UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Katedra organické chemie

Priprava 2,3-dihydrobenzof][1,2,5]thiadiazepin-4(8H)-on
1,1-dioxid& pomoci syntézy na pevné fazi

Patricia TRAPANI

Bakald'ska prace

Studijni program: Chemie
Studijni obor: Bioorganicka chemie a chemicladgie
Typ studia: Prezeéni

Vedouci prace: doc. RNDr. Miroslav Soural, Ph.D.



Prohlaseni:

ProhlaSuji, Ze jsem zaérecnou praci zpracovala samostaim Ze jsem uvedla vSechny
pouzité informani zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podsdatast nebyla
piedloZena k ziskani jiného nebo stejného akadencttetu.

Souhlasim s tim, aby ma prace bylg@igupréna v knihove Katedry organické chemie,

Prirodowdecké fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci.

V Olomouci, 11.5.2016 oo
Patricia Trapani



Podékovani

Réada bych patkovala gedevsim doc. RNDr. Miroslavu Souralovi, Ph.D. za
cenné rady, ffpominky, velikou ochotu a titivost a gikladné vedeni. Velice rada
bych mu podkovala za poskytnuti moznosti vytWotuto praci, jejiz vysledky byly
prijaty k publikovani v impaktovanégasopise.

Dale bych rada pattovala Mgr. Tereze Volné za dfeni optickécistoty a
HRMS spekter, Mgr. Igoru Popovi, CSc. za&temi NMR spekter a Mgr. Veronice
Fulépove, Ph.D. za cenné rady.

Chela bych podkovat i vSem ostatnim pracoviiik Katedry organické chemie
PtF UP a Ustavu molekularni a transia mediciny v Olomouci. Ekuji Bc. Michalu
Kriegelsteinovi za pomoc s hodnocenim NMR spektea aady a ipominky. Dekuji

samozejm¢ i mé rodir¢ za obrovskou podporu.

Tato zaérecna prace vznikla za podpory projektu studentskétgr@ soutze na UP
s regionalnintislem IGA-PrF-2016-020.



Bibliograficka identifikace:

Jmeéno a fijmeni autora: Patricia Trapani
Nazev prace: ifprava 2,3-dihydrobenzfi[1,2,5]thiadiazepin-4(H)-on
1,1-dioxidi pomoci syntézy na pevné fazi

Typ prace: bakatgka

Pracovist: Ustav molekularni a trangta mediciny
Prirodowdecka fakulta UP v Olomouci

Skolitel: doc. RNDr. Miroslav Soural, Ph.D.

Rok obhajoby préce: 2016

Abstrakt:

Tato bakaléska prace se zabyva syntézou 2,3-dihydrobélitd,5]thiadiazepin-
4(5H)-on 1,1-dioxidh pomoci syntézy na pevné fazi.uRé a-L-aminokyseliny
imobilizované na Wanga@wpryskyici byly sulfonylovany rozknymi
2-nitrobenzensulfonylchloridy.  Vysledné 2-nitrobengulfonamidy byly poté
alkylovany na dusikovém atomtiznymi alkoholy za Fukuyama-Mitsunobu podminek.
Po redukci nitroskupiny nasledoval cykkmnd krok. Pra¢ nalezeni optimalnich
podminek pro finalni cyklizaci je Klovym bodem této prace. Zidbdu dostupnosti
Siroké skaly vychozich latek a moznosti rychléhga@noduchého provedeni byla pro

syntézu zvolena metodika syntézy na pevné fazi.

Kli¢ova slova: aminokyseliny, syntéza na pevne fazilfosamidy,
benzothiadiazepiny

Pocet stran: 73

Pctet piloh: 0

Jazyk: cesStina



Bibliographical identification:

Author’s first name and surname:  Patricia Trapani

Title: Preparation of
2,3-dihydrobenzd][1,2,5]thiadiazepine-4(3)-one
1,1-dioxides using solid-phase synthesis

Type of thesis: bachelor

Department: Institute of Molecular and Translaél Medicine

Faculty of Science at Palacky University, Otam

Advisor: doc. RNDr. Miroslav Soural, Ph.D.
The year of presentation: 2016
Abstract:

This bachelor thesis describes the solid-phase hegit of new 2,3-
dihydrobenzdi[1,2,5]thiadiazepin-4(H)-one 1,1-dioxides. Differenti-L-amino acids
immobilized on Wang resin were sulfonylated withrieas 2-nitrobenzenesulfonyl
chlorides. The resulting 2-nitrobenzenesulfonamidese alkylated with alcoholgia

Fukuyama-Mitsunobu procedure, followed by the réidacof the nitro group and final
cyclization. Finding optimal conditions for the dincyclization is a goal of this work.
With respect to the broad scale of commerciallyilalsbe building blocks and simple

performance, the solid-phase synthesis concept eh@sen to prepare the target

compounds.

Keywords: amino acids, solid-phase synthesi$psamides,
benzothiadiazepines

Number of pages: 73

Number of appendixes: 0

Language: Czech



Seznam zkratek

DVB
DCM
DBU

DMF

MeOH
EtOH
THF
DMSO
NMP
MeCN
TFA
TEA

TBAHS

DMAP
HOBt
DIC
DIAD
DEAD

DIEA
Boc,O

EDC.HCI, EDCI

Fmoc

divinylbenzen

dichlormethan
1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en
N,N-dimethylformamid

methanol

ethanol

tetrahydrofuran

dimethylsulfoxid
N-methylpyrrolidon

acetonitril

kyselina trifluoroctova
triethylamin

tetrabutylammonium hydrogensulfat
4-(dimethylamino)pyridin
N-hydroxybenzotriazol
N,N’-diisopropylkarbodiimid
diisopropylazodikarboxylat
diethylazodikarboxylat
diisopropylethylamin

di-terc-butyl dikarbonat

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)kaxthimid
hydrochlorid

N-(9-fluorenylmethoxykarbonyloxy)-



Fmoc-Osu
tBu
Boc
Ala
Pro
Glu
His

Trt

Trp
Tyr
Ser
Lys
Phe

rt

MW
pTSA
NMR
HRMS

HPLC-MS

UPLC-MS

N-(9-fluorenylmethoxykarbonyloxy)sukcinimid
terc-butyl

terc-butyloxykarbonyl

alanin

prolin

kyselina glutamovéa

histidin

trityl

tryptofan

tyrosin

serin

lysin

fenylalanin

laboratorni teplota

mikrovinny oltev

kyselingp-toluensulfonova

nuklearni magnetick& rezonance
High-Resolution Mass Spectrometry
High-Performance Liquid Chromatographydsla
Spectrometry, vysok@inna kapalinova chromatografie —
hmotnostni spektrometrie

Ultra High-Performance Liquid Chromatqgng-Mass

Spectrometry



Obsah

1 UVOd @ CHlE PrACE ..ottt ettt ettt st eae e s te e ees 10
2 TEOFEUCKEIAST.......oi ittt et eeeeeeeean 11
2.1 Kombinatorialni chemie a syntéza na pevné.fazi...........ccccccvvvvvvvncennnnnnn. 11
2.1.1  Princip syntézy na pevne fazi........cccceiviiiiiiiiiiiiiiie 11
2.1.2  POIYMEINT NOSB......eeiiiiiiiiieiee e a2 e e e e e e e e e e e s snnnnneeeeees 11
2.0.3  LINKEIY et b e nna———aaaaae 12
2.1.4  Imobilizace vychozi latky, protektivni skupifmoc a Boc ................... 14

2.2  Syntéza derivat2,3-dihydrobenzd][1,2,5]thiadiazepin-4(H)-on 1,1-dioxid
15

2.3 Vyuziti nitrobenzensulfonamids syntéze na pevné fazi............c.c.couuuee. 21

2.3.1  Nos jako protektivni skupina pro regiosehaiitimonoalkylace a

(0 =T 0] (0] (=] (o = 21
2.3.2  Nos jako aktivujici skupina pro alkylace bésledné deprotekce.......... 22

2.4  Biologické vlastnosti deriviat2,3-dihydrobenzd][1,2,5]thiadiazepin-4(H)-

(o] g I I o [T ) [ PP PP PP PP PP PP 27
2.4.1  Antiarytmicka aktivita ...........coooimm oo 27
242 ANLEHIV @KUVITA ... 27
2.4.3  ProtirakovinnNé VIastnOSti. ...........cceeeeeiiiiiieeeeiiieeeee e 28

Y YA (=0 | g VA= e |1 (U= 30

3.1 Popis navrzené syntetiCk@ CeStY .......ommmmmiiiiiiiieei i 30
3.1.1  Imobilizace amiNOKYSElINY .............ommeeeeeeeeeeeeeiieiieeiiiie s 31
3.1.2  Deprotekce a SulfoNylace............uceeeeeeeeeieiiiiiiiiieiee e eee e eeeeeeeaeees 32
3.1.3  Alkylace dusikoveho atomu............cceeeeevvvviiiiiiiiiie e 33
3.1.1  Redukce NItrOSKUPINY ......uueeieiieeeeeiies e e 35

3.2  Neuspsné pokusy 0 finalNi CYKIIZACH ...........uvrimmmemeeeeiiiiiieiiieeeee s 38
3.2 1  CYKIICKE SIDENI..ccci ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e annane 39

3.2.2  CyKlZACE V FOZLOKU ......cceviiiiiiiit ettt e e e e e eeeeeeees 40



3.2.1  Jiné ukotveni aminOKYSEeliNY .........ooccccceiiiiieeieee e 43

3.3 Optimalizovana finalni CYKlZace.........cccemurreieiiiiiiiiiiieieiie e 45
3.3.1 Aplikovatelnost cyklizani metody pomoci thionylchloridu...............46
3.4 RPraven@ deriVALY .........ccccciuuiiiiiiiiiaeeaae e e e e e e e e s esisnen e eeereeeeeeeeeneaans 48
I 5 R @] [0 €= o111 (o) = L PUPPPPPRRRPPRRR 49
3.4.2  Testovani biologické aktiVity.........cccceeeeeeeiieiiiicee e 51
4 EXPerimentalNEASt ..........ccooiiiiiiiiieee e et e e e e e e e e 52
4.1  HIStroje @ MELOAY .....covvuriueiiiiiii e e e e e e eeeeeers e e e e e e e e e e e e e e e 52

4.2  Sepeni vzorku z pryskyce a nasledna analyza.....................oemmmmeeeveeeene. 53

4.3  Syntéza intermediatu pro CYKlZAacCH ......cccceeeevivriieiiiiiiiiieee e eeeeeeeeeeeeaiieend 54
4.3.1 Imobilizace aminoKySEliNY ............o e eeeeeeeeeiecrere e 54
4.3.2  DeprotekCe FMOC .......uuiiiiiiii e 55
4.3.3  Sulfonylace pomoci 2-nitrobenzensulfonylcialr..................ccccenenn. 55
4.3.4  Alkylace pomoci Fukuyama-Mitsunobu procedury............c...cc.cuveee. 56
4.3.5 Redukce NItro SKUPINY .....eeeeii e s 57

4.4 Finalni cyKlizace S SOLL.....cccooiiiiiiiiiiiee e 59
4.4.1  Semipreparativni HPLC-MS &prava vzorku pro NMR ..............c..ee.... 60
4.4.2  Zavedeni substituentd Ra derivat 6(3,1,1).....cccccceevrriieirieeeeeenenen. 60
4.4.3  Odstragni tetrabutylammoniove SOli............coooicemmmmevvvniiiiiieeeeeeeeeeee, 60
4.4.4  Odstrani CinatyCh SOli..........cooiiiiiiiiiiiiee e e e e e 61

ST AN g F= 11V [ €= W - | - 62

D BRI e 70

6 SEZNAM ITEIATUNY ..o i e e e s 71



1 Uvod a cile prace

Cyklické sulfonamidy zaloZené na struidibenzothiadiazepinu byly studovany
jako latky &inné proti ventrikularni arytmii ¢i jako inhibitory HIV-1 reverzni
transkriptazy, now jsou také zkoumany jako inhibitory interakce pite p53
s onkoproteinem MDMZ2

Tato prace je za#iena na vyvoj nové syntetické metody umgici
jednoduchou a rychlou fipravu cilovych derivdit s variabilni substituci hlavniho
skeletu. Zakladni synteticky postup popisBghéma 1

Jako vychozi latky byly vybrany snadno dostupné &maminokyseliny, izne
substituované 2-nitrobenzensulfonylchloridy a atdghVzhledem k velkému mnoZstvi
dostupnych vychozich latek byla préigravu derivai zvolena metodika syntézy na

pevné fazi s vyuzitim Wangovy pryskge jako polymerniho nose.

Fmoc- 0 deprotekce 0
PoI\L/OH aminokyselina Pol/L\OJ\(NH-Fmoc PoI/L\OJ\rNHQ
1 1
Wanguv linker 1(R") R 2(R" R

o) = 0O R &
sulfonylace H !_Rz N-alkyl L N R
— PoI/L\O)K‘/N\S N e \o)ﬂ/ T
02 N02 2

R’ R NO,
3(R"R?) 4R R? R%)
redukce 0O R & Q2 R®
nitroskupiny L N TR?  cyklizace SN
—— = Pol” \o)k( s N — R R’
R' ~2 NH, N
H O
5(R",R2 R%) 6(R",R?R?)

Schéma 1 Celkové reaéni schéma.
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2 Teoretickd ¢ast

2.1 Kombinatoridlni chemie a syntéza na pevné fazi

Principem kombinatorialni chemie je vzajemna korabén vychozich latek,
ktera vede ke vzniku soulioriznych slodgenin — tyto soubory se nazyvaji chemické
knihovny, jejich velikost mZze sahat od desitek az po miliony glenin. Syntéza na
pevné fazi pedstavuje vhodny Zigob tvorby chemickych knihoven diky jednoduché a
univerzalni izolaci meziproduktumoziujici provedeni $tSiho p@tu reakci sotasre, a

proto je s vyhodou v kombinatorialni chemii vyuziaé

Jako pdatek syntézy na pevné fazi se povazuje rok 1969, Robert Bruce
Merrifield publikoval svou studii strategigipravy peptid® — aZz o 20 let pozji mu

byla uctlena Nobelova cena za chemii.

2.1.1 Princip syntézy na pevné fazi

Princip syntézy na pevné fazi spped v pouziti nerozpustného polymeru s
reaktivni funkni skupinou, fes kterou poté vytwime kovalentni vazbu s vhodnym
reaktantem - dojde k ukotveni vychozi latky na pady, tento krok Ize také nazvat jako
imobilizace vychozi latky. Na imobilizovanou vychdatku mizeme dale ipojit dalSi
reagencie — reakce se opakuji, dokud neziskAmeyciwodukt. Ten je poté z

pryskyrice specificky od&pen v zavislosti na typu pouzitého linketd.

2.1.2 Polymerni nosite

Polymer musi sgibvat ukité pozadavky - musi byt stabilni a inertnicv
pouzivanym reageitn, musi mit schopnost bobtnat ¥itych rozpou&tdlech (dojde
tak k zwtSeni jeho objemu a tim padem maji molekuly sagdrpiistup k funkni
skupire polymeru) a musi obsahovat reaktivni famkskupinu pro ukotveni vychozi
latky. ©

Nejcastji pouzivany nepolarni polymer v syntéze na pew& fe polystyren
(PS) zegiovany divinylbenzenem (1-2% DVB), ktery nejlépe @b v aprotickych
rozpoustdlech typu DCM, DMF, THF a naopak se srazi v pgemt protickych
rozpoustdel, jako jsou methana@i voda.® Na Obrazku 1 je znazortina struktura PS-

DVB pryskytice s hydroxymethylovymi skupinami.
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Obr. 1. Struktura hydroxymethylové pryskge na bazi polystyrenu zésivaného

divinylbenzenem®

DalSi moZnosti je pouziti také tzv. TentaGelu, kajiciho kopolymeraci
polyethylenglykolu a polystyrenu. Rammezi hydrofilni materialy, tim padem bobtna
v polarnich rozpou&tlech, jako jsou vodai alkoholy. ” Daldi pouzivané polymery

jsou odvozené najklad od polyethylenglykolu (PEG) polyakrylamidu.

Mnozstvi aktivnich mist zavisi na pouzitém polymerwyjaduje se jako tzv.
loading -¢im je jeho hodnota (udava se v mmol/g prygte) vyssi, tim vice aktivnich
mist polymer obsahuje iiS vysoké loadingy ale mohou vést k negativnimnuj kdy
se aktivni mista polymeru vyskytujififl§ blizko sebe a stericky tak brani

kvantitativnimu pébéhu reakce®

2.1.3 Linkery

Linkerem nazyvame ,,spojnici“ mezi polymernim resn a vychozi latkou.
Obsahuje d¥ funkéni skupiny — jedna vytid pevnou nesgpitelnou vazbu s furtai
skupinou polymerniho nas, druha fun&ni skupina linkeru slouzi k imobilizaci
vychozi latky — tato vazba jeépitelnd za ufitych specifickych podminek (pouziti
kyseliny/zasady, UV z&ni, atd.). Obecna struktura je znazomn naObrazku 2.
Linker musi splovat ukité podminky — musi byt chemicky staly, rezistemtinii vSem
reakénim podminkam i &i podminkam &fpeni, musi umaivat kvantitativhost
Sttpeni bez vedlejSich ztratiiPsyntéze na pevné fazi se vyuzivaji sasgji kysele
Stepitelné linkery (pro $fpeni se pouZziva nggstji kyselina trifluoroctova, #kdy i
kapalna kyselina fluorovodikova —®kyseliny jsou ¢kave, diky jejich nizkému bodu
varu je lze snadno odstranit). V dnesni &eb \¢tSina polymernich nosi (pryskyic)

dodava s jiz navazanym linkerem. Kgné aktivni skupina linkeru se&asto stava

12



souwasti finalnich produkt (jako substituenti ¢ast hlavniho skeletu vytveného
produktu). Pokud se tak nestane, héwe o tzv. traceless (bezestopych) linkeré&éh.

permanentni vazba S$tépitelna vazba

[ Egls}l/? erni H linker ]—[V)'Ichozi létk%

Obr. 2: Obecna struktura systému polymer — linker — vyéHhéatka.®

NejpouzivarijSi pryskyice jsou Merrifeldova (obsahujici chlormethylovou
skupinu), Wangova (obsahujici hydroxymethylovou psku) a Rinkova esterova
(obsahuje hydroxymethinovou skupinti) Rinkova amidova (obsahuje aminoskupinu

chrarénou Fmoc protektivni skupino#).

OH
Pol PO|/\O Pol/\o 0 0
| |

Merrifieldova pryskyice Wangova pryskyjce Rinkova esterova pryskige

NHFmoc
Pol” >0 ‘ (|) ‘ (|)

Rinkova amidova pryskice

Obr. 3: Struktury nejpouZzivaijSich pryskyic.
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2.1.4 Imobilizace vychozi latky, protektivni skupiny Fmoca Boc

Reakni krok, @i kterém dochazi ktvotb vazby mezi vychozi latkou a
systémem polymer - linker, nazyvame imobilizacdganéaké ukotveni vychozi latky.
Z historického pohledu se v syntéze na pevné fagiantji vyuzivaly aminokyseliny
jako stavebni bloky peptid Imobilizace aminokyselin fize byt uskuténéna rekolika
zpisoby (imobilizace fes C-konec, N-konec,igs postrannfetizecf. NegastjSim
zpiasobem je imobilizaceips C-konec (karboxylova skupina), zatimco N-koraenifo
skupina) je chram uritou protektivni skupinou (n&pstji skupiny Fmocgi Boc, viz
Obr. 4). Moznosti, jak fpravit chragnou slodeninu ¢i naopak provést jeji
deprotekci) je mnoho, proto byly vybrany pouz&teré, nejastji vyuzivané.

Protektivni skupina Fmoc je na aminokyselinu (refp. N-konec) vnesena
pomoci fluorenylmethyloxykarbonylchloridu (Fmoc-@kbo reakci s
N-(9-fluorenylmethoxykarbonyloxy)sukcinimidem (Fm@su). Speni  probiha
selektivie pomoci roztoku aminu (n&gstji piperidinu — typicky v 20% roztoku) v
DMF.°

Protektivni skupina Boc (terc-butyloxykarbonyl) zavadna pomoci Bog v
THF za gitomnosti DMAP jako béaze. &teni probiha néastji v prostedi silnych
kyselin (TFA, gipadre jeji roztok v DCM, roztok HCI)1®

R1
|
Ng O
R® ;f RLNR2
0 o
Fmoc protektivni skupina Boc protektivni skupina

Obr. 4: Struktura protektivni skupiny Fmoc a Boc.
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2.2 Syntéza derivati 2,3-dihydrobenzof][1,2,5]thiadiazepin-4(3H)-on
1,1-dioxidi
VSechny dosud v literate popsané syntetické cesty byly realizovany pomoci
tradicni syntézy v roztoku. VSechny maji podobnyilgh - jako vychozi latka se
pouziva #zné substituovany 2-nitrobenzensulfonylchlorid a famk derivat

aminokyseliny (ester)i volna aminokyselina.

Prvni popsana syntéza derivatu benzothiadiazepjioazejici z
2-nitrobenzensulfonylchloridd byla provedena vroce 1992. Cilem byléippvit
strukturre nové latky obsahujici aromaticky systémikpndenzovany k sedmigi
osmietnému kruhu — takové struktury byly povazovanykgvni vi¢i srdeEni arytmii
a navic vykazovaly dalSi biologické vlastnosti,gakagiklad antiagregani aktivitu ¢i
neuroaktivitu (ovliviuji chovani neurotransmiteru serotoninu)

Prvnim krokem této syntézy byla kondenzace 2-nénalensulfonylchloridu
s glycinemll za vznikuN-(2-nitrobenzensulfonyl)glycinlil , ktery byl poté pemenén
reduktivni cyklizaci s uzitim praskového zinku \sklire octové na 2,3-
dihydro[1,2,5]benzothiadiazepin-4%on IV. Tato struktura byla poté selektivn
alkylovana na dusiku v poloze 2 pomodiisfusnych alkylhalogenid v DMF za
pritomnosti KCOs za vzniku finalniho produkty . ! Syntéza je popsana G&hématu
2. Krom¢ N? alkylace byla dale popsand® alkylace, a to irznymi zpisoby -

aminoalkylhalogenidem, epichlorhydrinem, chlorogitzahinohalogenidem.

O,

SOLCI o AP
L,y — (oo
NO OH
2 NO,
| [ i
O, R
S‘NH i S-N
e
o

Podminky: i) praSkovy Zn, CJCOOH i) R-X, Ko.COs, DMF

Schéma 2 Prvni popsanaifprava derivatu benzothiadiazeptnu

15



DalSi syntéza popsana v roce 1998 vychazi ze tudbsiného
2-nitrobenzensulfonylchloridu (konkré&tn5-chloro-2-nitrobenzensulfonylchlorid/I),
ktery reaguje s ethylesterem alaniill . Vznikly nitroderivatVIll byl poté podroben
redukci nitroskupiny praSkovym Zelezem v kys&lattové na aminoskupinu (struktura
IX), poté nésledovala hydrolyza esterové skupinyzzaku latky X, ktera po aktivaci
karbodiimidem poskytnula cyklicky produlti . Ten byl poté alkylovan na dusikovém
atomu v poloze 2 pomocfiglusného alkylhalogenidu za tvorby finalniho datiXIl .

Jednotlivé kroky syntézy popisugechéma 32

: . OCoHs 1 o
cl SOLCI )\W /CE o s
2 0 s 02 COOC,Hs
2 COOCQH5
v vii Vil IX
NH2 \gi
: : /@ NH /@ Kﬁ
s N
02 COOH 3,
X XI Xil

Podminky: i) TEA ii) Fe, CHCOOH iii) NaOH iv) EDCI v) R-l, kCOs

Schéma 3 :Syntéza derivéitbenzothiadiazepinu v roztoku z roku 1898

Jiny ¢lanek od stejnych autbrz roku 2006 popisujeffpravu substituovanych
benzothiadiazepin navrzenych jako TBO analoga (tetrahydrobenzodiapepXIV )
odvozenych od TIBO (4,5,6,7-tetrahydroimidazo[4:f&]11,4]benzodiazepin-2{)-on
Xl ¢ —thion) pisobicich jako inhibitory reverzni transkriptazy. (ou anti-HIV
aktivni). Zakladni struktury TBO a TIBO jsou vyobemy naObrazku 5. *

>\~NH

AN o

X1

Obr. 5: Z&kladni skelet TIBO a TBO.

Pripravu vybranych TBO analog popisuji nasledufichémata 4 a 5.
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Prvni fi reakéni kroky jsou obdobné jako vySe popsana syntépkz 1998 (viz
Schéma 3. Poslednim syntetickym krokem je nitrace detivaa vzniku finalniho
produktuXIX . 11

NO, NH, NH,
oo DN oy PRNEINN o o

_N__COOC,H _N__COOC,H _N__COOH
Cl s 2 Cl s 2% o] s

0, 0O, O,
XV XVI XVII
H O NO, H O
N N
LY e
- .
Cl s—NH cl s-NH
0, 3,
XVII XIX

Podminky: i) Fe, CECOOH ii) NaOH, THF/EtOH iii) EDCI, DMAP, THF

iv) koncentrovana HNO

Schéma 4:Syntéza nitro derivatu benzothiadiazepihu.

Obdobny postup byl pouzit jiz v roce 2002 k syntdegvati odvozenych od
2,3-dihydroimidazol[1,5,41][1,2,5]-benzothiadiazepin-6( 7H)-thion 1,1-dioxidu,
taktéZ jako TIBO analog?

NasledujiciSchéma 5Sukazuje pipravu thionu vychazejici &p z derivatuXI
pripraveného postupem z roku 1998 popsanym v§&hdma 3. 2 Tento derivat byl
alkylovadn za vzniku latkyXll a poté podroben reakci s Lawessonowimidlem za

vzniku thionuxX. 11

H O H O H S
N N N
o = O | X
of s—NH of s-N of s-N

0, 0, R 0, R’

XI X1l XX

Podminky: i) R-X, K.COs, DMF ii) Lawessonovainidlo, xylen

Schéma 5: Syntéza thionu!! vychazejici z derivatu benzothiadiazepirXi

pripraveného podle postupu z roku 1998.
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Publikace z roku 2014 popisuje syntézu vychézejici
2-nitrobenzensulfonylchloridua hydrochloridu methylamino(4-chlorofenyl)acetatu
XXI. Vznikla slogeninaXXIll je podrobena redukci nitroskupiny na aminoskupinu
(derivatXXIlll ), hydrolyze KXIV ) a intramolekularni cyklizacXXV ), naez
nésleduje bdi alkylace dusik v poloh&ch 2 a 5 (findlni produKiXV1 ) ¢i
dehydrogenace (finalni produkXVIl ). Jednotlivé kroky popisujchéma 63

SO, COOCH,4 _ 0, COOCH;
I S\
L e = oy O
NO H
2 ¢l NO, cl
[ XXI XXl
0., COOCH, 0, COOH
i Ss\ i S\N
_n N o N
NH, cl NH; Cl
XX XXIV
0, 82 R!
S~NH =N
v oY . @[ /\2—@m
N
N
H O g2 O
XXV \K XXVI
0,
S-N
L 2O
N
H O
XXVII

Podminky: i) DIEA, DCM i) Fe, CBCOOH iii) LiOH, THF:MeOH:RO
iv) EDC.HCI, DMAP v) MeCN,&G;, R-X
vi) MeCN, KCO;

Schéma 6 Priprava derivat benzothiadiazepinti
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Jediné pibuzné sloteniny cilovych benzothiadiazeginptipravené pomoci
syntézy na pevné fazi jsou derivaty trisubstitugedn 2,5-dihydrobenzoff
[1,2,5]thiadiazepin-1,1-dioxid Prvnim krokem jejich syntézy byla imobilizace
Fmoc-a ¢i B-aminokyseliny na polymerni nd@s{byla vyzkousena Wangova i Rinkova
amidova pryskiice) pomoci ethanolaminového linkeru (zvySeni rozitesti struktur a

umozreni studia efektu vznikajici esterové skupiny) zaika derivatuXxxviil .13

Druhym krokem byla deprotekce Fmoc skupiny za wzrsloweniny XXIX ,
kterd byla poté sulfonylovan@zané substituovanymi 2-nitrobenzensulfonylchloridy za
vzniku latky XXX . Nasledujicim krokem byla Fukuyama alkylace zaliyoderivatu
XXXI, ktery byl poté zredukovan na derivékXIl . Poslednim krokem bylo &teni
Z pryskyice, gicemz vznikaly dva produkty — acyklick{XXIll a finalni cyklicky
derivatXXXIV . Acyklick& forma finalniho produktu samoveéloyklizovala na produkt

XXXIV v deuterovaném DMS®? Reakni sekvence je popsana Sehématu 7
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X" "Pol

i

0 : 0 R

Lo
i i X" pol il 1
1T L. \\R1 —_— —_— 3R/.K§
F>o|/L\XJ\“\R Pol” x%‘ o,sN ij y
2
9 “S0,

NHFmoc NH;
NO,
XXVII XXIX XXX ©/N02 XXXI

X/L\Pol H.

R3R1,K§

o) >
iv N- v N S~
— 071'V SO, — o)V SO, N C[ N 0
NH /
2 R NQ

NH,
H R

XXXII' g2 XXX R2 XXXIV

0 Lo
H

1
R' xH
Vi

0,
LN S\N/\\<
o) °
/
R2 N/z s
H R

XXXIV

Pol-L-XH = Pol-L-OH, Pol-L-NH, Pol-L-OOC-NH-CHCH:0OH

Podminky: i) 50% piperidin v DMF ii) 2-NosCl, 2,6tldin, DCM
iii) bromoketon, DIEA, DMF
iv) N£5,0s4, Ko.COs, TBAHS, 50% HO/DCM
V) 50% TFA v DCM vi) DMSOed

Schéma 7 Syntéza na pevné fazi vedouci k derimatdihydrobenzothiadiazepin-1,1-
dioxidi. 3
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2.3 Vyuziti nitrobenzensulfonamidi v syntéze na pevné fazi

V této kapitole jsou zevrubnrozebrany moznosti vyuziti imobilizovanych
nitrobenzensulfonamid (tedy kl¢ovych intermedidt pro syntézu cilovych
benzothiadiazepit). V organické syntéze maji zasadni vyznam 2+ 4-
nitrobenzensulfonamidy - jako vychozi latky praghjsyntézu se€asto vyuZzivaji 2€i
4-nitrobenzensulfonylchloridy (nosylchloridy, No$yC# Na poli syntézy na pevné fazi
se nosylchloridy vyuzivajicémi zakladnimi zfisoby - a) jako protektivni skupina pro
monoalkylaci, picemz nasleduje odSt&pi nosylu, b) jako aktivujicicastice pro
alkylaci, ale nosyl #stava sotasti struktury a neni odften a c) jako &na vychozi

latka pro syntézu bez vyuziti alkylatée.

2.3.1Nos jako protektivni skupina pro regioselektivni mamoalkylace a
deprotekce

Zaclenéni  nosylové skupiny se obvykle provadi reakci arskopiny
imobilizované latky s 2-¢i 4- nosylchloridem v fitomnosti béaze (collidin,
diisopropylethylamin, triethylamin, 2,6-lutidin) mznych rozpougtlech (nap. DMF,
THF, DCM). Vznikly nitrobenzensulfonamid je poté droben alkylaci — pomoci
alkylhalogenid, haloketori, alkohofi, nenasycenych keténnebo diazomethand?
Poslednim krokem je deprotekce nosylové skupiny gmimthioki (thiofenol,
merkaptoethanol, merkaptooctova kyselina atd.fitomnosti vhodné baze (KOs,
DBU, collidin, propylamin apod.) a jako rozpotdio se typicky pouzivh DMEi
NMP. V syntéze na pevné fazi je obvykla kombinacerkaptoethanol + DBU +
DMF.}* Prikladem niize byt Fukuyama alkylace vyuzivana v syntéze nadazi
k inkorporaciN-methylovanych aminokyselin do biologicky aktivnigbptich —
N-methylované peptidové vazby vykazuji vysSi renisit®ici proteolyze.

Jako zaklad této syntézy byla pouzita 2-Cl-tritgeryskyice, na kterou byla
imobilizovana vychozi aminokyselina (R = postrareizec pouzité aminokyseliny) za
vzniku vychozi latkyXXXV . Nésledovalo zavedeni 2-nitrobenzensulfonylchlora
alkylace za Mitsunobu podmin&Kk® za tvorby meziproduktXXXXVI . Dal3im krokem
bylo odstragni nosylové chranici skupiny a zavedeni nové chréakupiny Fmoc za
tvorby latky XXXVII . Poslednim krokem bylo odgeni N-FmocN-methylované
aminokyseliny z polymeru za tvorby finalniho protduXXxvill . 17:18
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i i 0 R i Pol i
R ~Pol i ii, iv W)\ ~Poly RW)J\
W)J\O i, ii (S)/Nﬁ)J\O/POI (0] > OH

/N\ N
NH, NO, 2 R Fmoc”™ “CHs Fmoc™ CHs

XXXV XXXVI XXXVII XXXVII

Podminky: i) 2-NosCl, DIEA, THEi THF/DCM (2:1)
i) MeOH, PRhDEAD, suchy THF iii) PhSNa, DMF
iv) FmocCl, DIEA, DCM v) TFA/DCNIL:1)

Schéma 8:SyntézaN-FmocN-methylovanych peptid

2.3.2 Nos jako aktivujici skupina pro alkylace bez nasledé deprotekce

VyuZziti nosylové skupiny je stejné jako ygpichozim fipad — vyuziva se
alkyla¢nich procedurach. V tomtotipad® neni ale nosylovd skupina po alkylaci
odSEpena a je ponechana jako &ast struktury, ze které nasleédwznika linearnici
cyklicky nitrobenzensulfonamid. ®@odi, prad byva linearni nitrobenzensulfonamid (
alespa jeho aromatické&ast) ponechan soéasti struktury latky, je hnedtkolik — mize
slouzit jako chromofor pro UV detekci, e zvySovat strukturni rozmanitost latgk
muze poskytovat reaktivni interni nukleofil. Ktveérb cyklickych
nitrobenzensulfonamid je vyuZivan zejména 2-nitrobenzensulfonylchloridsleuzi
jako prekurzor pro tvorbu tetrahydrobenzopyraziremttazinon dioxid XLVI ¢i
dihydrobenzothiadiazepin-1,1-dioxidXXXIV . * Jak jiz bylo uvedeno, linearni 2-
nitrobenzensulfonamid lze pohodlziskat inkorporaci 2-nitrobenzensulfonylchloridu
do cilové struktury a d¥e byt tak dale vyuzit pro tvorbu cyklickych sulonidi —
intra/intermolekularni cyklizaci s aldehydyketony? ¢&i isothiokyanats®.

Cyklizace 2-nitrobenzensulfonamidu s ketony  figmva 2,5-
dihydrobenzd][1,2,5] thiadiazepin-1,1-dioxitl® jako jedinych pibuznych derivét
syntetizovanych s pouzitim syntézy na pevné fazi)byla popsana kapitole 3.2
zabyvajici se syntézou deriuéd®,3-dihydrobenzd][1,2,5]thiadiazepin-4(H)-on 1,1-
dioxidu.

Pomoci cyklizace s aldehydy byla popsanaiiprava 1,2,11,11a-
tetrahydrobenz@|]pyrazino[1,2b][1,2,4]-thiadiazin-3(4)on 6,6-dioxidi vychazejici z
Rinkovy ¢i Wangovy pryskyice. Imobilizaci vychozich latek na danou prysky a
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tvorbu vychozi strukturyXXXIX , ze které vychazi dalSi synteticky postup, popisuj
Schéma 91°

0 ™
Fmoc, L, H
N Pol
H SN L
Rinkovg I, 1, 1 2 \R»] H/ \Pol
pryskyrice > IR
R Pol
H
iv/, HzN\R1N\[(O\L/P°' XXXIX
HO\L/PoI 0 X = -Br, -NH,
Wangova vi\~
. ’ HoN._,OL, _Pol
pryskyrice R L p,

Podminky: i) 50% piperidin v DMF ii) bromoctova leisa, DIC, DCM, pak DIEA
iii) Fmoc-aminokyselina, HOBt, DIDCM/DMF
iv) CDI, pyridin, DCM, pak ethyldiamin, DCM
v) CGCN, DBU, DCM, pak 3-(Fmoc-amino)propanol, BEt.O,
bezvody THF, pak Fme&la-OH, HOBt, DIC, DCM/DMF

Schéma 9:Imobilizace vychozi latky na Rinkowti Wangovu pryskgicit®

K ziskani kléového intermediatuXLl bylo mozné vyuZit dva syntetické
zpasoby. Prvni vychézel z bromoctové kyseliny ukotvems Rinkow pryskyici
XXXIX (X = -Br, R = -CHx-). Brom byl substituovan aminoacetaldehyd
dimethylacetalem za vzniku imobilizovaného derivétu, ktery byl nasledhacylovan
riznymi Fmoc-aminokyselinami za tvorby intermedidtil . ° Druhy synteticky
zpisob poskytoval vice moznosti strukturni rozmanittdiek — rettzec R nebyl
omezen pouze na methylenovou skupinu jakorfed@slém prvnim Zsobu, na
Wangovu pryskiici Ize imobilizovat amidy, aminygi alkoholy za tvorby latky<XXXIX
(X = -NHy). Tento derivat byl nasledrochragn 4-NosCl za tvorby latkyXLIl , které
byla nasled# alkylovana pomoci Mitsunobu reakce za tvorby &miny XLIII . Po
deprotekci nosylové skupiny byl derivat acylovéanymi Fmoce-aminokyselinami za
tvorby klicového intermediatXLI . Po deprotekci Fmoc a nasledné nosylaci s 2-NosCl
byl ziskdn derivatXLIV , jehoZ nitroskupina byla v dalSim kroku zredukavéarae
vzniku derivatuXLV . Findlni derivatXLVI byl ziskan pi kyselé deprotekci acetalu
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doprovazené &penim latky z pryskijce. Cely synteticky postup popisugehéma 10

19

— i N\ ~
,L Pol | H3CO R1L Pol
X-R! —
zpusob 1 OCHj,4
XXXIX X =-Br XL
ii
zpusob 2 \ Fmoc.
X—-NHZJIH N!_l
R? o) OCH, Vi, vii
P! Pol N
. | R; OCH;
R O,N L. |
NH iv Ri i Pot LI
0,8 g N ’
T 3, 1.
N02 H3CO OCH3
XL XL
OCHj4 OCH,3
2
OCH3 viii nebo gz R° \ (ECH3
v oS B e
(0]
R3 NO, R® NH;
XLIV XLV
2
o, K
—_—
RSO:N)\/N\R1H
H
XLVI

L = Wandiv ¢i Rinkuav linker

Podminky: i) aminoacetaldehyd dimethylacetal, DIEMF
i) Fmoe-aminokyselina, HOBt, DIC, DCM/DMF
i) 4-NosCl, 2,6-lutidin, DCM
iv) glykolaldehyd dimethylacetBPh, DIAD, bezvody THF
v) 2-merkaptoethanol, DBU, DMF 80% piperidin v DMF
vii) 2-NosCl, 2,6-lutidin, DCM WiSnCbk.2H,0, DIEA, DMF
iX) Ng&04, TBAHS, Ko:COs, DCM/H;0 x) 50% TFA v DCM

Schéma 10:Stereoselektivni syntéza tetrahydrobenzopyrairamiazinon dioxid.
19
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Cyklizace s isothiokyanaty byla vyuzivandi gyntéze analog Anagreliéfls
léciva pouzivaného v hematologii prosbéi esencialni trombocytdéZy?2 nadprodukce
krevnich destiek a chronické myeloidni leukémie Jeho struktura je zobrazena na

Obréazku 6. Cést popsaného syntetického postupu byla vyuziteepperimentalnéast

N\\rH
A
Cl

Obr. 6: Struktura Anagrelidd!

této prace.

Prvnim krokem syntézy je imobilizace Fme@minokyseliny na Wangovu
pryskyrici a nasledna deprotekce Fmoc za tvorby [atywIl . Nasleduje nosylace
pomoci 2-NosCl za tvorb}LVIIl , jehoZ nitroskupina podléha redukci a vznika tak 2
nitrobenzensulfonamiLIX . Po reakci s Fmoc-isothiokyanatem vznika derivabé-
thiomatoviny L. Reakci s karbodiimidem vznika derivail. Deprotekce Fmoc
protektivni skupiny tohoto derivatu je doprovazespontanni cyklizaci za vzniku
finélni latky LIl , kterd se uvolni z pryskige (tzv. cyclative cleavage, cyklick&geni).

Reakini sekvenci popisujchéma 112°
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NH,

FmocHN. _COOH __bil__Poll o

PoI/L\OH

Y O R
R’ o)
XLVII
= =
S S
0,5 0,8
iii NH NOQ iv NH NH2
- POI\L/O\H)\R“ —_— PO|\L/O\H)\R1
XLVIII XLIX
P g
0,8 Pol e
[ L\
N 1 —_— N__N
L R" &7 "NH 0 P
0 Fmoc R' NHFmoc
L LI

.. g ¥ S
- "5 oo

Li

Podminky: i) Fmoax-aminokyselina, DIC, HOBt, DMAP, DCM/DMF
i) piperidin, DMF iii) 2-NosCR,6-lutidin, DCM
iv) N£5,0s4, K2.COs, TBAHS, DCM/H:0 v) Fmoc-NCS, THF
vi) DIC, DMF vii) piperidin, DMF

Schéma 11 Priprava analog Anagrelict?
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2.4 Biologické vlastnosti derivai 2,3-
dihydrobenzo[f][1,2,5]thiadiazepin-4(5H)-on 1,1-dioxidi
Benzothiadiazepiny piétz hlediska medicinalni chemie mezi zajimaveé |atky

své antiarytmickg anti-HIV>1112a protirakovinn&vlastnosti.

2.4.1 Antiarytmicka aktivita

Vybrané derivaty byly testovany na antiarytmickou aktivitu vyvolantitkou
zvanou ouabain (inhibitor sodiko-draslikové pumpy)mokat pod anestezii. Bylo
zkoumano, jak biologickou aktivitu ovitwje struktura substitueintv polohach 2 a 5.
Vybrané nejdinngji derivatyLIll , LIV aLV jsou zobrazeny n@brazku 7.1

0, HsCO 0,

oY o
- T °

Obr. 7: Nej&inngj3i derivaty benzothiadiazepinu proti skdearytmii.t

2.4.2 Anti-HIV aktivita

Proin vitro testovani inhibice HIV-1 reverzni transkriptazgebjako referetni
latka zvolen nevirapin (jeho struktura je zobrazea®brazku 8), latka spadajici do
kategorie NNRTI (non-nucleoside reverse transcsgtanhibitor; inhibitory reverzni
transkriptazy nenukleosidové povahy), ktera bykagchvéalena pro klinické pouZziti.
Studie SAR (structure-activity relationships) pro&ly, Ze pro anti-HIV 1 aktivitu je
klicova gitomnost alkylu¢i alkenylu na dusiku v poloze 2. Navic bylo zjist, Ze
piipravené thiony vykazuji nizsi aktivitu oprottipluSnym karbonylovym derivén.

Vybrané testované sléeniny popisujedbrazek 921112
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Obr. 8: Struktura neviraping!

=
Bt Q0
S’N Cl s-N /@E }CHS
0, S
0, )
CH,4 \ CHs HsC

HaC HsC
LVI LVII LVINI

Obr. 9: Vybrané slogeniny testované jako inhibitory HIV-1 reverzni tsriptazy.
2,11,12
2.4.3 Protirakovinné vlastnosti.

U vybranych derivdt byla testovana jejich schopnost inhibovat interakc
proteini p53 a onkoproteinu MDM2 — tato vlastnost byla kyklvanych derivat
XXVI potvrzena, ale nebyla u nichn vitro potvrzena antiprolifetai aktivita
(pravcEpodobrg kvali Spatné rozpustnosti ve v&d Dehydrogenovany deriva¢XVll
nevykazoval vbec Zadnou biologickou aktivitu. Jako refanein latka byl zvolen
Nutlin-3 (jeho struktura viObrazek 10, kometné dostupny inhibitor interakce p53-
MDM2. Priklady rekterych konkrétnich testovanych derivajsou vyobrazeny na
Obrazku 11.3

Obr. 1C: Struktura Nutlinu-3=*
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(@ Lo LD

Obr. 11: Konkrétni giklady testovanych derivajako inhibitofi interakce p53-
MDM2. 3
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Popis navrzené syntetické cesty

Pro syntézu intermediatbyla pouzita Wangova pryskge se substituci 0,9
mmol/g. Pro testovaci reakce byla pouzita Wangoxgskytice se substituci 0,52
mmol/g. Zahdjeni syntézy bylo provedeno imobilizagichozi a-aminokyseliny
chrarénou na svém N-konci Fmoc protektivni skupinou zaikiz latky 1(RY). Dalsim
krokem byla deprotekce pomoci 50% roztoku pipeddinDMF za tvorby derivatu
2(RY). Nasledovala  sulfonylace pomoci uzreé substituovanych 2-
nitrobenzensulfonylchloriti — vznikla slogenina 3(R',R?). Dalsim krokem byla
Mitsunobu alkylace dusikového atomu za tvorby 1&kg!,R2,R%). Poslednim krokem
pripravy intermediatu 5(RY,R%,R®) byla redukce nitroskupiny na aminoskupinu.
Optimalizace tvorby finalniho produk@&(R',R2,R%) je popsana v dal$asti této prace.
Jednotlivé reatni kroky popisuje nasleduji@chéma 12

Fmoc- i deprotekce 0
PoI\L/OH aminokyselina Pol/L\OJ\(NH-Fmoc PoI/L\OJ\(NHz
. R R’
Wanguv linker 1(R") 2(R")
0 |I?3 = 2
sulfonylace L. N. P
y )K‘/ _N-alkylace Pol” O)K‘/ S AN
2 NO, R! 02 NO,
3(R7,RZ) 4(R",R% R
redukce 0O R* & Q2 RS
nitroskupiny L. I{l\ S -R?  cykiizace XN S-N
— > Pol” 0 S — |R% R
R' 92 N, N
H O
5(R",R%R°) 6(R",R% R

Schéma 12 Navrzena synteticka cesta.
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3.1.1 Imobilizace aminokyseliny

Prvnim krokem realni sekvence bylo navazani aminokyselitigspjeji C-konec
na polymerni nogi— Wangovu pryskyci. Imobilizace byla provedena pomoci HOB,
DMAP a DIC v DCM/DMF. Uspsnost tohoto kroku byla kvantifikovana pomoci
vypoétu loadingu metodou WBiho standardu s pouzitim FmpeAla-OH (postup je

uveden v Experimentaliésti). Prvni krok popisuj€chéma 13

NHF
moe . o P HOBt, DMAP, DIC F,ol/L\OJ\‘/NHFmoc
R'” COOH DMF, DCM

R1
1(R")

Schéma 1: Imobilizace vychozi aminokyseliny na Wangovu [msci.

Pripravené derivaty a pouzité aminokyseliny jsou wgaleny v nasledujici
Tabulce &

Tab. 1: Prehled pouzitych aminokyselin d@ipravenych derivdi vcetrg loadingu.

Derivat | Pouzita aminokyselina Loading
1(2) Fmoc-Ala-OH 0,52
1(2) Fmoc-Phe-OH 0,52
1(3) Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,44
1(4) Fmoc-Pro-OH 0,49
1(5) Fmoc-His(Trt)-OH 0,26
1(6) Fmoc-Lys(Boc)-OH 0,26
1(7) Fmoc-Tyr-OH 0,48
1(8) Fmoc-Trp(Boc)-OH 0,20
1(9) Fmoc-Ser(tBu)-OH 0,46
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3.1.2 Deprotekce a sulfonylace

Nasledovala deprotekce Fmoc skupiny pomoci 50%ripiipe v DMF za tvorby
volné -Nh skupiny, ktera byla nasledikonvertovana na odpovidajici sulfonamid
3(R, R) (2-nitrobenzensulfonylchloridy, 2,6-lutidin, DCMYspsdnost sulfonyléniho
kroku byla owfena reakci s Fmoc-OSu, ktery byl pouZit pro vizadi a detekci
vychozi aminokyselin2(R') pomoci UPLC-UV (po od&peni z polymerniho nas).
Tyto dva kroky popisuj&chéma 14

SOLCI _
NO g2
0 0 e i 0 087N h
L. )krNHFmoc - _ .
Pol” =0 piperidin PoI/L\O)k(NHZ PoI/L\O)k{NH NO,
R! DMF R 26-lutidin R
DCM
1(R") 2(R") 3(R",R?)

Schéma 1. Deprotekce a nasledna sulfonylace

Pouzité 2-nitrobenzensulfonylchloridy a vysledkginetlivych reakci shrnuje
Tabulka 2:

Tab. 2. Prehled pouzitych 2-NosClI.

Derivat | Pouzity 2-NosCl | Cistota?[%]

NO,
3(1,1) @Sozc' 94

NO,
SO,CI

3(1,2) 78

FsC

NO,
3(1,3) @(8020" 88
HCO
NO,
3(1,4) J@SO?C' 75
Cl

& procentualni surovéistota vyp@itana po odgpeni z polymerniho nas ze spektra

UPLC-UV porovnanim ploch pik
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3.1.3 Alkylace dusikového atomu

DalSim krokem bylaN-alkylace za Fukuyama-Mitsunobu podminek. Tentdkkro
byl zarazen diky moznosti dalSi substituce finalnich laigkzkousené podminky jsou
shrnuty v kapitole neugpnych pokus o finalni cyklizaci. Tento reaki krok popisuje
Schéma 15

Alkylace probihala kvantitativh pii pouziti primarnich alkohdl (Cistota
vypoactena z UPLC-MS spektra porovnanim plochipiiyla v rozmezi 80-95 %), ze
sekundérnich byl vyzkouSen cyklohexanol, reakcé& n&gprobihala kvantitativnani po
24 hodinach aip analyze tohoto kroku byl na UPLC-MS spektru stgdérna vychozi
latka. Neuspsna byla téz aplikace methylglykolatu, kterda neptak poZzadovany
produkt v dostat:é cistott. Prehled pouzitych alkoh6l a gipravenych deriviit
shrnujeTabulka 3.

Byla vyzkouSena i klasicka alkylace pomoci alkytftgnidi (konkrétrg byl
vyzkousen methyljodid a benzylbromid) v DMF Zétgmnosti DBU, ale lepsi vysledky
poskytovala alkylace pomoci alkoliot klasickou alkylaci pomoci alkylhalogeiid
bylo nékolikrat nutno opakovat za zvySené teploty, abykeceaprolghla kvantitativig.
Fukuyama-Mitsunobu alkylace probihala kvantitatiaa laboratorni teploty, navic je

pro tento zpsob alkylace #tSi vyker vychozich latek (alkoh@) nez u klasické alkylace

alkylhalogenidy.
O,N
OzN = - 2 = |_R2
TR NG
X 0 0,8
Q028 PPhs, DIAD, R®-OH L N
POI/L\O)k‘/NH b THE > PO|/ \O \Rs
R1 eZV. R1
3(R'.R?) 4R R2R®)

Schéma 1: N-alkylace pomoci Fukuyama-Mitsunobu procedury.
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Tab. 3: Prehled testovanych alkohioh gripravenych derivdi

' ' Cistota?®
Derivat Pouzity alkohol %]
0
4(1,1,1) @ o 93
4(1,1,2) " OH 81
4(1,1,3) N( 92
SUN0H
=z
a1 WOH 84
4(1,1,5) o OH 93
4(1,1,6) _OH 95
S OH
4(1,1,7) @J 83
OH
4(1,1,8) O/ 9
OH
4(1,1,9) ); 16
HaCO™ SO

& procentualni surovéistota vyp@itana po odgpeni z polymerniho nos ze spektra
UPLC-MS porovnanim ploch pik
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3.1.1 Redukce nitroskupiny

Pri pfipraw prvnich uspsSné pripravenych finalnich derivat byla pouZzita
redukce dithioritanem sodnym, s vyuzitim TBAHS jako fazovéhdenmsee?.
Nicmére bylo z NMR spekter finalnich deriviagjisttno, Zze se TBAHS z pryskige po
redukci nevymyva a Zisobuje kontaminaci produki po chromatografickéniisteni na
reverzni fazi. Pro odstrani TBAHS bylo vyzkouSeno promyvani prysice po
redukci DCM, DMF, MeOH, DCM/EO, DMSO, kombinace DCM/#D, MeOH/HO,
DCM/MeOH, DMSO s pidavkem piperidinu  ¢i kyseliny  octové.
Tetrabutylammoniovy kation byl vSak stale detekowdhmotnostnim spektru po
analyze redukce, finalni cyklizace &hem ¢isteni na semipreparativnim HPLC-MS a
jeho signaly byly stale detekovany i v NMR spekirdmalnich latek. Nasledujici
Obrazek 12 zobrazuje vyse NMR spektra jiz HPLCIiStEné latky, gicemz signaly

kontaminace tetrabutylammoniovou soli jsou vyamgy cervere.

0.40 JFT151014_F_PROTON_FT-1-1.JDF
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Obr. 12: Vyset NMR spektra s vyzri@nymi signaly kontaminace.

Byla tedy zvolena jina reddki metoda - pomoci SneCl 2 O v bazickém
prostedi DIEA v odplygném DMF. Samotna redukce fungovala iaglale objevily se
problémy @i nasledné cyklizaci u &kterych derival souvisejici pravépodobré
s piitomnosti soli cinu — konkrétrse jedna o derivaty(1,1,3)a5(1,1,4) Oba derivaty
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byly predtim UspsSne pripraveny, pokud byl pro redukci pouzit dithidian sodny.
DalSim nevyhnutelnym krokem po aplikaci redukce pontinatych soli je zbaveni se
jejich zbytku ged finalni purifikaci, aby nebyla zatizena prepart kolona
semipreparativniho HPLC. Toto bylo provedeno pon®RE (extrakce pevnou fazi) na
kolonce reverzni faze, procedura je ovsem zdlouhava

U derivati, na kterych byly vyzkouSeny &bredukéni metody, byla
zaznamenana minvyssi ¢istota (vyp@tena z UPLC-MS spektra porovnanim ploch
pikia) pri aplikaci chloridu cinatéhocistota 60-90 %) — ip aplikaci dithiongitanu
sodného byl&istota derivai v rozmezi 60-80 %.

Kviili problémim finalni cyklizace skterych derivai zredukovanych chloridem
cinatym bylo nicméh vyhodnoceno jako daglnejSi pouziti dithionéitanu sodného,
piicemz byla hledana alternativa pro odstrénkontaminace TBAHS zipravenych
derivati. Testovano bylo pouZziti flash chromatografie dkagelu. Jako rozpouidlo
byl zvolen ethylacetat, ktery se ukazal jako idealrprodukt v ethylacetatu proSel
kolonkou, gicemz tetrabutylammoniovailszistala nasorbovana a neeluovala spale
s produktem. Nakonec byla kolonka promyta methana@edrakce analyzovana pomoci
UPLC-MS - v hmotnostnim spektru byl patrny tetrgtarnmoniovy kation, zatimco
produkt nebyl v methanolové frakci detekovan, bwydyt kvantitative vymyt
ethylacetatem. Operace byla provedena na silikadmliekeni stikacka s fritou,
sloupec cca 1x2 cm) a zabrala pougkeotik minut.

DalSi alternativa byla nalezena a otestovana nwalech5(1,1,3) 5(1,1,4) a
5(5,1,1) Pryskyice po redukci dithiogitanem sodnym byla michanares noc
vDMSO @i 100°C, nasledh byla promyta 3x cistym DMSO. MnoZstvi
tetrabutylammoniové soli se rapinsnizilo a @i finalnim ¢iSténi  pomoci
semipreparativni HPLC byl kontaminant zcela odsimaiabulka 4 popisuje pehled
piipravenych derivdit véetrg pouzité reduéni metody (ob jsou popsany ve
Schématu 16.
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= | = |
TR? TR?
0 0,57 X metodaA 0 0,87 X
L. N. metoda B L. N.
Pol” "0 R3 Pol” o)K( R
R! R’
4(R" R2 R%) 5(R"R2R3)

metoda A: Ng5,04.2 HO, K.COs, TBAHS, HO/DCM
metoda B: SnGI2 H,O, DIEA, deoxygenovany DMF

Schéma 16 Popis reduénich metod.

Tab. 4: Prehled pouzitych redukich metod aifypravenych deriviit

Derivat | Redukéni metoda Cistota®
(%]
5(1,1,1) A 80
5(2,1,1) A, B 65; 60
5(3,1,1) A 85
54,1,1) A B 67; 91
5(5,1,1) A 62
5(6,1,1) A 77
5(7,1,1) A 78
5(8,1,1) A 52
5(9,1,1) A 85
5(1,2,1) A 90
5(1,3,1) A 75
5(1,4,1) A 77
5(1,1,2) A, B 60; 70
5(1,1,3) A B 55; 68
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5(1,1,4) A B 70; 63

5(1,1,5) A 72
5(1,1,6) A 81
5(1,1,7) A 30

& procentudlni surovéistota vyp@itana po odgpeni z polymerniho nos ze spektra
UPLC-MS porovnanim ploch pik

3.2 Neuspisné pokusy o finélni cyklizaci

Prvni pokusy o ziskani finalniho cyklického produklyly vesngs neldspsné —
produkt nevznikal #bec, nebo jako s@ast slozité sisi a nenslo smysl jej izolovat.
Schéma 17 popisuje neusgEné testovaci reakce. Jako modelova ¢doina pro

testovani cyklizace byI pouzit derival, 1 Fé‘).

1 1 NH
¥ 02 % MeOH, pTSA \eO R gz 2
PoI\L/ TFADCM _ HO reflox_ Me S
nebo O R Y4
RZ

CH,N,/Et,0
5(R" R?, R3) 5a(R1,R2,R3) 5b(R" R% R®)
cyklické cyklizace cyklizace
Stepeni v roztoku v roztoku

0, R3
S—N’
X
Rz_C[ %_m
N
H O

6(R" R2R%)

Schéma 17Neusgsné pokusy o finalni cyklizaci.
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3.2.1 Cyklické Stépeni

Prvni my3lenkou, jak zacyKlitipraveny linearni sulfonamis(1,1,R), bylo tzv.

cyklické Sepeni — vlivem vhodnych podminek by mohlo dojit Kkieofilni adici

aminoskupiny na benzenovém jadna karbonylovy uhlik¢gimz by vznikl finalni

produkt a samovolnse tak od&pil z pryskyice do reakniho roztoku. | pes mnoho

pokugi za fiznych podminek se nepdda timto zpisobem pipravit finalni produkt,

piipadré ne v dostatné ¢istote.

Pro prvni pokusy byl pouzit meziprodukt bez alky@oeho dusiku. Nasleén

byla pouzita pryskifce substituovanad na dusiku methylovou skupinow. WtSinu

pokugi byla pouZita pryskijce substituovand na dusiku benzylem. Byla poufitad

rozpoustdla a teploty. Bylo vyzkouSeno i z@&ani v mikrovinném reaktoru (M

raizné druhy katalyzy — kysel@{SA) i zasadita (TEA). #hled &chto pokué shrnuje

Tabulka 5.

Tab. 5. Neusgsné pokusy o cyklické &teni.

rs | Rozpoustdio Teplota Cas Dalsi Cistota®®
[°C] podminky [%0]
- DMSO 120 2 hod ND
Me DMSO 100 2 hod ND
- DMSO 100 10 min MW ND
- DMSO 150 5 min MW ND
2-methoxy _
- E{OH 150 5 min MW ND
- NMP 150 5 min MW ND
- NMP 200 10 min MW ND
- DMSO 150 5 min MW, TEA ND
- AcOH 100 1 hod ND
Bn DMSO 100 2 hod ND
Bn DMF 100 1 hod ND
Bn DMF 100 1 hod pTSA ND
Bn DMF 150 15 minf MWpTSA ND
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Bn DMSO 150 15 min  MWpTSA ND
Bn NMP 150 15 min MWpTSA ND
Bn DMF 150 2 hod| MWpTSA ND
Bn DMF 200 2 hod| MWpTSA 18
rozlozilo
Bn DMF 200 8 hod| MWpTSA
se
2-methoxy '
Bn 100 15 min MW ND
EtOH
2-methoxy '
Bn 200 15 min| MWpTSA ND
EtOH

& procentualni surovéistota vyp@itana ze spektra UPLC-MS porovnanim plochipik

b ND = nedetekovano

3.2.2 Cyklizace v roztoku

Po sérii neusgsnych pokus o cyklické S¢peni bylo pistoupeno na jinou
variantu — linearni sulfonamid byl nejprve agh&n z Wangovy pryskice pomoci 50%
TFA v DCM a finalni cyklizace byla testovana v mzi po odp#eni Sépiciho
koktejlu. Jako modelova sldenina opt poslouzil derivat5(1,1,R). Nejprve byla
vyzkouSena tiznd rozpougdla, mzné teploty (az do 200°C)izné reakni casy,
mikrovinny ohlfev, kyseld i bazicka katalyza. Prvni &Spa testovaci reakce byla
provedena za podminek mikrovinnéhdeh na 200°C po 2 hodiny, jako rozpaiafb
byl pouzit DMF a pro katalyzpTSA. Produkt vznikal kvantitativ) nicmér nasleds
se nepoddo reakci provéest i v preparativnim mnoZstvi atprdyla optimalizace
vedena dal.

DalSi varianta, jak zlepSit reaktivitu uhlikovéhorau, byla tvorba methylesteru
(jak esterifikaci s methanolem, tak pouzitim diaetihanu) po od8peni z polymeru a
odpaeni TFA/DCM. Ol esterifik&ni metody byly usgsné aplikovany. Opt se reakce
poddilo provést pouze v analytickém mnoZzstvi (byl pouieziprodukt odgpeny z 20
mg pryskyice), zatimco v preparativhim mnozstvi (200 mg kyyise) byla surova

¢istota poZadovaného produktu velmi nizka.
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Jako dalSi saldné varianta se jevilo pouziti meziprodula(1,1,1) s volnou
karboxylovou skupinou (viz Schéma 1Y a piprava amidu pomoci
diisopropylkarbodiimidu. FestozZe tento Zjsob byl v literatie u analogickych derivét
popsan, v nasem fipact vedla reakce pouze k bohaté ésinlatek a produkt byl

detekovan ve velmi malém obsahu.

Cyklizaci v roztoku se nakonec pdda optimalizovat pouZzitim thionylchloridu
— viz nésledujici kapitola.

Neus@Sné pokusy o cyklizaci vroztoku shrnujeabulka 6 (intermediat
5a(1,1,1) aTabulka 7 (intermediattb(1,1,1).

Tab. 6: NeUsgsSné pokusy vychazejici z intermediétafl,1,1).

RS | Rozpousedio Teplota Cas Dalsi Cistota®*
[°C] podminky [%]
- MeOH 70 2 hod ND
- DMF rt 1 hod DIEA, DIC ND
- DMSO 120 1 hod ND
- AcOH 100 1 hod ND
Bn DMSO 100 15 min MW ND
Bn DMSO 100 15 min MW, AcOH ND
Bn DMSO 100 15 min MWpTSA ND
Bn DMSO 150 15 min MW ND
Bn DMSO 150 15 min MW, AcOH ND
Bn DMSO 150 15 min MWpTSA 30
Bn DMF 150 15 min MWpTSA 18
Bn NMP 150 15 min MWpTSA 23
Bn DMF 150 2 hod MWpTSA ND
Bn DMSO 200 2 hod MWHTSA 32
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Bn DMF 200 2 hod MWpTSA 70
Bn DMF 150 2 hod DIEA <1
Bn DMF 150 4 hod DIEA <1
Bn DMSO 150 4 hod DIEA ND
Bn DMF 150 15 min MW, DIEA 8
Bn DMSO 150 15 min MW, DIEA 2
Bn DMF 200 15 min MW, DIEA 24
Bn DMSO 200 15 min MW, DIEA 4
Bn DMF 200 1 hod MW, DIEA 36
Bn NMP 200 15 min MW, DIEA 20
Bn DMF 200 3 hod MW, DIEA 12

aprocentudlni surovéistota vyp@itana ze spektra UPLC-MS porovnanim plochipik

b ND = nedetekovano

Tab. 7: NeusgSné pokusy vychazejici z intermediaty(1,1,1).

5 Teplota } . ] Cistota®*
R® | Rozpoustdlo Cas DalSi podminky
[°C] [%]
2-methoxy
Bn 100 1 hod MW ND
EtOH
2-methoxy _
Bn 200 15 min MW pTSA ND
EtOH
diethylenglykol
Bn _ 150 1 hod MWpTSA 34
diethylether
Bn DMF 100 1 hod MWpTSA ND
Bn DMF rt 16 hodin| DIC, DMAP, DIEA 10

& procentudlni surovéstota vypd@itana ze spektra UPLC-MS porovnanim plochipik

b ND = nedetekovano
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3.2.1 Jiné ukotveni aminokyseliny

Do série neusgnych pokus paftila i snaha o zvySeni reaktivity esterove
skupiny s pomoci jiného ukotveni na Wangovu pryisky Zamérem bylo gipravit
esterové derivaty s vysSi elektronovou deficiereckarbonylovém uhliku, které by tak
mohly snaze podléhat aminolyze. Prvniiggb speéival v pouZziti jodoctové kyseliny,
druhy v pouziti ethanolaminu S¢héma 18 Ani tato varianta vSak nevedla
k uspokojivym vysledikm pri cyklizaci gisluSnych intermediét 5(1,1,1) (v tomto
piipadt opit pomoci cyklického gpeni). Vzhledem k tomu, Ze se v mewe podalo
vyvinout cyklizatni metodu pomoci thionylchloridu, bylo od dalSiio@lizace tohoto
piistupu upusno.

(0} O Bn

N |
Pols Oy — PoI\L/Oj(\o)H/NHz - POI\L/OT(\O)K(N\S/Q
0 o) 0 O2  NH,

POI\L/OH

Wanguv linker

A

H H 0 H 0] ‘Bn
Pol< _O._N._~ — pol _O__N NH, —, Pol\ O N~ N
N OH Sy o 2 o=t 70( ° 3
0

0 2 NH,

Schéma 1: Jiné zfsoby ukotveni aminokyseliny na Wanglinker.

NeuUsgsné testovaci reakce provedené na piyskys acetatovym linkerem

shrnujeTabulka 8, na pryskyici s ethanolaminovym linkerefabulka 9.

Tab. 8 : NelUsgsné pokusy na pryskigi s acetatovym linkerem.

Teplota . Dalsi ..
Rozpoustdlo Cas ) Cistota®
[°C] podminky
DMSO 80 2 hod ND
DMSO 80 [fes noc ND
DMF 150 2 hod ND
DMF 150 6 hod ND
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DMF 100 15 min MW ND
DMSO 100 15 min MW ND
DMF 200 15 min MW <1
DMSO 200 15 min MW <1
2-methoxy _
100 15 min MW ND
EtOH
2-methoxy . MW,
200 15 min ND
EtOH pTSA

& procentudlni surovéistota vyp@itana ze spektra UPLC-MS porovnanim plochipik
ND = nedetekovano

Tab. 9: NeusgsSné pokusy na pryskigi s ethanolaminovym linkerem.

Teplota . Dalsi ..
Rozpoustdlo Cas . Cistota®
[°C] podminky
DMSO 100 2 hod ND
DMF 100 2 hod ND
DMF 100 15 min MW ND
DMSO 100 15 min MW ND
DMF 200 15 min MW ND
DMSO 200 15 min MW ND
2-methoxy _
100 15 min MW ND
EtOH
2-methoxy . MW,
200 15 min ND
EtOH PTSA

& procentudlni surovéstota vypd@itana ze spektra UPLC-MS porovnanim plochipik
ND = nedetekovano
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3.3 Optimalizovana finalni cyklizace

Uspich se dostavil i) pouziti thionylchloridu —in situ vznikly acylchlorid
samovolri cyklizoval za tvorby finalniho produktu. Linearailfonamid byl nejprve
odS€pen z pryskiice a po odp@ni SEpiciho koktejlu k gmu byl @idan gisty
thionylchlorid, gicemzZ produkt vznikal dostates ¢isty i v preparativnim mnoZstvi
(80 %). Ri pouziti 20%-niho thionylchloridu v chloroformu s& stejné teploty a
realkéni doby podélo cistotu jeSE zvysSit.

Po uspsné cyklizaci v roztoku za pouziti thionylchloridylo testovano i fimé
pouziti thionylchloridu na pryskici 4(R:L,R%,R®) nicméré cistota odpovidajiciho
produktu byla dle spektra UPLC-MS vyr&zmzsi (27 %).

Thionylchlorid s chloroformem byly po ukoéeni reakce odpgany dusikem,
odparek obsahujici produkt rozpirst v acetonitrilu  a f&CiSttn  pomoci
semipreparativniho HPLC-MS. Aditivni flash chrongrafie na silikagelu pro
odstrarni tetrabutylamoniovych soli byla iz@ena bdto pied, nebo pocisteni

produktu na semipreparativnim HPLC.

Reakce jsou popsany &&hématu 19

HoN H,N H2N
E e Sh
A X NN
Pol” 0 “R3 ~ Ho NRS e | C “R3
1 1
R R’ 20% SOCl, R
5(R",R%R%) 5a(R"R2R%)  VCHCl,
0, R3
S~N’
J— \
R21 /\z—w
%
N
H O
6(R",R2R?)

Schéma 1: Uspsdna cykliz&ni metoda.
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3.3.1 Aplikovatelnost cykliza¢ni metody pomoci thionylchloridu
Cyklizagni metoda byla vyvinuta na derivé(l,1,1) ktery byl gipraven reakci
v ¢istém thionylchloridu. Po optimalizaci metody a piu 20% thionylchloridu
v chloroformu byla metoda aplikovana na sétipmvenych intermediat5(R!,R2,R).
Vzhledem k reaktivit thionylchloridu projevila tato metoda dle¢ekavani wita
syntetickd omezeni, kterd jsou shrnuta v nasledpgidkapitole.

3.3.1.1 Omezeni aplikovatelnosti metody

Derivéty 6(9,1,1) a 6(7,1,1) se hem cyklizace rozlozily, problematicka byla
pravdépodobré pritomnost hydroxylové skupiny v postranniiettzci vychozich
aminokyselin. Deriva6(1,1,7) nevznikal v dostateé surove&istoi (pouze 20 %). U
derivati 6(6,1,1) a 6(8,1,1) reakci vznikaly produkty neobjasmé struktury, nalezené
hmotnosti ve spektru UPLC-MS popisdjabulka 10.

Tab. 10: Produkty neobjasmé struktury.

Derivat O¢ekavana hmotnost| Nalezena hmotnost | Cistota?
eriva

MS [M-H] - MS [M-H] - [%]
6(6,1,1) 372 500 40
6(8,1,1) 431 462; 445 27;12

& procentualni surovaistota vypditand ze spektra UPLC-MS porovnanim ploch
integrovanych pik

Problémy s cyklizaci dale nastaly u deriv&i(1,1,3) a 6(1,1,4) pokud byly
zredukované chloridem cinatym (zréfo jiZ v pasazi popisujici testované rethk
metody). Derivat6(1,1,3) nezreagoval kvantitati¢gnani po 2 hodinach (dvojnasobné
realkéni doba). Derivat6(1,1,4) se khem cyklizace rozlozil. K&ova zde byla

pravdEpodobri piitomnost zbytkovych soli cinu ovhivjicich pibéh cyklizace.

3.3.1.2 Moznost zavedeni substituentu Ru derivatu 6(3,1,1)

Pri pripraw derivatu6(3,1,1)bylo vyuzito moznosti dalSi reakce na karboxylové
skupire postranniho fetzce kyseliny glutamové k tvokb modelovych derividit
6(3a,1,1) 6(3b,1,1) a 6(3c,1,1) — viz Schéma 20 (postup je podroli popsan

v Experimentalniasti). Ri reakci s thionylchloridem se i na této karboxyaskupirg
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vytvoril acylchlorid, ze kterého byly poté jednodud®paveny zmigné derivaty reakci
s methanolem za tvorby methylesteru (der(@a,1,1) ¢i reakci s pislusnym aminem
za tvorby amidu (derivatg(3b,1,1)— s propylaminem €&(3c,1,1)— s morfolinem) — viz
Tabulka 11.

o i 20% SOCI, 0,8, o /—Q
N. v CHCls Q. N N
HO S0, ————— B 0O
©/NH2 cl

N % o
HO™ o N 0
5(3,1,1) L _ 6(3,1,1)
=)
postup A S-N
L g
postup B N
H O R*

6(3a/b/c,1,1)
postup A: MeOH, 30 min stani
postup B: CHG, Ri-NH-R2, 30 min michani za rt

Schéma 20Fxiprava dalSich derivatodvozenych od(3,1,1)

Tab. 11: Derivaty odvozené o€(3,1,1)

, Cistota?

Derivat R4

(%)
6(3a,1,1)| p,cOF 73

H
6(3b,1,1) /\/N-g- 68
6(3c,1,1)| O  N%- 70
(Bc11)| O N

& procentualnisurovac istota derivatu vypgitana ze spektra UPLC-MS porovnanim

ploch piki
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3.4 Pripravené derivaty

VSechny pipravené derivaty byly poiglisteni na semipreparativnim HPLC-
MS zlyofilizovany a poté charakterizovany pomoci RMU tSiny derivali muselo
byt zaazeno aditivni¢iSteni na silikagelu pro odstrani tetrabutylamoniovych soli.
Nutnost dvojihoc¢isténi se projevila na nizSich Wicich rekterych latek. Rehled
piipravenych derivdit véetng surovécistoty (ugeno ze spektra UPLC-MS) a w¥yku
(urceno z NMR spektra porovnanim se standardem - 1yk2thmino tereftalat)
shrnujeTabulka 12.

Tab. 12 Prehled pipravenych deriviit

| cistota
surova
_ _ po vytézek
Derivat R1 R? R3 listota |
cisténi | (%)°
(%)
(%)°
6(1,1,) $-CH, H /E\© 80 99 35
CH;
6(1,1,2 -$-CHj H 4/ 60 95 52
IIEt
6(1,1,3) -$-CHj H NN 60 99 12
N
6(1,1,4) |  -$CHg H LA x 70 90 8
3
6(1,1,5) -§-CHj H No Y 70 99 25
6(1,1,6) -$-CHj H -$-CHj 71 96 20
/‘Z /'%4
6(2,1,1) H 70 99 21
6(3a,1,1)| x~COOMe | ’2\© 73 99 20
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6(3b,1,1) | 3~ CONHPr | 4 ’2\© 60 08 20

X
6(3c,1,1) Mn@) H \© 80 99 18
6(4,1,1) f‘} H f‘} 74 97 16

N
66,11 | ¢ | - H ’2\© 68 95 10

6(121) |  -4CHs 7-CK /E\© 75 99 26

6(1,3,1) -$-CHj 7-MeO ’2\© 40 90 8

6(14,1) | 4CH, 7-Cl ’2\© 70 92 41

aprocentudlni surovéistota vyp@itana ze spektra UPLC-MS porovnanim plochipik
b procentuéinicistota po vyisténi na semipreprarativnim HPLC-MS vyitana ze
spektra UPLC-MS porovnanim ploch ik

¢ vytéZzek reakce vypitany z NMR spektra porovnanim se standardem (hyhet

amino tereftalat)

4 pik odpovidajici tritylovému radikalu nebyl doegtace zahrnut

3.4.1 Optické cistota

Vzhledem k tomu, Ze je ve vSecliigpavenych derivatechiftomno chirdini
centrum poskytujici latkam optickou aktivitu, byltestovano, zda se vychozi
konfigurace (byly pouzity L-aminokyseliny) vide¢hu pipravy finalnich latek nesmi.
V literature byly jiz popsany fipady, kdy se konfigurace chiralniho uhliku lateld’b
neznenila?’, nebo doslo k Gplrféci castené® racemizaci.

Jako standard byla pouzita struktura deriv@{l,1,1) od kterého byla
pripravena racemicka sim (byla pouzita sis D- a L-Fmoc-Ala-OH v postu 1:1).
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Na této latce byla vyvinuta metoda chiralni separ&tera byla poté aplikovana
na vSechny fipravené derivaty. Bylo zji§ho, Ze chiralni centrum deriva®(1,1,1)
zustava ned@eno a jeho konfigurace s€élem reakni sekvence nez&ni. Na druhou
stranu, analyza ostatnich derivadlanou metodou odhalildast&nou nebo Upinou
racemizaci. K racemizacii-aminokyselin typicky dochézifp acylainich reakcich,
v pripadt syntézy na pevné fazi tedpsto hem imobilizace na Wangovu prysigr.

Z dosazenych dat je vSakepné, Ze slokeniny @ipravené ze stejné Sarze pryskg
1(1) se lisi vyslednou optickatistotou (nap. derivaty6(1,1,1)a6(1,1,2)apod.). Ke
zmeéné konfigurace tedy v tomtoffpact nedochazi éhem imobilizace aminokyseliny
na Wangovu pryskici, nybrz @i finalni cyklizaci za tvorby sedrlienného cyklu.
Zjistené vysledky shrnuj@&abulka 13.

Tab. 13: ZjiSténa optick&istota fipravenych derivdi

Derivat Pomér enantiomeri?@
[%0]
6(1,1.1) 99:1
6(1,1.2) 50:50
6(1,1,3) =
6(1,14) 57:43
6(1,1,5) 99:1
6(1,1,6) 69:31
6(2,1,1) 80:20
6(3a,1,1) 99:1
6(3b,1,1) 050
6(3c,1,1) 93:7
6(4.1.1) 99:1
6(5.1,1) 64:36
6(1,2,1) 83:17
6(1,3.1) 93:7
6(1.4.1) 50:50

NT = netestovano
2 opticka cistota zjiStna porovnanim integrovanych fikze spektra HPLC-UV

s vyuzitim chiralni separacéipravenych derivdi

50



3.4.2 Testovani biologickeé aktivity

VSechny pipravené derivaty byly testovany na antimikrobiahidtivitu vici
bakterialnim kmefim B. subtilisaM. luteuss negativnim vysledkem. Vybrané derivaty
(6(1,1,1) 6(2,1,2) 6(1,1,4) 6(2,1,1) 6(3a,1,1) 6(4,1,1) 6(1,4,1) byly testovany na
cytotoxickou aktivitu na buggnych liniich CEM a K562-Tax, @b s negativnim

vysledkem.
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YRV 4

4 Experimentalni ¢ast

Pro syntézu intermedi@tpro finalni cyklizaci byly pouzity plastovéigtacky
opatené fritou z polypropylenu zaji§jici prostupnost molekul rozpoddta a
reakenich roztok, nikoli pryskyice s navazanymi latkami. K promyvanirapgani byly
pouzity laboratorniiepaky. Pro zakev na 50°C Ehem finalni cyklizace byly uzity
sklerené vialky umisiné v topném hnizdDrySyn®. Ri pouziti mikrovinného ofevu
byly pouzity specialni skleémé vialky opatné septem. Michani bylo vzdy zajisb
pomoci magnetického michadla.

Chemikalie a rozpou&tla byly zakoupeny od firmy Aldrich (Milwaukee, IL,
www.sigmaaldrich.com), Wangova prysice a imobilizované aminokyseliny od firmy

AAPPTec (Louisville, KY, www.aapptec.com).

4.1 Pristroje a metody
Acquity UPLC-MS (Waters)
* hmotnostni spektrometr s jednoduchym kvadrupolétDA detektorem
* mobilni faze: 0,1% octan amonny v® acetonitril, linearni gradient z 20% na
80% acetonitrilu po dobu 2,5 minut, poté ekvililrdmlony 20% acetonitrilem
po dobu 1 minuty
e pratok 0,6 ml/min
e X Select kolona (HSS T3; 2,5 mikrdn
» dalSi parametry: odpavaci teplota 400°C, kapilarni teplota 200°C

Lyofilizator SCANVAC
» odstrargni zbytkovych rozpous&tiel (acetonitril, voda, DMSO) ze vzdark

Semipreparativni HPLC-MS (Waters)

» reverzni kolona C18 (19x100 mg@gstice 5 mikrof)
* mobilni fze: 10 mM bezvody octan amonny, acetibnitr

e pratok 15 ml/min

Mikrovinny reaktor CEM

» Discover Benchmate (CEM Microwave Technology Ltd.)
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NMR JEOL — 500 MHz
* meieni spekter s DMSO (23°C)

* chemicky posun v ppm, interéki konstanty v Hz

HRMS (Thermo)

» Orbitrap Elite high-resolution hmotnostni spektréme
* kladny full scan mode (120 000 FWMH) v rozsahu Z0B-m/z

4.2 Stépeni vzorku z pryskyfice a naslednéa analyza

Pro ziskani informace o strukéulatky navazané na prysigi je nutno odebrat
malé mnozstvi prysKice a latku z ni od&pit a podrobit analyze. Pro kvantifikace bylo
odebrano 2x 10 mg pryskge, pro &zné analyzy po jednotlivych re&kich krocich 5-
10 mg pryskiyice. K pryskyici byl ptidan 1 ml 50% TFA v DCM a sés byla tepana
30 min naitepaice. Stpeni intermediatu k cyklizaci z pryskge trvalo 1 hodinu. Poté
byl S&pici koktejl odfoukan dusikem. Pr@&4mé analyzy byl k odparkutridan 1 ml
smeési MeCN/voda. Roztok byl poté&gfiltrovan do vialky a analyzovan pomoci UPLC-
MS.

Kvantifikace — vypocet loadingu

Pro kvantifikaci byla pouzita metoda &&iho standardu. K 2x10 mg dusikem
vysusené pryskice byl gidan Sepici koktejl. Po &fpeni a odpigeni SEpiciho koktejlu
byl k odparku pidan 1 ml smisi MeCN/HO (fecéni 1:1 bylo poté zahrnuto do vyta
loadingu — vysledna hodnota je zdvojnasobena). §eadard byl pouzit roztok Fmoc-
B-Ala o koncentraci 1,6752 mol/dnmPo znéteni standardu byla provedena integrace
piku @i 300 nm a hodnota byla pouzita pro vypb loadingu. Plochy ptk obou
zmeienych vzork ziskané integraciip300 nm byly zpimérovany a dosazeny do

Vypoctu.

S, c n
n vZ stand [ VZ 2
vz S M
stand stand mprysk

nv; = latkové mnozstvi vzorku [mol]; &= plocha piku vzorku; sand = plocha piku
standardu; #nd = hmotnostni koncentrace standardu [mg/ml]saM = molarni
hmotnost standardu [g/mol]; L = loading pryskg [mmol/g]; myysk = navazka pro

vzorek pryskyice [mg]
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4.3 Syntéza intermediatu pro cyklizaci

4.3.1 Imobilizace aminokyseliny

Do polypropylenové sikacky opatené fritou byla navazena Wangova

pryskyice (400 mg, 0,91 mmol/g). Pryskge byla nasledh promyta 3x DCM.
Vychozi Fmocea-aminokyselina (0,72 mmol) byla rozpésa v DMF (4 ml), nasledn

byly piidany HOBt (0,72 mmol, 110 mg), DMAP (0,18 mmol, 28), DCM (4 ml) a

DIC (0,72 mmol, 115 pul). Tento roztok byitigan k pryskyici a sn&s byla tepana ges
noc natepace. Pryskyice 1(RY) byla promyta vzdy 3x DMF, DCM, MeOH a nasl&dn

byla vysuSena pomoci dusiku. Poté byla provedematkikace — vypdet loadingu.

Prehled pipravenych derivdit véetng loadingu a vy#zku imobilizace popisuje

Tabulka 14.

Tab. 14: Prehled pouzitych aminokyselin @ipravenych derivdi

Derivat | Pouzita aminokyselina| Loading Vytézelkd | MS [M-H]-
1(2) Fmoc-Ala-OH 0,52 57 310
1(2) Fmoc-Phe-OH 0,52 57 386
1(3) Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,40 44 368
1(4) Fmoc-Pro-OH 0,49 54 337
1(5) Fmoc-His(Trt)-OH 0,51 56 377
1(6) Fmoc-Lys(Boc)-OH 0,26 29 369
1(7) Fmoc-Tyr(tBu)-OH 0,48 53 403
1(8) Fmoc-Trp(Boc)-OH 0,20 22 426
1(9) Fmoc-Ser(tBu)-OH 0,46 51 327

& procentudlini vyzek ziskany porovnanim loadingu s hodnotou nabénhydvy

pryskytice (0,91 mmol/g)
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4.3.2 Deprotekce Fmoc
K pryskyrici 1(RY) byl pridan roztok 50% piperidinu v DMF (4 ml), po 10
minutach tepani byla pryskyce promyta 3x DMF a 3x DCM. Tento krok vede ke
tvorbe latky 2(RY).
4.3.3 Sulfonylace pomoci 2-nitrobenzensulfonylchlorid
K pryskyrici 2(RY) (400 mg) byl pidan reakni roztok obsahujici tzné
substituovany 2-NosCl (1,2 mmol), DCM (4 ml) a {@din (1,32 mmol, 150 pl).
Reakni snes byla fepana jfes noc a poté byla pryskye 3(R',R?) promyta 5x DCM.
Nasledr® byla provedena analyza kvantitativnosti tohotok&aého kroku. Ke
vzorku pryskyice (10 mg) byl fidan roztok Fmoc-OSu (165 mg) v DCM (1 ml). Po 30
minutach tepani byla pryskyce promyta 5x DCM a nasled$tpena 1 ml 50% TFA
v DCM pro analyzu UPLC-MS.iehled gipravenych derivdit je shrnut vlabulce 15

Tab. 15: Prehled pouzitych 2-nitrobenzensulfonylchlarid gipravenych derivi

Derivat | Cistota [%]2 | MS [M-H] -
3(1,1) 94 273
3(2,1) 90 350
3(3,1) 73 331
3(4,1) 70 299
3(5,1) 70° 340
3(6,1) 70 330
3(7,1) 75 365
3(8,1) 50 388
3(9,1) 73 290
3(1,2) 78 341
3(1,3) 88 303
3(1,4) 75 307

& procentualni surovéistota vypd@itana po odgpeni z polymerniho nas ze spektra
UPLC-MS porovnanim ploch pik

b nik odpovidajici tritylovému radikalu nebyl doégtace zahrnut
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4.3.4 Alkylace pomoci Fukuyama-Mitsunobu procedury
K pryskytici 3(R',R?) (400 mg) v jedné #kacce promyté 3x bezvodym THF byl

pridan roztok PPH(1,5 mmol, 400mg) affslusného alkoholu (1,2 mmol) v bezvodém

THF (4 ml). K této gfikacce byla spojkou ipojena druha gikacka obsahujici roztok
DIAD (1,5 mmol, 290 pl) v bezvodém THF (2 ml). Spog¢ stikacky byly vlozeny do

mrazaku na 15 minut, po vytaZeniézma pokojovou teplotu byly roztoky spojeny ve

stiikacce obsahujici pryskici a vysledna s@s byla tepana pes noc. Poté byla

pryskyrice 4(R!,R%,R®) promyta 3x THF a 3x DCM. Nasledbyla provedena analyza
reakce. Prolinovy deriva8(4,1,1) nebyl alkylovan — jako jediny derivat obsahuje
sekundéarni aminoskupinuréhled alkylovanych derivatpopisujeTabulka 16.

Tab. 16: Prehled pouzitych alkohola gipravenych derivit

Derivat | Cistota [%] 2 | MS [M-H] -
4(1,1,1) 93 363
4(2,1,1) 76 439
4(3,1,1) 91 421
4(5,1,1) 520 429
4(6,1,1) 85 420
4(7,1,1) 70 455
4(8,1,1) 70 478
4(9,1,1) 82 379
4(1,2,1) 8 431
4(1,3,1) 96 393
4(1,4,1) 83 397
4(1,1,2) 81 301
4(1,1,3) 92 372
4(1,1,4) 84 392
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4(1,1,5) 93 331

4(1,1,6) 95 287

4(1,1,7) 83 383

& procentualni surovéistota vyp@itana po od#peni z polymerniho nas ze spektra
UPLC-MS porovnanim ploch pik

b pik odpovidajici tritylovému radikéalu nebyl doégtrace zahrnut

4.3.5 Redukce nitro skupiny
Pro redukci nitroskupiny byly vyzkouSeny &@vedukéni metody — redukce

dithionicitanem sodnym a redukce chloridem cinatym.

4.3.5.1 Redukce dithioni¢itanem sodnym

K pryskyrici 4(R!,R%,R®) (400 mg) byl pidan roztok obsahujici N&O4.2HO
(4 mmol, 840 mg), KCOs (1,4 mmol, 776 mg) a TBAHS (0,4 mmol, 136 mg) v&si
vody (8 ml) a DCM (8 ml). Sis byla tepana pes noc. Poté byla pryskge
5(R:,R2,R®) promyta 3x DCM/HO, 3x DMF, 3x MeOH a 3x DCM a zanalyzovana.
Prehled derival popisujeTabulka 17.
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Tab. 17: Prehled derival pripravenych redukci dithiotitanem sodnym.

Derivat | Cistota [%] 2 | MS [M-H] -
5(1,1,1) 45 333
5(2,1,1) 50 409
5(3,1,1) 60 391
5(4,1,1) 67 269
5(5,1,1) 62° 399
5(6,1,1) 77 390
5(7,1,1) 78 425
5(8,1,1) 52 448
5(9,1,1) 85 349
5(1,2,1) 45 401
5(1,3,1) 75 363
5(1,4,1) 50 367
5(1,1,2) 60 271
5(1,1,3) 55 342
5(1,1,4) 70 362
5(1,1,5) 72 301
5(1,1,6) 81 257
5(1,1,7) 30 353

& procentudlni surovdistota vyp@itana po odgpeni z polymerniho nos ze spektra
UPLC-MS porovnanim ploch pik
b pik odpovidajici tritylovému radikéalu nebyl doégtrace zahrnut
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4.3.5.2 Redukce chloridem cinatym

K pryskyici 4(R:,R2,R®) (400 mg) promyté odplymym DMF byl gidan roztok
SnCh.2H0 (4,8 mmol, 1080 mg) a DIEA (9,7 mmol, 1680 pubhdplyntném DMF (6
ml) a reakni snés byla tepana pes noc. Poté byla pryskge 5(R*,R?,R®) promyta 10x
DMF a 3x DCM a nasledinzanalyzovana pomoci UPLC-MSidRled derivat popisuje
Tabulka 18.

Tab. 18: Prehled derival pripravenych redukci Snel

Derivat Cistota? [%)] MS [M-H] -
5(2,1,1) 60 409
5(4,1,1) 91 269
5(1,1,2) 70 271
5(1,1,3) 68 342
5(1,1,4) 63 362

& procentudlni surovéistota vypd@itana po odgpeni z polymerniho nos ze spektra
UPLC-MS porovnanim ploch pik

4.4 Finalni cyklizace s SOC}

Zredukovany intermedid&(R',R2,R®) byl odstpen z pryskiice pisobenim 50%
TFA v DCM (3 ml) po 1 hodinu. Poté byl roztok zdilsacky prenesen do skl€éné
vialky, pryskyice byla promyta dalsim 1 ml 50% TFA v DCM a teptdil byl gridan
do téze skletné vialky. Sépici koktejl byl odpgen pomoci dusiku. K odparku byl
piidan 20% roztok thionylchloridu v chloroformu (730 SOCh v 3 ml CHC}) a
reakni smés byla zakivana v kovovém bloku DrySyn®kip50°C po dobu 1 hodiny.

Reakni roztok byl poté odgan pomoci dusiku za vzniku olejovitého odparku.
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4.4.1 Semipreparativni HPLC-MS a priprava vzorku pro NMR

Vzorek kéisteni byl pripraven nésledujicim #Zigobem: K odparku rozpu$tému
v 1l ml MeCN bylo pidano par kapek vody do vzniku opalescence. Pmdiltp'es
diskovy mikrofiltr do plastové vialky bylo kroztok pidano jest par kapek
acetonitrilu,cimz byl vzorek vyeren a gipraven k purifikaci.

Po vyisteni na semipreparativnim HPLC-MS byly frakce obsatiuprodukt
spojeny. Acetonitril byl ze vzorku odfen pomoci roténi vakuové odparky a poté byla
odstragna vodna slozka (acetatovy pufr) pomoci lyofilizatoVzorek byl nasledn
rozpusén v deuterovaném DMSO (DMS@; 600 pl) a penesen do NMR kyvety.

4.4.2 Zavedeni substituentu R na derivat 6(3,1,1)

Derivat 6(3a,1,1) byl pfipraven tak, Ze byl odparek po odeai 20%
thionylchloridu v chloroformu ponechan stat 30 ntirumethanolu. Derivatg(3b,1,1)
a 6(3c,1,1) byly piipraveny rozpushim odparku po cyklizaci v 800 pl CHCh
naslednym fidavkem 200 pl fsslusného aminu (pro derivab propylamin, pro derivat
3c morfolin). Poté byla provedena kontrola bazigtymoci pH papirku pro @veni,
zda nebyl fidany amin spdebovan zbytkovym thionylchloridem. Reak roztok byl
poté 30 minut michantplaboratorni teplat a poté odp@n pomoci dusiku. Odparek

byl rozpusén v 1 ml acetonitrilu a zanalyzovan pomoci UPLC-MS.

4.4.3 Odstranéni tetrabutylammoniové soli

4.4.3.1 Flash chromatografie

Produkty zredukované dithiafiianovou metodou byly kontaminovany
zbytkovou tetrabutylammoniovou soli, ktera musetiazoprodukii odstragna.
Produkt byl tedy rozpud& v 1 ml ethylacetatu aigisten pres kratkou kolonku
(plastova dikacka s fritou) obsahujici silikagelovy sloupec (1x8)coddleny z obou
stran fritou. Silikagel byl nejprve aktivovan etagetatem (3x promyti), poté byl
nanesen vzorek. Po absorpci vzorku byl sloupekagiélu promyt ethylacetatem a
jednotlivé frakce byly spojeny a odigay pomoci roténi vakuové odparky, zbytkové
rozpoustdlo bylo odstra#no pomoci lyofilizatoru.
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4.4.4 Odstranéni cinatych soli

V pripac, Ze byla latka redukovana chloridem cinatym, jenowdadit pred
finalni ¢iSteni na semipreparativnim HPLC-MS$equkisténi latky pres silikagel C18, aby
se odstranily zbytkové cinaté soli, které byézavaly systém semipreparativniho
HPLC-MS.

Odstrarni cinatych soli se provadirgs kratkou kolonu, kterourg@dstavuje
injekéni stikacka o objemu 20 ml napina C18 silikagelem z obou stran ¢kohym
polypropylenovou fritou. Nejprve je silikagel akbwvan acetonitrilem (10 ml) a
acetatovym pufrem (10 mM roztok octanu amonnéheod, 5 ml). Poté je nanesen
vzorek rozpudny v DMSO (1 ml) a n@dny acetatovym pufrem (9 ml). Po absorpci
vzorku na silikagel je vzorek selektinvymyvan gidavky acetonitrilu (5 ml),
jednotlivé frakce jsou jimany zvids nasledé zanalyzovany. Cinaté soligtavaji

vysrazené na vrchni féit
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4.5 Analyticka data
2-Benzyl-3-methyl-2,3-dihydrobenzadf[1,2,5]thiadiazepin-4(54)-on 1,1-dioxid

6(1,1,1)
0O,
L =
N
H O
Vytézek 13 mg (35 %). ESI-M8/z= 315 [M-HJ. *H NMR (500MHz ,DMSO-4d)
d (ppm) = 10.49 - 10.45 (br.s, 1 H), 7.77 (de&; 1.4, 7.7 Hz, 1 H), 7.59 (m, 1 H), 7.35 -
7.21 (m, 7 H), 4.48 (g1 = 6.9 Hz, 1 H), 4.30 - 4.17 (m, 2 H), 1.25 Jds 6.9 Hz, 3 H).
13C NMR (126MHz ,DMSO-¢) § (ppm) = 172.1, 137.0, 134.9, 133.8, 129.3, 128.4,
127.7, 127.6, 127.5, 123.2, 121.6, 57.6, 50.9,.18RMS (ESI-TOF)m/z vypaiteno
pro GieH1eN203S [M-H]” 315.0798, nalezeno 315.0789.

2-Ethyl-3-methyl-2,3-dihydrobenzof][1,2,5]thiadiazepin-4(8H)-on 1,1-dioxid
6(1,1,2)

0

siN/\

: N%

H O
Vytezek 24 mg (52 %), ESI-MBVz= 253 [M-HJ. 'H NMR (500MHz ,DMSO-d
5 (ppm) = 10.41 (s, 1 H), 7.73 (ddi= 1.4, 7.7 Hz, 1 H), 7.58 - 7.54 (m, 1 H), 7.2@,(d
J=1.1, 8.0 Hz, 1 H), 7.24 - 7.19 (m, 1 H), 4.451& 6.9 Hz, 1 H), 3.16 - 3.08 (m, 1
H), 3.07 - 2.99 (m, 1 H), 1.44 (d,= 6.9 Hz, 3 H), 1.09 - 1.05 (t, 3 HC NMR
(126MHz ,DMSO-d) & (ppm) = 172.3, 134.8, 133.6, 129.6, 127.4, 128215, 56.7,

42.6, 18.2, 14.9. HRMS (ESI-TOR)/zvypaiteno pro GiH14N203S [M-H]™ 253.0641,
nalezeno 253.0635.
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2-(2-(Diethylamino)ethyl)-3-methyl-2,3-dihydrobenz§f][1,2,5]thiadiazepin-4(5H)-
on 1,1-dioxid
6(1,1,3)

(
O
Cr

L

H O
Vytézek 4 mg (12 %). ESI-M81/z= 324 [M-H}. 'H NMR (500MHz ,DMSO-g)
8 (ppm) = 10.41 (s, 1 H), 7.73 (@= 8.0 Hz, 1 H), 7.59 - 7.54 (m, 1 H), 7.28 Jd; 8.0
Hz, 1 H), 7.22 (tJ = 7.6 Hz, 1 H), 4.51 (q] = 6.7 Hz, 1 H), 3.11 (m, 1 H), 3.00 - 2.91
(m, 1 H), 2.41 (m, 4 H), 1.45 (d,= 6.6 Hz, 3 H), 0.88 (1] = 7.0 Hz, 6 H). Poznamka —
dva vodikové signaly pochazejici z methylenové skugsou gekryty signalem
DMSO-cs.
13C NMR (126MHz ,DMSO-¢) & (ppm) = 172.3, 134.7, 133.6, 129.5, 127.4, 123.1,

121.6, 57.3, 52.3, 46.6, 46.0, 21.5, 20.4, 18.17.1RMS (ESI-TOF)M/z vypaiteno
pro GisH23NsOs3S [M+H]* 326.1533, nalezeno 326.1535.

3-Methyl-2-(3-(pyridin-4-yl)propyl)-2,3-dihydrobenzo[f][1,2,5]thiadiazepin-4(HH)-
on 1,1-dioxid
6(1,1,4)

Vytézek 3 mg (8 %). ESI-M&/z= 344 [M-HT. *H NMR (500MHz ,DMSO-¢)

§ (opm) = 10.43 (br. s., 1 H), 8.43 @z 5.4 Hz, 2 H), 7.74 - 7.70 (m, 1 H), 7.60 - 7.53
(m, 1 H), 7.30 - 7.16 (m, 4 H), 4.49 (= 6.6 Hz, 1 H), 3.11 - 3.04 (m, 1 H), 2.97 (m, 1
H), 2.59 - 2.53 (m, 2 H), 1.84 (m, 2 H), 1.44 J¢& 6.9 Hz, 3 H)33C NMR (126MHz
DMSO-&) & (ppm) = 172.3, 150.1, 149.5, 134.8, 133.7, 12928.2, 127.6, 123.7,
123.1, 121.5, 115.1, 57.2, 47.3, 31.2, 29.7, 18RBMS (ESI-TOF)m/zvypoiteno pro
C17H1oN30sS [M+H]* 346.1220, nalezeno 346.1219.
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2-(2-Methoxyethyl)-3-methyl-2,3-dihydrobenzof][1,2,5]thiadiazepin-4(3H)-on 1,1-
dioxid
6(1,1,5)

Vytézek 10 mg (25 %). ESI-MB8/z= 283 [M-HJ. H NMR (500MHz ,DMSO-4d)

8 (ppm) = 7.71 (dd) = 1.6, 7.9 Hz, 1 H), 7.58 - 7.54 (m, 1 H), 7.2@,@= 0.7, 8.2 Hz,

1 H), 7.23 - 7.18 (m, 1 H), 4.44 (4= 6.9 Hz, 1 H), 3.38 - 3.35 (m, 2 H), 3.26 - 3.20
(m, 1 H), 3.17 - 3.10 (m, 4 H), 1.45 @z 6.6 Hz, 3 H)}*C NMR (126MHz ,DMSO-
ds) 6 (ppm) = 172.3, 135.1, 133.6, 129.5, 127.3, 122A4,.4, 70.5, 58.2, 58.0, 47.3,
18.4. HRMS (ESI-TOF)M/z vypoiteno pro GoHi1eN204S [M+H]" 285.0904, nalezeno
285.0902.

2,3-Dimethyl-2,3-dihydrobenzof][1,2,5]thiadiazepin-4(8H)-on 1,1-dioxid

6(1,1,6)

oY

<

Vytézek 9 mg (20 %). ESI-M81/z= 239 [M-HJ. 'H NMR (500MHz ,DMSO-g)
8 (ppm) = 10.56 - 10.40 (br. s, 1 H), 7.76 (d& 1.7, 8.0 Hz, 1 H), 7.62 - 7.57 (m, 1
H), 7.31 (ddJ = 1.1, 8.0 Hz, 1 H), 7.26 (d1,= 1.1, 7.7 Hz, 1 H), 4.41 (4,= 6.5 Hz, 1
H), 2.68 (s, 3 H), 1.38 (d} = 6.9 Hz, 3 H)13C NMR (126MHz ,DMSO-¢) § (ppm) =
171.3, 134.2, 133.8, 128.5, 128.1, 123.5, 122.M,52.1, 15.8. HRMS (ESI-TOR)/z
vypocteno pro GoH12N203S [M-H]™ 239.0485, nalezeno 239.0479.
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2,3-Dibenzyl-2,3-dihydrobenzaf][1,2,5]thiadiazepin-4(5H)-on 1,1-dioxid

6(2,1,1)
0Oz /\< >
oW

N

Vytézek 15 mg (21 %). ESI-M81/z= 391 [M-HJ. *H NMR (500MHz ,DMSO-d)

8 (ppm) = 10.51 (s, 1 H), 7.75 (ddi= 1.7, 8.0 Hz, 1 H), 7.58 (di,= 1.7, 7.7 Hz, 1 H),
7.28 (d,J = 8.6 Hz, 1 H), 7.25 - 7.13 (m, 7 H), 7.07 - 7(@4, 4 H), 4.67 (dd) = 5.7,
8.6 Hz, 1 H), 4.32 (d) = 15.5 Hz, 1 H), 3.93 (d, = 15.5 Hz, 1 H), 3.33 - 3.28 (m, 1 H),
2.96 (dd,J = 8.6, 14.3 Hz, 1 H)}*C NMR (126MHz ,DMSO-g) § (ppm) = 171.2,
137.2, 135.6, 134.7, 133.8, 129.7, 129.3, 128.8.212128.0, 127.5, 127.5, 126.2,
123.3, 121.6, 63.1, 51.5, 37.2. HRMS (ESI-TOf)z vyposteno pro GoH2oN203S
[M+H]* 393.1267, nalezeno 393.1267.

O

Methyl-3-(2-benzyl-1,1-dioxido-4-0x0-2,3,4,5-
tetrahydrobenzolf][1,2,5]thiadiazepin-3-yl)propanoat

6(3a,1,1)

2

S-N

C( WO

H @) OCH;
Vytézek 10 mg (20 %). ESI-M8/z= 387 [M-HJ. *H NMR (500MHz ,DMSO-d)
d (ppm) =10.53 (s, 1 H), 7.81 (ddi= 1.4, 8.0 Hz, 1 H), 7.59 (m, 1 H), 7.34 - 7.23 {n
H), 4.49 (ddJ = 4.9, 8.9 Hz, 1 H), 4.39 (d,= 15.8 Hz, 1 H), 4.09 (dl = 15.8 Hz, 1
H), 3.48 (s, 3 H), 2.25 - 2.14 (m, 2 H), 2.14 -&(fn, 1 H), 1.87 - 1.76 (m, 1 H).
13C NMR (126MHz ,DMSO-g) & (ppm) = 172.5, 171.2, 136.5, 134.1, 133.8, 129.5,
128.4, 128.1, 128.0, 127.7, 123.5, 121.8, 59.2,%0.8, 29.0, 25.4. HRMS (ESI-TOF)
m/zvypaiteno pro GeH20N205S [M+H]* 389.1166, nalezeno 389.1164.
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3-(2-Benzyl-1,1-dioxido-4-ox0-2,3,4,5-tetrahydrobero[f][1,2,5]thiadiazepin-3-yl)-
N-propylpropanamid
6(3b,1,1)

Vytézek 12 mg (20 %). ESI-M8/z= 414 [M-HJ. *H NMR (500MHz ,DMSO-d)

8 (ppm) = 10.47 (s, 1 H), 7.80 (ddl= 1.4, 7.7 Hz, 1 H), 7.68 (§,= 5.4 Hz, 1 H), 7.58
(m, 1 H),731-724(m,7H), 448 - 443 (m, p, B10 (d,J = 15.5 Hz, 1 H), 2.95 -
2.89 (m, 2 H), 2.14 - 2.04 (m, 3 H), 1.79 - 1.72 (H), 1.34 (sxtJ = 7.2 Hz, 2 H),
0.79 (t,J = 7.4 Hz, 3 H).»®*C NMR (126MHz ,DMSO-¢) & (ppm) = 171.2, 171.0,
136.6, 134.0, 133.7, 129.8, 128.3, 128.0, 128.73,6,2123.5, 121.8, 60.0, 50.5, 30.8,
25.9, 22.3, 14.1, 11.3. HRMS (ESI-TOR)/z vypaiteno pro GiH2sN304S [M+H]*
416.1639, nalezeno 416.1638.

2-Benzyl-3-(3-morfolino-3-oxopropyl)-2,3-dihydroberzolf][1,2,5]thiadiazepin-
4(5H)-on 1,1-dioxid
6(3c,1,1)

Vytézek 12 mg (22 %). ESI-M8/z= 442 [M-HJ. *H NMR (500MHz ,DMSO-4d)

8 (ppm) = 10.52 (s, 1 H), 7.82 (dd= 1.1, 8.0 Hz, 1 H), 7.62 - 7.57 (m, 1 H), 7.37 -
7.24 (m, 7 H), 4.48 (dd] = 4.6, 8.9 Hz, 1 H), 4.36 (d,= 15.8 Hz, 1 H), 4.09 (d] =
15.8 Hz, 1 H), 3.53 - 3.42 (m, 4 H), 3.38 - 3.26 @), 3.11 (tJ=4.4 Hz, 1 H), 2.19 -
2.06 (m, 2 H), 2.06 - 1.99 (m, 1 H), 1.84 - 1.75 (nH).

13C NMR (126MHz ,DMSO-g) & (ppm) = 171.5, 169.8, 136.7, 134.3, 133.8, 129.4,
128.4, 128.2, 128.0, 127.7, 123.4, 121.8, 66.09,68).7, 50.9, 45.0, 41.3, 27.9, 25.9.
HRMS (ESI-TOF) m/z vypoiteno pro GzH2sN3OsS [M+H]* 444.1588, nalezeno
444.1588.
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1,2,3,11a-Tetrahydrobenzdjpyrrolo[1,2- b][1,2,5]thiadiazepin-11(1¢H)-on 5,5-
dioxid
6(4,1,1)

L

N
H O

Vytézek 7 mg (16 %). ESI-MS m/z = 251 [M-HIH NMR (500MHz ,DMSO-g)

d (ppm) = 10.43 (s, 1 H), 7.74 (dd= 1.4, 7.7 Hz, 1 H), 7.64 - 7.59 (m, 1 H), 7.28
7.22 (m, 2 H), 4.36 (1=7.2Hz, 1 H), 3.36 - 3.32 (m, 1 H), 2.87 - 2(#8 1 H), 2.38 -
2.30 (m, 1 H), 1.97 - 1.84 (m, 2 H), 1.75 (m, 1 KL NMR (126MHz ,DMSO-¢) &
(ppm) = 173.0, 135.4, 134.3, 128.4, 128.1, 123219, 64.1, 48.6, 31.8, 24.1. HRMS
(ESI-TOF)m/zvypacteno pro GiH12N20sS [M-H] 251.0485, nalezeno 251.0480.

3-((1H-Imidazol-2-yl)methyl)-2-benzyl-2,3-dihydrobenzof][1,2,5]thiadiazepin-
4(5H)-on 1,1-dioxid
6(5,1,1)

Vytézek 4 mg (10 %). ESI-MS m/z = 381 [M-HIH NMR (500MHz ,DMSO-g)

d (ppm) =10.48 (s, L H), 7.77 (= 7.7 Hz, 1 H), 7.59 (m, 2 H), 7.28 - 7.19 (m, B H
7.11-7.06 (m, 2 H), 6.72 (s, 1 H), 4.68 (dd&; 5.9, 7.9 Hz, 1 H), 4.38 (d,= 15.8 Hz,

1 H), 4.03 - 3.95 (d) = 16.04 Hz 1 H), 3.24 (dd,= 5.7, 14.9 Hz, 1 H), 2.93 (dd,=
8.2, 15.0 Hz, 1 H)}*C NMR (126MHz, DMSO-¢) & (ppm) = 171.0, 136.5, 134.8,
134.7, 134.0, 130.0, 128.3, 128.2, 127.7, 127.8,6,2121.9, 61.5, 51.3, 29.4, 22.1,
21.2. HRMS (ESI-TOF)M/z vypasteno pro GeH1eN4OsS [M+H]" 383.1172, nalezeno
383.1172
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2-Benzyl-3-methyl-7-(trifluormethyl)-2,3-dihydrobenzolf][1,2,5]thiadiazepin-
4(5H)-on 1,1-dioxid
6(1,2,1)

@E(

Vytézek 16 mg (26 %). ESI-MS m/z = 383 [M-HjH NMR (500MHz ,DMSO-d)

3 (ppm) = 10.68 (br. s., 1 H), 7.97 @ 8.1 Hz, 1 H), 7.65 (br. s., 1 H), 7.60 - 7.52 (m
1 H), 7.37 - 7.24 (m, 5 H), 4.62 (dd= 2.1, 6.8 Hz, 1 H), 4.38 - 4.22 (m, 2 H), 1.28
(dd, J = 2.0, 6.8 Hz, 3 H)13C NMR (126MHz ,DMSO-¢) & (ppm) = 172.2, 136.4,
135.9, 132.7, 129.2, 128.4, 127.8, 127.6, 119.8,3,1118.2, 58.0, 51.0, 40.4, 18.3.
HRMS (ESI-TOF) m/z vypocteno pro G7HisFsN203S [M-H]™ 383.0672, nalezeno
383.0657.

2-Benzyl-7-methoxy-3-methyl-2,3-dihydrobenzd][1,2,5]thiadiazepin-4(3H)-on 1,1-
dioxid
6(1,3,1)

Boeay

Vytézek 6 mg (8 %). ESI-MS m/z = 345 [M-H}H NMR (500MHz ,DMSO-g)

d (ppm) = 10.38 (s, 1 H), 7.70 (@= 8.6 Hz, 1 H), 7.34 - 7.25 (m, 5 H), 6.86 Jd; 2.3
Hz, 1 H), 6.83 (ddJ = 2.3, 8.6 Hz, 1 H), 4.47 - 4.41 = 6.9 Hz 1 H), 4.25 - 4.14 (q,
J=16 Hz 2 H), 3.81 (s, 3 H), 1.24 @= 6.9 Hz, 3 H)}3C NMR (126MHz ,DMSO-¢)

d (ppm) = 172.2, 162.9, 137.1, 136.8, 129.6, 1282%,.7, 127.5, 121.7, 109.0, 106.3,
57.7, 55.7, 50.9, 18.3. HRMS (ESI-TOR)/z vypaiteno pro G7H1eN204S [M+H]*
347.1060, nalezeno 347.1060.
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2-Benzyl-7-chlor-3-methyl-2,3-dihydrobenzadf][1,2,5]thiadiazepin-4(8H)-on 1,1-
dioxid
6(1,4,1)

Vytézek 24 mg (41 %). ESI-MS m/z = 349 [M-H]H NMR (500MHz ,DMSO-@)

8 (ppm) = 10.56 (br. s., 1 H), 7.77 @= 8.6 Hz, 1 H), 7.37 - 7.25 (m, 7 H), 4.58 - 4.51
(9, J=6.9 Hz, 1 H), 4.31 - 4.19 (d,= 15.5 Hz, 2 H), 1.28 - 1.23 (d] = 6.9 Hz 3 H).
13C NMR (126MHz ,DMSO-g) & (ppm) = 172.2, 137.9, 136.6, 136.5, 129.5, 128.4,
128.3, 128.2, 127.8, 127.6, 122.8, 120.7, 57.90,518.3. HRMS (ESI-TOFmM/z
vypocteno pro GeH1sCIN20OsS [M-H]™ 349.0408, nalezeno 349.0397.
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5 Zavér

Tato  bakalégska  prace se  zabyva  syntézou  detivat 2,3-
dihydrobenzdi[1,2,5]thiadiazepin-4(H)-on 1,1-dioxidi. Vyvinuli jsme novou metodu
pro jejich gipravu, jejimz principem je syntéza linearniho coémidového
intermediatu pomoci syntézy na pevné fazi a naaldohalni cyklizace po od&peni
z polymerniho noge. Vyhodou této metody je velmi jednoduché provédenoziéné
rutinni izolaci imobilizovanych meziprodukt z reakni snesi. Metoda je tedy
vyuzitelna pro rychlou fipravu libovolrg velké chemické knihovny cilovych derivat
komekné snadno dostupnych vychozich latek s pomoci paiatelbo kombinatorialni
syntézy. Pestoze posledni krok sekvence musel byt provedenp@ZodsStpeni
z polymerniho nose, €kavost vsecltinidel pro finalni cyklizaci je plé kompatibilni
s potencialni (polo)automatizaci syntézy.

Vyvinuta metoda vSak vykazuje i dwa omezeni: (i) N-alkylace pomoci
Fukuyama-Mitsunobu procedury neumoznila zaveddairsgarni alkylové skupiny do
pozice N; (ii) Thionylchlorid neni tolerantni di vdem funknim skupinam a jeho
pouziti vedlo k dekompozicigkterych funkcionalizovanych intermediét(iii) Nutnost
dvoustupoveé purifikace cilovych slaienin ovlivnila celkové vyizky.

Navzdory vySe uvedenym omezenim byla metodika&imspotestovana progp
riznych girodnicha-aminokyselingtyfi 2-nitrobenzensulfonylchloridy a Sest alkolnol
Jejich vzajemna kombinace tedy teoreticky uingpe pripravu chemické knihovny
Citajici  5x4x6=120 slotenin. Vramci bakalgké prace bylo ipraveno 15
reprezentativnich deriviat které byly plg charakterizovany pomoci NMR a HRMS.
Kromé konstituce produkt byla dale studovana i konfigurace jejich chiratngentra a
bylo prokazano, zZe finalni cyklizace ouliyje optickoucistotu latek, ktera iive byt
sledovana pomoci metody chiralni HPLC.

VSechny pipravené derivaty byly testovany na antimikrobialiinky proti
dvéma bakteridlnim kmam. Testovana byla ro¥# cytotoxicita vybranych latek proti
dvéma nadorovym buignym liniim, picemZz nebyla nalezena Zzadna aktivita.
Testovani jinych typ biologickych @&inka (nag. anti-HIV aktivity, ktera byla pro

skeletal® pribuzné latky v nedavné deélpopsana) nebylo dosud provedeno.
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