nizké konverzi na o¢ekavané produkty
reakce. Pro vylouceni vnéj$i chyby bylo provedeno testovani kvality uzivanych 2-
azidobenzoovych kyselin, kdy dosazené vysledky vyvratily nizkou konverzi vlivem rozkladu
téchto kyselin. Pfipravené vedlejsi produkty reakci byly z pryskytice odstépeny ptisobenim
trifluoroctové kyseliny, piecistény na semipreparativnim HPLC a charakterizovany pomoci
NMR.

Experimentalni ¢ast je vénovana vysledkiim laboratorni prace a detailnimu popisu
pracovniho postupu, zahrnuje navazky a objemy pouzitych reaktantti a rozpoustédel pro
jednotlivé reakce, dale jsou zde uvedeny metody optimalizaci pouzitych reakci. VSechny
piipravené latky a intermediaty byly analyzovany pomoci LC-MS. Nékteré z nich pak byly
charakterizovany také pomoci NMR. Nasleduje Tabulka 17 shrnujici data izolovanych latek.

Tabulka 17: Pfehled izolovanych latek.

Surova Cistota | VytézZek

Latka Struktura [%] %]
HNO CH,
I
N
4b(L,.1) g@ g\ 96 53

NO

2
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NMR spektra latky 4b(5,f,1)

WF-RH-811_Proton-1-1 jdf

M0
""—"—' DMS0-da

= Wo  wos o e
#R8nee8s HO. _O 85886098855 ONY BBRARAX
EEPPEFER /\Iﬁ TIEFEIITTILT TP f s

ds & 7s 70 is En | 85 | &0 45 4o
‘Chemical Shift (ppm)

WF-RH-811_Carbon-1-1 jaf

M2

Mps MI1OM13
M MGz M3 NS e NO7 MOS MOS M1 MMMIS M1
g 2 g 5EQ . LN M
5 g 3 883 % 5 ; 8% 83 3
T T (S HO. O i (RS & 5 AN U B

NMR spektra latky 4b(7,f,1)

VF-RH-1011_Proton-1-1 jf

Mig MIT
—

M11 M12Mi4
— ——

MS0-df
mMo3 MHIH MOS MDE  MD2 01 MO2 h'ﬂl?M'_;E h:'l_|5 =
8 BRRBEBELE B8 BEYE $33YUEEEREAN YSSAASRABYELRE
\r W?_fﬁ:%ﬁ(: IE_:[J VE\_IE‘I[J_\;! 7YYELLUTYYY g -!-!ﬂf—S‘- £ & & o

:
T T T T T T T T T T T T
&0 55 =n 45 40 y y ! ! ! ! 05 d
Chemical Shift (ppm)

74



1 o

VF-RH-1011_Carbon-1

o[ oss—

m_n DEBL—

m_” BIGH—

mn BLEPFL—

o
Wn LEErI—

m_” IWresl—

m_” el —

OH

MO
|

&0

& B
Chemical Shift (ppm)

i i s .1

T s

NMR spektra latky 4b(9,f,1)

B0

5[ eeot

W:_” BI—

FIE
e
e

BTV,

frra
m_ o

LS
aw.v.ﬁ

)
T
ZL
L

FLwd

45

50

T
Chermical Shift (ppm)

75



mis

M3
3
1
|

M11

C EVSi—

MO7T  M03
n

Z8 08—

m_n LEFEI—

=1
S praTi—

Sr savri—
@
£ srosi—

it

_.
- OF RSl
LLEGL

MI17

Moz
b
%
g

BB l—

VF-RH-011_CarboddlH

%
Chemiczal Shift (ppm)

NMR spektra latky 4b(10,f,1)

=+
=

df

VF-RH-811_Proton-1-1

Bﬁ LEo

W o i—

Tl

m_” A...—”.‘_.

k13

gred

iz

J\._.L_, :&".'I Lo

e

U

)

i

"
AL

L _ad lLA_,ﬁ.,

e

4.

B e

70

50

=5

75

5

Chemical Shift (ppm)

&0

76



F-RH-811_Carbon-1-1.jof

M
Mie MO M3
Mg Mi8 - NGZ M MO+ MOS MO5 M7 MO8 MiT MIZMI4 M5 M1aMIT
o - e & [
@ = 2 = * 3 53 9 *83 52y = 5 &
3 i %3 3 3 Hm)\ 8 3 o giipag ;0 38
T = T T LN (I i ST T T
N
0023@
NO,
[
1 |
| 1
|I | I
! 1 ! I
I
L. | i
l L e Lo "~ o | wly
1 ul e il m ” - " e '_'_r'
ST A AT AT VR A T A" R A" A S " AR - T S S T MRS SR A M
Chermical Shift (ppm)
,
NMR spektra latky 13c
RH_R_01_PROTON-1-1.JDF Wt
CH;,
HoN_ A
\(\N/\\Q.:\?
(9]
NO,
_ _}JL o e
208 24 1M 0 o0.88 088 085 300
L L ] L L ]
L s S - S S as aD 25 2o s an o os
Chemical Shift (ppm)
RH_R_01_GARBON-1-1.JDF
CHj
HoN_ -~
N/‘\\
\n/\ _\__::“
8]
NOo
MOs(s)
M4
MES(s) _
i) MIZ(s) 2 g M0Ss)
'_N'_" Mis) - MO7(s) Mogis) MDZis) M10(5)
o g " TT = = 1= @
- b s o ] o g
s R s = 3 - w
! T3 T 1 il T
192 184 178 168 160 152 144 136 128 120 112 104 @ B 72 B4 56 43 40 W 24 16 & 0
Chemical Shift (ppm)

77



NMR spektra latky 14d
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