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1 UVOD

Jednou z aplikaci, ke které je benzimidazolovy é&ystvyuzivan, je tvorba
modifikovanych nukleovych kyselin, kde dikygpuSeni parovani s protilehlymi bazemi
dochazi kiiznym zngnam standardnich biochemickych pocihodako je nap
polymerace, coZz ma za nasledek poskozenkdmémo cyklu vedouci ffppadre az
k nasledné apoptoze. Této vlastnosti se pak vaudiwyvoji nejrazrejSich typi I€Civ,

jako jsou protinadorova t¢éva ¢i antivirotika.

Zména v parovani nukleobazi ma pak vliv mimo jiné iexpresi tiznych protein,
¢imz Ize ovliviovat tvorbu neZzadoucich protéispojenych s nemocemi cévni soustavy,
imunitniho systémui nékterych infeknich chorob. Na této vlastnosti je pak zaloZzena

genova terapie, ktera pamezi intenzivi studované oblasti medicinalni chemie.

Velmi duleZitou oblasti, kde se vyuZiva analog purinovyelzipje oblast diagnostiky,
kdy se vyuziva iznych metod pro jejich zkdani, @ uz ve form& volnych bazi,
nukleosidi nebo oligonukleotidovych sekvenci. Tyto metodytipatezi velmicasto
vyuZivané procesy studia vlivu genovych mutaci maru exprese medicinan
vyznamnych proteiin a tim padem vzniku néjzr¢jSich typi onemocsini ¢i naopak
zamezenici zpomaleni jejich progrese. Rozpoznavani vlivuntvych genoni je

casto spojeno préwse zna&enim vybranych sekvenci oligonukleditid

Mezi reakce, které je mozné vyuzit pro @@ biomolekul, jsou tz\click reakce Mezi
tyto reakce pdt tvorba triazok reakci azid se substituovanymi acetylenyt$inou za
katalyzy médnymi ionty. Ritomnost néd’nych ionfi je ovSem v oblasti zgeni

biomolekul velmi nezadouci, zejménatddu jejich komplex&nich viastnosti.

Nekatalyzované click reakce nabizeji moznost ryosfiektivre a bez vedlejSich reakci
pripojit na predem zndmé Useky NK nafluorescenni zna&ku a naslediitak sledovat
dalSi procesy spojené s touto sekvenci NK bez tahid, by doSlo k ovlivéni struktury
NK ¢i sledovanych protein souvisejicich s jejich ipmenou @itomnymi meéd’nymi
ionty, jako katalyzatorem. RowhA maZe byt této reakce vyuzito i praipojeni jiné
molekuly na konkrétni misto v NK a ciketak pisobit na witou jeji sekvenci.
Bakal&ska prace je za#ena na prvni krok celého tohoto procesu — vyvojetickych

metod vedoucich k tvo&bzakladnich systéinpurin/benzimidazol — linker. K tomuto

systému bude pak v dak&sti vyzkumu v této oblastifipojen azocinovy systém nebo



azidova skupina. Azocin je diky svému silnému Bayarpnuti velmi reaktivni sizné
substituovanymi azidy a to bezifpmnosti standard@npouzivanych rd’nych ionfi
jakozto katalyzatoru. Této vlastnosti Ize tak vyugfo nekatalyzované navazovani
raiznych zné&ek, gipadré zachycovani jinych biomolekul neboc¢ié na nukleové

kyseliny(Obr. 1).
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Obr.¢. | Obrazek cilu vyzkumného projektu.



2 CiL

Cilem pedloZzené bakataké prace je vybrat a &t vhodné syntetické metody
pro gipravu benzimidazolu substituovaného v poloze 2.(Dpba uplat@éni téchto
reakinich podminek profjjpravu puriri substituovanych v poloze 8 (Obr. 111).

H
. N

R:— alkylovy zbytek ©: >Ry
N

arylovy zbytek

Obr. Il Struktura cilového derivatu benzimidazolu.

Obr. Il Struktura cilového derivatu purinu.

Jednotlivé diléi cile bakala‘ské prace Ize shrnout nasledovh

> Whbrat vhodné znamé metody vedouci k syntéze bedairlu.
WzkouSet vybrané metody na derivateefenylendiaminu.

Aplikovat nejlepSi metodiku na derivat 4,5,6-trisnmpyrimidinu.

vV V V

WzkouSet ribosylace benzimidazolu dgadré 8-substituovaného adeninu.



3 TEORETICKA CAST

Teoretickacast bakal&ské prace jetleréna do 3¢éasti. Prvnicast zahrnuje
piipravy benzimidazolych deriviatdruhacast gripravy purinovych derivéta feti cast
je zangiena na ribosylaci benzimidazol

3.1 Metody pripravy vedouci ke znamym derivaim benzimidazolu zo-

fenylendiaminu.

Syntéza benzimidazolovych sk®nin ziskala zraou pozornost diky Sirokému
spektru svych biologickych a farmaceutickych viastih Tato tida molekul nasla
komekni aplikace v #kolika terapeutickych oblastech, jako jsou antipailea,
kancerostatika, antimikrobialni latky latky vyuZivané ve veterinarni medigtn(Obr.
V).
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THIABENDAZOL

Obr. IV Struktury latek vyuzivanych ve veterinarni medicin

Vzhledem k jejich zn&né dilezitosti je vyvinutych mnoho syntéz. Nejoblilsgn
syntetické pistupy obec# zahrnuji kondenzaco-fenylendiamii s karboxylovymi
kyselinami. Jinou metodou je kondenzace aldérs@fenylendiaminy.

3.1.1 Fiprava benzimidazoh z aldehydi

Jednou z metod je syntéza benzimidazdl2-fenylendiaminu (Immol) a

aldehydh (1,2mmol)ll s pomoci Co(OH)a podobi CoO jako efektivnhich pevnych
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katalyzatof v etanolu i pokojové teplot za fFistupu vzduchtu

Katalyzator Co(OH)dava porovnatelné wiky (82 - 98%) v kratSich reakichcasech
(4-7h) jako katalyzator CoO (80 - 94%, 6-9h). Tyomekné dostupné levné
katalyzatory jsou aktiw)Si nez mnohé drahé heterogenni katalyzatoiytéeo reakci
vznikal benzimidazolll. Autori uvadtji porékud zvlastni tvorbu vedlejSiho produktu
llla, ktery vznikal jen beziftomnosti kobaltového katalyzataf@chéma I).

NH; | H Nf@
@ + R—CHO —  » ©: >Ry * >R,
NH, N

N

I I i lla

i) Co(OH), / CoO, Et-OH, air, r.t., 4-7h / 6-9h

Schéma ISyntéza benzimidazolu zdtpmnosti kobaltového katalyzatoru.

DalSim gikladem metody fpravy benzimidazollll je katalyticka kondenzace
o-fenylendiaminul a aldehyd 11, které byly provedeny s pouzitim pivk/zacnych
zemin perfluoroktansulfonat (RE(OPf}), RE = Sc, Y, La Lu) jako katalyzatory
pouZivané ve fluorovanych rozpokdiech. V téchto rozpougtdlech katalyzuje vysoce
acinnou syntézu benzimidazolovych derivatytterbium perfluorooctanesulfonat
(Yb(OPf)).

Perfluoroktansulfonaty maji charakteristické ryggko je nizkad hygroskogmost,
moZznost opakovaného pouzivani a vysoka rozpustroiitiorovanych rozpouddlech
(Schéma Il).

NH,

H

+ I N
Rl_CHO N —. />—R1

NH, N

i) Yb(OPf)3 (0,2mol%), 90T, 6h

Schéma lISyntéza benzimidazolu za pouziti grvkacnych zemi perfluoroktansulfahat
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Reakcio-fenylendiaminua (o-FD, 1,85mmol) s aldehydya (1,0 ekvo-FD) je
mozné provadt ve vodném roztoku kyseliny borité (5mol%) a giyda (0,05ml) pi
80°C*. Tato reakce je vhodné pro tzv. ,,green chemisirposkytuje vyky Illb  a?
kolem 80-90% (Schéma lll).

R (@] H
1 . Ry
R2 NH, XN ' R2 NH, /~—\Rr
— —_— >
NH =
R3 2 R3 N
la lla 1

Rl |T| Rl ||_|

R» N OH=—=\R vzdusny kyslik R, N —
Rs N Ry N
H H

+ H* (z kyseliny borité a glycerolu)

- H,O
R — Ro N —
2 N\ R ) >R H*
Y 2 N\ 7
R3 I|\l RS
H
(hlavni tautomer) (vedlejsi tautomer)

b

i) B(OH)3, glycerol, voda, 80C

Schéma lll Syntéza benzimidazolu v présti vodného roztoku kyseliny borité a glycerolu.

DalSi modifikaci pipravy benzimidazdl touto metodou je reakceo-
fenylendiaminu s aldehydy zaifmnosti pislusnych sirnych¢inideP. Smgs o-

fenylendiaminul (1mmol), n-heptylaldehydulb (1mmol) a sirnycktinidel (NaHSQ,

12



N&S,0s, KHSQ,) bylo zaltivano vN,N-dimethylacetamidu (DMA). VyiZky byly
kolem 30-60% zavislosti na teplptase a mnozstvi sirného reagentu. (Schéma V).

H

NH, i N
+ CH3(CHp)sCHO — > )—(CH,)sCHg

NH2 N

I IIb llic

i) NaHSO3 DMA, 100C, 2h
Schéma IVSyntéza benzimidazolu zdtpmnosti sirnyckiinidel.

Pro tvorbu benzimidazolje dilezitd oxidace, f které se odgpuji dva atomy
vodiku. Proto se reakamsto provadi za oxidaich podminek. Tato oxidacetie byt
podpdena vzduchem nebo pohodin pouzitim jinych oxidanich ¢inidel, jako nap.
octan néd’naty. Toto druh&inidlo nejprve pedstavil WeidenhagénWeidenhagenova
metoda spéiva v reakci diaminu a aldehydu ve ¥odebo alkoholickém roztoku
obsahujici octan #&trnaty nebo podobné &inaté soli. Mdnatd $§l se od
benzimidazolu oddi pomoci sirovodiku a nasledné filtraci vzniklébolfidu. Pomoci
této metody lze dosahnout vybornych &aki 2-substituovanych benzimidazolll .
Velky pccet alkyl, aryl, a heterocyklickych aldehydbylo vyzkouSeno s podobn
dobrymi vysledky (Schéma V).

NH; N=CHR; ‘H, H
—_— —_—
@ ¥ RiCHO @ ©:/>_R1
NH, N

NH,

I Il v I

Schéma VOxidace, pi které se odgpuji dva atomy vodiku.

3.1.2 Fiprava benzimidazoh z chlorida kyselin

Reakci mezo-fenylendiaminy a chloridy kyselin za vzniku bemalazofi je
mozné provéét s alkyl i aryl chloridy. Jednim Ziladi maze byt reakce 3-nitro-5-t-
butyl-o-fenylendiaminub s metylchloridenV/®. Reakce se provadi obvykle #&t&nim

13



pod zgtnym chladéem, nebo zafivdnim na vodni lazni viftomnosti pyridinu nebo
podobné baze. (Schéma VI).

H
(H3C)s3 NH; . (H3C)s3 N
' )—CH
+ CHgCOCl ———> 3
NH, N

NO, NO;

Ib \% Iid

i) pyridin

Schéma VISyntéza derivatu benzimidazolu pomoci chibkigselin.

3.1.3 Riprava benzimidazoh z kyselin

Prikladem této reakce e byt kondenzace-fenylendiaminul s kyselinou
octovou za refluxu po dobu dvou hodin. Rond jednoducha izolace spiwajici

v Upraw pH a filtraci pak poskytla vysledny produkt ve &&ku 77% (Schéma VII).

—»
NH; ©: )~—CHa

I llle

i) CH3COOH, led, KOH, 100T, 2h

Schéma VIISyntéza benzimidazolu pomoci kyselin.

O-fenylenediaminl snadno reaguje sét&inou karboxylovych kyselinvl a
poskytuje 2-substituované benzimidazbly obvykle ve velmi dobrém v§zku. Reakce
se provadi p zvySené tepl@tza fizre dlouhych reaknichc¢adi (Schéma VIII).

14



NH,

H
NH2 N

+ R COOH ——> >Ry + H,0
N
1

| Vi

Schéma VIl Syntéza benzimidazolu za pouziti karboxylovyoglikys

2-Nesubstituované benzimidazoly mohou biipaveny v 83 - 85 % vy¥ku
pomoci 90 procentni kyseliny mrawén Kyselina octova dava 68 % vyek 2-
methylbenzimidazofi Kyselina akrylovd/la nedavéa 2-vinylbenzimidazol. Misto toho

~

vznika slodenina se sedniilennym kruhenVIl ve vytzku 67% (Schéma IX).

H
NH, N=CH,
©: + CH2=CHCOOH ————» @ CH,
NH, N-CO
H
| Via il

Schéma IXSyntéza benzimidazolu pomoci kyseliny akrylové.

3.1.4 Fiprava benzimidazoh z orthoestefa

Jedna z metod, ktera vychazi ze substituovanyfemylendiamiri Ic a
orthoestek VIII v pritomnosti Yb(OTf} nebo zeolitu H vysoké teplat, byla takeé

pouZita pro syntézu deriidbenzimidazal llIf * (Schéma X).

NH H
RI—\ i + R;1C(ORy) ! R-. \ N>_R
i 1 23 @ ———= w / 1
ZNH, Z N
Ic VI lif

i) Yb(OTF)s, r.t.,1h

Schéma XSyntéza benzimidazolu pomoci orthoester

15



Nicmérg, mnoho z d&chto metodik trpi jednou nebo vice nevyhod, jakoujizké
vytéZky, nedostupnost vychozich matekialdlouhy reakni ¢as, vysoka teplota,

poZzadavek na vice katalyzaipspecialni aparatury a energetické podminky reakce

V posledni dob se provadi reakce se sulfamovou kyselin(8A). Byla fedstavena
jako slibny katalyzator i riznych organickych igmenach. Je to permanentni,
hygroskopicka, krystalickd pevna latka bez zapashuynikajici stabilitou, kterd je

komekné dostupna a levna.

Pouziti SA jako katalyzator je proces pohodiny, rekuaicky a ekologicky neskodny.
Jeji dalSi pizkumy vykazuji snadny Z#gob kondenzaceo-fenylenediaminu s
orthoesterom na odpovidajici benzimidazolovy dériza pouZziti katalytického

mnoZzstvi SA i pokojove teplal.

Kondenza&ni reakceo-fenylendiaminulc (Immol) pomaoci triethylorthoformatulila
(1,2mmol) v Me-OH @ pokojové teplat v piitomnosti SA (0,05mmol) byla dokéena
po 1h (Schéma XI).

NH H
RIC . HC(OEY) ! RS N>_
Z NH, RT " !
Ic Villa I1if

i) SA, Me-OH, r.t.,, 1h

Schéma XIReakce za vzniku benzimidazolu pomoci SA.

Vliv relativni mnoZzstvi SA na vysledek reakce btd#é studovan. Bylo prokazano, ze
katalytické mnozstvi SA (5mol%) je dos&tgici pro dosazeni pozadovaného produktu
ve vysokych vyzcich (kolem 75-95%). Reakce byla také provedemgkterych jinych
organickych rozpoustllech. Bylo nafgiklad zjiS€no, Ze v methanolu byl dosazen
mnohem lepsi v¢#ek produktu ve srovnani s ethanolem a dichlornmetima(DCM).

3.2 Friprava derivata purinu substituovanych v poloze 8.

V literature je popsana cel&ada 8-substituovanych puéinXl za pomoci
nejrizréjSich metod. Jako jedna z prvnich a stéle nefffiopouzivanych metod je

16



cyklizace diaminopyrimidinu s aldehydy, kyselinaarjijich derivaty.

Prikladem reakce diaminopyrimidinu s esterem kyselinyze byt kondenzace ethyl
glykolatu IX s 4,5-diaminopyrimidinemX pii 140°C po dobu 2 hodin Izolace
produktu spoiva v gredestilovani za snizeného tlaku a nasledogiinim pres aktivni
uhli. (Schéma XII).

Ny —NH - No N

W\j: ? + O\/ : r A N>—
HO —_— |

N~ \H, NJ:N/

o

X IX Xl

i) 140C, 2h

Schéma XlISyntéza derivatu purinu.

Prikladem reakce diaminopyrimidinu s aldehydy je l@dehydllb s diaminem
X pod vlivem mikrovinného zéni. Ri této reakd vznika (i teplot 220°C produkt
Xla s vygzkem 32%. (Schéma XIlI).

CHO y

rN\ NH, i Ny N
L, O —— L~

NH, NF =N

X Ilb Xla

i) hv, 220C

Schéma Xlll Syntéza derivatu purinu cyklizaci diaminopyrimidsaldehydem.

Dal&im grikladem je reakce, vedouci Kipraw trisubstituovaného purinkilb °,
ktera spoiva ve dvou krocich. V prvnim kroku reaguje 2-cbldr5-diamino-6-
methylpyrimidinXa s kyselinou octovouipteplo® 20°C po dobu 3h. Vykek je 96%.

V druhém kroku seffid& nitrobenzen, a s¥a se neché reagovat 3h za zvySené teploty.
Konesny vytéZzek produktuxib je 81% (Schéma XIV).
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Cl_N_NH; C|YN\ §
A, e e
NH, N
CHs CH3

Xa Xlb

i) 1. CH3COOH, 20, 3h
2. Ph-NO,, 3h

Schéma XIVSyntéza derivatu purinu pomoci karboxylové kyseliny

3.3 Znamé metody ribosylace benzimidazolu.

Prikladem ribosylace benzimidazolullg je reakce s tr@-acetylo-D-
ribofuranosylchloridem v NaOH a CuClINasledny meziprodukXIl se odchrani

v metanolu s amoniakéfh(Schéma XV).

HO /
OH
g Xl
i) NaOH, CuCl,
ii) Me-OH, NHj

Schéma XWRibosylace benzimidazolu.

Dal$im moZnym zjsobeni' je michani 4-methylbenzimidazoliih s tri-O-
acetylo-D-ribofuranosylchloridenXIll v DCE s SnCj za teploty 83°C 5h. Odchrémi
probihne znovu s amoniakem v metanolu. &gk produktuXlla ¢ini podle literatury
55% (Schéma XVI).
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0Bz </
H i N
0O + N —_—
OAc /> ii
S N 1OH
BzO -
OBz HO ':
@]
T
Xl lllh Xlla
i) DCE, SnCl,
ii) Me-OH, NHj
83T, 5h

Schéma XVIRibosylace benzimidazolu.

Reakce 1-H-benzimidazol-4-ylaminlii s 1,1,1,3,3,3-hexamethyl-disilazanem
v acetonitrilu je reakce,fpkteré se chrani amino skupina na benzimidazohsl&dr
se fida 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyp-D-ribofuranosaXlll s SnC} a na zasr se
provede odchréami v hydroxidu amonném. Reakce se provédigplot 60°C po dobu
5h, kdy vznika produkxllb (Schéma XVII}%

OBz NH, :©
§ ¢
(@) N i N
\E%OAC + @: /> —_—
BzO\\‘ ! N il iii
OBz

Xl i Xllb

i) CHaCN, HMDS
i) SnCl,
iii) NaOH

60T, 5h

Schéma XVIIRibosylace benzimidazolu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Jak jiz bylo zmigno v Uvodnicasti této bakak&ské prace, cilem zkoumané
problematiky bylo ppravit derivaty 2-substituovaného benzimidazolapékovat
reakéni podminky na fipravu derivai purinu substituovanych v poloze 8.

4.1 Cyklizaceo-fenylendiaminu s derivaty benzaldehydu
Priprava 2-fenyl benzimidazolu

Prvnim krokem fpravy cilovych benzimidazblbyla reakceo-fenylendiaminu
(o-FD) 1 abenzaldehydu (BAR podle postupu popsaného v litetafu Reakni
komponenty byly rozpu&hy a refluxovany ve s#si nitrobenzen/ethanol po dobu 2,5
hodiny na olejové lazni za varu. \é¢ek pozadovaného benzimidaz@iyl maly, jen
asi 13%. DalSi podil vykrystalizoval ve filtratuteky uz ale nebykisty, jelikoZz
obsahoval latk4 (Schéma 1).

i) Ph-NO,/Et-OH, 100, 2,5h

ii) Ph-NO,/CH3COOH, 100, 2,5h

Schéma 1Syntéza 2-fenylbenzimidazolu.

Tato stejné reakce byla provedena ébau ethanolu za kyselinu octovou, kde nevznikl
dany benzimidazoB ani v malém mnozstvi, ale jen nezcyklizovany imtediat 4
(Tabulka 1).
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Tabulka 1Tabulka reakci za vzniku benzimidazolu s &tami reaknich komponent.

Vytézek N
Cislo SloZeni reakéni izolované Cistota Struktury latek ve smési
_ Podminky _ surové snési
pokusu smési smési s M.h.
LC-MS (%)
(%)
0-FD (1ekv) H
BA (1,1ekv) reflux N
1 13% 94,5% N
Ph-NGQ(1,1ekv)| 2,5h
ELOH M.h.= 194 g/mol
o-FD (1ekv) N
BA (1,1ekv) reflux Ej: @
2 65% 96,7% Ny
Ph-NG(1,1ekv)|  1h \\©
CH3;COOH
M.h. = 284 g/mol
0-FD (1ekv) reflux §
3 BA (1,1ekv) 1h 40 15% 82% @N)_@
Et-OH min M.h. =194 g/mol
o-FD(1ekv) reflux §
4 BA (1,1ekv) 1h 40 1,3% 79% @N)_@
CH;COOH min M.h. = 194 g/mol
H
N
0-FD (lekv) (:[ )—@Noz
N
-NBA (1,1ekv reflux =
. p ( ) 1104 98,898 M.h. = 239 g/mol
Ph-NGQ(1,1ekv)| 1,5h

Et-OH

N
NH,

M.h. = 241 g/mol

! Jedné se o witek sndsi obou latek spgitany na derivat benzimidazolu
% Jedné se distotu snési obou latek, majicich stejny retercas, oproti jinym n&stotam




Podle pouzité literatufyma nitrobenzen slouZit jako oxidd ¢inidlo, usnadujici

odSgpeni dvou vodik (Schéma 2).

NH; PhNO, N=CHR; ¥
+ RiCHO ——— "> 7 . @ SR
, 1

N

NH, NH;

1 2a 5 3a

Schéma ZSyntéza benzimidazolu za pouZiti o¥idho ¢inidla.

Presto, Ze reakce se samotnym benzaldehydem poskytmieni malé vyzky, obrétili
jsme dalSi pozornost na reaktivikFD sp-nitrobenzaldehydem. Vysledny produkt je
pak mimo jiné mozno vyuZzit k tvotbbenzimidazal resp. purid s aromatickymi
linkry, na které jde f&s aminoskupinu vzniklou redukci nitroskupiny natadalSi

poZadovany substrat.

Aplikace podmineké.l se zkracenim rea&kiho ¢asu vedly pekvapiv k pomerné
vysokému vyzku (cca 70%) pozadovaného benzimidazgtu(Tabulka 1, pokus 5).
Kromé pozadovaného benzimidazolu vznikala i nezcyklinéva forma 5a

s molekulovou hmotnosti 0 2 jednotky vySSi nez pkbv@dSchéma 3).

CHO
NH, i H N
O O —— O OO
NH, N NH,
NO,
1 2b 3b 5a

i) Ph-NO,/Et-OH
Schéma 3/znik nezcyklizované formy 5a.

Pro budouci potencionalni vyuziti glykosylovanycteridati o-FD pro tvorbu
nukleosidovych analog substituovanych v poloze &spr purinovych nukleosid
substituovanych v poloze 8 jsme se snazili aplikosetr€jSi podminky popsané
v literatuie®, kdy se reakce provadi ve vodném roztoku kysdbiogité a glycerolu
80°C. Tato reakce préhla s vytzkem smisi pozadovaného benzimidazoBb a
derivatu 5a kolem 80-90% (Tabulka 2). Optimalizaci réalch podminek jsme se
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snazili snizit zastoupeni nezcyklizované formy. i@atni reakni podminky zahrnuje

experiment. 5 v tabulce 2.

Tabulka 2Tabulka optimalizace reakich podminek ve vodném presti kyseliny borité a glycerolu.

Vytézek 5
Cislo Slozeni reakéni izolované Cistota Struktury latek ve smési
) Podminky L surové snési
pokusu SMesi SMESI s M.h.
LC-MS (%)
(%)
H
o-FD (1ekv) N
CLi O
p-NBA (1lekv) oh N
M.h. =239 g/mol
1 voda 90,5% | 84,9% gmo
80°C
glycerol \
HsBO; ©: \\—<j>—No2
NH,
M.h = 241 g/mol
H
o-FD (1ekv) N
CLi O
p-NBA (1ekv) oh N
M.h.=2 I
2 voda 95% | 85,5% 39 g/mo
80°C
glycerol \
H3BO; (2ekv) E:[ \L<j%mo2
NH,
M.h. = 241 g/mol
H
o-FD (1ekv) N
p-NBA (1ekv) 185 h N
, M.h.=2 I
3 voda 85% | 77,7% 39 g/mo
80°C
glycerol \
e
NH,
M.h. = 241 g/mol
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H
o-FD (1ekv) _ N
vznik ©: )—@NOZ
p-NBA (1ekv) . N
2h izomert Mh. = 239 g/mol

4 voda 95%
100°C 25,6%
glycerol

70,1% N
H3BOs M@N%
NH,

M.h. = 241 g/mol

o-FD (1ekv)
p-NBA (1ekv) reflux H

5 voda 6h 78% | 82,9% @N)—@NOZ
glycerol 100°C M.h. = 239 g/mol
H3BO3

lspcr:l'témo na produkt benzimidazolu

Priprava benzimidazol z riznych benzaldehyd

Optimalizované reati podminky ve vodném roztoku kyseliny borité acghplu
jsme se pokusili asfit na gipraw ijinych derivatt benzimidazolu. Rzné
benzaldehydy poskytovalytiglusny benzimidazol ve s s fiznymi ne&istotami ve
form¢ mazlavé hmoty a ve velmi malém ¥¥ku. Lzefict, Ze optimalizované podminky

ne zcela plati pro vSechny aldehydy (Tabulka 3).
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Tabulka 3Aplikace optimalizovanych podminek miamé aldehydy.

Vytézek

Cislo Slozeni reakni izolované Cistota Struktury latek ve smési
_ Podminky _ surové snési
pokusu smési SMESi s M.h.
LC-MS (%)
(%)
H OH
N
o-FD (Lekv) (:[ )
N
voda M.h. = 210 g/mol
L glycerol 6h mazlava
H3;BO; 100°C hmota OH
N
3-hydroxyBA ©: \LC}
(1ekv) " : oH
M.h. =316g/mol
o-FD (1ekv)
voda H
N
) glycerol 6h mazlava O: )—Q
- N
H3BOs (2ekv) 100°C | hmota cl
2,6-dichloroBA M.h. = 262 g/mol
(1ekv)
0-FD (1ekv)
voda H
. glycerol 6 h mazlava ©: />_©
HsBO3 100°C | hmota N
BA (Lekv) M.h. =194 g/mol
o-FD (1ekv)
voda
OH
glycerol H
6 h mazlava N
4 H3BO3 - /
100°C hmota N
2-hydroxyBA M.h. = 210 g/mol
(1ekv)
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0-FD (1lekv)
voda
glycerol
H3BO3
3-methoxyBA
(1ekv)

6 h
100°C

mazlava

hmota

H 0/

O

M.h. = 224 g/mol

4.2 Cyklizaceo-fenylendiaminu s kyselinami a s derivaty karboxyleych kyselin

DalSim typem reakciifpravy benzimidazdl byly reakce o-FD s kyselinami.

Nejlepsi reakce byla s kyselinou chloroctovou, Kdgota surové sisi byla 96,6%

(Tabulka 4, pokus 2). Chloridova skupina na bendanolu niize byt vyuZzita fi reakci

s jinymi molekulami, coz je vyhodaipvorbe linkeru pro navazovani dalSich molekul.

Tabulka 4Tabulka reakci za vzniku benzimidaizolkyselin a chlorid kyselin.

Vytézek v .
. Cistota surové
Cislo Slozeni reakéni izolované Vysledna struktura
_ Podminky ) latky LC-MS
pokusu SMESI latky . s M.h.
%) (%)
H
o-FD (1ekv) N
reflux >_
1 4M-HCI oh 120% 87,6% N
CH;COOH(1ekv) M.h. = 132 g/mol
o-FD (lekv) ’
AM-HCI reflux N
2 103% 96,6% )—CHyCl
CH,CICOOH 4 h N
M.h. = 166 g/mol
(1ekv)
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o-FD (1ekv)

4M-HCI reflux
benzoova 3h

kys.(1lekv)

o-FD (1ekv) D
va

toluen . _ ) H
retfiux lzomer
4 TEA (1,1ekv) 81% Y @,f_
2,5h 19,8%

Acetylchlorid =
y 790 M.h. =132 g/mol
(1,1ekv)

0-FD (1ekv)
toluen H
reflux N
5 TEA (1,1ekv) 75% 2% /
_ 2,5h N

Benzoylchlorid M.h. =194 g/mol

(1,1ekv)

4.3 Reakce za fitomnosti siranu sodného

Tato reakce byla provedenao$D 1, p-NBA 2b a heptahydratem siranu
sodného v DMF podle reakich podminek uvedenych v literé® a to ve dvou
variantach. Prvni varianta speala vtom, Ze reaki komponenty se najednou
smichaly a refluxovaly v DMF po dobu 2 hodin. V kléuvariant byly pripraveny dva
roztoky. Jeden roztok byp-NBA v DMF a druhy bylo-FD, NgSO,.7H,O v DMF.
Prvni roztok byl pidan do druhého, ktery byl z&t na 100°C, v 10 minutovém
intervalu po kapkach a cela &mse refluxovala je8§t2 hodiny. OB varianty giinesly
vysoky a velmi podobny v§tek latky3b 82 — 89% (Schéma 4).

CHO
NH2 . H
+ i N
NH; N
NO,

1 2b 3b

I) Na28047H20, DMF
Schéma 4Syntéza benzimidazolu zédtpmnosti siranu sodného.
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4.4 Redukce 2-(4-nitrofenyl)benzimidazolu na 2-(4+ainofenyl)benzimidazol

Pripraveny 2-(4-nitrofenyl)benzimidaz@b byl rozpudny v methanolu a po
piidavku 10% paladia na uhli byla reéak snmés vystavena jsobeni vodiku pod tlakem
3MPa v autoklavu. Nitro skupina byla zredukovanaamaino skupinu3c po 20h
(Schéma 5).

H H
N i N

P NO, />—©7NH2
N N

3b 3c

i) 10% Pd/C

Schéma RRedukce nitroderivatu benzimidazolu na aminoderivat

4.5 Reakce 4,5,6-triaminopyrimidinu

Optimalni reakni podminky z pedeslé reakce vyuZzivajici kyselinu boritou a
glycerol jako reagenciefpl00° po dobu 6h byly pouzité na 4,5,6-triaminopydin 6,
ktery reagoval -NBA 2b ve vodném roztoku kyseliny borité a glycerolu. \ktého
produktu?7 oranzové barvy bylo 68% (Schéma 6).

NH, CHO NH,
NH, . H
m " m / N02
N~ ~NH, N~ N
NO,

6 2b 7
i) H3BO3, H50, glycerol, 100, 6h

Schéma 8ptimalni reakni podminky upla@#né na 4,5,6-triaminopyrimidine.

4.6 Studium ribosylace benzimidazolu

Pro ribosylaci benzimidazolového derivatu byla Ziya Vorbriigenova metoda.
Po rozpudini nitrofenylbenzimidazolu3b a 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzofiD-
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ribofuranosy8 v DCM byla do snisi piidana Lewisova kyselina (TMSOTf). Reakte
byla zkouSena i s DME jako rozpoédiem a SnCljako Lewisovou kyselinou. Ani po

reakéni doke 72h nebyl nalezen produgt(Schéma 7).

N
OBz y OZN_©_</
N
o) N i
OAc ’ @NOZ - OH
o (NN
B0 N

- HO
OBz

Ho'"

8 3b 9

i) DCM / DCE, TMSOTf/ SnCly, r.t., 72h

Schéma Ribosylace benzimidazolu.

Pricinou mize byt iliS nizk&d nukleofilita dusiku imidazolového cykkpisobena

silnou elektronegativitou a velkym zdpornym mezamvarefektem nitroskupiny.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Metody

TLC chromatografie byla provdda na hlinikovych deskach pokrytych
silikagelem 60 F254 ziky Merck. Teploty tani byly gfeny na Boetio¥ bloku a
nejsou korigovany. Nieni NMR spekter bylo provedeno v roztoku DMSQI6-na
Brucker AMX-300 spektrometru (300 MHz) se zbytkovgmgnalem nedeuterovaného
rozpoustdla jako standardem. Hodnoty chemického posunu jedéany v ppm
jednotkach, interaini konstanty v Hz. Mreni hmotnostnich spekter bylo realizovano
na hmotnostnim spektrometru TSQ Quantum ACCES, TMBRSCIENTIFIC, USA.
Preparativni HPLC byla provéda s vyuzitim fistroje Agilent 1200 series a
preparativni kolony YMC-Pack Pro C18 100x20 mmkEaum, 12 nm.

5.2 Fipravy

5.2.1 Obecny postup pipravy benzimidazoh z o-FD a aldehydi
5.2.1.1 V ethanolu, resp. kyselioctoveé za itomnosti benzaldehydu:

o-FD (0,2g, 1,849mmol) byl spolu s aldehydem (1,)elsuspendovan
rozpou&dlem (10ml) za/bez fidavku Ph-NQ (1,1ekv). Smis byla refluxovana za

varu po uéitou dobu v olejové lazni, srazenina byla Zzfiltroga promyta ledovym

methanolem a nechana pod infralampou na dosuseni.

2-fenylbenzimidazol (3)

a) Jako rozpou&tlo byl pouzit ethanol. Reaki doba byla 1 hodinu a 40 minut.
Vytézek 79,2mg (15%).

b) Jako rozpoué&tlo byl pouZit ethanol. Reaki doba byla 2,5 hodiny. Witek 47mg
(13%).

c) Jako rozpoustllo byla pouzita kyselina octova. Reak doba byla 1 hodina a 40
minut. Vytzek 6,9mg (1,3%).

'H NMR (400 MHz, DMSO#dg) & ppm 7.05 - 7.89 (m, 7 H) 8.11 - 8.30 (m, 2 H) #2.9
(br. s., 1 H). MS m/z pro gH1oN,: 194,08, nalezeno 194,90 [M+1]
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Bod tani: 292,1 — 293,7 °C

N,N"-benzen-1,2-diylbis(1-benzylmethanimin) (4)

Jako rozpousgtlo byla pouZzita kyselina octova. Réak doba byla 1 hodinu. V§Zek
346mg (65%).
'H NMR: *H NMR (400 MHz, DMSOsdg) & ppm 5,52 — 5,66 (m, 1 H) 6,96 — 7,05 (m, 1

H) 7,18 — 7,34 (m, 3 H) 7,43 — 7,59 (m, 2 H) 7,67,#9 (m, 1 H). MS m/z pro
CooH16N2: 284,13, nalezeno 285,01 [M+1]

Bod tani: 127,2 — 132,4°C

4-nitrofenylbenzimidazol (3b)

Jako rozpoustllo byl pouzit ethanol a jako aldehyenitrobenzaldehyd. Re#&ki doba
byla 1,5 hodiny. Vy#Zzek 315 mg (71%).

'H NMR (300 MHz, DMSOeg) 8 ppm 7,14 — 7,37 (m, 2 H) 7,52 — 7,81 (m, 2 H) 8,30
8,51 (m, 4 H) 13,28 (br. s., 1 H). MS m/z pressN3O,: 239,07, nalezeno 239,99
[M+1]".

Bod tani: 318,3 — 319,2°C

5.2.1.2 Ve vodném roztoku kyseliny borité s glycetem za pritomnosti aldehydu

o-FD (0,29, 1,849mmol) byl spolu s aldehydem (1,9 ekispendovan ve véd
(4ml) obsahujici kyselinu boritou (5mol%) a glydef®0uL). Snmes byla refluxovana 6
hodin v olejové lazni, srazenina byla zfiltrovapegmyta ledovym methanolem

a nechana pod lampou na dosuseni.

4-nitrofenyl benzimidazol (3b)
Jako aldehyd byl pouzt-nitrobenzaldehyd. Vy#ek 346mg (78%).

'H NMR (400 MHz, DMSO#ds) & ppm 7,22 — 7,34 (m, 2 H) 7,59 (@7.43 Hz, 1 H)
7,73 (d,J=7,43 Hz, 1 H) 8,37 — 8,48 (m, 4 H) 13,30 (br. 5.H). MS m/z pro
C13HoN30,: 239,07, nalezeno 239,99 [M+1]

Bod tani: 317,2 — 318,5°C
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2-fenylbenzimidazol (3)

Jako aldehyd byl pouzit benzaldehyd. &gk 10,62mg (3%). MS m/z pro£i;0Ny:
194,08, nalezeno 194,90 [M+1]

5.2.2 Obecny postup pipravy benzimidazoli zo-FD a kyselin bez gfitomnosti p-
nitrobenzaldehydu

o-FD (0,29, 1,849mmol) byl suspendovan spoldisiyggnou kyselinou (1,1ekv.)
a 4M-HCIl (5ml). Smis byla refluxovana po &itou dobu na olejové lazni, srazenina

byla zfiltrovana, promyta ledovym methanolem a @eehpod lampou na dosusSeni.

2-methylbenzimidazol

Pouzita byla kyselina octova. Reak doba byla 2 hodiny. V§Eek surové ssi ¢inil
120%. Nutno diesit zgisob izolace &isteni.

'H NMR (300 MHz, DMSO€s) 5 ppm 2,80 (s, 3 H) 7,50 (dd=6,04, 3,11 Hz, 2 H)
7,75 (dd,J=6,04, 3,11 Hz, 2 H). MS m/z pradsN,: 132,07, nalezeno 132,97 [M+1]
Bod tani:>300°C

2-(methylchlorid) benzimidazol

Jako kyselina byla pouzita kyselina chloroctovaal®ei doba byla 4h. Vy#ek surové
smesi 103 %. Nutno di@Sit zgisob izolace &isténi. MS m/z pro GH;CIN,: 166,03,
nalezeno 166,97 [M+1]

5.2.3 Obecny postup pipravy benzimidazohi z o-FD a chloridi kyselin

o-FD (0,2g, 1,849mmol) byl suspendovan veésims gislusnym chloridem
karboxylové kyseliny (1,1ekv), toluenem (5ml) athiylaminem (1,1ekv). S¢8 byla
refluxovana po dobu 2,5 hodiny na olejové laznaZzenina byla Zzfiltrovana, promyta

ledovym methanolem a nechana pod lampou na dosuSeni
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2-fenylbenzimidazol (3)

Jako chlorid karboxylové kyseliny byl pouZzit benkiyorid. VytéZek surové sisi
568mg (75%). MS m/z proGHioN,: 194,08, nalezeno 194,90 [M+1]

Bod tani: 288,1 — 289,8°C

2-methylbenzimidazol

Jako chlorid karboxylové kyseliny byl pouzit acetyfbrid. VytZzek surové sisi
396mg (81%). MS m/z prodEisN,: 132,07, nalezeno 132,97 [M+1]

5.2.4 Redukce 2-(4-nitrofenyl)benzimidazolu (3c)

Pripraveny 2-(4-nitrofenyl)benzimidazol (100mg) bybzpusény v metanolu
(15ml) a po pidavku 10% paladia na uhliku (80mg) byla radksnts ponechana pod
vodikovou atmosférou za tlaku 3MPa v autoklavu pbud20h. Realni sneés byla
zfiltrovana res Kemelinu, odp#&na dosucha a ponechana v lyofilizatoru na Gplné

dosuseni.

H NMR (300 MHz, DMSO€g) 3 ppm 6,65 (dJ=8,05 Hz, 2 H) 7,08 (ddl=5,67, 2,93
Hz, 2 H) 7,46 (br. s., 2 H) 7,84 (d=7,50 Hz, 2 H). MS m/z pro &HuNz: 209,10,
nalezeno 209,90 [M+1]

Bod tani: 195,9 — 199,0°C

5.2.5 Riprava 8-(4-nitrofenyl)purinu (7)

4,5,6-triaminopyrimidin (1,12mmol, 250mg) byl spokp-NBA (1,12mmaol,
170mg) refluxovan v roztoku kyseliny borité a glyae po dobu 6h na olejové lazni.
Srazenina byla Zzfiltrovana a promyta ledovym metiem. OranzZovy produkt byl
ponechan pod lampou na dosuSeni ¢¥gk ¢inil 68%. MS m/z pro GHgNgO,: 256,07,
nalezeno 258,91 [M+1]
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BA benzaldehyd

Bl benzimidazol

DCE dichlorethan

DCM diclormethan

DMA dimethylacedamid
DMF N,N-dimethylformamid
DMSO dimethylsulfoxid
HMDS hexamethyldisilazan
LA Lewisova kyselina
NK nukleova kyselina
o-FD o-fenylendiamin
p-NBA p-nitrobenzaldehyd
RT pokojova teplota

SA sulfamova kyselina
TEA triethylamin

TMSOTf trimethylsilyl trifluoromethan sulfonét
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7 ZAVER

V této bakaléské praci byly zkouSenyitzpisoby gipravy benzimidazal dle
postugi popsanych v literate. Pozornost byla énovana cyklizacio-FD s derivaty
benzaldehydu, cyklizaceFD s kyselinami a s derivaty karboxylovych kyselin

Komplikaci €chto metod byl vznik vedlejSich prodikjako nezcyklizovanych
iminoderivafi 5 a bisiminoderivat 4. Proto jsme se snazili zvy$istotu surové sisi a
odstranit zejména nezcyklizovanou formu produktter& nam vznikala ve &8ing
piipadi. Proto byly studovany podminky optimalizaceénou reaknihoc¢asu a teploty.
Nalezené optimalni reaki podminky byly aplikované na viceré aldehydy,rede&kazda
reakce vedla ke vzniku pozadovanych benzimidazalostaténé cistot. U nekterych
vznikala mazlava, ¢&fko izolovatelna hmota. NejlepSi reakce bylap-s
nitrobenzaldehydem, kde vznikaligiusny nitroderivat benzimidazoRb, z kterého se
nam podélo katalytickou redukci fypravit jeho aminoderivac.

Tyto optimalni podminky byly také aplikované i makci 4,5,6-triaminopyrimidinu g
nitrobenzaldehydem, kde reakce ptola bez problérn za vzniku 8-(4-nitrofenyl)-
adeninu?.

Dale byla vicekrat zkousena ribosylace benzimida3blreakci s 1-O-acetyl-2,3,5-tri-
O-benzoylg-D-ribofuranosou za katalyzy trifluormethansulfaerat ktera nebyla
aspsna, ale budeipdnmetem studii v dalSiéasti tohoto vyzkumu. Ribosylace bude

rovnéz aplikovana na 8-(4-nitrofenyl)-adenii, ktery bude slouzit jako vychozi

slowenina pro tvorbu systému ggojenym azocinovym skeletem a budou provedeny

click reakce které se budou dale studovat pro vyvoj &min s biologickou aktivitodi

latek vhodnych pro zeani nukleovych kyselin.
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