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1 Uvod

Cyklin-dependentni kinasy (CDK) jsou nezbytnou soucasti regulacniho komplexu bunééného
cyklu. Deregulace mize mit za nésledek nadorovd onemocnéni. V posledni dobé se CDK
inhibitory staly potencidlnim cilem farmaceutického primyslu ve vyvoji novych
protinadorovych 1&¢iv."? 4-(Fenyldiazenyl)-1H-pyrazol-3,5-diamin (1, CAN508, Obrazek 1a)
byl vybran jako modelova slouCenina pro disertacni praci, protoZze jeho derivaty byly
identifikovany jako ATP-kompetitivni inhibitory cyklin-dependentnich kinas CDK2 a CDKO9,
samotny pyrazol 1 znich dosahoval nejlepsich vysledki.® Cilem této prace byla takova
obména ucinné struktury, kterd by vedla k derivatim se srovnatelnymi nebo jesté lepSimi
inhibi¢nimi vlastnostmi. Pyrazoly jsou dlouhodobym tématem vyzkumu Katedry organické

chemie UP v Olomouci.

&
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Obrazek 1: a) Strukturni model pyrazol 1; b) krystalova struktura CDK2 v komplexu
s pyrazolem 1, detail interakei inhibitoru 1 s aminokyselinami proteinu ve vazebném misté
ATP.?

Krystalova struktura komplexu pyrazolu 1 s CDK2 (Obrazek 1b) naznacuje, jakym zptisobem
zapad4 pyrazol do aktivniho mista. Bylo usouzeno, Ze pro UspéSnou inhibici musi byt
endocyklicky pyrazolovy dusik volny, na jedné amino skupiné mize byt mensi substituent,
zatimco na druha amino skupina mtze nést i objemn¢;jsi substituent.

Pyrazol 1 obsahuje vice funk¢nich skupin podobné reaktivity, coz ztézuje jeho regioselektivni
substituci. Navic pfedstavuje slozity tautomerni systém, disledkem cehoz lze obtizné urcit

polohu substituentu pomoci NMR spektroskopie. Z toho diivodu byla pozornost v této




zaveérecné praci vénovana studiu zavedeni protektivnich skupin do molekuly pyrazolu
(kapitola 4.2), které by zajistily jednoznaény smér acylacnich reakci. Acylacni reakce
s pouzitim rtiznych ¢inidel byly studovany na nesubstituovanych a chranénych pyrazolech v
roztoku (kapitola 4.3) i na pevné fazi (kapitola 4.4). V ramci syntézy knihovny pyrazoli na
pevné fazi (kapitola 4.4) byly studovany pyrazoly obsahujici piperazinovy heterocyklus.
Syntéza derivati piperazinu byla studovéna i v nasledujici kapitole popisujici bicyklické
slouceniny (kapitola 4.5). Na syntézu peptidomimetik na pevné fazi je zaméfena spoluprace
Katedry organické chemie UP s Univerzitou Notre Dame v Indian¢, USA.

Bicyklické slouéeniny (2, Obrazek 2), svou strukturou piipominajici tropanové alkaloidy jako
je tropan, atropin, kokain a skopolamin,*® byly vystavény na pevné fazi s pouzitim amino
kyselin (kapitola 4.5). Pozornost syntéze latek mimikujicich latky pfirodni byla vénovana
z toho duvodu, ze zde existuje velka pravdépodobnost zajimavé biologické aktivity. Pfirodni
latky byly pro tradiéni medicinu vzdy dilezité a i v soucasnosti jsou stiedem zajmu
farmaceutického pramyslu. Rada 16¢iv byla navrzena na zakladé piirodnich latek, napiiklad v

16¢bé& rakoviny struktura pies 60% 16¢iv je piirodniho piivodu.®’

R3'\ tropan atropin kokain o skopolamin
N\
N7_? N N _N OMe N
KO N z N OH o 05 _OH
R2' ‘R1, \ﬁ/Ph E
(0] o 0)

2 T O
R!, R?", R¥ o (@]

viz. kapitola 4.5

Obrazek 2: Bicyklus 2 a ptirodni latky odvozené od bicyclo[3.2.1]oktanu.

Strukturni analyza prokdzala, Ze dosud pfipravené knihovny latek maji ¢asto nedostatek sp3-
hybridizovanych uhlikii a chiralnich center oproti 16¢iviim a p¥irodnim latkam.® Proto byl
tento vyzkum zaméfen na syntézu sloucenin, které obsahuji sp3 uhliky (3D architektura) a
jsou chirdlni.

V kapitole 4.5 byl studovén vliv substituenti R*, R? R® na formaci bicyklu 2 a stabilita tohoto

bicyklu v kyselém prostiedi.




2 Cil prace

2.1 Pyrazoly

1.) Studium acyla¢nich reakci pyrazolu 1
a) acylace na endocyklicky dusik = na pyrazol do polohy 1
b) acylace na exocyklicky dusik = na amino skupinu pyrazolu
¢) acylace fenolické skupiny pyrazolu
d) nalezeni jednoduché metody pro rozliseni téchto izomert
e) volba acyla¢niho ¢inidla (acyl-chlorid, karboxylova kyselina a aktiva¢ni ¢inidlo,

dalsi moznosti), vliv pouzitého acylac¢niho ¢inidla na vyslednou polohu substituentu

2.) Volba vhodnych protektivnich skupin, studium moznosti deprotekce
a) za ucelem piipravy acyl-pyrazolu, lisicich se polohou acylu
b) za ucelem ukotveni pyrazolu na pevnou fazi pies konkrétni funkéni skupinu

(endocyklicky/exocyklicky dusik)
3.) Biologicka aktivita ptipravenych pyrazold, studium vlivu substituentu

4.) Pyrazoly na pevné fazi
a) prevedeni syntézy pyrazolu 1 z roztoku do syntézy na pevné fazi
b) volba vhodné strategie pro navazani pyrazoli (1, 25) na pevnou fazi a syntéza

knihovny

2.2 Bicykly

1.) Optimalizace syntézy peptidomimetik typu (1S,5S)-6-0xa-3,8-diazabicyklo[3.2.1]
oktanu na pevné fazi

2.) Navrh cilovych latek, syntéza knihovny

3.) Studium vlivu substituentti na formaci bicyklu

4.) Studium stability bicyklickych sloucenin v kyselém prostiedi



3 Teoreticka cast

3.1 Vyuziti methoxybenzylovych skupin PMB a Dmb v syntéze péti
a Sesticetnych dusikatych heterocyklu

Pokud chceme, aby multifunk¢ni sloucenina reagovala selektivné v jednom reaktivnim misté,
je tfeba ostatni reaktivni centra doCasné zablokovat. Za tim ucelem bylo vyvinuto a stale se
vyviji mnoho protektivnich skupin. Vyuzivd se jich v syntéze komplexnich organickych
struktur.?

Snad prvni, kdo vyuzil do¢asné ochranéni funkcni skupiny a jeji nasledné odmaskovani, byl
Emil Fischer vsyntéze sacharidd.’® Prvni moderni protektivni skupinou byl
benzyloxykarbonyl PhCH,OCO vyvinuty Bergmannem a Zervasem.'' S vyuZitim této
chranici skupiny mohli syntetizovat peptidy, které diive nebyly synteticky dostupné. Chranici
skupinu zavedli do molekuly amino kyseliny prostfednictvim ptislusného chloridu a $tépeni
provedli katalytickou hydrogenaci, kdy se karbobenzoxy skupina odbourdvala ve formé
toluenu a oxidu uhli¢itého. Stanovili zakladni charakteristiky, které musi chranici skupina
spliiovat: 1.) snadné navazani na funkéni skupinu; 2.) stabilni k Sirokému spektru reak¢énich
podminek; 3.) snadné odstranéni na konci syntetického procesu, piipadné¢ kdyz chceme
chranénou funk¢ni skupinu modifikovat.

Barany et al.'?*3

zavedl novy koncept ,,ortogonality. Protektivni skupiny mizeme zatadit do
ortogonalnich setl, jednd se o nezavislé¢ tridy, které je mozZné odstranit konkrétnim
mechanismem. Napiiklad protektivni skupiny S$tépené bazicky, kysele, plsobenim
fluoridovych iontd... Tento koncept umoziuje protekci riznych funkénich skupin riznymi
protektivnimi skupinami v ramci jedné molekuly a v pribéhu syntézy je pak mozné
odmaskovat jen jednu v piitomnosti ostatnich protektivnich skupin, pfi¢emz ostatni funkéni
skupiny zlstanou chranéné. Zpocatku bylo pouzivani protektivnich skupin uzce spjato
S peptidovou syntézou, rychle se ale ujalo i v syntéze nepeptidovych molekul.

Zavedeni a odstranéni vhodné protektivni skupiny vyzaduje peclivé syntetické planovani, aby
se dosahlo ortogonality mezi chranicimi skupinami ptitomnymi v molekule. V této dizerta¢ni
préaci byla pouzita fada protektivnich skupin, které 1ze $t€pit rozdilnym mechanismem. Byly
pouzity methoxybenzylové skupiny 4-methoxybenzoyl (PMB) a 2,4-dimethoxybenzoyl
(Dmb), tert-butoxykarbonyl (Boc) jako kysele labilni chranici skupiny; bazicky labilni
fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) a 4-nitrobenzensulfonyl (4-Nos), jehoz deprotekci

zajiStuje merkaptoethanol v pfitomnosti baze; silylové skupiny triisopropylsilyl (TIPS) a tert-



butyldimethylsilyl (TBDMS), které se odstranuji nejcastéji fluoridovymi ionty. Tato kapitola
je se zaméfena na pouzivani methoxybenzylovych skupin pii chranéni dusiku
heterocyklickych sloucenin, zejména péti a Sesticetnych.

V syntéze potencidln¢ biologicky aktivnich heterocyklickych slou¢enin je vhodnd volba
protektivnich skupin zasadnim problémem. Pro chranéni dusikatych heterocyklickych
sloudenin se b&Zné uziva tvorby N-sulfonyl derivati (tosyl**), karbamati (Boc®®), N-alkyla
(N-benzyl'®), amida (formyl*’) a dalSich. Univerzalni protektivni skupina neexistuje. Kazda
ma své pro a proti a vzdy je tieba zvazovat vSechny aspekty reakce, stabilitu dané skupiny i
podminky deprotekce. V piiprave fady triazold,'® imidazola®® a pyrazolﬁ20 byla pro chranéni
heterocyklického  dusiku  pouzita p-methoxybenzylova (PMB, resp. MPM =
methoxyphenylmethyl, také MBn = methoxybenzyl) skupina. Vedle chranéni amino skupiny
se PMB pouziva také k chranéni hydroxy skupiny alkohold?! a fenolt,? dale k ochrand
thiold® a karboxylovych kyselin.24 Spolu s jejim analogem obsahujicim o jednu methoxy
skupinu vic (2,4-dimethoxybenzyl = 2,4-Dmb) jsme si tyto dvé protektivni skupiny zvolili i
pro nasi syntézu, kde jsme je pouzili pro chranéni pyrazolového endocyklického dusiku. Proto

je na PMB (kapitola 1.2) a Dmb (kapitola 1.3) v této ¢asti prace zaméfena pozornost.

3.2 Para methoxybenzyl (PMB) chranici skupina

Tato kapitola se vénuje metoddm zavedeni PMB do molekuly, ddle moznostem jejiho

odstranéni a na zavér je uveden piiklad uplatnéni PMB v konceptu ortogonality.

3.2.1 PMB — metody navazani

V této ¢asti jsou uvedeny moznosti navazani PMB skupiny na heterocyklicky dusik ptipadné
na prekurzor, ze kterého se heterocyklus tvoii nasledné. Tato kapitola je rozd€lena podle
pouzitého c¢inidla. NejCastéjSim zdrojem PMB chranici skupiny pro zavedeni do molekuly
heterocyklu jsou halogenidy - chlorid (PMB-CI) a bromid (PMB-Br), mozné je pouzit také
hydroxyderivat (PMB-OH), dale jsou to derivaty dusiku - amin (PMB-NH), hydrazin (PMB-
NHNHy), ktery umoznuje vznik heterocyklu kondenzaci, azid (PMB-N3) a kapitolu uzavira
ptiklad reduktivni aminace aldehydu (PMB-CHO).

3.2.1.1 PMB-chlorid

4-Methoxybenzylova skupina se osvédcila jako protektivni skupina v syntéze di(1H-pyrazol-
5-yl)methanonu 111 (Schéma I) 1épe nez za timto ucelem bézné uzivané chranici skupiny (Me,

Bn, Ph, SEM, Tos).” Umoznila totiZ regiospecifickou reakei s lithiem do polohy 5 pyrazolu
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Il, byla dostatecné reaktivni k vybranym elektrofilim (naptiklad urethanu) a zaroven jeji
odstranéni vyzadovalo relativné mirné podminky. Do molekuly pyrazolu | byla zavedena

reakci s PMB-chloridu, v pfitomnosti silné baze hydridu sodného.

PMB-CI PMB

H ,
_N N
NaH N . N-
| _—
\\/) DMF y @ — |
rt, Ny, 20 h y—NH

' 86% I n _N

H
N O
Y

Schéma |: PMB jako projektivni skupina pyrazolt.

Tento zptsob zavedeni chranici skupiny byl Gspé$né aplikovan i na 1,2,4-triazol IV (Schéma
11).% T zde byl jako baze zvolen hydrid sodny. PMB-chranény 1,2,4-triazol V pak byl pouzit
v Diels-Alderové syntéze sloucenin typu V11 (substituent R®), kde ve formé VI predstavoval
dienofil reagujici s dienem VI1I. Vedle 1,2,4-triazolu autofi uvadéji i imidazol a indol, které

rovnéZ chranili reakci s PMB-chloridem.

R2
@
R7_/ = NI/\_R‘I
PMB RV R NN RUR
H PMB-CI . — Vil R\ R
N~ NaH NN N—= RO , . KN
l /> e m /> EEE— ! _— 71z N 1
DMF N NN R | R
rt, 16h PMB” "~ X = \%
v 65% v VI Vil

Schéma I1: Protekce 1,2,4-triazolu IV PMB-chloridem, nasledna transformace na dienofil
VI.

Také v piipadé syntézy funkcionalizovanych bicyklickych dioxopiperazinii (Schéma III) byl
pro zavedeni PMB chranici skupiny do molekuly dioxopiperazinu XII pouzit vyse uvedny
protokol, tedy PMB-chlorid, hydrid sodny, za vzniku dvojnasobné PMB-chranéného

2
|26

heterocyklu X111.”> Prvni PMB chranici skupina vsak byla vnesena reakci PMB-glycin ethyl

esteru X s chranénou 2-amino-4-hydroxybutanovou kyselinou IX.
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Schéma I11: Syntéza dvojnasobné PMB-chranéného dioxopiperazinu XII1.

V syntéze 2'-O-methyluridinu XV (Schéma IV) byla pouzita efektivni protekce N3-imidové
skupiny uridinu pomoci PMB.?” Tato chréanici skupina se vézala selektivng na volny dusik
uridinu, pficemz hydroxy skupina rib6zy v poloze 2 zlstala netknutd, v nasledujicim kroku
byla methylovana methyl jodidem. V pfedb&ézném studiu této reakce byla zkouSena nejprve
reakce uridinu XIV s PMB-bromidem v pfitomnosti DIEA jako baze, ale produkt XV
nevznikal. Kdyz byl jako baze pouzit uhli¢itan draselny, vznikala smés derivatu XV a PMB-
derivatu na hydroxy skupiné. Pii pouziti DBU jako baze se podafilo dosahnout selektivni
alkylace na dusik (80%), pfi zméné ¢inidla z bromidu na PMB-CI se zvysil vytézek XV
(92%).

O
HN
o7

| ﬁj
A\s{’o PMB-CI
|
. 0 L -,
CH4CN g
~

0.
Si
92% /( j\
XV

XVI

PMB .
HN

Schéma 1V: Selektivni protekce uridinu PMB-chloridem.

PMB protektivni skupina se v nukleotidové chemii osvéd¢ila diky moznosti mirného
odstranéni.?® N-glykosidové vazba je totiz kysele labilni a chranéni hydroxy skupiny v poloze
5 pomoci akryloylu je zase bazicky labilni. Z téchto divodi byla PMB v tomto piipadé
vhodné€jsi nez chrénici skupiny jako je benzoyl,29 2-(4-nitrofenyl)ethyl *°  2-(4-

|33

nitrofenylsulfonyl)ethyl,** fenyl®* a 2-(methoxy)ethoxymethyl.** Dal3i vyznamnou vyhodou
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PMB je moznost selektivniho zavedeni v pfitomnosti volné hydroxy skupiny s pouzitim baze
DBU. V syntéze 5’-O-akryloyl-5-fluoruridinu XIX (Schéma V) tedy bylo chranéni N°-
imidového dusiku dosazeno reakci s PMB-chloridem v pfitomnosti DBU, autofi vSak uvadi i

moznost pouziti PMB-bromidu spolu s DIEA jako bazi.

PMB-CI HO O. O

DBU o) — j/ o)
—_—

CH3CN =

reflux, 3h O o) OH OH
98% <
XVl XVII XIX

Schéma V: PMB jako N3-imidové chrénici skupina 5-fluoruridinu.

ProtoZe reakce imidazoli s riiznymi halogenidy vede nejen k alkylaci N* dusiku, ale také ke
tvorbé 1,3-disubstituovanych imidazolium soli, byla pro regioselektivni syntézu 1-
substituovanych imidazold zvolena nasledujici metodika (Schéma VI).* Imidazol byl nejprve
regioselektivné N-acylovan (protektivni skupiny: 1-acetyl (XXa), 1-benzoyl (XXb), 1-
ethoxykarbonyl (XXc)), kvarternizovan (XXla-c) a deacylovan (XXI1).

PG pmB-cl NPG NGO N PG=
f\/) Nal f\) o a2-Ys , i/) a: -CO-CHj
N CH4CN N ¢ H,0 - b: -CO-Ph
1-60 °C PMB” ® 77-99% c: -CO-OEt
XXa-c 2h-on L XXla-c B XXl

Schéma VI: Reakce chranénych imidazolt XXa-c s PMB-chloridem.

V syntéze B-laktamovych antibiotik byla PMB skupina pouZita pro chranéni heterocyklického
dusiku, projektivni skupina byla zavedena reakci XXIII sPMB-chloridem a oxidem

stiibrnym v acetonitrilu (Schéma VH).34

ol

] H
o-TBDMS  PMB-CI = /~0-TBDMS
Agzo
—_—
NH CH,CN N,

o reflux, 7h O PMB
XXII XXIV

Schéma VII: Chranéni -laktamovych antibiotik PMB-chloridem.
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V syntéze prvnich znamych pyrazoloporfirini (XXVIla,b; Schéma VIII)35 s volnymi NH
skupinami pyrazolu byla chrénici skupina PMB navézdna pfislusSnym chloridem,
V pfitomnosti bézi hydroxidu a uhli¢itanu draselného a kvarterni amoniové soli
tetrabutylammonium bromidu (TBAB) hrajiciho roli katalyzatoru. Cilové pyrazoly obsahujici
¢tyfi NH-pyrazoly predstavuji kombinaci vlastnosti protonového transferu obou piitomnych
sloucenin — porfyrinli, které zabezpecuji intramolekuldrni protonovy transfer, a N-
nesubstituovanych pyrazoli, které umoznuji intramolekularni protonovy transfer. Za ucelem
ziskani takovychto sloucenin byla vybrana protektivni skupina PMB, ktera vydrzela
podminky syntézy porfyrinu, zlistala navazana na pyrazolu, a poté byla odchranéna. Bez

chranici skupiny by pyrazol-aldehydy polymerizovaly.

H PMB
)N;N)_< OFEt Nl,N OEt
L) L~
HaC OEt HaC OEt
PMB-CI
XXVa KOH, K2CO3 XXVla
TBAB
* dry toluen *
ry PMB
H reflux, 20h l\i
N-N 59% N-
| Yy CH; | / CHj3
EtO EtO
OEt OEt
XXVb XXVIb XXVlia,b

Schéma VIII: Reakce pyrazoli XXVa,b s PMB-chloridem v syntéze porfyrini XXVIla,b.

Pfi syntetickych studiich Pankratistatinu® byla sloutenina XXVIII (Schéma IX) alkylovana
PMB-chloridem v ptitomnosti baze NaH, hydroxy skupina byla chranéna ethoxyethylem
(EE). Nasledujicim sledem reakci byl uzavien ptikondenzovany piperidinovy cyklus (XXX).

NH <O N.
DMF PMB
OEE O -30 °C OEE O
85%
XXV XXIX XXX

Schéma IX: Alkylace slouc¢eniny XXVI11 PMB-chloridem.
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V totalni syntéze Flutimidu (XXXIV, Schéma X), nového inhibitoru viru chfipky,37 byl dusik
slou¢eniny XXXI alkylovan ptsobenim PMB-chloridu sbazi diisopropylethylaminem.
Nasledovalo uzavieni piperazinového cyklu (XXXIII) a dal$im sledem reakci byl ziskan
Flutimid (XXXIV).

PMB-CI (ﬁ\
DIPEA
~>N">COOMe —— > .

COOmBu  H CHCN | COOtBU ’T‘ CcOOoMe
90%
XXX XXX
PMB
N N
LT L
07 NS0 0”7 NS0
OH OH
XXX XXXIV

Schéma X: Alkylace aminu XXXI PMB-chloridem.

3.2.1.2 PMB-bromid

Ptiprava kli€ového intermedidtu pro syntézu bicyklomycinu zahrnovala ochranéni
dioxopiperazinu na dusicich (Schéma XI). Podobn¢ jak bylo popsano v predchozi kapitole

0 PMB-chloridu, i bromid vyzaduje pfitomnost silné baze, zde autofi zvolili hydrid sodn}'/.38

PMB
N_ _O
; PMB-Br i
NaH
N o ome W o8
rt, 12h PMB 1\ O
62%
xxxv XXXVI

Schéma XI: Protekce amida dioxopiperazinu XXVIII PMB-bromidem.

Pro protekci imidového dusiku uracilu u slou¢eniny XXXVII (Schéma XII) pti syntéze rizné

chranénych podjednotek Tunicamycinu byl vybran klasicky protokol: PMB-bromid a hydrid

sodny jako baze.*
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PMB

| ﬁ
N0 N/go QAc N/&O

AcHN__
AcO PMB-Br AcO )
(@] NaH (@] _—
S —> AcO
DMF

0><3 0°C, 10 min 0)<3
XXXVII XXXVIII XXXIX

Schéma XII: Protekce uridinu XXXVII PMB-bromidem.

Kli¢ovou stavebni jednotkou v syntéze Latrunculinu A (XLII) a B (XLIII) je keton XL
(Schéma XIII), u ng&jz byl thiazolidinovy dusik ochranén PMB ptisobenim PMB-Br

V pfitomnosti NaH.*

COOEt COOEt / Oy_/
g H PMB-Br PMB\ S H “,
HN NaH (e}
)\ )\ 4»_» o OH
o” S dry DMF o” S
rt, 1.5h H nebo H
XL 79% XLI j“\ j‘\
o7 S o~ S
XLl XL

Schéma XIII: Protekce amidového thiazolidonového dusiku PMB skupinou.

Za ucelem zvySeni vazebnych sil mezi B-skladanym listem a peptidovym substratem byla
pfipravena druh4 a tfeti generace receptorovych molekul.*" Jednalo se o dva aminopyrazoly
kovalentné spojené dikarboxylovym raménkem (napt. XLVI, Schéma XII) a nové
aminopyrazolové nepfirodni aminokyseliny (napf. XLVII). Dimery a oligomery byly
pfipraveny ze stejné vychozi latky — N-chranéného pyrazolu XLV, na ktery byla PMB

chranici skupina zavedena v pfitomnosti baze uhli¢itanu draselného.
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HsC CH,
-
H PMB-Br PMB WNH HN
N-N K,COs -N HN- N-NH
L/ COOMe | COOMe -, COOMe
dry DMF XLVI
O2N 50 °C, 18 O2 O,N 7 "NH
88% 7 nebo 0 —N
XLIV XLV N MO o NH
N —
N-NH H
XLV

Schéma XIV: Reakce pyrazolu XLI1V s PMB-bromidem.

V totalni syntéze Narciklasinu (L, Schéma XV) ochrénili Rigby et al.*? klicovy intermediat
XLVIII alkyla¢ni reakci s PMB-bromidem v ptitomnosti baze hydridu sodného.

OH
N Nej B
TBDMS-O,, \9 TBDMS-O,, 3 OH
o PMB-Br o Q o) m’
< T LI ———e O @ s
0 O B > O
OEE O OEE O OH O
XLVl XLIX L

Schéma XV: Alkylace aminu XLVI111 PMB-bromidem.

Pii syntéze tetrahydroderivatu (LVa, Schéma XVI) a jeho aza analogu (LVb) odvozenych od
Amsakrinu, u néjZ byla zjiSténa protinddorova aktivita, byl kliCovym syntetickym
intermedidtem hexahydroakridinon LIVa. Byl pfipraven ze spiroslouc¢eniny LIlla. PMB-
chranici skupina byla na heterocyklicky dusik zavedena ve stadiu 2-aminobenzamidu (L1I),

ktery reagoval s PMB-bromidem.®
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FI’MB

NH, PMB-Br NH
K5CO3, Ki
NH, 2y R NH, ACZO
dry DMF X CH, pyr|d|n

o rt, 24h O NHCH, reflux, 2h
o) 0,
L 92% r Reflux, 40-58h | jja b 68-76%
55-90%
LIVa,b
300 NHSO,CHj
LVa,b

Schéma XVI: Reakce 2-aminobenzamidu L1 s PMB-bromidem v syntéze analogii Amsakrinu
LVa,b.

3.2.1.3 PMB-alkohol

Pro benzoylaci 2,5-dioxopiperazindionu (LVI, Schéma XVII) byl PMB-alkohol kvantitativné
preveden ptsobenim koncentrované bromovodikové kyseliny na nestabilni PMB-bromid. Ten
uz reagoval se slouceninou LVI za standardnich podminek v pfitomnosti baze hydridu

(1. 44
sodného.

1.) PMB-OH + HBr

PMB
H [
N__O N__O
i 2.) NaH, dry DMF L
07N ad2) 0 °C, 2h; OZ N
|
én iPr Bn iPr

pak rt on
80%

LVI LVl

Schéma XVII: Protekce dioxopiperazinu LVI PMB skupinou.

V syntéze 3-arylovanych 1-hydroxypyrazolt (LX, Schéma XVIII) pouzili Eskildsen et al.®®

selektivni N-alkylace 1-hydroxypyrazolu (LVII1) 4-methoxybenzyl alkoholem (PMB-OH)

Vv kyselém prostiedi a vyhnuli se tak praci s karcinogennim46 a nestabilnim PMB-Br.
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©
O OH

OH PMB-OH ;
N TR TN e
| dry CHCI, &) —_— Ly

50 °C, 25h Ar
LV 94% LIX LX

Schéma XVIII: Reakce 1-hydroxypyrazolu LVIII s PMB-alkoholem.

3.2.1.4 PMB-amin

Pfi studiu Friedel-Crafts acyla¢nich reakci pyrroli ptipravili Taylor*’ et al. PMB-chranény
pyrrol (LXII, Schéma XIX) z 2,5-dimethoxytetrahydrofuranu (L) Clausen-Kaasovou

variantou Paal-Knorrovy pyrrolové syntézy.*

PMB
MeO {
O PMB-NH, N
OMe —_— " | /
ledova AcOH
115 °C, 1.5h
LXI 52% LXII

Schéma XIX: Syntéza PMB pyrrolu LXI1 z 2,5-dimethoxytetrahydrofuranu LXI.

V syntéze bicyklickych ftalimidovych analogi (LXV, Schéma XX) reagoval sukcinahydrid
(LXII) sriznymi aminy, napiiklad PMB-NH, (ale také se 2-methoxybenzyl aminem),

Vv kyseliné octové hrajici roli rozpoustédla a s katalytickym mnoZstvim DMAP 9

PMB-NH, r/x
DMAP _ _
o DMAP N-PMB  ——— | N—-PMB
AcOH - - 7z
O reflux, 72h o] oH O X,Y,Z=N,C
o
Lxan 4% LXIV LXV

Schéma XX: Reakce sukcinanhydridu LXI11 s PMB-aminem.

V syntéze N-benzoylizoindolinovych derivatd jako analgetik reagoval 3-hydroxyftalanhydrid
(LXVI, Schéma XXI) s PMB-NH; v kyselin¢ octové za vzniku PMB-chranéného derivatu
(LXVI1).50%2
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O 0O

O  PMB-NH, N—PMB
—_—
AcOH
oH O 100 °C, 4h oH ©
81%
LXVI LXVII

Schéma XXI: Reakce 3-hydroxyftalanhydridu LXV1 s PMB-aminem,

Stejni autofi pouzili jako vychozi material také brom-derivat LXVIII (Schéma XXII).

PMB-NH,

Cl B Na,CO, Cl
o — N—PMB
Br  CHsCN/H,O (4:5)
H,CO . oh H,CO
LXVIII LXIX

Schéma XXII: Reakce dibromderivatu LXVIII s PMB-aminem.

Rowley et al.*” prevedli 1-(benzyloxy)-4-ethylpyrrolidin-2,3-dion (LXX, Schéma XXIII) na
PMB-derivat (LXXI) reakci s PMB-aminem v methanolu. Derivat LXXI existoval vyhradné

ve formé enamin tautomeru. Syntéza dale pokraCovala vystavbou bicyklu LXXII.

N—-OBn | N-OBn N-OBn
m PMBNH, gy K
O ” /

o) MeOH, on o] PMB o)
74%
LXX LXXI LXXII

Schéma XXIII: Reakce 1-(benzyloxy)-4-ethylpyrrolidin-2,3-dionu LXXI s PMB-aminem.

Forbes et al.> pouzili v syntéze pyrido[2,3-b]indolid PMB jako chrénici skupinu pro indolovy
dusik. Slou¢eninu LXXIV (Schéma XXIV) vystavéli s pouzitim metodologie podle Rotha.>

HN - coo
1.) PMB-NH, CN =(Me
0 dry toluen, \  /—CH
(:/Ii reflux 1.5h N N 3
T ,
CH

reflux 1.5h | S—NH,
OH 2.) CHy(CN), N\ 3
dry toluen PMB
LXXII reflux 45 min LXXIV LXXV
77%

Schéma XXIV: Reakce 2-hydroxycyklohexanonu LXXIIl s PMB-aminem, nasledna reakce

s malononitrilem.
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Vinyl sulfonamid (LXXVII, Schéma XXV) pfipravili autofi reakci bis(4-
methoxybenzyl)aminu s chlorethansulfonyl chloridem (LXXVI). Heterocyklus uzavirali az po

odit&peni chranici skupiny PMB.*

t-BuOOC HOOC

) y

o) o)
cl PMB \©VCOOM6
j (PMB),NH, TMB |
Cl\

¥o)
NaOH N - . z
8¢ —— PMB” 8¢ E— NS0
5 © 1,2-dichlorethan, )"0 H
H,0
LXXVI 82% LXXVII LXXVIII

Schéma XXV: PMB-protekce v syntéze cyklickych sulfonamidu.

3.2.1.5 PMB-hydrazin

Eller et al.®

predstavili PMB jako wuniverzalni chranici skupinu v syntéze N-
nesubstituovanych pyrazolont (LXXXIla-e, Schéma XXVI). Heterocyklus vystavéli z diethyl
ethoxymethylenmalonatu (LXXI1X) a PMB-hydrazinu, ktery ziskali reakci hydrazinu s PMB-

chloridem.

PMB H PMB
PMB-NHNH i :
EtOOC.__COOEt z N un-N _N
K,CO3 N - o N
| — | p—OH T—— =, — b | o
OEt H20 nebe \
reflux, 3h COOEt 0
75% R Ph
LXXIX LXXX LXXXla-e LXXXII
R=
a: -CH3
b: -Csz
C: -C6H5
d: 2-thienyl
e: (E)-styryl

Schéma XXVI: Syntéza PMB-pyrazolu LXXX reakci diethyl ethoxymethylenmalonatu
LXXIX s PMB-hydrazinem.

V syntéze porfyrinﬁ35 byly klicové PMB-chranéné pyrazoly (LXXXIVa,b, Schéma XXVII)
piipraveny také reakci B-dikarbonylové slouceniny (LXXXIIIb), resp. tetramethoxypropanu
(LXXXIIla) s PMB-hydrazinem.
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OCH; OCH;

H;CO OCH3 PMB
PMB-NHNH, F
LXXXIlla HCl N R =
nebo —_— )|\/)—R
0] o) EtOH R a: -H
M reflux, 1h b: -CH;
H,C CHs 64-73% LXXXIVa,b
LXXXIllb

Schéma XXVII: Reakce tetramethoxypropanu LXXXIlla nebo pentan-2,4-dionu LXXXI111b
s PMB-hydrazinem.

3.2.1.6 PMB-azid

V syntéze riznych N-nesubstituovanych v-triazolti prezentovali Buckle et al.'® PMB jako
univerzalni protektivni skupinu téchto heterocyklti. PMB-chranény triazol (LXXXVI,
Schéma XXVIII) piipravili kondenzaci diethyl-malonatu (LXXXV) s PMB-azidem, ktery
ziskali reaci PMB-chloridu s azidem sodnym.

PMB-N, NPMB
0O O NaOEt N-
— > Il OH
EtOMOEt EtOH N
reflux, 18h COOEt
67%
LXXXV LXXXVI

Schéma XXVIII: Kondenzace diethyl-malonatu LXXXV s PMB-azidem.

3.2.1.7 PMB-aldehyd

Imidazo[4,5-b]pyridin (XC, Schéma XXIX) pfipravili Rosenberg et al.”” Pd-katalyzovanou
reakci formamidu s PMB-chranénym derivatem LXXXIX, na n&z byla chranici skupina

PMB navazana reduktivni aminaci PMB-aldehydu s 2-chlorpyridin-3-aminem (LXXXVII).

o)
A
H,N~ H
o PMB : PMB
NaBH(AcO); NH Pd ligand l\j
Ny N2 H TFA N KsPOy4 X
(X Eone | o~ L oh
z : Et-OAc NG E-BUOH, NN
N™ ~cl OCHs 50 min oo
' 110 °C, 4h

LXXXVII LXXXVII 99% LXXXIX XC

85%
Schéma XXIX: Reduktivni aminace PMB-aldehydu LXXXVIII s aminem LXXXVII,

nasledna dostavba pfikondenzovného heterocyklu XC.

20




3.2.2 PMB — moznosti Stépeni

Metody $tépeni PMB z heterocyklu je mozné rozdélit do tfi velkych skupin — metody
oxidativni, reduktivni a kyseld solvolyza. Vhodnd volba deprotekce je Uzce spjata se

samotnym substratem, jak bude ilustrovano nasledujicimi ptiklady.

3.2.2.1 Oxidativni metody

Patfi sem oxidacni Cinidla jako kyslik, ktery je nedilnou soucasti Williamsova protokolu
odbourani PMB, peroxodisiran draselny, hexanitratocéri¢itan amonny (CAN) a 2,3-dichlor-

5,6-dikyanobenzochinon (DDQ).

3.2.2.1.1 Williamsiiv protokol

Protoze se Williams et al.*® nedafila deprotekce PMB-amidii dosud popsanymi reduktivnimi,
oxidativnimi nebo solvolytickymi metodami, navrhli novou metodu odstranéni PMB chranici

skupiny. Mechanismus této metody je naznaen na obecném vzorci slouceniny XCI (autofi

VY
o) O i
R)kN/\©\ t-BuLi R)kN)\@\ 0,
! —_— L, —_
R OCH THF R 3 (nebo
XCI '78 o(: XC" MOOPH)
iy e 9
RON — RJ\NH H
R’ 21-68% e "
OCH;, OCHj
XcClil XCIV XCV

Schéma 30: Williamsovo oxidativni odstranéni PMB skupiny.

I 40,59

Williamstiv protokol pouZili Smith et a V totalni syntéze Latrunculinu (Schéma XXXI).
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OH OH
O-TBDMS L O-TBDMS
OCH, OCH,
o) _ o)
H t-BuLi, O, H
PMB~p THF HN
)fs 78 °C )fs
o 62% o
XCVI XCVII

Schéma XXXI: Williamsiiv protokol oxidativniho odstranéni PMB v syntéze Latrunculinu

KdyZ v totalni syntéze Narciklasinu (L, Schéma XXXII) jiné oxidativni metody selhaly,

1 . . . o . 42
uspéli autofi reakci s N-BuLi a naslednou oxidaci kyslikem.

H

OH
n-BulLi, O, O] O I’ OH
— <

THF o) NH

-78 °C

ol O

OH O

XCVil

Schéma XXXII: Williamstv protokol oxidativniho odstranéni PMB v syntéze Narciklasinu

L.

3.2.2.1.2 Oxidace peroxodisiranem draselnym

PMB protektivni skupina byla z derivatu azetidinu (XCIX, Schéma XXXIII) odstranéna
pusobenim peroxodisiranu draselného.**

K2S,0g

K,HPO,  Ph

CH3 CUSO45H20
—_—

CH4CN

& emp  95°C,2h

67%
XCIX

Schéma XXXII1I: Odstranéni PMB skupiny oxidaci peroxodisiraném draselnym

22




3.2.2.1.3 Hexanitrdtocéricitan amonny (CAN)

Pfi studiu moznosti oxidativniho odstranéni PMB skupiny z piperazin-2,5-dionti vyzkouseli
Yoshimura et al.® a Yamaura et al.* pouziti 2,3-dichlor-5,6-dikyanobenzochinonu (DDQ) za
riznych podminek. Pozadovany produkt CIl (Schéma XXXIV) ziskali vSak az reakci
s oxidem chromitym v prostiedi kyseliny octové. Vytézek ¢inil 41%. Pii pouziti CAN rovnéz
doslo k odstépeni PMB ze slouceniny Cl. Autofi optimalizovali koncentraci CAN a podafilo
se jim tak zvysit vytézek Cll az na 98%. Pii Stépeni PMB z dalSich substrati ovéfili, Ze se

jedna o selektivni ¢inidlo (benzyl a vinyl zlstaly reakci s CAN nedotceny).

PMB
N__O
i (NH4),Ce(NOs)s _ i
én i-Pr 55-98%

Cl Cll

Schéma XXXI1V: Selektivni deprotekce PMB pisobenim CAN na dioxopiperazin CI.

Stejni autofi pouzili CAN pro odstépeni PMB ze substituovaného piperazin-2,5-dionu také
Vv chiralni syntéze Bicyklomycinu.61
Deprotekei imidového dusiku uracilu u slouceniny CIII (Schéma XXXV) provedli

Danishefsky et al.* pisobenim CAN ve vodném acetonitrilu.

ELN,PMB "
OAc | OAc |
N/go N/l%o

AcHN.__

(NH,),Ce(NO3)s _
AcO CH4CN/H,0 AcO’
OAc OAc (10:1) OAc OAc
reflux 1h
59%
chu XXXIX

Schéma XXXV: Selektivni deprotekce PMB piisobenim CAN v syntéze Tunikamycinu.

Kdyz Smith et al.*® syntetizovali Latrunculin B (XLII1, Schéma XXXVI), pouzivali nejdiive
k chranéni amidového dusiku benzyl a 3,4-dimethoxybenzyl (3,4-Dmb), ale deprotekce byla
obtizna. Oproti tomu skupina PMB byla snadno odstépitelnd piisobenim CAN. Pii pouZiti
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ziedéného roztoku CAN bylo tieba provést jesté acetalovou hydrolyzu (CV). Kdyz vsak do
roztoku slouceniny CIV ve smési rozpoustédel acetonitril/voda ptidali pevny CAN, bézela

deprotekce piimo na produkt XLIII.

0O¢Hs ° 0.25M (NH,),Ce(NOs)s - 0OCHs
5 )\s 68% O)\S
Clv cv

ACOH/THF/H,0

(NH4);,Ce(NO3)s (s) 11)

CH5CN/H,0 (2:1) 60 °C. 2h
t, 20 min 69%
47%
L =
HN—H
o)\ S
XL

Schéma XXXVI: Deprotekce PMB plisobenim CAN v syntéze Latrunculin B XLIII.

Zajimavé bylo $tépeni PMB z bicyklickych slouc¢enin typu CVI (Schéma XXXVII). Williams

et al.®? pri syntéze derivati Bicyklomycinu ptipravili riizné bicyklické slouc¢eniny chranéné na
amidovych dusicich skupinou PMB. V pftipadé slouceniny CVI bylo mozné PMB oxidativné

odstépit pisobenim CAN, ov§em kdyZ byl mustek o dva uhliky kratsi, dochazelo k rozkladu.

(NH,4)2,Ce(NO3)s ’OH
> HN Z (@]
CH5;CN/H,0
. N
(4:1) OHsC H
rt, 50 min

o)

Ccvi 50% CVil

Schéma XXXVII: Deprotekce PMB pusobenim CAN v syntéze derivati Bicyklomycinu.
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Pro ¢isty prubéh odstépeni PMB u derivatu CVIII (Schéma XXXVIII) pasobenim CAN
museli Williams et al.®® nejprve zabranit v reaktivité sekundarnimu hydroxylu, &ehoz dosahli

reakci s trifluoracetanhydridem.

PMB_ o) /OH PMB OH
\ - O \O < O /OH
) N bé N 0 HN o
= N. o= N. o= NH
HO~<H "PMB  TFAA,DMAR F,cOcO-feH "PMB  (NHa)Ce(NOs)s HO=f=H

O : CH3 DCM (@) L CH3 CH3CH/H20 @) L CH3
>< P rt, 20 min : (4:1) :
o~ rt, 35 min o~
cvii CIX CcX

Schéma XXXVIII: Deprotekce PMB ptisobenim CAN v syntéze derivati Bicyklomycinu.

3.2.2.1.4 2,3-Dichlor-5,6-dikyanobenzochinon (DDQ)

Od 7-PMB chranéného derivatu xanthinu (CXI, Schéma XXXIX) byla protektivni skupina
odStépena za oxidativnich podminek pasobenim DDQ za vzniku 1,3-substituovaného
xanthinu. 7-PMB xanthiny umoziuji pfipravu 9-substituovanych purinti, kde by PMB
chranici skupina byla odst&pena po N°-alkylaci.®*

HaC. )t HsC. )K/[
)\ DCM/HQO )\ %

rt, 24h
65%

CXl cxi

Schéma XXXIX: Deprotekce PMB plisobenim DDQ v syntéze 1,3-substituovanych

xanthinu.

Pii syntéze Flutimidu (XXXI1V) byly dusiky pyrazin-2,6(1H,3H)-dionu (CXIII, Schéma XL)
chranény PMB a methoxymetyletherem (MOM). Deprotekci provedli Singh et al.*” ve dvou
krocich — nejprve odstépili PMB pisobenim oxidaéniho ¢inidla DDQ, zaroven doslo k oxidaci

vazby C=N. Nasledovala reakce s TFA, ktera odstépila zbyvajici chranici skupinu.
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Piagt i cas ke d

(2:1) kvant.
OMOM 0% OMOM

cXil CXIV XXXIV

Schéma XL: Deprotekce PMB piisobenim DDQ v totalni syntéze Flutimidu XXXIV.

3.2.2.2 Reduktivni metody

Patii sem predevsim hydrogenolyza za ptitomnosti katalyzatoru obsahujiciho paladium, déle
se jedna o redukci sodikem v kapalném amoniaku.
3.2.2.2.1 Katalyticka hydrogenolyza

Zavialov et al.** odstrafiovali chranici PMB skupinu z xanthinu nejen pisobenim oxidaéniho

¢inidla DDQ, ale i katalytickou hydrogenaci (Schéma XLI).

MeOH
rt, 2h
CXV 92% CXVI

O pmB Q4
Ph\N N HCOONH, Ph\N N
Yy e, YY)
0] H N 0] H N

Schéma XLI: Reduktivni odstranéni PMB z xanthinu CXV katalytickou hydrogenaci.

Hydrogenolyza PMB-chranéné slouceniny CXVII (Schéma XLII) poskytla fenantridon
CXVINL*®

H,/PdCl,
AcOH 0 O
Zone <
Et-OAc o)
rt
90% OH O
CXVII CXVIII

Schéma XLII: Reduktivni odstranéni PMB katalytickou hydrogenaci v syntéze
Pankratistatinu.

Deprotekci obou chranicich skupin v molekule LXXII (Schéma XLIII) provedli Rowley et

al.?v jednom syntetickém kroku - hydrogenolyzou na Pearlmanové katalyzatoru.
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(ji«\N‘OB” H,/Pd(OH),/C (j;;"“o“
N 98% N

PMB (0] O

LXXUU CXIX

Schéma XLIII: Odstranéni PMB hydrogenolyzou na Pearlmannové¢ katalyzatoru.

U Sesti az sedmi ¢lennych heterocyklt obsahujicich dusik (CXXa-c, Schéma XLIX) odstranili

|.65

Trost et al.”™ PMB-chranici skupinu katalytickou hydrogenaci.

1 atm., H,
10% Pd/C n=
(KT)\/OH i< > (Cr)\/OH 1
B ) a:
N CHaOH N A b: 2
PMB c:3
CXXa-c CXXla-c

Schéma XLIV: Odstranéni PMB u derivati CXXa-c katalytickou hydrogenaci.

3.2.2.2.2 Redukce sodikem v kapalném amoniaku

Subramanyam et al.?’ nabidli zajimavé srovnani §t&peni PMB puisobenim TFA a reduktivni
odbourani sodikem (Schéma XLV). V pfipadé€ syntézy riznych 5-substituovanych pyrazoli se

tak ukazalo, jak moc zaleZi na konkrétnim substratu pii volbé deprotekéniho ¢inidla.

PMB H
/ R =
N-N Na/NH; (/)  N-N _
MR — “\/)—R a: n-Bu
T7"é'ic " b: -CH,-Ph
CXXlla-c ’ CXXllla-c ¢: -CH(OH)Ph

Schéma XLV: Odstranéni PMB plisobenim sodiku v kapalném amoniaku.

3.2.2.3 Kysela solvolyza

Pro odstranéni PMB-protektivni skupiny z heterocykll literatura uvadi jako velmi cCastou
metodu plisobeni kyseliny trifluoroctové. Méné Casté je pouziti mineralnich kyselin, naptiklad
kyseliny chlorovodikové. Do této kapitoly jsme zaradili také Lewisovskou kyselinu chlorid
hlinity v kombinaci s anisolem.
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3.2.2.3.1 Stépeni piisobenim trifluoroctové kyseliny (TFA)

Z PMB-chranénych acyl derivati pyrazolu (CXXIVa-e, Schéma XLVI) ziskali Eller et al.>®
ptislusné pyrazolony (CXXVa-e) zahievem v koncentrované TFA. Kdyz pouzili systém
TFA/anisol za refluxovani v dichlorethanu, nedoslo k uplné deprotekci a rovnéz odstranovani
anisolu je obtizné. Kdyz se se podobné podminky odmaskovani (TFA, 75 °C) pokusili

aplikovat na odpovidajici N-benzyl substituované 4-acylpyrazolony, k deprotekci nedoslo.

R=
PMB H H —
N-N o TFA N-N HN-N o a: -CH,
> OH o
Ly 70-75°C, 2an L/ ~ b: -CoHs
o c: Ph
14-83% o
0 0 o) d: 2-thienyl
R R R e: (E)-styryl
CXXlIVa-e CXXVa-e

Schéma XLVI: Stépeni PMB u pyrazolti CXXIVa-e piisobenim koncentrované TFA.

Vsechny PMB-chranici skupiny na oligomeru aminopyrazolu (CXXVI, Schéma XLVII) byly
pisobenim TFA oditépeny v jediném kroku.**

COOMe COO
2 N-PMB

O,N " "NH
>/—L Q :_l\i
N \ _TA NS NH

70°C, 16h N  —
PMBHNM Sy N-Pve HNNN SV

CXXVI XLVII
Schéma XLVII: St&peni PMB u aminopyrazol CXXV| piisobenim koncentrované TFA.

O,N

K odstépeni PMB skupiny z N'-substituovanych porfyrini pouzili autofi*> dv& procedury —
oxidativnim St€penim plsobenim CAN ziskali nerozpustnou latku, ziejmé& komplex s CAN.
Stépenim kyselinou trifluoroctovou se podafilo piipravit produkt XXVIla,b (Schéma
XLVIII).
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TFA

—_—

reflux, 7h

H,C CXXVlla,b CHj3 H,C XXVlla,b CHj3

Schéma XLVIII: Stépeni PMB z porfyrint CXXV11a,b ptisobenim koncentrované TFA.

Buckle et al.'®

opét potvrdili rezistenci benzylové skupiny k zahfevu v TFA, ani po 48
hodinach nedoslo k jejimu odstépeni. Naproti tomu PMB skupinu za téchto podminek
odstépili v zavislosti na substratu za 2.5 — 6 hodin (CXXVIlla-g, Schéma XLIX). Autofi se
zabyvali stabilitou PMB skupiny a zjistili, Ze PMB substituent je stabilni za fady standardnich
reakénich podminek — zahtev v alkalickém roztoku, vodné kyselin€, vii¢i oxida¢nim ¢inidlim

(KMnOQy), Lewisovy kyseliny (AICIl3) za chlazeni, rizné nukleofily (CN’, ArS’, ArO’) a za
podminek mirné katalytické hydrogenolyzy.

R=
PVMB H a: -OH
N’N TFA N’N b: -Cl
>R ———— 1 )R c: -CN
N 65°C,2.5-6h N d: -H

COOEt ~ 92:99% COOEt e: -S-CgH4-OCHs
f: -O-CgHs
CXXVllla-g CXXIXa-g g: -CgHs

Schéma XLIX: St&peni PMB z 1,2,3-triazolti CXXVIlla-g piisobenim koncentrované TFA.

Pti studiu moznosti deprotekce PMB z derivatu CXXX (Schéma L) vyzkousSeli Subramanyam

et al.®°

mnoho metod bézné pouzivanych pro odstranéni PMB z alkoholi (DDQ, CAN,
Phs'BF4). V odmaskovani derivatu CXXX vsechny tyto metody selhaly. Az reflux v TFA

vedl ke snadnému odstépeni PMB.
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\ 1 H H
N N, TFA M
N N @— N N
o |, reflux, 16h |
85%

CXXX CXXXI

Schéma L: Stépeni PMB skupin z derivatu CXXX piisobenim koncentrované TFA.

Deprotekci PMB z indolu, imidazolu, 1,2,4-triazolu refluxovanim v TFA po dobu 18 hodin
provedli také autofi patentu.®

V totalni syntéze makrocyklu Hitachimycinu (CXXXIV, Schéma LI) pouzili autofi® PMB
k protekci amidického dusiku (CXXXII) a hydroxy skupiny. Deprotekci chranicich skupin
provedli ve dvou krocich — nejprve oxidatiné odmaskovali hydroxy skupiny ptisobenim DDQ

a poté nasledovalo odstépeni PMB z amidu.

DDQ TFA
DCM, H,0 i, 2.5h
99%  HsCO 64%  H,CO
CXXXII CXXXII CXXXIV

Schéma L 1: Deprotekce N-PMB u derivatu CXXXIII ptisobenim koncentrované TFA.

Subramanyam et al.?’ vedle reduktivniho odstranéni PMB z pyrazolu CXXlla-c sodikem

Stépili tuto chranici skupinu u derivati CXXIlIc-g (Schéma LII) také systémem TFA/anisol.

H R=
N’N TFA/anisol N*N
MR — H\/)fR c: -CH(OH)C,H5
dichlorethan d: -CHO
reflux e: -COOCH
- B ! °
CXXlle-g  10-82% CXXillc-g f: -COC,Hs

g: -CO(CH,)3CH,

Schéma L I11: Deprotekce PMB-pyrazoli CXXlIc-g systémem TFA/anisol.

Aromatizace prekurzoru slou¢eniny CXXV (Schéma LIII) dosahli Forbes et al.® reakei

s DDQ pfi teplot¢ 120 °C. Je zajimavé, Ze PMB skupina zlstala témito podminkami
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nedotéena. Deprotekci derivatu  CXXXV provedli autofi pusobenim kyseliny TFA
Vv pfitomnosti koncentrované kyseliny sirové a anisolu. Deprotekci N-benzylového analogu

CXXXYV uskutecnili chloridem hlinitym v benzenu za refluxovani.

HoN
2 COOCH; HN - cooch,
= TFA =
\ /~CHj, H2SO, \  /—CH,
N N anisol N
PMB r
88%
CXXXV CXXXVI

Schéma L111: Deprotekce PMB-pyrido[2,3-b]indolu CXXXYV piisobenim systému
TFA/H,;SO4/anisol.

Eskildsen et al.*®

zkouseli deprotekci PMB aryl-substituovanych, brom-substituovanych
slou¢enin CXXXVIla-h (Schéma LIV) ptsobenim silné mineralni kyseliny (konc. HCI, konc.
HBr, konc. H,SO,4). Vysledkem byly bohaté reakéni smési, které vznikaly v dusledku
elektrofilni substituce PMB-kationtu. Z toho divodu provedli §tépeni systtmem TFA/DCM

s ptidavkem triisopropylsilanu hrajiciho roli ,,scavengeru®, ktery zachytil PMB-kationty.

Ar/X =
O@ OH a: 4-MeO-Ph
PMB, N TFA/DCM (1:1) / b: 4-NO,-Ph
N-D Pr.Si -N : 4-Me-Ph
O i-Pr3Si-H N c: 4-Me-
S —_— /H\/) d: 2-NO,-Ph
X/Ar 40 °C, 15 h X/Ar e: 2-F-Ph
CXXXVlla-h 71-96% LXa-h f: 2-Pyridyl
g: 2-Thienyl
h: Br

Schéma L1V: Deprotekce PMB-pyrazoli CXXXVIla-h pisobenim zfedéné TFA

V pfitomnosti triisopropylsilanu.

3.2.2.3.2 Stépeni silnou minerdlni kyselinou

U derivatd LIVab (Schéma LV) provedli Yamato et al.*® deprotekci PMB piisobenim
ziedéné kyseliny chlorovodikové za vzniku derivatt CXXXVllla,b.
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ZT

10% HCI/H,0

N
| reflux, 1h |
X > X
X: CH2
0O NHCH; (0]

90-94%
LIVa,b CXXXVllia,b

Schéma LV: Deprotekce PMB-derivatu LIVa,b pisobenim zfedéné kyseliny

chlorovodikové.

3.2.2.3.3 Lewisova kyselina AICl; s anisolem

Systém AlCls-anisol se b&Zn& pouZival pro deprotekci benzyl esterii.®® Akiyama et al.?® ho
viak pouzili pro odmaskovani N®-benzylu u 5-flouoruridint, napt. CXXXIX (Schéma LVI).
Odstépeni PMB bylo mozné za laboratorni teploty pfes noc, zatimco kdyz pouzili CAN,

dochazelo k rozkladu.

0 0
PMB. )1]/ HN F
. O)\N A|c|3| O
anli
/I( O rt, 2840h /\”/ ©
OH OH 96% OH OH
CXXXIX XIX

Schéma LVI: Deprotekce PMB skupiny pisobenim systému AlCls-anisol.

Dal§im pfikladem pouziti mirnych podminek deprotekce systémem AIClz-anisol je opét
Z uridinové chemie od stejnych autort.?’ Derivat XVI (Schéma LVII) ziskali reakci
slouceniny CXL s kombinaci AlCls-anisol za relativné mirnych podminek, které¢ nemély vliv

na N-glykosidovou vazbu.

0 0
PMB\N)E HN)j
O)\N AlCI, O%\N
HO anisol HO
—_— >
o) 65 °C, 2h O
81%
OH O-CHs OH O-CHs
CXL XVI

Schéma LVII: Deprotekce PMB skupiny ptsobenim systému AlClz-anisol.
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3.2.2.4 Méné béZné metody odstranéni PMB skupiny

Kméné¢ béznym metodam deprotekce PMB patii pouziti a-chlorethyl formidtu a jako

zajimavost je uvedena fotolyza 3-methoxybenzyladeninu.

3.2.2.4.1 Reakce s a-chlorethyl chlorformidtem

Reakci s a-chlorethyl formiatem provedli Yang et al.®® wsp&n& nejprve s benzylovym
analogem CXLI (Schéma LVIII), pak teprve s 4-methoxybenzylem CXLI. V obou piipadech
doslo k debenzylaci rychle a selektivné za vzniku ptislusného karbamatu (CXLII), ktery
varem v methanolu poskytl nechranény sekundarni amin (CXLIII) ve formé hydrochloridu.
Tato jemna metoda debenzylace se ukézala jako efektivni, kdyz katalytickd hydrogenace a

oxidativni odbourani pisobenim CAN u PMB-chranéné slou¢eniny CXLI selhalo.

DCM MeOH
-7 °C, 5 min reflux, 40 min
CXLI CXLI 89% CXLII

o ci
©i>N—PMB S N4 o —— NH.HCI
o

Schéma LVII11: Deprotekce PMB skupiny reakci s a-chlorethyl formiatem.

Podobné deprotekéni podminky i1 substrat (CXLIV, Schéma LIX) pouzili také Congreve et

al.®v syntéze isoindolovych derivatl jako analgetik.

o cCl
L o
clI” "o
N-PMB ——— N4 o —— NH.HCI

DCM 17h 04< MeOH 3h

o] o] oj

o) o) o)

H3CO\) H3CO\) H3CO\)
CXLIV CXLV CXLVI

Schéma L 1X: Deprotekce PMB skupiny reakci s a-chlorethyl formiatem.

3.2.2.4.2 Fotolyza

Fotosolvolyzu N-(3,5-dimethoxybenzyl) a N-(3-methoxybenzyl)adeninti (CXLVII, Schéma

LX) jako moznost deprotekce benzylové chranici skupiny studovali Er-Rhaimini et al.”
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OH

NH,
NH,

NN hV AN

Ny ) SRRV

PSS | > +

N~ N H,0 L\N N OCH;
OCHj H

CXLVII cXLVII CXLIX

Schéma LX: Deprotekce 3-methoxybenzylové skupiny fotosolvolyzou.

3.2.3 Vyuziti PMB-protekce v konceptu ortogonality

Jako nazorny prtiklad ortogonalni koncepce byla vybrdna totdlni syntéza Narciklasinu
(Schéma LXI),42 kde autofi uplatnili rizné protektivni skupiny (véetné PMB), které docasné
zabranily reaktivit¢ dané funkcéni skupiny a jejich deprotekce nevyzadovala drastické
podminky.

Vychozim materidlem pro syntézu Narciklasinu byl komeréné dostupuny methyl ester 3-
cyklohexen-1-karboxylové kyseliny (CL), ze kterého byl sledem reakci, zahrnujicim i
navazani prvni protektivni skupiny TBDMS pasobenim TBDMS-chloridu a imidazolu, ziskan
derivat CLI. Ten reakci s difenylfosforyl azidem (DPPA) poskytl stavebni podjednotku
(CLIl) pro syntézu Narciklasinu. U komeréné dostupného 2,3-dihydroxybenzaldehydu
(CLII) uzavieli piikondezovany heterocyklus (CLIV) a hydroxyskupinu na benzenovém
jadre ochranili reakci s ethyl vinyl etherem (CLV). Reakce s butyl lithiem byla nasledovana
reakci izokyanatu (CLII) za vzniku derivatu LXVIII, kde byly hydroxyskupiny chranény
prostiednictvim TBDMS a EE. Do molekuly byla zavedena PMB protektivni skupina.
Ethoxyethylovd skupina byla hydrolyzovana za mirné¢ kyselych podminek (PPTS =
pyridinium p-toluensulfonat) za vzniku fenolu (CLVII). Trans-ptikondenzovany fenantridon
(CLVIII) byl piipraven pusobenim zafeni na derivat CLVII. Nasledovalo zakomponovani
dalsi chranici skupiny — acetylu na hydroxy skupinach (CLIX). Oxidaci dvojné vazby vznikl
diol, ktery byl ochranén pres acetonid (CLX). Pak uz nadchézela série deprotek¢nich krokli —
hydrolyza acetylovych skupin, odstranéni PMB oxidativné podle Williamsova protokolu,

odmaskovani acetonidu za vzniku produktu (L).
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TBDMS-O,, DPPATBDMS-O,, Q
. . _
—_— ——
benzen ( j
COOCH; COOH NCO
cL cul cL — <
52%
HO /\O/\ _nBuli O
< PPTS T o
HO 45% 70% 78 °C Li —
CHO OEE
CcLm CLIvV CLVI
TBDMS-O,,
_ 1.) (PhSe),, NaBHj,, ox
LXVIII 1.) PMB-Br, NaH < 2 4
2_) PPTS, MeOH benzen 2.) NaH, AcCl
76% 46% 48%
CLvII CLVIlI
0 0
TBDMS-0,, _~_0o -
cLix 1050, TMNO, +-BuOH <O o} 1) F, THF
2.) TsOH, (CH53),C(OMe 0 N 2.) Burgess reagent
) (76"/3)2 (OMe), PMB A%
OAc O
CLX

TBDMS-O,,
o
o NH
OEE O
LXVIII
o
TBDMS-O,, -~

1.) K,CO3, MeOH
2.) n-BuLi, THF, O,
3.) TsOH

37%

Schéma LXI: Uplatnéni PMB v konceptu ortogonality, totalni syntéza Narcilasinu L.

3.3 2,4-Dimethoxybenzyl (Dmb)

Tato kapitola je analogicky jako v ptipadé PMB chranici skupiny rozdélena do tii ¢asti. Prvni

¢ast se vénuje metodam zavedeni Dmb skupiny do molekuly, druhd ¢ast naopak tesi jeji

deprotekci a na zavér uvadime nékolik piikadt pouziti Dmb v kombinaci s Boc chranici

skupinou. Tato kombinace byla zvolena z toho divodu, ze tvotila stéZejni prvek i pii syntéze

pyrazoli v predlozené zavérecné praci. Obcas se v textu objevuje i 3,4-Dmb skupina z toho

divodu, abychom podali uceleny obraz o reaktivité methoxybenzylovych chranicich skupin.

3.3.1 Dmb — metody navazani

Pro zavedeni 2,4-dimethoxybenzylové chranici skupiny (Dmb) literatura uz tak pestré

moznosti zavedeni do molekuly jako v piipadé PMB neuvadi. Patii sem predevsim reduktivni
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aminace, kdy se jedna o reakci Dmb-aminu a karbonylové slouCeniny, nebo jde o opacné
uspofadani — Dmb-alehyd a amin. Konkrétni reakce jsou blize popsany v nasledujicich
kapitolach, které jsou rozdéleny podle zdroje Dmb na Dmb-amin, Dmb-aldehyd, Dmb-
glycinat, kam jsme zafadili i funkéni derivat glycinu - N-Dmb-aminoacetonitril, a na zavér

mén¢ typické reakce vychazejici z 1,3-dimethoxybenzenu.

3.3.1.1 Dmb-amin

Dragovich et al.”* piipravili Dmb-chranény laktam (CLXIII, Schéma LXII) reduktivni
aminaci aldehydu (CLXII) s Dmb-aminem.

o)
o =0  Dmb-NH,HCI O DPmb
N\) NaOAc N’

NaBH5CN
: .

Boc. Sph  THF/EtOH Boc.

N N (2:1) N
>Lo 0 23 °C, 18h >Lo
cLXil cLXil

Schéma LXII: Reduktivni aminace aldehydu CLXII s Dmb-aminem.

V piipravé piikondenzovanych heteroaromatickych pyrrolidinoni (CLXVI, Schéma LXIII)
pouzili Arikawa et al.”? rovn&z reduktivni aminace. Navizanou Dmb skupinu ihned $tépili

pasobenim TFA za vzniku produktu (CLXVI), Dmb-amin zde tedy hral roli zdroje amino

skupiny.
Dmb-NH,
Oy _H NaBH;CN
o
nebo
H;CO Z>N NaBH(OACc)s ﬁ\)\
R. A A RT MeOH )\ R 60°C /K R’
N” "N” °N
H H
CLXIV CLXV CLXVI

Schéma LXI11: Reduktivni aminace karbonylové slouc¢eniny CLXIV s Dmb-aminem.

Stejni autofi nechali reagovat Dmb-amin s ketoslouc¢eninou (CLXVII, Schéma LXIV),

nenasledovala vSak redukce jako v pfedchozim piipadé, ale reakce intermediatu (CLXVIII)
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s aktivovanym karbonylisokyanatem za vzniku derivatu CLXIX, kde byla Dmb skupina na

pyrimidinovém dusiku.

)
A N
0] o o
Dmb-NH, Cl NCO o
N Z\=
o " EtOH 0 THE  F© i Db
e} 50 °C ~ O reflux 07" N0
CLXVII CLXVII CLXIX

Schéma LXIV: Reakce karbonylové slou¢eniny CLXVII s Dmb-aldehydem a nasedna

cyklizace s karbonylisokyanatem.

Zatimco Old et al.”® pouzili pro pfipravu Dmb-chranéného 5-oxopyrrolidin-3-karboxylatu
(CLXXI, Schéma LXV) methylester kyseliny itakonové (CLXX), Imamura et al.”* vychazeli
ptimo z kyseliny, kterou nechali reagovat s Dmb-aminem (72%).

COOCHj;
i I
H5CO Dmb-NH
O hoary P
e \
O t. 18h Dmb
CLXX CLXXI
Schéma LXV: Reakce methyl-itakonatu CLXX s Dmb-aminem.

Reakci 2,4-dibrombutanoyl bromidu (CLXXII, Schéma LXVI) s Dmb-aminem vznikl
alifaticky Dmb-chranény derivat (CLXXIII), ktery byl cyklizovan na laktam CLXXIV.”

Br H Br
Br Dmb-NH, N NaH N Br
Br ———% Dmb~ Br ———  Dpmb’
o DCM o THF o
rt, 1Th rt, 1h
CLXXII CLXXIII CLXXIV

Schéma LXVI: Reakce 2,4-dibrombutanoyl bromidu CLXXII s Dmb-aminem a nasledna

cyklizace.
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Podobné jako v piipadé PMB-analogu LXI pripravili Taylor et al.*” i Dmb-pyrrol (CLXXYV,
Schéma LXVII).

Dmb
MeO |
© Dmb-NH, N
OMe —— 2, | p
ledova AcOH
115 °C, 1.5h
LXI 49% CLXXV

Schéma LXVII: Reakce 2,5-dimethoxytetrahydrofuranu LXI s Dmb-aminem.

Dmb-chréanény pyrrolidin-2,5-dion (CLXXVI, Schéma 68) piipravili Jin et al.”® zihtevem ze
sukcinahydridu (LXI11). Verschueren et al. pouzili také DMAP.*°

0 0
Dmb-NH,
0 DMAP N—Dmb
— =
AcOH
@) reflux, 2h @)
LXII 75% CLXXVI

Schéma LXVIII: Reakce sukcinahydridu LXI11 s Dmb-aminem.

Dalsim piikladem reakce Dmb-aminu s anhydridem popsali Palmer et al.”’ v syntéze novych
inhibitortt Weel kinas (G2 faze bunééného cyklu) 4-fenylpyrrolokarbazolového typu (Schéma
LXIX).

El)mb
0O 0 o N_o
HaCO Dmb-NH,_ 1.co
AcOH
reflux, 6h
N N
H Cl N cl
CLXXVII CLXXVIII

Schéma L XIX: Reakce anhydridu CLXXVII s Dmb-aminem.
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Congreve et al.”° a Lyons et al.*® piipravili Dmb derivaty (CLXXIX, CLXXX, Schéma LXX)

analogickym zptsobem jako prislusné PMB-derivaty, pficemz vychazeli z anhydridu (LXVI)

nebo z dibromderivatu (LXVI11).

oH ©

LXVI

|
Br
H;CO

LXVIII

o)
Dmb-NH, N—Dmb
—_—
AcOH
80 °C, 24h oH ©O

CLXXIX

Dmb-NH,
TEA Cl
— N—Dmb
benzen
g8o°c,3n  HsCO

CLXXX

Schéma LXX: Reakce Dmb-aminu s anhydridem LXVI nebo dibrom-derivatem LXVIII.

V piipadé syntézy derivatu CLXXXIII (Schéma LXXI) autofi pouzili Dmb-amin jako zdroj

amino skupiny.”®

Dmb-NH -Dmb
Br 2 HN NH,
Pd ligand TFA/DCM
A = Cs,CO; X = (1:5) X =
N__—~ N dioxan N__~ N 10 min N__~ x
N° N 100 °C, 1h N™ °N N© N
cn M cN M CN
CLXXXI CLXXXII CLXXXIII

Schéma LXXI: Reakce brom-derivatu CLXXXI s Dmb-aminem a nasledna deprotekce Dmb.

3.3.1.2 Dmb-aldehyd

Reduktivni aminaci tetrahydroisochinolinu (CLXXXIV, Schéma LXXII) s Dmb-aldehydem
pfipravili Lemoucheux et al.” Dmb-chranény derivat (CLXXXV). Analogicky pfipravili

autofi 1 dal$i benzylované derivaty, véetné¢ PMB.
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Dmb-CHO

CO it OO
i N
NH r1[,22—dc|l<r:1r)1/Iorethan *Dmb
CLXXXIV 75% CLXXXV

Schéma LXXII: Reduktivni aminace aminu CLXXXIV s Dmb-aldehydem.

Mallagaray et al.*® pouzili pro cyklizaci latek CLXXXIX a CXCI (Schéma LXXIII) druhou
generaci Grubbsovych katalyzatort. Alifaticky Dmb-chranény derivat (CLXXXVII)
piipravili reduktivni aminaci. Na alifaticky intermediat CLXXXVII uplatnili dvé acyla¢ni
metody — chloridem kyseliny 3-chlorpropanové a vinyloctovou kyselinou v pfitomnosti
HOBt/DCC. V ptipadé derivatu CXCI vznikaly jest¢ dalsi dva izomery liSici se polohou

dvojné vazby.

Dmb-CHO Cl\/\[(m ﬁ\ Z _
NaBH(OAc); (o) F\A\
TEA N" "0 o
Dmb

__NH, NaCOs /\/“ [Ru]-ll N
NaxtOs . . .
Z 1,2-dichlorethan ~ Dmb THF dry toluen Dmb
CLXXXVI  rt,24h CLXXXVII rt, 24h CLXXXVIII 3“;/”90” CLXXXIX
70% 63% 95%
OH |
M X
= O |
HOBt, DCC N "0 [Ru}-l 0~ "N
> Dmb oo '
DCM dry toluen Dmb
24h CXC 23421; cXcl
81% o

Schéma LXXIII: Reduktivni aminace allylaminu CLXXXVI s Dmb-aldehydem a nasledna

acylace a cyklizace za ptitomnosti Grubbsova katalyzatoru.

V syntéze 4-amino-5-hexanové kyseliny81 byl intermediatem Dmb-chranény laktam CXCIV
(Schéma LXXIV), ktery piipravili McAlonan et al. z diethyl-glutamatu (CXCII), ktery

nechali reagovat s Dmb-aledehydem za podminek reduktivni aminace.

H
Q Dmb-CHO Q /l:,\>°‘0005t
EtO)J\/\ﬁCOOEt NaBH, EtO)J\/YCOOEt xylen o |
7 _— H _— Dmb
Nl—E' DCM, MeOH HN. reflux
cxcli cxcli Dmb 72 % CXCIV
(3 steps)

Schéma LXXIV: Reduktivni aminace mezi aminem CXCIl a Dmb-aldehydem a nasledna

cyklizace.
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Analogicky jako PMB-chran&ny imidazo[4,5-b]pyridin (XC) pripravili Rosenberg et al.>"#

reduktivni aminaci aminu (LXXXVII, Schéma LXXV) s Dmb-aldehydem také Dmb-derivat
CXCVI.

I
Dmb-CHO Dmb iszr j Dmb
NaBH(AcO 'gan i
o NH2 TI?A (AcO)s - NH KsPOy N
| LLE —— | )
N/ cl Et-OAc N/ al t-BuOH N/ N
60 min 110 oC, 60 min
LXXXVII 70% CXCV 82% cXcvi

Schéma LXXV: Reduktivni aminace mezi aminem LXXXVIIl a Dmb-aldehydem a nasledna

cyklizace.

3.3.1.3 Dmb-glycinat

Schlessinger et al.**® a DeShong et al.®® popsali N-Dmb-glycinat (CC, Schéma LXXVI),
klicovy intermediat v syntéze Tirandamycinu (CCl), ktery patii do rodiny antibiotik na bazi
3-dienoyl tetramové kyseliny. Autofi zde vychazeli z 4-brom-3-oxobutanoyl bromidu

(CXCVIII), ktery nechali reagovat s Dmb-glycinatem (CXCVII).

H O O o O (EtO),POK
eooc N+ en AN, er M omb — o
cXcvil cXcvil EtOOC) CXCIX
o 4 n e
O(EtO),P
VZK/E%N‘D”“’ BH (Tirandamyein &)
HO
cC
Schéma LXXVI: Syntéza Dmb-glycindtu CC, intermediétu v syntéze Tirandamycinu
CCla,b.
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Fosfonat tetramové kyseliny (CC) nezévisle syntetizovali také ve skupiné Boeckmana.®

Ptipravili ho z Dmb-glycinatu (CXCVII) a diethyl ((2,2-dimethyl-4-ox0-4H-1,3-dioxin-6-
ylD)methyl) fosfondtu (Schéma LXXVII). Popsali zde i syntézu Dmb-glycinatu reduktivni
aminaci ethyl-glycinatu hydrochloridu (CCII) s Dmb-aldehydem.

<o
Dmb-CHO ~Ng
TEA
NaBH, H o P(OE0
EtOOC._NH2HCl ‘g oo s EOOC N S ien
it 1h 160 °C, 1h
ccll 59% cxevil 69%
O 9
O(EtO)ZP\/Zﬁif
o o
KOtBu | N-Dmb
Dmb —— >
O(EtO)ZPMN mb o HO
rt, 16h
EtOOC Cccli 65% CcC

Schéma LXXVII: Syntéza Dmb-glycinatu CXCVII reduktivni aminaci Dmb-aldehydu
s ethyl-glycinatem CCII, nasledna syntéza fosfonatu CC.

Syntéza Tirandamycinu byla i nadale aktualni, vénoval se ji Rosen et al.,%” Shimshock et al.,®
kteti rovnéz pouzili Schlessingeriv fosfonatovy protokol. Pozornost byla zaméfena i na
Tirandamycin C, pro ktery byl fosfonat CC také sté¢Zejnim intermediatem.®®

3,4-Dmb-chranény (také PMB) ethyl-glycinat (CCV, Schéma 78) pfipravili Wood et al.?*%!
reakci 3,4-Dmb-aminu s 2-chlorethyl-acetatem (CCIV). Nasledovala acylace ethyl hydrogen
malonatem za pfitomnosti DCC, DMAP, dal§Sim krokem byla Dieckmannova cyklizace
vedouci k laktamu CCVII. Zahtivani v acetonitrilu, nasledné ochlazeni a reakce s mesyl-

azidem poskytla diazoslouceninu CCVIII, klicovy intermediat v totdlni syntéze

furanosylovaného idolokarbazolu CCIX.
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1.) DCC, DMAP {
oo, o BEDmbNH o H tt, 2h Eto 5 ©
EtOOC.__Cl ——— > N ;
~ 7 "3,4-Dmb 2) NaOEt, EtOH COOEt
reflux, 6.5h
cciv CCcv CCVI
H
N_o
3,4-Dmb 3,4-Dmb
1.) CHsCN, H,0 N _o O
cevi 5_\( _reflux,2h ;_\( —_ =,
83% COOEt 2)MsN3, TEA 3 N, oL
rt, 2h HaC™
cevil 90% cevil )
H,COOC OH
ccIX

Schéma LXXVIII: Syntéza 3,4-Dmb-glycinatu CCV a jeho pievedni na laktam CCVII
Vv syntéze indolokarbazolu CCIX.

3,4-Dmb-chranény (nebo PMB) ethyl-glycinat (CCV) vedl reakci s ketodikarboxylovou
slouceninou (CCX, Schéma LXXIX) a naslednou cyklizaci k 3,4-Dmb chranénému pyrrolu
(CCXI1).%?

COOEt

’ EtOOC
N EtOH, T
BOOC. Ny, S on
ccv ccx

COOEt

EtOOC EtOOC

3,4-Dmb —
EtOOC N Nj R > ~COOE!
AcOH, T

o) COOEt ’ 3!4-Dmb

ccxi ccXil

Schéma LXXIX: Syntéza 3,4-Dmb-pyrrolu CCXII z 3,4-Dmb-glycinatu CCV.

V syntéze B-laktamovych antibiotik pouzili Overman et al.** N-Dmb-aminoacetonitril, ktery

pfipravili z primarniho aminu (Schéma LXXX).
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H H

COOEt  pmb VN Brooc-N
r — j;
HN — N
COOBnN 0O \Dmb
cexi CCXIV

Schéma LXXX: Pouziti N-Dmb-aminoacetonitrilu v syntéze B-laktamovych antibiotik.

3.3.1.4 Méné bézné postupy

O-Ftalimidomethyl trichloracetimidat (CCXV, Schéma LXXXI) pisobil jako
aminomethylaé¢ni ¢inidlo v reakci s C-nukleofilem — 1,3-dimethoxybenzenem v pfitomnosti

katalytického mnoZstvi trimethylsilyl trifluormethansulfonatu (TMSOT).*

OMe
O 0] O 6]
® ® OMe
N—\ NH M» N-CH, =-—— N=CHy | ——— N—Dmb
0 DCM rt, 60 min
(@) CCl, 0 e} 78% o)
S}
CCXV CCXVI oTf cCcxvil

Schéma LXXXI: Imidomethylace 1,3-dimethoxybenzenu.

Tetrahydroisochinolinovy derivat (CCXVIIIl, Schéma LXXXII) reagoval s1,3-
dimethoxybenzenem za vzniku Dmb-isochinolinu CCX1X.%®

OMe

H,CO @ H,CO
OMe
m O onon - m
HsCO ~ CH;CN HsCO *Dmb

reflux, 72h

77%

CcCcxvii CCXIX

Schéma LXXXII: Reakce chlor-derivatu CCXVIII s 1,3-dimethoxybenzenem.

V nésledujicim ptikladé (Schéma LXXXIII) byl benzotriazol nahrazen nukleofilem 1,3-
dimethoxbenzenem (CCXXI) za ptitomnosti Friedel-Craftsova katalyzatoru chloridu

hlinitého za vzniku Dmb-isochinolinu CCXX11.%
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Cl

GOt O, 2= OO
+
N CHCI3 “Dm

reflux, 24h b

0,
CCXX CCXXI 93% cexXxil

Schéma LXXXIII: Reakce benzotriazol-1,2,3,4-tetrahydroisochinolinu CCXX s 1,3-

dimethoxybenzenm za pfitomnosti Friedel-Craftsova katalyzatoru.

N-Trifluorboratmethylpyridin (CCXXIIl, Schéma LXXXIV) reagoval s 1-brom-24-
dimethoxy-benzenem (CCXXIV) za katalyzy paladiem a 2-dicyklohexylfosfino-2",4",6"-
triisopropylbifenylu (XPhos) za vzniku N-Dmb-piperidinu CCXXV.%

OCH,4 Pd(OAc),

Br XPhos
@ o ]
+ — = N
N BF3;K THF/H,O N

~ '3 2

OCH;  (forn) Dmb

CCXXIll CCXXIV 80;;;”“ CCXXV

0

Schéma LXXXIV: Reakce N-trifluorboratomethylpyridinu CCXXI11 s 1-brom-2,4-
dimethoxybenzenem CCXXIV.

3.3.2 Dmb — moznosti odstranéni

Vlivem kladného mezomerniho efektu methoxyskupin se Dmb odstrafiuje snaze nez PMB.
Z mnoha studii je vSak patrné, Ze schopnost odstépit protektivni skupiny je Casto zavisla na
pouzitém substratu. Nejetn&j$i odkazy v literatufe uvadéji solvolyzu trifluoroctovou
kyselinou, pak jsou to oxidativni metody — nejpopularnéjsi je DDQ, dalS§imi moZnostmi je
pouziti CAN nebo oxidace peroxodisiranem. Na zavér této kapitoly jsou uvedeny 1 méné

bézné metody — pouziti fosgenu a fotolyzy.

3.3.2.1 Stépeni piisobenim TFA

Imamura et al.”* odstranili Dmb chranici skupinu u derivatu CCXXVI (Schéma LXXXV)

pusobenim koncentrované TFA za vyssi teploty.
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o) )

O#j)k'}l/\/\N l, Oﬁj\w/\/\h{j\/
60 °C, 3h

N Ph Ph 84% HN Ph Ph

CCXXVI CCeXXvil

Schéma LXXXV: St&peni Dmb skupiny z laktamu CCXXV1 plisobenim koncentrované
TFA.

Pro odstranéni Dmb v totalni syntéze Tirandamycinu A pouzivali uz v pavodnim provedeni

1.3 a DeShong et al.®® koncentrovanou TFA za laboratorni teploty. Zde

Schlessinger et a
uvadime piiklad z totalni syntézy Tirandamycinu B, kde Shimshock et al.®® jiz za 5 minut
docilili odstépeni Dmb (Schéma LXXXVI). Zjistili, ze dlouhodobé&jsi vystaveni slouceniny
CCXXVIII koncentrované TFA vede nejen k odstépeni Dmb, ale c¢asteéné se Stépila i
silylové chranici skupiny TIPS. Zaroven vSak dochazelo k zasadni dekompozici cilové latky,

a tak autofi nejprve §té€pili Dmb a teprve poté odchranili TIPS pisobenim TBAF.

CCXXVII CCXXIX

Schéma LXXXVI: St&peni Dmb skupiny z derivatu CCXXV11I piisobenim koncentrované

TFA v totalni syntéze Tirandamycinu B.

V totalni syntéze Tirandamycinu C (CCXXXI, Schéma LXXXVII) pouzili Chen et al.®
k odstranéni Dmb systém TFA/anisol.
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TFA/anisol
(1:1)

—_— >
rt, 30 min
31%

N-Dmb

0]
CCXXX CCXXXI
Schéma LXXXVII: Stépeni Dmb skupiny z derivatu CCXXX ptisobenim systému
TFA/anisol v totalni syntéze Tirandamycinu C CCXXXI.

Watson et al.® sledovali vliv elektronovych efektii na kysele katalyzovanou deprotekci N-2,4-
Dmb maleimidi (CCXXXIlla-k, Schéma LXXXVIII) systémem TFA/anisol za vyssi teploty.
Ruzna substituce pfitomna na maleinimidu (CCXXXlla-k) mé¢la za dasledek rizny stupen
deprotekce. K deprotekci byl v zavislosti na substituci potiebny i rozdilny reakéni Cas.
Zatimco derivaty CCXXXII a, d, e, h, i, K, potfebovaly 5-92 hodin §tépeni, ostatni derivaty
CCXXXII b, c, f, g j se nestépily ani pii prodlouzené reakéni dobé (NR = nereaguje). Autofi
shrnuji, ze zatimco elektron donorové skupiny pfitomné na 2,4-Dmb-maleinimidech

usnadiiuji  kysele katalyzovanou deprotekei, elektron akceptorové skupiny této reakci

zabranuji.
?mb Pmb
N N
0 0 TFA/anisol 0o 0
— - > —
90 °C, 5-92h
R R NR-44-96% R R
CCXXXlla-k CCXXXllla-k
F
VI’I, AV LV VAV
a: v e gf\% 1‘i;
Hs;C

uﬂ
/O

Schéma LXXXVIII: Elektronové efekty v kysele katalyzované deprotekci Dmb skupiny

pusobenim systému TFA/anisol.
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V totalni syntéze Staurosporinu a jeho tetrahydrofuranového analogu (CCIX, Schéma
LXXXIX) pouzili autofi®®*** pro chranéni pyrazolového dusiku 3,4-Dmb. Tuto protektivni

skupinu pak odstranili ptisobenim TFA/thioanisolu za laboratorni teploty.

H
N_o N_o
O O O TFA/thioanisol O O O
N /o) N DCM N /o) N
HaC™ rt, 6h HaC™
83%
H3COOC OH H3COOC OH
CCXXXIV CCIX

Schéma LXXXIX: Deprotekce 3,4-Dmb skupiny u derivatu CCXXXIV plisobenim systému
TFA/thioanisol.

V syntéze novych inhibitord Weel kinas (G2 faze buné&¢ného cyklu) 4-fenylpyrrolo-

77
|

karbazolového typu uplatnili Palmer et al.” a Smaill et al.'® Dmb chranéni pyrazolového

dusiku. Protektivni skupinu $tépili systémem TFA/anisol (Schéma XC) .

[l)mb H
N N
TFA/anisol
L O e Y aY
O 90 °C 18h O
N Cl
KE \\EOH
OH OH
CCXXXV CCXXXVI

Schéma XC: Deprotekce Dmb skupiny u derivatu CCXXXYV pilisobenim systému
TFA/anisol.

V syntéze novych analgetik na bazi N-benzoylisoindolinu pouzili Congreve et al.”® a Lyons et

al.>" st&pici systém TFA/anisol v kombinaci s mikrovlnnym zafenim (Schéma XCI).
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TFA/anisol

O,N 3:1)  OaN
N-Dmb ———— NH.TFA
120 °C, MW,

20 min
CCXXXVII CCXXXVII

Schéma XCI: Deprotekce Dmb skupiny u N-benzoylisoindolinu CCXXXVII ptisobenim

systému TFA/anisol v kombinaci s mikrovinnym zafenim.

V syntéze tricyklickych inhibitort HIV integrasy §tépili Jin et al.”® N-Dmb kyselinou TFA
Vv pfitomnosti triethylsilanu (TES). Za téchto podminek doslo k odmaskovani nejen
pyrrolového dusiku, ale také fenolické hydroxyskupiny. Ta byla vzapéti ochranéna PMB
skupinou reakci s PMB-chloridem za pfitomnosti uhli¢itanu cesného a tetrabutylammonium
jodidu (TBAI). Reakce s PMB-chloridem bézela selektivné na fenolickou hydroxyskupinu
(CCXLI, Schéma XCII).

O, O, O,
NS DN PMB-CI NS
N
N TFA N Cs,CO5
TES TBAI
Dmb—N > HN —— > HN
" OO 78 °C, 2h OO 65 °C, 2h OO
78% 80%
O o _pn ’ O OH O  opwmB
Ph
CCXXXIX CCXL CCXLI

Schéma XCII: Deprotekce Dmb skupiny u derivatu CCXXXIX pisobenim TFA

Vv pfitomnosti TES.

3.3.2.2 Oxidativni metody odstranéni Dmb

Literature zminuje pouziti tii oxidacnich ¢inidel pro odstranéni Dmb skupiny z heterocyklu —

DDQ, CAN a peroxodisiran draselny.

3.3.2.2.1 2,3-Dichlor-5,6-dikyano-1,4-benzochinon (DDQ)

K odstranéni Dmb skupiny u derivatu CCXLII (Schéma XCIII) pouzili autofi DDQ.Sl’101

Tento postup viak selhal u  prop-1-yn-1-yl analogu.’™ Pfi volb& vhodného ¢&inidla

81
l.

k deprotekci zvazovali McAlonan et al.”" také TFA, ale ta vedla k rozkladu acetylenu. Pfi
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pouziti vodného CAN sice izolovali kvantitativni mnozstvi vedlej$iho produktu — Dmb-

aldehydu, ale nepodafilo se jim ziskat slou¢eninu CCXLIII.

H H
e DDQ S ——
N PP N
o” N cHcl,  oF N
Dmb (Hfo)
CCXLII reflux
549 CCXLII

Schéma XCIII: Deprotekce Dmb skupiny u laktamu CCXLII pusobenim DDQ.

Old et al.”® pouzili k odmaskovani laktamu CCXLIV (Schéma XCIV) rovnéz DDQ

Vv prostiedi chloroform/voda.

COOCH;, COOCH;
o ¢ DDQ NN
m bﬂ
CHCI3/H,0
— O—@—t—Bu w a2h HN O@t—Bu
CCXLIV CCXLV
Schéma XCI1V: Deprotekce Dmb skupiny u laktamu CCXLIV ptsobenim DDQ.

V syntéze ireverzibilnich inhibitorii Rhinoviru pouzili Webber et al.’® k deprotekci
laktamu CCXLVI oxidativni odbourani pisobenim DDQ (Schéma XCV).

Dmb
O\ N ON-—NH

o) j;/ o

O\/)L = ——————> _‘</\T/l\i]:%/

COOEt

\@)L N i N COOEt cpiciyH,0

o-N (0] \@\ 50 °C \@\
F

CCXLVI F CCXLVII

Schéma XCV: Deprotekce Dmb skupiny u laktamu CCXLVI ptsobenim DDQ.

Grunder-Klotz et al.!®® studovali DDQ deprotekci N-3,4-Dmb 1,2-thiazetidin-1,-1-dioxidt
CCXLVllla-b (Schéma XCVI), dilezitych intermediatt v syntéze biologicky aktivnich latek.
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Deprotekce se snizovala s rostoucim elektron-akceptornim efektem substituentu v para pozici

na 3-fenylovém kruhu.

Ph Ph
02 DDQ $O2 =
N, — NH —

3,4-Dmb  CHCly/H,0 a: -OCH,
8-50% b: -H
C: -N02
R
CCXLVilla-c CCXLIXa-c

Schéma XCVI: Deprotekce 3,4-Dmb skupiny u 1,2-thiazetidin-1,-1-dioxida CCXLVIlla-c
pusobenim DDQ.

3.3.2.2.2 Hexanitrdatocéricitan amonny (CAN)

Hexanitratocéric¢itan amonny (CAN) pouzili Overman et al.®® k odstranéni Dmb skupiny

Vv syntéze B-laktamti (Schéma XCVII).

H H
BnO N BnO N
r CAN Ve
ol — 0
N, 78% NH
o” “Dmb o
cexiv ccL

Schéma XCVI1: Deprotekce Dmb skupiny v syntéze -laktamt ptisobenim CAN.

3.3.2.2.3 Oxidace peroxodisiranem draselnym

V syntéze P-laktamii pouzili Huffman et al.'® kodstrandni Dmb protektivni skupiny

oxidativni St€peni peroxodisiranem (Schéma XCVIII).

N COOCH
3 3 KZSZOS N3 COOCH3
—_
N, pH 5-6.5 NH
0] Dmb o]
CCLI CcCLl

Schéma XCVII1I: Deprotekce Dmb skupiny v syntéze B-laktamt ptisobenim peroxodisiranu

draselného.
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Tyto podminky odbourani Dmb se osvéd¢ily i u amino-f-laktamu CCLIII (Schéma
XCIX).1%

Ph Bn 0 Ph
K2S,0g % \

Bn\]¢0 \
HN Na,HPO,.7H,0 HN
—_—
N, pH 5-6.5 NH
Dmb  CH,CN/H,0 O
(2:1)
ceLi reflux, 1.5h CCLIV
35%

O

Schéma XCIX: Deprotekce Dmb skupiny v syntéze p-laktami ptisobenim peroxodisiranu

draselného.

3.3.2.3 Méné bézné metody odstranéni Dmb skupiny

Trifosgenem (BTC) zprosttedkovana debenzylace terciarnich amind bézi ve dvou krocich.
Trifosgen rychle reaguje s terciarnim dusikem (CCLV, Schéma C) za vzniku acyl amonium
chloridu (CCLVI). Ten se autorim nepodafilo izolovat, je nestabilni a rozklada se za vzniku

karbamoyl chloridu (CCLVI1). Autofi pouZivali také PMB chranici skupinu.”

BTC 1]
oom Nven | O T
N.omp ~ DCM \ 85% N »Cl

rt, 30 min Dmb jol/
CCLV CCLVI CCLVII

Schéma C: Debenzylace 1,2,3,4-tetrahydroisochinolinu CCLYV trifosgenem.

V ptipadé derivatu CCLVIII (Schéma CI) selhalo kysele katalyzované $tépeni, oxidativni
Stépeni bylo rovnéz neucinné. Ackoliv se u analogického PMB-derivatu CXLI deprotekce a-
chlorethyl chlorformidtem dafila, zde vznikal kvantitativné Uplné jiny derivat CCLIX.

Chloridovy atak na Dmb-uhlik byl zfejmé stitnén C? methoxy substituentem.
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e T,
N—-Dmb
DCM
7 °C, 5 min W
CCLVII CCLIX

Schéma CI: Reakce Dmb-derivatu CCLVIII s a-chlorethyl chlorformiatem.

Fotosolvolyzu N-3,5-Dmb-adenini (napt. CCLX, Schéma CII) studovali Er-Rhaimini et al.”

OH
NH, "
HsCO 2
° N™S N\ hv 2 N
Y 7 -~ N
NS S
NN H,0 L\N HCO OCHs
OCH; H
cCLX CXLVIII ccLXI

Schéma CII: Fotosolvolyza N-3,5-Dmb-adeninu CCLX.

3.3.3 Priklady pouziti Dmb protektivni skupiny v kombinaci s Boc
skupinou

Ve farmakologické optimalizaci peptidomimetik obsahujicich ve své struktufe 2-pyridon

ukézali Dragovich et al.'®

selektivni deprotekci dvou kysele labilnich chranicich skupin —
Boc a Dmb. Autofi vychazeli v syntéze zkomeréné dostupného p-propargylglycinu
(CCLXII, Schéma CIIl), ktery ptevedli na hydroxyderivat, karboxylovou skupinu
esterifikovali, hydroxyskupinu ptevedli na odpovidajici triflat. Takto aktivovany derivat
reagoval s 2-hydroxypyridinem (CCLXIII). Produkt kondenzace téchto dvou latek byl ve
form& methyl esteru, pro dalsi reakce byl pfeveden na karboxylovou kyselinu (CCLXIV).
Nasledovala reakce s Dmb,Boc-chranénym laktamem CCLXV, od kterého byla nejprve Boc
skupina kysele odstépena a poté byla tato sloucenina acylovana kyselinou CCLXIV za
vzniku Dmb-chranéného derivatu CCLXVI. Ten byl dal$imi reakcemi pieveden na derivat

CCLXVII, od které¢ho byla Dmb skupina odstranéna oxidativné.
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o X N
N
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i H3CW)L” o] o N 2 B OH
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H2N N N
OH CCLXIll HoC M” \_E)J\OH H CCLXV
~N B
N 0 1.) HCI, 1,4-dioxan, 23 °C, 2h
2.) CCLXIV, HOB, DIEA, EDC, DCM,
cCLXiIl CCLXIV 23°C, 16h
33%
Dmb
ONoN
o)
| DQ
Ho/ N QL M —, ¢ / QL COOtBu CHCIgH,0
3 / : /
N H E (10:1)
o N 65 °C, 4h
X 71%
CCLXVI ccLxvil

e Q%

CCLXVIIl

COOt-Bu

Schéma CI11: Syntéza peptidomimetik obsahujicich ve své struktuie 2-pyridon.

Autofi se v této praci vénovali ddle Dmb,Boc-

chranéné slouceniné CCLXV. Nasledujici

syntéza ukazuje nejprve oxidativni odchranéni Dmb a nasledné kyselé odStépeni Boc skupiny

(Schéma CIV).

Dmb Dmb
Oy N ON ONNH
- . DDQ TFA
CHCIyH,0 g DCM
OoC . .
Boc. OH BoC N coocH,tu (10:1) N~ " COOCH,t-Bu 23 °C, 35 min
H 60 °C, 4h H
CCLXV CCLXIX 67% CCLXX
Hac%% /[PQLOH
ON-NH
CCLXIV N \)L
H3C / COOCH,t-Bu
H,N~ % COOCH,t-Bu
CCLXXI ceLXxi

Schéma CIV: Syntéza peptidomimetik obsahujicich ve své struktute 2-pyridon.
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Stejni autofi se této tématice vénovali také v patentu.107

Methyl ester od Boc-chranéného oxazolidonu CCLXXIII stejni autofi’

nejprve
hydrolyzovali, ziskanou karboxylovou kyselinu nechali reagovat s 4-benzyl-2-
oxazolidinonem a produkt této reakce alkylovali allyl jodidem. Provedli ozonolyzu a ziskali
aldehyd CLXII (Schéma CV). Tento aldehyd podrobili reduktivni aminaci s Dmb-aminem za
vzniku Dmb,Boc-chranéného derivatu CLXIII. Dalsi sérii reakénich kroku ziskali derivat
CCLXXIV, od kterého odstranili Boc chranici skupinu ptisobenim kyseliny chlorovodikové.
Naledovala acylace vedouci k derivatu CCLXXVI, od kterého byla Dmb protektivni skupina

odstranéna oxidaci DDQ.

0
o o) o O,  Dmb
OCHg N_J  Dmb-NH,HCI N
E NaOAc
Boc. —  » Boc_ Spp, NaBH;CN Boc\N o
N —_— N N THF/EtOH Sk -
o

j\o >l\o o (2:1)

23°C, 18h
coLXxi cLXil CLXIl
O pmb O pmb O, ,bmb
N N N
Cbz H (0]
Boc. e B _— N N A
NN\ _— 1,4-dioxan HoN"N\ E—— o NN\ _—
H 23°C, 1.5h N,
COOEt . COOEt Ph COOE
CCLXXIV CCLXXV CCLXXVI
o)
NH
_boa _ Coz, H O
CHCly/H,0 N N A
(10:1) o H _
50 °C, 8h N
' COOEt
55% Ph
CoLXXVII

Schéma CV: Syntéza peptidomimetik.

Podobny pftistup, tedy kyselou deprotekci Boc skupiny plisobenim kyseliny chlorovodikové a

oxidativni odbourani Dmb pouzitim DDQ autofi dale rozvij eli.%®
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V totélni syntéze Pentosidinu (Schéma CVI) Rosenberg et al.® také pouzivali tyto dvé kysele
labilni skupiny Dmb a Boc. Ale na rozdil od ptedchozich ptikladi, zde tyto chranici skupiny
odstépili v jediném kroku, plisobenim kyseliny trifluoroctové.

Syntézu zacali z komeréné dostupného 3-amino-2-chlorpyridinu  (LXXXVII). Amino
skupinu ochranili reakci s Dmb-aldehydem za podminek reduktivni aminace. Za katalyzy
paladiem vytvorili imidazo[4,5-b]pyridin (CXCVI), tuto sloué¢eninu pak chlorovali do polohy
2 (CCLXXVII). Chlor derivat (CCLXXVIII) nechali reagovat ornithinovym zbytkem
(CCLXXIX). V zavislosti na pouzitych podminkach této reakce vznikaly latky CCLXXX a
CCLXXXI vrizném poméru. Reakci imidazo[4,5-b]pyridin CCLXXX s jodidem
CCLXXXII ziskali pln¢ ochranény intermediat CCLXXXIII, jehoz deprotekci provedli
Vv jediném kroku zéhfevem ve vodné TFA za vzniku Pentosidinu CCLXXXIV.

X
Dmb-CHO Dmb |_I|32dNI' 3 Dmb Dmb
NaBH(AcO igan i :
o NH2 T?A (AcO); ~-NH KPO, N . Y
| L. ——— > | /> — | />—C|
“ Et-OAc Z t-BuOH “N Z
N~ cl : N~ cl 110 °C N N~ N
60 min o
LXXXVII 83% cXcv 82% CXCVI cexXXvill
Ci HN,Boc
HAN Dmb o
3 \/\/\COOt-BU N N, N\
CCXXIX E\/E > NH . HN Boc
—
N -B
10-87% N HN-Boc
CCLXXX COO¢-Bu CCLXXXI
Dmb Dmb
(\i'\i ! Hn0°
(L (L
N7 N HN-Boc * WCOOt-Bu THF, argon HN-Boc
\ reflux, 72h _Boc
CCLXXX COOt-Bu CCLXXXII 69% ° HN COOt-Bu
COO¢-Bu
CCLXXXIII
N
X
D—NH
TPAIR,0 @N% \_\jN(?ﬂs
5:1 s
CCLXXXII 6D, o <T>_| 5
75 °C, 48h | NH; COO0
91% a cooe
CCLXXXIV

Schéma CVI: Totalni syntéza Pentosidinu CCLXXXIV.
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V syntéze osmi-¢lenného pseudo-dipeptidu pouzili Creighton et al.’™® Dmb a Boc chrénici
skupiny a deprotekci provedli v jednom kroku zfedénou trifluoroctovou kyselinou. Vychozim
materialem byl methyl ester allyl-glycinu (CCLXXXV, Schéma CVII), ktery za podminek
reduktivni aminace nechali reagovat s Dmb-aldehydem. Nasledovala acylace Dmb-chranéné
amino skupiny Boc-allyl-glycinem. Poté byl uzavieno osmiélenny cyklus metathesi
(CCLXXXVIII). Methyl ester byl alkalicky hydrolyzovan a poté byly obé chranici skupiny
odstépeny smesi trifluoroctové kyseliny a dichlormethanu. K cilové latce uz nasledovala jen

redukce dvojné vazby.

| Dmb-CHO | Boc-allyl-Gly-OH 9y
NaBH(AcO), HATU, HOAt, NEM NJL Grubbs. kat.
S I > Boc” Y N COOCH . =
Dmb 75% : s
H,N”~ >COOCH >95% < R DCM
2 3 N "COOCHs X~ Dmb reflux, 60 h
0,
CCLXXXV COLXXXVI COLXXXVII 80%
(@] Dmb (0] Dmb o)
H\}N/ COOCH H\)LN COOH H N\)LNH COOH
oY Y S Lon Boc Y Y 10% TFADcM  HaN~" 7~ PdiC.Hy
H : = . : = R ; kvant.
N—" MeOH/H,0 N 3h NN
kvant. 78%
CCLXXXVIII CCLXXXIX CCXC

0
HZNJLN'LCOOH
NI

CCXCl

Schéma CVII: Syntéza osmi-Clenného pseudo-dipeptidu CCXCI.

Podobny reakéni sled uplatnili v syntéze osmi-¢lennych cyklicky pseudodipeptidi také Abell
et al.'® Jako vychozi latku pouzili rovnéz allyl-glycin, ktery nechali reagovat s Dmb-
aldehydem. Finalni deprotekci provedli zifedénou 20% trifluoroctovou kyselinou

v dichlormethanu.
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4 Vysledky a diskuse

Kapitola pojednava o syntéze nizkomolekularnich latek, které byly pfipraveny primarné za
ucelem biologického testovani. V dalsSich ohledech se ale piedkladané latky podstatné lisi -
chemickou strukturou i sledem chemickych reakei, které k nim vedly. Zjednodusené by bylo
mozné pripravené¢ slouceniny rozdélit do dvou raznych celki — syntéza pyrazoli a
bicyklickych sloucenin. Bicykly byly syntetizovany s pouzitim nastroje, ktery je
charakteristicky pro kombinatorialni chemii, byly pfipraveny na pevné fazi. Naproti tomu
reakce vedouci k pyrazolim byly provadény pievazné v roztoku. Ale 1 nékteré zde
popisované pyrazoly byly pfipraveny na pevné fazi.

Tato kapitola je roz¢lenéna do péti ¢asti, zaCina prekurzory pyrazoli, dale jsou diskutovany na
pyrazolovém dusiku nesubstituované a chranéné pyrazoly jako druhd podkapitola, néasleduji
acylované pyrazoly, které jsou jeste¢ podrobné&ji rozdéleny na zéklad¢€ toho, kde se substituent
nachazi. Vsechny tyto tfi oddily fesi syntézu latek v roztoku. Podkapitola o pyrazolech na
pevné fazi tvofi v této praci jakysi prechod mezi roztokovou chemii a syntézou na pevné fazi.

Cela kapitola je pak uzaviena syntézou bicyklickych slou¢enin, rovnéz na pevné fazi.

4.1 Prekurzory pyrazolu

Derivaty 4-(aryldiazenyl)-pyrazol-3,5-diamind (5) je mozné ziskat zahfivanim piislusnych
hydrazont (4) s methanolickym roztokem hydrazinu monohydratu (Schéma 1). Hydrazony Ize
ptipravit diazotaci odpovidajicich aromatickych amint a naslednou reakci s malononitrilem

, 4. 111
ve vodném roztoku octanu sodného.

CN
o CHyeNp N, HoN
AFNEN ———= ArNH ON —2=> AN oy

CHyCO0 NN NH
H,N
3 4 5

Schéma 1: Obecné schéma syntézy 4-arylazo-3,5-diaminopyrazola (5).

Pro ptipravu pyrazoli byl v této praci zvolen cykloadiéni mechanismus reakce hydrazinu

s hydrazonomalononitrily. V této kapitole je diskutovana syntéza Ctyt derivati, stavebnich
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kament pyrazoli — dvou substituovanych derivati hydrazinu Dmb-NHNH, (6) a TMB-
NHNH; (7) a dvou hydrazona TIPS-hydrazonu (8) a pyridin-hydrazonu (9).

4.1.1 Syntéza 2,4-dimethoxybenzylhydrazinu (Dmb-NHNH,) 6

Vedle pyrazolt, které byly na endocyklickém dusiku pyrazolu nesubstituované, byly pro dalsi
syntézu vyzadovany pyrazoly chranéné — na endocyklickém dusiku ¢i na fenolické hydroxy
skupiné, pokud arylem azo-pyrazolu byl fenol. Pro syntézu 3,5-diamino pyrazold
substituovanych na amino skupiné bylo bezpodminecné nutné zajistit protekci pyrazolového
dusiku, coz je nejreaktivnéj$i ¢ast molekuly, nejvice ndchylnd na acylacni reakce. Zaroven
bylo tieba, aby protektivni skupina byla stabilni pro nasledné acylace, ale také snadno
odstépitelna pro syntézu findlnich latek, jiz bez protektitvnich skupin. Byly zvoleny PMB (4-
methoxybenzyl),® Dmb (2,4-dimethoxybenzyl)"? a TMB (2,4,6-trimethoxybenzyl)*** pro
svou labilitu v kyselém prostiedi a tedy jejich moznost deprotekce za téchto podminek, ale
ptedevsim pro jednoznacnost chranéni pyrazolu v poloze 1. Tato jednoznac¢nost byla zajisténa
tim, ze byly soucasti substituovaného hydrazinu. Kdyby byla chranici skupina do molekuly
zakomponovana az ve stadiu pyrazolu, jedna se o velmi slozity tautomerni systém s vice
funkénimi skupinami se srovnatelnou reaktivitou, rovnéz ur€eni polohy substituce na 3,5-
diaminoazopyrazolu pomoci NMR je komplikované. Proto byl pfistup zahrnujici
substituovany hydrazin tak vyhodny.

Pro ptipravu Dmb-NHNH; (6) je mozné aplikovat fadu piistupli, v ramci této prace byly

vyzkouseny nasledujici postupy, jak ilustruje Schéma 2.

59



— "
H.CO N-NH, H;CO H;CO
3 2
S
T : ocH. ————— Rl / OCH; —  » R OCH,
£ 3 kondenzace N-N redukce N—NH
3 © R? R?
©
g 10 R! R2 11a-c 12a-c
N a:  acetyl H (96%)
b: ethoxykarbonyl H (NI)
c: ftaloyl (NI)
deacylace
(49%, hydrochlorid,
3 kroky)
H3;CO
— 4( O 1. KOH
DIAD o4 OCH; 5 AcoH
5 /—' HN—N
3 PPhg >:o AN —
r H;CO o 14 3
x )— C
C
= OCHjz OCH;
% HG HoN—NH
2 6  DmbNHNH
N 13 HsCO 2
. Aktivace alkoholu NoH4 /
L OCHj,
X
15 (X = Cl, OMs, OTs)
é
i
2 H,CO H;CO
S Q NHoNH-R R OCH redukce
2 OCH,4 s
N HN—-NH
IS Cl y
g R
N 16 17 (R =H, Boc)
(N1)

Schéma 2: Syntéza Dmb-NHNH, (6) z 2,4-dimethoxybenzaldehydu (10), 2,4-dimethoxy
benzyl alkoholu (13) a z 2,4-dimethoxybenzoyl chloridu (16).

4.1.1.1 Kondenzace 2,4-dimethoxybenzaldehydu s acetohydrazidem, N-
aminoftalimidem nebo s ethyl-karbazatem

Nabizi se sled reakci, ktery naznacuje prvni fadek Schématu 2, vychazejici z benzaldehydu
(10). Ten kondenzaci s acetohydrazidem poskytuje derivat (11a, 96%), kde redukci dvojné
vazby mezi N a C vznika z benzylidenu (11a) benzyl (12a, NI = nebylo izolovano), a pak
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odstranéni acetylu vede ke vzniku pozadovaného Dmb-NHNH, (6, 49% ve formé
hydrochloridu, 3 reakéni kroky).

Kondenzace aromatického aldehydu s derivatem hydrazinu se mtize provadét za podminek
refluxovani v ethanolu.’** Reakce benzaldehydu (10) s acetohydrazidem b&Zela bez problému
Vv methanolu, kde jsou obé vychozi latky dobie rozpustné. Refluxovanim 2 h byl ziskan
produkt (11a), ktery se uz pii chladnuti reakéni smési na laboratorni teplotu srazel ve formé
bilych krystalki.

V syntéze se dale pokracovalo, vétSinou nebyl vysledek kondenzace benzaldehydu (10)
s derivatem hydrazinu izolovan, jen byl zkontrolovan prabéh reakce analyzou LC-MS.
Dvojna vazba pak byla redukovana vodikem za podminek katalytické hydrogenace, jako
katalyzator bylo vybrano paladium na uhliku. Protoze derivat (11a) uz byl hife rozpustny a
srazel se zreakéni smési, bylo nutné pfidat dalSi rozpoustédla — smés methanolu a
tetrahydrofuranu.

Také byla zkousena katalyticka hydrogenace s pfidavkem katalyzatoru Pd(C) za ptitomnosti
hydrazinu ve smési rozpoustédel THF/MeOH. Za téchto podminek vznikal nejen pozadovany
produkt a to jen minimaln¢, zlistdvala ale 1 vychozi latka a dokonce se tvofil azin.

Vedle katalytické hydrogenace byla pozornost vénovana rovnéz jinym moznostem redukce.
Byly vyzkouseny podminky reduktivni aminace™™ s pouzitim triacetoxyborohydridu sodného
s pridavkem kyseliny octové v suchém THF nebo DMF — nereagovalo. Pifi analogickém
pouziti NaBH, za podminek reduktivni aminace redukce béZela €isté, ale ani po tydnu a pfi
zahtevu na 60 °C nebyl pomér latky redukované a oxidované ani 1:1, stale pfevladala vychozi
latka. Jests byl vyzkousen dalsi komplexni hydrid NaBH3CN™® rovné&Z pti zahtevu na 60 °C,
Jiz za 24 h byla vychozi latka zcela pfevedena na redukovany produkt, ktery vSak obsahoval
necistoty. Nakonec byla pro syntézu Dmb-hydrazinu zvolena katalytickd hydrogenace za
ptitomnosti vodiku, protoze reakce béZela relativné Cisté.

Dalsim tkolem bylo odstranéni acetylové skupiny chranici hydrazin. Zpoc¢atku byla zkouSena
alkalicka hydrolyza ptidavkem pevného hydroxidu sodného, ktery byl v reakéni smési
rozpu$tén ultrazvukem. Pribéh reakce byl sledovan na LC-MS a TLC. Byly hledany
optimalni reak¢ni podminky — za laboratorni teploty, zahfev na 50 °C, prodlouZeni reakéni
doby na nékolik dni, nereagovalo. Nakonec byla v pfistupu zménéna alkalickd hydrolyza za
hydrazinolyzu pomoci hydrazin hydratu bez rozpoustédla. Finalni derivat byl extrahovan do
ethyl-acetatu a srazen roztokem methanolického chlorovodiku za vzniku Dmb-NHNH; (6) ve
form¢ hydrochloridu (49%, po 3 reakénich krocich), ktery se pro dalsi syntézu pyrazolu

snadno ptfevedl na volny hydrazino derivat pfidavkem béze.
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Zdrojem hydrazinu pro Dmb-NHNH; (6) nemusel byt jen acetohydrazid ale také N-
aminoftalimid."'” Kdyz byla kondenzace aminu s aldehydem provadéna v methanolu, reakce
probihala v suspenzi a vznikala smés latek.

Dalsim zdrojem hydrazinu byl ethyl-karbazé‘[.118’119 Kondenzace s aldehydem prob¢hla bez
problému, stejné tak redukce vodikem za katalyzy Pd(C). Redukce byla kompletni jiz za dvé
hodiny. Poté byl katalyzator odsat a k filtratu byl ptidan chlorovodik rozpustény v metanolu
jako hydrolytické Cinidlo. Hydrolyza ethoxykarbonylu se vSak nedatila za laboratorni teploty

ani pii1 zahfevu na 50 °C.

4.1.1.2 Dmb-NHNH, z 2,4-dimethoxybenzylalkoholu

Benzylalkohol (13, Schéma 2) mize byt také prekurzorem pro Dmb-NHNH; (6). Nabizi se
zde vyzkouset reaktivitu diethyl azodikarboxylatu (DIAD) s benzylalkoholem za podminek
Mitsunobu reakce. Dal$i mozZnosti, jak vychazet z alkoholu, je jeho pfevedeni na

aktivovangjsi derivat (chlorid, mesyl, tosyl) a pak reakce s hydrazinem.

4.1.1.2.1 Mitsunobu reakce

Mitsunobu reakce primarné slouzi k syntéze estertl z kyselin a alkohold v pfitomnosti DIAD,
ktery vaze vodik, a trifenylfosfinu (PPhs), u néhoZ se vyuZiva jeho afinita ke kysliku.'?*?!
V pfitomnosti kyseliny muize vznikat nechtény vedlej§i produkt — derivat hydrazinu, byla
snaha to v této praci vyuzit (druhy fadek Schématu 2).

Reakce vSak vedla k bohatym smésim, a tak tento pfistup nebylo mozné v této syntéze pouzit.

4.1.1.2.2 Pievedeni alkoholu na aktivovanéjsi derivdt

Hydroxy skupina benzylalkoholu (13, Schéma 2) mize byt nukleofiln¢ substituovana
hydrazinem, ale nejprve je tieba ji pfislusné aktivovat. Bylo zvoleno pievedeni na chlorid
riznymi chlora¢nimi ¢inidly, ptipadné je zde mozZné pfevedeni na mesylat ¢i tosylat. Nasledna
reakce s hydrazinem by pak poskytla Dmb-NHNH, (6).

Pro zavedeni chloru se pro tento typ reakci se nejcastéji pouziva thionyl chlorid, ktery muze

122-124

sam fungovat jako rozpoustédlo, nebo reflux probiha v jiném rozpoustédle s pfidavkem

25

. Ca o 1 y . 12 ;
SOCl,. Literatura uvadi napiiklad benzen,” smés pyridinu a benzenu, ® nebo chlorovana

121,128 3 chloroform.'?® Pokud se jako chlora¢ni c¢inidlo pouziva

rozpoustédla dichlormethan
koncentrovana kyselina chlorovodikova,*® vyZzaduje reakce chlazeni.
V ramci disertacni prace byla chlorace provadéna thionyl chloridem v chloroformu,

v dichlormethanu a N,N-dimethylanilinu, v samotném thionyl chloridu, koncentrovanou
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kyselinou chlorovodikovou jako chlora¢nim ¢inidlem, kyselinou chlorovodikovou s etherem
¢i methanolem, methanolem nasycenym plynnym chlorovodikem. Ziskané produkty se ale
z divodu omezené rozpustnosti nedarilo dostate¢né charakterizovat. Proto byla pozornost
obracena k reakcim s mesyl a tosyl chloridem. Po odpafeni rozpoustédla byl reziduat
rozpu$tén v methanolu a k tomuto roztoku byl pfidan hydrazin monohydrat. Vysledkem byla
smés latek, pozadovany produkt se nepodafilo pfipravit, proto byly studovany jiné syntetické

postupy vedouci k Dmb-NHNH,.

4.1.1.3 Z 2,4-dimethoxybenzoyl-chloridu na hydrazid a nasledna redukce

Acyl chloridy poskytuji reakci s hydrazinem pfislusné hydrazidy. Literatrura uvadi syntézu 4-
methoxybenzoylhydrazidu z odpovidajiciho chloridu pil hodinovym refluxovanim
v methanolu s hydrazin monohydratem.**!

V této praci se vychazelo zkomeréné dostupného 2,4-dimethoxybenzoyl chloridu (16,
Schéma 2) a hydrazin monohydratu a také z hydrazinu substituovaného Boc skupinou. Jako
rozpoustédla byla v pfipad¢ hydrazin monohydratu pouzivana: methanol, ktery vedl k Cistému
hydrazidu, dale se jednalo o THF, kde vznikal pfevazné diacylhydrazid. Reakce s Boc-
hydrazinem byla provedena v suchém THF a vznikal ¢isty produkt, od kterého bylo mozné
odstépit Boc skupinu zfedénou TFA.

Jako redukéni €inidla pro redukci karbonylu na methylen byly pouzivany komplexni hydridy.

Jednalo se o lithium aluminium hydrid (LAH)™%'%

a také boran-tetrahydrofuran komplex
(BH3/THF)."** Reakce s komplexnimi hydridy byly provedeny v suchém dimethoxyethanu
(DME). V ném byl rozpustén LAH, tento roztok byl ochlazen na 0-5 °C a byl k nému piidan
roztok acyl hydrazidu v DME. Reak¢éni smés byla zahiivana pti teploté 60 °C. Po vice nez 24
h redukce stale nebyla kompletni, vznikala smés latek, dle LC-MS byl detekovan dokonce i
diacyl derivat. Reakce byla modifikovana nasledujicimi experimenty: zména rozpoustédla za
suchy THF za laboratorni teploty a zvySené teploté pii 60 °C. Redukce probihala pomalu a
nevznikal vyhradné poZadovany produkt, ale 1 dalsi latky, které se nepodafilo identifikovat.

Bylo vyzkouseno jesté dalsi redukéni €inidlo — BH3/THF, ale rovnéz to nevedlo k uspéchu, od

tohoto ptistupu bylo tedy upusteéno.

4.1.2 Syntéza 2,4,6-trimethoxybenzylhydrazinu (TMB-NHNH,) 7

Zatimco PMB protektivni skupina se v TFA $tépi neochotn¢ a je tfeba zahievu, Dmb se §tépi
jiz za laboratorni teploty.”** Pfedpokladali jsme, e TMB skupina, obsahujici tfi methoxy

skupiny, se diky mezomernimu efektu bude odstranovat jesté snaze nez Dmb a PMB. Proto
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byla vybrana jako protektivni skupina pro syntézu pyrazoli acylovanych na aminoskupiné a

pokus o pripravu TMB-NHNH; (7) byl proveden analogicky jako u Dmb-NHNHj (6).

H;CO H3CO

(O]
H HsC—< o)
)_QOCW HN-NH,  HC—~ OCH; F2.Pd(C)
_—
© MeOH HN_'\:_' S MeOH/THF
HsCO g Reflux 2 h 3 19
(NI)
HsCO H3CO
0
N3Hg.H,0
Hyc—4 OCH, %100 s OCH,
HN—NH HoN—NH
HCO HsCO
TMB-NHNH,

Schéma 3: Plan syntézy TMB-NHNH, (7) z 2,4,6-trimethoxybenzaldehydu (18).

Pro ziskani TMB-NHNH; (7) byla aplikovana analogicka syntéza, ktera se ukazala byt
efektivni pro piipravu derivditu se dvéma methoxyskupinami. Kondezace 2,4,6-
trimethoxybenzaldehydu (18, Schéma 3) s acetohydrazidem prob¢hla ¢isté na derivat (19). Po
redukci vSak nebyl detekovan derivat 20. Na zakladé LC-MS ziejmé doslo ke spojeni dvou
molekul TMB, acetylova skupina vsak ziistala. Pfidavkem hydrazinu pak se acetyl odstépil.
Latky nebyly izolovany (NI), struktury jsou predpokladdny na zdkladé LC-MS analyz
Z reak¢énich smési.

Piiprava TMB-NHNH; (7) nebyla vice studovana, pro syntézu acylovanych pyrazolli na
aminoskupiné byl nakonec pouzivan Dmb-NHNH; (6).

4.1.3 Syntéza (4-((triisopropylsilyl)oxy)fenyl)karbonohydrazonoyl
dikyanidu (TIPS-hydrazonu) 8

Triisopropylsilylova skupina (TIPS) se na hydroxy skupinu navazuje nejcastéji reakci s TIPS-
Cl, v pfitomnosti imidazolu a jako rozpoustédlo se doporucuje DMF.**® Zavedenim chrénici
skupiny TIPS do molekuly hydrazonu bylo zajiSténo, ze hydroxy skupina nebude podléhat
acylacnim reakcim v naslednych reak¢nich krocich. Odstranéni TIPS-u je pak moZzné

piisobenim TBAF.'*®
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Schéma 4: Silylace hydrazonu 21 za vzniku TIPS-hydrazonu 8.

Reakce byla provedena podle literatury v pifitomnosti imidazolu v DMF. Vse bylo dobte
rozpusténo, ale reakce za 18 h michdni za laboratorni teploty nedobéhla do konce, pomér
(vychozi latka 21) : (produkt 8) byl cca. 2:3. Kdyz byla pouzita smés rozpoustédel
DCM/DMF (10:1), podafilo se izolovat ¢istou latku 8 (91%), kterou bylo mozné krystalovat
z methanolu (59%).

4.1.4 Syntéza pyridin-4-ylkarbonohydrazonoyl dikyanidu (pyridin-
hydrazonu) 9

Piiprava derivatu 9 sestava ze dvou kroki — diazotace aminu (22) a kopulace vzniklé
diazoniové soli (23) s malonodinitrilem (Schéma 5). Diazotace 4-aminopyridinu (22) probiha
bouflivé. Pfi klasickém prihéhu chlazeni 30 min dochézi k uniku dusiku, protoze pftislusna
diazoniova sil (23) je velmi nestabilni. Nasledkem je pak nizky vytézek 9 (3%). Byla
provedan optimalizace této reakce, modifikace byly nasledujici. Doba diazotace se zkratila na
5 min. Timto vytéZek vzrostl na 9%, coz bylo stale malo. Proto byl zvolen pfistup zahrnujici

137

vznik stabilngjsi diazoniové soli**" a diazotace byla provedena v pfitomnosti tetrafluoroboratu
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sodného.™™ Meénilo se mnozstvi NaBF, i reakéni ¢as diazotace (Tabulka 1). Jako nejvhodné;jsi

podminky pro dalsi syntézu byly vybrany podminky experimentu ¢islo 6 (12 eq NaBF,).

CN
. N—
y 4 ®  kopulace 4 / _<
NC\>—NH2 diazotace, (7 Ny Nzn OPLEE NC\>7NH CN
__ 0-5°C _ 3-72% __
22 23 9

Schéma 5: Syntéza pyridin-4-ylkarbonohydrazonoyl dikyanidu 9.
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Tabulka 1: Optimalizace diazotace 4-aminopyridinu.

Experiment ¢islo | NaBF,[ekvivalenty] | Vytézek [%] | Doba diazotace [min]
1 - 3 30
2 - 9
3 3 18
4 6 22 15
5 6 58
6 12 62
7 60 72 5

4.2 Nesubstituované a chranéné pyrazoly

V této casti disertacni prace jsou diskutovany syntézy pyrazoli, které jsou na endocyklickém
dusiku nesubstituované (TIPS-pyrazol 24 a pyridin-pyrazol 25), dale pyrazolu, které maji na
tomto dusiku protektivni skupinu (Schéma 6).

Protektivni skupina mize byt na pyrazol navazana prostfednictvim substituované¢ho hydrazinu
(PMB-NHNH;, Dmb-NHNHj; 6; pak se jedna o tyto pyrazoly: PMB-pyrazol 26, Dmb-pyrazol
29, Dmb-pyridin-pyrazol 30). Stejné¢ jako u nesubstituovanych pyrazoli byly tyto latky
pfipraveny cykloadi¢ni reakci substituovaného hydrazinu a ptislusSného hydrazonu (Schéma

6).

R
NC CN N—=N
T . R . H N/g)\NH
HN’ HN-NH; " _ | 2 2
Ar PMB N
Dmb Ar

Schéma 6: Zjednodusené reakcéni schéma syntézy nesubstituovanych a chranénych pyrazold,

protektivni skupina se zavadi reakci s hydrazonem.

Chréanici skupina miiZze byt do molekuly zavedena také dodate¢né, ve stadiu pyrazolu (Schéma
7), ktery reagoval s di-t-butyl-dikarbonatem (Boc-pyrazol 36, Boc-TIPS-pyrazol 38, Boc-
pyridin-pyrazol 39, PMB-Boc-pyrazol 27, Dmb-Boc-pyrazol 31, diBoc-pyrazol 37), Fmoc
chloridem nebo Fmoc-Osu (34), Nosyl chloridem (33, 35), TIPS-chloridem (24).

Pro lep$i pfehlednost je tato kapitola rozdélena do Ctyi ¢asti: pyrazoly na endocyklickém
dusiku nesubstituované (4.2.1), PMB-pyrazoly a jejich reaktivita (4.2.2), Dmb-pyrazoly a

jejich reaktivita (4.2.3), reakce nesubstituovanych a chranénych pyrazola s di-t-butyl-
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dikarbonatem (4.2.4). VSechny zde diskutované pyrazoly jsou pro lepsi orientaci Ctenare

uvedeny v Tabulce 2, kde je ptipojeno i jejich rozd€leni do piislusnych kapitol

Boc,O/
R Fmoc-Cl, -OSu/ PG’
N—N Nos-Cl/ N—N
[ Tps-ci PO A
HNT N7 NH, N7 ~NH,
. N
A\ - =N

-Z
z

|
Ar Ar(PG?)

Schéma 7: Zjednodusené reakéni schéma syntézy chranénych pyrazoli, kdy se protektivni

skupina zavadi ve stadiu pyrazolu.

Kapitola Znaéeni Aryl = R= PG'= PG’ = PG®=
4.2.1 3 —( o ) ) ) )
nesubst. 25 @ H - - -
26 —)-on PMB - - ]
;‘ﬁ-é 27 —)ore - PMB Boc H
28 _©_0_sz - PMB Fmoc H
29 —)-or Dmb - - ]
30 Cow Dmb - - -
31 _©_0_sz - Dmb Boc H
‘E‘)-rzn-s 32 —)ore - Dmb TIPS H
33 _©_0_sz - Dmb Boc Nos
34 _©_0_sz - Dmb Fmoc H
35 —)-ore - Dmb TIPS Nos
36 OOH - Boc H H
4.2 4 37 _©_0_sz - Boc Boc H
Boc 38 —)-ore - Boc TIPS H
39 \_/N - Boc H H
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4.2.1 Pyrazoly nesubstituované na endocyklickém dusiku (TIPS-pyrazol

24, pyridin-pyrazol 25)

Tyto derivaty pyrazolu byly syntetizovany se zdmérem nasledného navazani na pevnou fazi,
coz bude diskutovano v dalSich kapitolach (4.4.2). Pyrazol 25 byl vybran, protoze byla znama
jeho biologicka aktivita v oblasti inhibice CDK. Byl totiz pfipraven uz diive v ramci
bakaléiské prace a dosahoval vice nez 5x lepsich vysledkll nez jeho strukturni model 1, avsak
jeho selektivita byla mnohem mensi. Predpokladali jsme tedy, ze i derivaty od né&j odvozené
dalsi substituci by mohly vykazovat zajimavou biologickou aktivitu.

Na zéklad¢ znalosti zpiisobu navazovani pyrazolu 1 do aktivniho mista enzymu jsme
predpokladali, ze na jedné aminoskupiné muze byt i objemnéjsi substituent, aby latka
inhibovala CDK. Proto snhahy v syntéze 3,5-diamino-4-arylazopyrazoli vzdy sméfovaly
k syntéze amino substituovanych derivati. K tomu je ale tieba jednoznac¢né chranéni ostatnich
funkénich skupin molekuly, to v pfipadé hydroxy skupiny zajiStuje silylova skupina
triisopropylsilyl (TIPS). U pyridinového derivatu protekce chranici skupinou nebyla tieba.
Oba tyto pyrazoly 24 (97%) a 25 (67%, Schéma 8) byly piipraveny analogicky jako 4-((3,5-
diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenol 1 (CAN508).3

N—NH

/
. N - N X=
HN N,H4.H,0 N
< 5

= MeOH % 8, 24: C-O-TIPS
o | reflux, 4h || 9, 25: N

X 67-97% X
8,9 24, 25

Schéma 8: Syntéza nesubstituovanych pyrazoli (24, 25), protektivni skupina se u 8, 24

zavadi ve stadiu hydrazonu.

Ptiprava derivatu 24 navic umozZnila synteticky dikaz, kam se pfi chranéni nesubstituovaného
pyrazolu vaze prvni Boc skupina. Vice je toto téma diskutovano v kapitole 4.2.4 pojednavajici

0 Boc-derivatech.

4.2.2 Syntéza PMB-pyrazolu (26) a jeho Boc (27) a Fmoc (28) derivati

Pyrazol 26, nesouci na endocyklickém dusiku kysele labilni protektivni skupinu
4-methoxybenzyl (PMB), byl syntetizovan cykloadi¢ni reakci hydrazonu 21 sPMB-

hydrazinem®® (Schéma 9).
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/
e N
I
N =N
HN” N
PMB-NHNHg
MeOH
reflux, 4h
OH 96% OH
21 26

Schéma 9: Priprava PMB-pyrazolu 26 z hydrazonu 21 a PMB-hydrazinu.

Na pyrazolu 26 bylo poprvé zkouseno chranéni Boc skupinou reakci s di-t-butyl-
dikarbonatem® za ucelem ziskani ochranéného derivétu pro naslednou acylaci aminoskupin.
Zde byly nalezeny optimalni podminky pro reakci s di-t-butyl-dikarbonatem. Cilové acyl
derivaty vsak byly nakonec syntetizovany s Dmb analogem, protoze Dmb se oproti PMB
snaze $tépi v kyselém prostiedi (podrobnéji diskutovano u acyl derivatt, kapitola 4.3.2).

Pii reakci PMB-pyrazolu 26 s di-t-butyl-dikarbonatem (1.1 eq; Schéma 10) byl jako
rozpoustédlo pouzivan zpocatku THF. Vysledkem reakce provedené za laboratorni teploty
byla bohatd smés obsahujici nezreagovanou vychozi latku 26, dva polohové izomery mono-
Boc-substituovaného pyrazolu a také diBoc-substituovany pyrazol. ZvySeni teploty na 40 °C
vyslednou reakéni smés vyrazné nezménilo. ZvySeni mnozstvi ¢inidla (5 eq) nevedlo ke

kvantitativni konverzi vychozi latky, stale zstavala nedoreagovana.

PMB PMB
N—N N—N
/ /
H,N"\~ ~NH, H,N""\ "NH,
. -N
N’N N
Boc,0O
—_— >
pyridin
rt, 18h
OH 89% O-Boc
26 27

Schéma 10: Reakce PMB-pyrazolu 26 s di-t-butyl-dikarbonatem.

Z ptedbéznych vysledkd reakce pyrazolu 26 s di-t-butyl-dikarbonatem bylo patrné, ze

reaktivnost hydroxy a amino skupiny je zhruba stejné velka. Z toho divodu bylo testovano
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ochranéni pyrazolu 26 Boc skupinou v bazickém prostiedi. Pouziti pyridinu jako rozpoustédla
by mélo zvysit reaktivitu hydroxy skupiny. Provedenim reakce v pyridinu vznikala
jednoznacéné jedna sloucenina. Na zaklad¢é pozdéjsich vysledkt u analogického Dmb derivatu
(rentgeno-strukturni analyza derivatu 45b, kapitola 4.3.3.1) byla pfifazena struktura 27, kde je
Boc skupina na hydroxy skuping.

Dalsi reaktivita PMB-pyrazolu 26 byla studovana s bazicky labilni chranici skupinou —

Fluorenylmethyloxykarbonylem (Fmoc).'*

Nejprve byl jako cinidlo pouzit Fmoc-Osu
v suchém THF za laboratorni teploty. Ani za 24 h nedoslo k doreagovani na produkt 28
(Schéma 11). Delsi reakcéni ¢as nebyl zkousen. Bylo vyzkouseno razantnéjsi ¢inidlo — Fmoc-
chlorid v prostfedi pyridinu. Postupné byla prodluzovana reak¢éni doba — za 2 h ani 6 h,
nedoreagovalo. ZvySenim mnozstvi ¢inidla na 1.5 eq se za 24 h podafilo ziskat téméft Cisty

produkt (95%), reakéni smés obsahovala i malé mnozstvi disubstituovaného pyrazolu.

Mnozstvi Fmoc-Cl bylo déle optimalizovano a ukazalo se, Ze 1.3 eq je dostacujici.

PMB PMB
N-N N-N
| |
HQN/S/\NHZ HaN" 7 "NH,
/,N ’/N

95% O-Fmoc

N
Fmoc-ClI
_—
pyridin
rt, 18h
OH
26

Schéma 11: Reakce PMB-pyrazolu 26 s Fmoc-chloridem.

Poloha Fmoc skupiny byla pfifazena na zaklad€¢ analogie reaktivnosti Dmb-chranéného
pyrazolu (29). S vysokou pravdépodobnosti se da piedpokladat, ze PMB chranici skupina
bude mit stejny vliv na reaktivnost pyrazolu (26) jako Dmb skupina. Za ucelem
jednoznaéného urceni polohy Fmoc skupiny pomoci rentgeno-strukturni analyzy byly u¢inény
pokusy tuto sloudeninu krystalovat. Zadny z krystalizaénich pokusti neposkytl vhodné
krystalky pro rentgeno-strukturni analyzu.

Dalsi reakce uz s derivatem 26 neprovadény nebyly, pro syntézu findlnich acyl derivati byl

pouzivan jeho Dmb analog.
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4.2.3 Syntéza Dmb-pyrazolt (29, 30, 32) a jejich Boc, Fmoc, silyl a Nosyl
derivaty

Pyrazoly s chranici 2,4-dimethoxybenzylovou skupinou (Dmb) na endocyklickém

pyrazolovém dusiku byly pfipraveny analogickym postupem jako PMB-pyrazol (26), tedy

reakci prislusného hydrazonu (8, 9, 21) s Dmb-hydrazinem (6) varem v metanolu (Schéma
12).

/Dmb
N—N
/
NCYCN HzN/%NHz
I ’,N X=
HN" N
DmbNHNH,.HCI (6) 8, 32: C-O-TIPS
| X TEA | A 9,30: N
21, 29: C-OH
NG MeOH NG
reflux, 4h
8,9,21 70-93% 29, 30, 32

Schéma 12: Syntéza Dmb-pyrazola 29, 30, 32 reakci hydrazinu a Dmb-hydrazinu.

Volny Dmb-NHNH; (6), olejovité konzistence, byl nestabilni. Dmb-hydrazin (6) bylo mozné
izolovat ve formé krystalického hydrochloridu pfidavkem methanolu nasyceného plynnym
chlorovodikem. Tento hydrochlorid bylo mozné pievést zpét na volnou bazi ptidavkem TEA.
Reakce vedouci k pyrazolu 29 bézela Cistéji za pouziti hydrochloridu Dmb-NHNH,, nez kdyz
byl pouzit samotny volny hydrazin (6). U takto ziskaného pyrazolu 29 (93%) nebylo tieba
dalsi purifikace a byl ptipraven pro dalsi reakce. Pyrazoly 30 (80%) a 32 (70%) byly tedy
ptipraveny rovnéz z Dmb-NHNH,.HCI.

Se zamérem planovaného navazani pyrazolti na pevnou fazi byla pozornost vénovana piiprave
pyrazoll s riznymi protektivnimi skupinami, za Gcelem jednoznacné polohy kotvici funkéni
skupiny. Chranici skupiny byly vybrany tak, aby je bylo moZzné jednoduse odStépit kysele
(Dmb, Boc), bazicky (Fmoc, Nos), nebo jinymi metodami — napt. TIPS pomoci fluoridovych
iontli (TBAF).

Postup pro piipravu Dmb-Boc-pyrazolu 31 (94%, Schéma 13) byl odvozen od syntézy jeho
PMB-analogu 27. Osvédéilo se di-t-butyl-dikarbonat nafedit rozpoustédlem a pomalu
prikapavat do reak¢éni smési, jinak hrozilo, Ze se reakce nezastavi na mono-derivatu, ale dojde
k vicenasobné substituci Boc skupinou. V pfipadé potieby byl derivat 31 docistén

chromatograficky (70%).
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N-N N-N
/ /
HzN&%\NHZ HzN&%\NHZ
-N 2N
N N
Boc,0O
pyridin
rt, 18h
OH 949 O-Boc
29 31

Schéma 13: Syntéza pyrazolu 31 chranéného Dmb a Boc skupinou.

Pokusy o substituci pyrazolu 29 reakci s Fmoc-OSu nebo Fmoc-chloridem vedly ke smési,
ktera obsahovala Fmoc-derivat 34 vcca. 80% Ccistoté. Latku neSlo vycistit s pomoci
chromatografie.

Silylace slouzila k protekei fenolické hydroxy skupiny, ktera by u pyrazolu 1 obsahujiciho
vice funkénich skupin mohla v dal$i syntéze rovnéz podléhat acylaénim reakcim. Pokusy o
ptipravu pyrazolu 32 silylaci Dmb-chranéného pyrazolu 29 selhaly. Ochranéni hydroxy
skupiny silylem bylo mozné ve stadiu hydrazonu (8), ktery cykloadi¢ni reakci s hydrazinem
vedl k pyrazolu (32, 70%, Schéma 12).

Za UCelem ziskani protektivnimi skupinami vicenasobné substituovaného pyrazolu 1 byly
provedeny reakce Dmb, TIPS-pyrazolu (32) s Fmoc-chloridem. Pokusy byly neuspésné.
Pozornost tedy byla zaméfena na Nos-skupinu. Vyznam této skupiny spociva v tom, ze
aktivuje amino skupinu pro Fukuyama-Mitsunobu reakci** s alkoholem. Zamérem bylo
navézani pyrazolu 33 nebo 35 na Wangovu'* pryskyfici (diskutovano dale — u syntézy
pyrazoll na pevné fazi kapitola 4.4.2).

Pti pouziti 1.5 ekvivalentu ¢inidla v bezvodém pyridinu se podafilo ptipravit ¢isté nosylované
derivaty 33 (95%, Schéma 14) a 35 (95%). Ani pii zvySeni mnozstvi ¢inidla na 2.0
ekvivalentu nevznikal disubstituovany derivat. Poloha nosyl skupiny na stericky pfistupné;jsi
amino skupiné byla odvozena na zaklad¢ analogické reakce ptipravy acyl derivatu (45b - viz
kapitola 4.3.3.1), kde struktura byla jednoznaéné¢ prokazana rentgeno-strukturni analyzou.
Obecné byl pozorovan trend, Ze zvySujici se pocet substituentil na danych pyrazolech sniZzoval

jejich reaktivitu k dalsi substituci.
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N—N N—N
/ Nos !
) _N
N N
Nos-Cl R=
pyridin, DCM 31, 33: Boc
(10:3) 32, 35: TIPS
OR  rt18h O-R
31,32 95% 33, 35

Schéma 14: Reakce pyrazold dvojnasobné chranénych pyrazolt 31 a 32 s Nos-chloridem.

4.2.4 Studium Boc substituce nesubstituovaného pyrazolu (1)

Za Ucelem zjisténi reaktivity di-t-butyl-dikarbonatu s pyrazolem 1 bylo provedeno nékolik
predbéznych reakci. Nejprve byl zkousen nadbytek cCinidla s 1, 2, 3 a 10 ekvivalenty di-t-
butyl-dikarbonatu. Jako rozpoustédlo byl pouzit bezvody DMF nebo pyridin.
Nesubstituovany pyrazol 1 poskytuje ¢isty mono-Boc (36) a diBoc (37) derivat, v zavislosti

na mnozstvi ¢inidla a pouzitém rozpoustédle.

Boc /BOC
N—NH N-N N-N
/ / [
H,N~\ ~NH, H,N"\ "NH, H2N NH,
’/N /,N ’/N
N Boc,O N N
(1,2,3 nebo 10 eq)
> +
DMF nebo pyridin
OH rt, 18h o O-Boc
1 36 37

data z LC-MS analyzy:

DME pyridin
36 37 36 37 tetraBoc
eq
1 | 100% - 70%  30% -
2 | 20% 80% - 100% -
3 | 10% 90% - 100% -
10| 5% 95% - - 100%

Schéma 15: Hledani optimalni podminek pro pfipravu mono- a diBoc derivatu 36, 37.

Pro pfipravu mono-Boc derivatu (36, 99%) je vhodné&jSim prostiedim bezvody DMF za

ptritomnosti 1 eq. di-t-butyl-dikarbonatu. Zatimco diBoc pyrazol (37) se nejlépe ptipravi
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V bezvodém pyridinu s 2 eq. ¢inidla (Schéma 10). V DMF pii ptidavku 10 ekvivalentt Cinidla
vznikaly mono a diBoc derivat v poméru 5:95. V bezvodém pyridinu bézela reakce dal,
s pouzitim LC-MS byl detekovan jediny pik o hmotnosti odpovidajici 4x substituovanému
derivatu, ktery vSak nebyl izolovan.

Krystaly mono-Boc derivatu (36) byly podrobeny rentgeno-strukturni analyze, ktera
jednoznaéné ukazala polohu Boc skupiny na endocyklicém dusiku pyrazolu Podafilo se
vykrystalovat i diBoc derivat (37), ale dosud ziskané krystaly nespliiovaly vSechny parametry
pro uspésné meteni. Obrazek 3 ukazuje vypocitanou strukturu mono-Boc derivatu na zakladé
rentgeno-strukturni analyzy. Vysledky jsou velmi Cerstvé, a proto jest¢ nejsou vloZena

vSechna finalni data.

Obrazek 3: Vypoctena struktura mono-Boc derivatu 36 na zékladé rentgeno-strukurni

analyzy.

Soubézné s rentgeno-strukturni analyzou byl proveden také synteticky ditkaz polohy Boc
skupiny vazané na endocyklickém dusiku sledem reakci (Schéma 16). Nasledujici schéma
ukazuje dvé mozné cesty vedouci k ptipravé mono-Boc derivatu (36).

Pyrazol 1 ptipraveny cyklo-adi¢ni reakci z hydrazonu 21 je mozné mono i di-substituovat di-
t-butyl dikarbonatem za vzniku derivati 36 a 37. Alternativni cesta vede pies silylaci
hydrazonu 21 TIPS chloridem za vzniku pfislusného silyl hydrazonu 8. Nasledna reakce
s hydrazin monohydratem uzavie pyrazolovy cyklus a tim poskytne pyrazol 24 (97%). Reakci
s 1.05 ekvivalentem Boc anhydridu v DMF vznika ¢isty mono-substituovany derivat 38

(77%). Reakci derivatu 38 s fluoridovymi ionty (TBAF) jiz po Sesti hodinach doslo témér
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k Gplnému odstranéni silylové skupiny, reakci pies noc jsme ziskali Cistou latku. 'HiBc

NMR spektra pyrazolu 36 pripravené¢ho obéma zpiisoby byla identicka.

R1
N—NH N-N
/
NC CN HZN/S)\NH2 1.05 eq BOCzo H2N ! 7 NH2
he DMF (36)
_N =N nebo -N
HN N -
2.00 eq Boc,O N
N,H,.H,0 pyridin (37) R',R?=
R —— D —————
r'\gﬁﬁ)xH an rt, 18h 36: R' =Boc, R2=H
OH  o90% OH 36: 99% O-R, 37: R"=R?=Boc
37:94%
21 1 36 nebo 37
TIPS-CI;
910 imidazol TBAF
%| DCM/DMF 91%| MeOH
(10:1) rt, 18h
rt, 18h Boc
N—NH N-N’
/
NC CN /
m/ HzN/K%\NHZ HQN/S/\NHZ
_N .
HN N’N N"N
N2H4.H2O BOCZO
—_— >
MeOH DMF
reflux, 4h rt, 18h
O-TIPS g7, O-TIPS 77% O-TIPS
8 24 38

Schéma 16: Synteticky dikaz polohy Boc skupiny.

Analogicky byl pfipaven i dal$i mono-Boc chranény pyrazol 39 (Schéma 17). Reakci
pyrazolu 25 s 1 ekvivalentem di-t-butyl dikarbonatu bylo mozné provést v bezvodém DMF
nebo pyridinu. Obé reakce vedly k ¢istému 39 (91%). Zajimavé bylo, ze derivat 25 bylo
mozné substituovat Boc skupinou jen jedenkrat. Ani pfi ptidavku 5 ekvivalenti dikarbonatu
nedoslo k vicenasobné substituci Boc skupinou, coz opét neptfimo naznacuje, ze dvojnasobné
chranéni pyrazolu 1 Boc skupinou vede s velkou pravdépodobnosti k pyrazolu 37.

Tento derivat (39) byl pfipraven vyluéné za tcelem navazani na pevnou fazi a piipravu
knihovny, kdy byly vybrany dva pyrazoly — s fenolem jako arylem a vtomto pfipadé
s pyridinem jako arylem. Vhodné chranéni pak zajistovaly skupiny Dmb (30), resp. Boc (39).

Syntézou knihovny pyrazolli na pevné fazi se zabyva dalsi kapitola (4.3).
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Boc
N-NH lf—N
/
HQN/S/\\NH2 HzN/S/\NHz

3 -N

N N

A Boc,O N

| —2— |

— pyridin =

N rt, 18h N
25 91% 39

Schéma 17: Syntéza Boc-pyrazolu 39.

4.3 Acylované pyrazoly

Acylova skupina se do molekuly aminu zavadi obecné reakci s karboxylovymi kyselinami a
jejich funkénimi derivaty. Zde byl aminem nesubstituovany pyrazol 1. Byl vybran jako
strukturni model pro téma této prace, protoze byl identifikovan jako inhibitor CDK. NaSim
zamérem byla takova modifikace struktury, ktera by vedla k jesté lep$im vysledktim v oblasti
biologické aktivity. Rovnéz jsme se snazili prostudovat reaktivitu pyrazolu 1 s acylacnimi
¢inidly. MozZnost ziskani riznych izomerd je dana povahou funk¢nich skupin na pyrazolu 1,
kdy se jednd o aminy a hydroxyl, které je mozné substituovat. Tyto funkéni skupiny maji
podobnou reaktivitu a celou situaci jesté komplikuje fakt, ze se jedna o slozity konjugovany
systém.

Podatilo se pfipravit polohové izomery liSici se polohou acylu, jejich obecnou syntézu
ilustruje Schéma 18. Z hydrazonu 21 lze reakci s hydrazinem ziskat pyrazol 1, ktery ma
volnou nejreaktivnéjsi polohu — endocyklicky dusik. Pravé sem sméfuje prvotni acylace a
vznikaji pyrazoly 40a-e.

Pii reakci se substituovanym hydrazinem (6) poskytuje hydrazon (21) chranény Dmb-pyrazol
29, ktery sacylaénimi ¢inidly poskytuje derivaty 42a-d, substituované na fenolickém
hydroxylu. Analogické derivaty lze ziskat také z Boc-pyrazolu 36 (4la-d) a protektivni
skupiny je pak mozné odstépit pisobenim ziedéné nebo koncentrované TFA.

Pokud jsou ochranéné ob¢ nejreaktivnéjsi skupiny — endocyklicky dusik a fenolicka hydroxy
skupinu (Dmb a Boc — derivaty 31 nebo 37), acylace sméfuje na exocyklicky dusik pyrazolu,
tedy na méné¢ stericky branénou aminoskupinu (derivaty 44a-e, resp. 45a-e). Chranici skupiny
mohou byt parcialné odstranény za vzniku derivati (46a-€) a je mozna dalsi acylace nebo

odstépeni vSech protektivnich skupin az na finalni produkty 47a-e.
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Tyto polohové izomery byly identifikovany s pomoci LC-MS a NMR. Pfipravy jednotlivych
zastupcl jsou diskutovany v této kapitole, kterd je rozdélena na zékladé polohy acylu na
pyrazolovém dusiku endocyklickém (4.3.1), na hydroxy skupiné (4.3.2) a na exocyklickém
pyrazolovém dusiku (4.3.2)

R1
N—N/ N—NH
/ / _
HZN&%\NHQ H,N NH,
_N
NN N
[o) R3 C)\ﬂ/R3
T 5
pro 29 41a-d :R" = Boc 43a-d
42a-d : R' = Dmb
pro 36
R1 1 R'l
, R (@] 4 (0]
N—N N N—N N—NH
NC_oN v A~ ) R3J<N LA~ RSJ\N (A~NH
m/ 2 2 HZN&%\NHZ H 2 H 2
N . . _N
HN™ N/N N/,N N’N N~
—Q0—| O |~ 0— | Q
OH OH O. OH
O\R2 R2
21 1(R'=H) 44a-e R' = R2= Boc, R® = CO-R* 47a-e
29 (R" = Dmb) 31:R'=Dmb, R?=Boc |45a-e: R' = Dmb, R? = Boc, R® = CO-R4
36: R' =Boc, R?=H
37:R'=R%=Boc /
40a-e: R' = CO-R%, R?>=H
o /Dmb
N—N
g
R3 RN ~Z NH,
- - H
a: fenyl N”N
b: 4-nitrofenyl
c: thiofen-2-yl
d: methyl
e: ethoxy OH
46a-e

Schéma 18: Zjednodusené reak¢éni schéma pro syntézu tii typt acyl derivati 40a-e, 43a-d a

47a-e odvozenych od pyrazolu 1.
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4.3.1 Acyl na endocyklickém dusiku pyrazolu (40a-e)

Jako acyla¢ni c¢inidla byly zvoleny chloridy od aromatickych karboxylovych kyselin -
benzoyl, 4-nitrobenzoyl a thiofen-karbonyl. Dale byly pouzivany chloridy odvozené od
alifatickych karboxylovych kyselin — acetyl a ethoxykarbonyl. Nechranény pyrazol 1 reagoval
v pyridinu s 1 ekvivalentem acyl chlorida za vzniku acyl pyrazola 40a-e (Schéma 19). Reakce
béZela Cisté a 1 ekvivalent pravé stacil, vytézky byly v rozmezi 56-99% surového produktu

(36-81% po chromatografii).

/ /
HZN/S/\NH2 HzN/K%\NHz R =
N

-N ~
N )OJ\ N a: fenyl
b: 4-nitrofenyl
u» c: thiofen-2-yl
pyridin/DCM d: methyl
(10:1) e: ethoxy
OH rt, 18h OH
56-99%
1 40a-e

Schéma 19: Acylace nesubstituovaného pyrazolu 1 chloridy kyselin.

Dale byla pozornost zamétena na studium vlivu acylacniho ¢inidla na polohu substituentu u
vysledného derivatu. Pro toto studium byla zvolena acetylacni reakce a jako ¢inidlo bylo
pouzito — acetyl chlorid, acetanhydrid, kyselina octova aktivovana DIC a HOBt a také
Meldrumovéa kyselina, kterd rovnéZ miiZze slouzit jako acetylacni cinidlo. U ziskanych
produktt byla zméfena 'H a BC NMR spektra a ziskané vysledky byly porovnany s derivatem
40d. Ukazalo se, ze se jedna o totozné latky. Tedy bez ohledu na pouzité acylacni Cinidlo,
nechranény pyrazol 1 se vzdy acetyloval do polohy 1. Dalsi zavéry tohoto studia acylace se
tykaji praktickych aspektl celé reakce a jsou shrnuty v Tabulce 3. Nejlepsi vytézek (98%)

poskytl experiment s ¢islem 2 - s acetanhydridem.
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Tabulka 3: Reakéni podminky acetylace nechranéného pyrazolu 1.

expg’l;snl](:an tu Cinidla Rozpoustédlo Cas Teplota Vytéiek
1 CH;COCI pyridin 6h rt 52%
2 (CH3CO),0 DMF 6h 60 °C 98%
3 CH3;COOH, DIC, HOBt dry DMF 18h rt 44%
4 Meldrumova kyselina DMF 6h 60 °C 62%

%rt... laboratorni teplota

Nechranény pyrazol 1 ma vsechny funkéni skupiny volné a nas zajimalo, kolikrat ho lze
substituovat. Byla studovana reakci pyrazolu 1 s pifidavkem benzoyl chloridu v mnozstvi 1; 2;
3; 5 a 10 ekvivalentd. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 4.

Vzdy doslo k odreagovani vychoziho pyrazolu 1. Pfidavkem 1 ekvivalentu benzoyl chloridu
vznikal €isté mono-benzoyl 40a, pricemz byl pozorovan jen jeden pik monobenzoylu. Tedy
acylace probiha vylucné na pyrazolovy dusik a neni zde konkuren¢ni acylace. Diacylace (48
nebo 48, Schéma 20) byla mozna za vzniku dvou izomert. Pfi zvySovani mnozstvi ¢inidla
vznikala mazovita smés, kde byla pozorovatelna i hmota tetra-substituované¢ho derivatu (51
nebo 52), ale nevznikal jako majoritni pik. Ctvrty benzoyl by mohl byt na druhé amino
skupiné, jak naznacuje struktura 51, ale diky tautomerii je mozna i navrhovana struktura 52.
Pokud acylace druhé amino skupiny probihd, pak velmi neochotné. Navrzené struktury jsou

spekulacemi, zavéry byly u¢inény na zakladé¢ LC-MS.

Tabulka 4: Benzoylace nechranéného pyrazolu 1 riznym mnozstvim ¢inidla.

Pocet eq Bz-Cl 1 40a 48 nebo 49 50 51 nebo 52
1 - 100% - - -
2 - 50% 35% a 10% 5% -
3 - - 45% a 5% 50% -
5 - - 10% a 10% 75% 5%
10 - smes
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N—NH N-N’ N—N
/ R RS
HN"\Z ~NH, NN ~NH NTNF NH,
R4
-N =N -N
N Bz-Cl N N
(1,2,3,5 nebo 10 eq)
> +
pyridin/DCM
(3:1)
OH rt, 18h O-R? O-R?
1 40a, 48-51 52
R’ R? R3 R*
40a COPh H H H
48  COPh COPh H H

49 COPh H COPh H
50 COPh COPh COPh H
51 COPh COPh COPh COPh
52 COPh COPh COPh COPh

Schéma 20: Benzoylace nechranéného pyrazolu 1 1-10 ekvivalenty benzoyl chloridu

(navrzené struktury).

Derivaty 40a-d byly piipraveny také z karboxylovych kyselin. Kyselina a DIC byly smiseny
v poméru 2:1 v suchém THF, doslo ke vzniku symetrického anhydridu a k tomuto roztoku byl
ptikapan roztok pyrazolu 1 s bazi (TEA) a katalyzatorem (DMAP). Na zékladé srovnani *H a
3C NMR bylo potvrzeno, Ze se jedna o totozné latky s 40a-d. Timto postupem vSak doslo ke
snizeni vytézkli u vSech derivatl z 56-99% (jsou uvedeny vytézky surovych produkti pted
chromatografii) na 41-72%.

Regioselektivita k endocyklickému dusiku mize byt vysvétlena rezonanénim efektem
pyrazolu 1 (Obrazek 4). Kazda ze tii meznich struktur 53, 54, 55 ukazuje vyssi elektronovou

hustotu na pyrazolovém dusiku v poloze 1.

_ PG _ _
(NeNH SN-NH SN-NH SN~NH
(> o HoN"TX \ NH NAAR N &
quj \) NH2 21N 2 H2N NH2 H2N NH2
- ’,N /,N //N
NN N N N
OH OH OH OH
1 53 54 55

Obrazek 4: Mezomerie pyrazolu 1.
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Byla studovana stabilita Bz-pyrazolu 40a v TFA, ktera byla pouZivana pro odstranéni
protektivnich skupin Dmb a Boc (vice v nésledujici ¢asti 4.3.2, 4.3.3). Reakce byla sledovana
24h na LC-MS. Ukazalo se, ze pyrazol je stabilni, nedochazelo k rozkladu, ale Caste¢né se

trifluoroacetyloval (pomér 3:1 40a/trifluoracetyl-40a).

4.3.2 Acyl na fenolické hydroxy skupiné pyrazolu

Tato kapitola se zabyva testovanim stability methoxybenzylovych protektivnich skupin
Vv kyselém prostiedi, benzoylaci PMB a Dmb-pyrazolu a odstranénim chréanicich skupin za

ucelem ziskani cilovych latek 43a-d acylovanych na fenolické hydroxy skupiné.

4.3.2.1 Testovani reaktivity chranénych pyrazoli PMB (26) a Dmb (29) skupinou

Nejprve byla studovana stabilita methoxybenzylovych chranicich skupin. Podafilo se pfipravit
PMB-pyrazol 26, nesouci na benzylu jednu methoxyskupinu, a Dmb-pyrazol 29, ktery by mé¢l
byt vlivem dvou methoxy skupin snaze odstépitelny v kyselém prostiedi. Pyrazol
substituovany benzylem se tfemi methoxy skupinami se nepodaftilo pfipravit, protoze selhala
syntéza jeho prekurzoru TMB-hydrazinu.

Stabilita protektivni PMB skupiny byla testovana v koncentrované TFA za laboratorni
teploty. Po 6 h stile zlistdvala vychozi latka, po 24 h uz nebyla detekovana, ale zaroven
nevzniklo ani moc volného pyrazolu 1, jak ukazuje reakéni Schéma 21, struktury byly
navrzeny na zdkladé LC-MS analyz a nebyly izolovany. Vlivem dlouhodobého ptlisobeni
konc. TFA doslo totiz k trifluoracetylaci (56, 57). Majoritni pik tvofil acylovany pyrazol 56.
Zavérem je mozno shrnout, Ze PMB skupina je obtiZzn¢ odstépitelna i koncentrovanou TFA a

po delsi dobé se pyrazol acyluje, coz pro naslednou syntézu nebylo vhodné.

o] o
N-N N-NH N-N Az N-N iy N—-N
/ / FsC [ FsC [
HoN"NZNH;  HyNTNZ NH, H,N“ N~ NH, ° N NH N NH,
_N -N P -N
N~ N~ NN N N
TFA
- + + +
rt, 24 h
OH OH OH OH OH
26 1 56 57 58
15% 50% 20% 15%

Schéma 21: Stabilita PMB-pyrazolu 26 v koncentrované TFA (navrh struktur).
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PMB-pyrazol 26 byl acylovan 2.2 ekvivalentu benzoyl chloridu za vzniku mono- a dibenzoyl
derivatu v poméru 1:3, dibenzoyl 59 byl chromatograficky ¢istén, pak u n¢ho byly testovany
Stépici podminky (Schéma 22 a 23).

Pii reakci dibenzoyl-PMB-pyrazolu 59 s konc. TFA (Schéma 22) se odstépovala chranici
skupina a castecné dochazelo k trifluoracetylaci. Rovnéz se odstépila labiln€j$i acylova
skupina, je predpokladano, ze skupina vazana na hydroxyl. Druhy acyl byl stabilngjsi a tyto

podminky vydrzel. I v tomto ptipadé se jedna o spekulaci zalozenou na LC-MS analyzach.

o) o)
PMB >LCF3 >\\CF3
N-N N—NH N—NH N-N N-N
Bz / Bz / Bz / Bz, / Bz /
N\ ~NH, N"NZ "NH, N7NZ"NH, N~\Z "NH, N\ ~NH,
H H H H H
=N -N - N -N -N
N N N N N
TFA . . .
60 °C, 3 dny
0-Bz 0-Bz OH 0-Bz OH
59 60 61 62 63
10% 40% 15% 25% 10%

Schéma 22: Testovani stability dibenzyol-PMB-pyrazolu 59 v kyselém prostiedi — konc.
TFA.

Abychom zabranili trifluoracetylaci, byl derivat 59 §tépen ziedénou TFA ve vodé (2:1). Pii
zahfevu po 6 dnech byly v reakéni smési detekovany jen dibenzoyl (60) a monbenzoyl (61)
V poméru 1:1.

Zcela jina situace nastala pfi reakci dibenzoylu 59 se ziedénou chlorovodikovou kyselinou.
PMB skupina se neodstépila ani po 5 dnech pfi zahfevu na 60 °C, zato vSak dochéazelo

k hydrolyze acyll. Predpokladany pribéh je nazna¢en Schématem 23.
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N-N N-N’ N—N
Bz U Bz l /
N~ ~NH, H ZNH, HoN"T\Z "NH,
/,N ’,N //N
N N N

HCI/H,0 (1:10)

EtOH, THF
OBz 00°CSdni OH OH
59 64 25
80% 20%

Schéma 23: Testovani stability dibenzyol-PMB-pyrazolu 59 v kyselém prostiedi — HCI.

Vzhledem K nezbytnosti zvysené teploty pro odstépeni PMB chranici skupiny byla pozornost
zamétfena na protektivni skupinu obsahujici o jednu methoxy skupinu vic — Dmb. Dalsi
methoxy skupina by méla usnadiovat odstépenti.

V ramci pruzkumu reaktivity byl Dmb-pyrazol 29 acylovan 10 ekvivalenty benzoyl chloridu.
Vysoky nadbytek ¢inidla byl zvolen zamérn¢, za tcelem zjisténi, kolikrat se mize derivat 29
acylovat. V LC-MS analyze byla detekovana latka o molarni hmotnosti 784, coz by
odpovidalo tetra-substituovanému pyrazolu.

Reaktivita Dmb-pyrazolu 29 s 2.2 ekvivalenty benzoyl chloridu byla naprosto shodna jako
v ptipadé¢ PMB-pyrazolu 26. Vznikala smés mono a di-acylovaného derivatu v poméru 1:3.
Ale to nebranilo v testovani stability v kyselém prostfedi obou derivati soucasné. Bylo
provedeno Sté€peni této smési plisobenim TFA za laboratorni teploty i pii zvySené teploté¢ 60
°C. Pozitivni zjiSténi bylo, Ze nebyly pozorovany zadné trifluoracetylované derivaty, ale to
ziejmé 1 proto, Ze Stépeni bylo sledovano jen po dobu 5-7 h. Za laboratorni teploty doSlo
k tplnému odstépeni Dmb skupiny po sedmi hodinach. Vysledkem byla opét smés latek —
tentokrat uZ bez chranici skupiny — monobenzoylu a dibenzoylu. I pomér latek zlstal
pfiblizné stejny, jako byl u vychozi smési. Pfi vyssi teploté¢ se Dmb skupina odstépila uz po

pul hoding.

4.3.2.2 Syntéza pyrazoli s acylem na fenolické hydroxy skupiné

Vzhledem k tomu, Ze dvojnasobna substituce pyrazolu 1 Boc skupinou vede k derivatu 37,
nesoucimu Boc na endocyklickém pyrazolovém dusiku a na fenolické hydroxy skuping,
usoudili jsme, ze hydroxy skupina je k acylacim nachylnéj$i nez amino skupiny zejména

V bazickém prostiedi. Tento piedpoklad byl podpoien sledem reakci ve Schématu 24,
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startovnim materialem byl Boc-pyrazol 36. Acylace benzoyl chloridem byla provedena dvéma
zpusoby. Pyrazol 36 byl rozpustén v bezvodém DMF, byl ptfidan TEA jako baze a benzoyl
chlorid. Timto zpiisobem byl ziskan jediny produkt — 41a (Schéma 24), kde podle *C NMR
byl acyl na hydroxy skuping, $tépenim v TFA pak poskytl 43a.

Pokud byla reakce provedena v bezvodém pyridinu, ktery hral roli rozpoustédla i baze
najednou, a bylo pfidano DMAP jako katalyzator, vznikaly dva produkty o hmoté¢
odpovidajici 41a. Vzhledem K jejich reten¢nim ¢asiim na LC-MS piedpokladame, ze se jedna
0 41a, kde je benzoyl na hydroxy skuping, a druhy derivat ma benzoyl na stéricky ptistupné&;jsi
amino skupin¢€. Na zaklad¢ téchto experimentt piedpokladame, ze je hydroxyl reaktivngjsi
nez amino skupina v bazickém prostiedi, a jeho protekce je pro regioselektivni acylaci amino

skupiny nezbytna (kapitola 4.3.3).

Boc
N N-N’

/ P i

N cN /N
Bz-ClI
TEA 10% TFA
— e
DMF/DCM
rt, 18h rt 1 5h
47% 0Bz 81%

36 41a 43a

Schéma 24: Benzoylace Boc-pyrazolu 36 nasledovana deprotekci Boc skupiny.

Acylace fenolické hydroxy skupiny je podporovéna bazickym charakterem triethylaminu.
Byla provedena série acylacnich reakci (Schéma 25) s mono-chranénymi pyrazoly 29 a 36.
Acylace obou pyrazolt nakonec vedly ke stejnym finalnim latkdm 43a-d substituovanym na
hydroxy skupiné, coZ bylo potvrzeno pomoci NMR.

Rozdil v chranicich skupinach spociva ve zpiisobu zavedeni skupiny do molekuly pyrazolu a
V deprotekci. Dmb se zavadi pomoci substituovaného Dmb-hydrazinu, coz ma obrovskou
vyhodu, protoze poloha chranici skupiny je jednoznan€¢ dana. Zatimco v piipadé Boc
skupiny, kterd se zavadi az ve stddiu pyrazolu to tak jasné neni diky tautomerii. Dmb skupina
vyzaduje pro deprotekci koncentrovanou kyselinu TFA a dobu 1.5 h, Boc se odstépi ziedénou
TFA (10% TFA v DCM) uz za hodinu.

84




PG PG
N=N N-N N-NH PG =
/ /
HaN"\ ~NH, HzN/S/\NHz HzN/S/\NHz 29, 42: PG = Dmb
_N _N 36, 41: PG = Boc
NN N N
RCOOH, DIC, TFA, rt, 1.5h
TEA, DMAP nebo | R =
THF 10% TFA/DCM,
rt, 18h rt, 1h a: fenyl
OH 75-99% O\H/R 76-99% O\[(R b: 4-nitrofenyl
o o c: thiofen-2-yl
29,36 41a-d, 42a-d 43a-d d: methyl

Schéma 25: Acylace mono-chranénych pyrazola 29 a 36 karboxylovou kyselinou
v ptitomnosti DIC, TEA a DMAP.

Pro testovani moznosti acylacnich cinidel byl zvolen symetricky anhydrid generovany
ptislusnou kyselinou a DIC. Pfi hledani vhodnych podminek pro acylaci 36 byl zkousen 1
ekvivalent symetrického anhydridu (tedy 2 ekvivalenty kyseliny, 1 ekvivalent DIC) a 2
ekvivalenty. Ukazalo se, ze 1 ekvivalent anhydridu je pro kvantitativni reakci nedostatecny.
Vzdy zastane cca. 30% vychozi latky 36. Pficemz pii pouziti dvou ekvivalentli anhydridu
vznika Cist¢ 4la-d. Nedochazi k zadné konkurencni acylaci, ani nebyl detekovan diacyl
derivat.

Pii acylaci Dmb-pyrazolu 29 kyselinami bylo zkouSeno vice variant aktivace acyla¢niho
¢inidla. Nejprve se jednalo o aktivovany ester, formovany z karboxylové kyseliny, DIC a
HOBt v bezvodém THF. Pii reakci s Dmb-pyrazolem 29, s pouzitim kyseliny benzoové,
reakce moc neprobihala, ziistdvala vychozi latka. Ale zajimavé bylo, Ze vznikaly dva derivaty
S riiznym retencnim ¢asem, ale stejnou molarni hmotnosti odpovidajici 42a. Ziejmée tedy byla
mozna acylace hydroxy 1 amino skupiny. Pfi pouziti razantn&j$i acylacniho Ccinidla
generovaného z dvou molekul kyseliny a DIC stale vznikaly dva produkty, ale jeden byl
oproti druhému v nadbytku. RovnéZ vSak nedoslo k odreagovani veskeré vychozi latky 29.
Pti¢emz zména rozpoustédla ze suchého THF na suchy DMF neméla velky vliv. Zajimavych
vysledkii bylo dosazeno pii pouziti acylatniho protokolu pro vytvofeni symetrického
anhydridu z kyseliny a DIC spolu s ptidavkem baze TEA a katalyzatoru DMAP. Baze
posunula reaktivitu tak, ze vznikal vylu¢né jeden acylacni produkt 42a a aby doslo ke 100%

konverzi vychozi latky, staCilo jen zvySit mnoZzstvi ¢inidla na dvojndsobek. Diacyl byl
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detekovan jen minimalné. Odstépeni chranici skupiny koncentrovanou TFA pak vedlo
k derivatu 43a. Pricemz acyl byl na hydroxy skuping.

Prazkumu této reakce byla vénovana vétsi pozornost, protoze se zdalo, ze je mozné piipravit i
druhy acylovany derivat — na amino skupin€. Bez pifitomnosti baze vznikaly dva acylované
produkty, jednim z nich byl 42a, ale ten druhy zifejm¢ nesl benzoyl na amino skupiné. Reakce
vSak probihala neochotné, zlstdvala nedoreagovana vychozi latka a vedle dvou acyl derivati
vznikala 1 bohatd smés necistot. Dalsi optimalizaci ani purifikaci uz jsme se nezabyvali.

| u dalsich acylaci jsme pozorovali dva acylované derivaty, pokud byl pouzit protokol:

kyselina, DIC, bezvody THF. Pii ptidavku jest¢ TEA a DMAP vznikal jen Cisté 42a-d.

4.3.3 Acyl na exocyklickém dusiku pyrazolu (na amino skupiné)

V této kapitole nejprve ukazujeme smér acylace dvojnasobné chranénych pyrazola za vzniku
acyl derivatl substituovanych na aminoskuping. Poté nasleduje jednoduchy zptisob rozliseni
jednotlivych acyl-izomeri pomoci alkalické hydrolyzy. Na zavér kapitoly jsou uvedeny

vysledky biologické aktivity pfipravenych latek.
4.3.3.1 Acylace chranénych pyrazoli 31 a 37

Aby acylace sméfovala na stéricky pfistupnéj$i aminoskupinu pyrazolu, bylo tfeba nejprve
ochranit dvé reaktivnéj$i skupiny molekuly — endocyklicky pyrazolovy dusik a fenolickou
hydroxy skupinu. Jako protektivni skupiny byla za tim i¢elem vybrana skupina Dmb, ktera se
do molekuly zavadi ve stadiu hydrazonu, a Boc skupina, ktera se navazuje reakci s di-t-butyl-
dikarbonatem. Jako ochranény pyrazol byl v této praci pouzivan Dmb-Boc-pyrazol 31 a také
diBoc-pyrazol 37.

Syntézu findlnich latek 47a-e naznacuje Schéma 26. Protekci endocyklického dusiku a
hydroxy skupiny zajistil chranény Dmb-Boc-pyrazol 31, ktery reakci s acylatnimi ¢inidly
poskytl chranéné acyl-derivaty 45a-e (87-96%) a ty bylo mozné pievést koncentrovanou TFA
na finalni latky 47a-e (64-99%) nebo reakci se ziedénou TFA odstépit jen Boc skupinu.
Nasledna reakce takto ziskanych derivati 46a-e (69-98%) s koncentrovanou TFA opét vedla
k finalnim latkam 47a-e (60-99%).

Analogicky je mozné vyuzit i diBoc-pyrazol 37, ktery acylaci poskytuje acyl-diBoc-pyrazoly
44a-e (97-99%). Dokonce i zde je mozna parcialni deprotekce, tedy odstépeni jen jedné Boc

skupiny pisobenim zfedéné TFA krats$i dobu, nez vyzaduji obé Boc skupiny. Bohuzel se ndm
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dosud nepodatilo urcit, ktera z Boc skupin se odstépuje prednostné. Totoznost latek jsme

prokazali s vyuzitim LC-MS ale predev§im srovnanim *H a **C NMR danych latek.

, N—N N—NH
N-N R/[( / )J\ /
I N~ ~NH, R” "N\ "NH,
HzN NH; H pro 44a-e: H
N N '

2 O N* 10% TFADCM ~ N°
N L rt, 2.5h
_R* < 66-97%
pyridin/DCM pro 45a-e:
rt, 18h TFA (konc.)
O-Boc pro 44a-e: 97-99%  O-Boc rt, 4h OH
pro 45a-e: 87-96% 64-99% 4Tave
31.37 44a-e, 45a-e
pro 45a-e
10%TFA/DCM
PG = rt, 1h A
69-99%
31,45: Dmb
37, 44: Boc o Dmb
N—N
JC
R= R™ "N\ "NH,
H
a: fenyl NﬁN
b: 4-nitrofenyl
c: thiofen-2-yl 10%TFA/DCM
g: ”;'ﬁthy' t, 4h, 60-99%
: ethoxy
OH
46a-e

Schéma 26: Syntéza acyl-derivatl se substituci na endocyklickém dusiku.

Polohu obou protektivnich skupin a acylu jsme prokazali rentegenostrukturni analyzou
derivatu 45b (Obrazek 5).

Pro acylaci Dmb-Boc-pyrazolu 31 s acyl chloridy bylo tfeba nalézt optimalni podminky. U
chloridl aromatickych karboxylovych kyselin sta¢il mirny nadbytek ¢inidla 1.1 ekvivalentu a
bylo vhodné ¢inidlo na pfidavek trochu nafedit inertnim rozpoustédlem, aby nedochazelo
k vicenasobné substituci. Pficemz 4-nitrobenzoyl chlorid byl pfidavan jako pevna latka, nebyl
ni¢im ftedén, ale byl rozpustén piimo v suchém pyridinu, kde vSechny acylace chloridy
probihaly. Pro pfipravu acetyl-derivatu 45d bylo 1.1 ekvivalentu chloridu malo,
nedoreagovalo — vychozi latka/produkt (1:1), 1.9 ekvivalentu bylo stale malo, 2.0 ekvivalentu

akorat. Pro pfipravu ethoxykarbonyl-derivatu 45e nebylo fesenim zvySeni mnozstvi Cinidla,
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ale dostatecné natedéni kviili pomalému pfidavku, aby nedochazelo k vicendsobné reakci a

soucasnému nedoreagovani.

Obrazek 5: Rentgenova struktura derivatu 45b (CCDC 837640).

Acylace diBoc-pyrazolu 37 chloridy byly provadény rovnéz v bezvodém pyridinu.
Aromatické chloridy byly pfidavany v mnoZstvi 1.1 ekvivalentu a alifatické 1.8 ekvivalentu.
Vedle acylace chloridy bylo zamérem rozsifeni moznosti ptipravy 45a-d o jiné acylacni
metody — reakci Dmb-Boc-pyrazolu 31 s karboxylovymi kyselinami, které reagovaly v
pritomnosti DIC, DMAP jako katalyzatoru a TEA jako baze. Podminky byly pfevzaty od
uspésné acylace kyselinami na fenolickou hydroxy skupinu. Zde vSak tyto postupy selhaly.
Tyto reakce probihaly velmi neochotné s nizkou konverzi. Jednalo se o slabsi acyla¢ni ¢inidla
a jejich pouziti pro acylaci ochranéného Dmb-Boc-pyrazolu 31 nebylo vyhodné.

Acylace diBoc-pyrazolu 37 kyselinami v pfitomnosti DIC, TEA, DMAP selhala kompletné.
Zkouseli jsme 1 i 2 ekvivalenty symetrického anhydridu formovaného z kyseliny a DIC
v suchém THF za pfitomnosti DMAP a TEA. Produkt acylace jsme detekovali jen v pfipadé
benzoylu a 4-nitrobenzoylu a to z cca. 5%. Podminky byly dale modifikovany, byl vyzkousen

aktivovany ester s ptidavkem HOBt a s prodlouZenim ,,aktivace* z 10 min na 1 h. Zajimavé
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bylo, ze ackoliv tento protokol nefungoval v roztoku, na pevné fazi, i kdyz s aktivaci jinych
kyselin, ano (kapitola 4.4.3 o syntéze pyrazoli na pevné fazi). V roztoku vsak byly

vhodnégj$imi acyla¢nimi €inidly chloridy.

4.3.3.2 RozliSeni acyl-pyrazolovych izomeri alkalickou hydrolyzou

Ur¢it jednoznacné polohu substituentii na popisovanych pyrazolech je mozné pomoci
rentgeno-strukturni analyzy. Dal$i moznosti je NMR spektroskopie, ktera vSak diky
komplikované konjugované struktuie diaminopyrazolu s vice dusikovymi atomy nemusi
poskytnout jednoznaéné strukturni informace. Rozhodli jsme se najit jednoduchou chemickou
cestu, jak polohové izomery rozlisit. Vychozim pfedpokladem je rozdilna reaktivita acylu na
pyrazolovém kruhu, na amino a na hydroxy skupin¢.

Byla srovnana reaktivita piipravenych acyl-diaminopyrazola''? 40a-e, 43a-d, 47a-e (Schéma
27) s riznou polohou acylu. VSechny derivaty byly podrobeny alkalické hydrolyze ziedénym
NaOH ve smé&si THF/MeOH po dobu 1h. Alkalicky labilni se ukazal nejen esterové vazany
acyl u derivati 43a-d, ale také u derivatt 40a-e, kde byl acyl navazan na pyrazolovy dusik.
Vznikal nechranény pyrazol 1. Acyl navazany na stéricky pfistupnéj$i amino skupinu
v poloze 3 v piipadé derivata 47a-e se vlivem hydroxidu na pyrazol 1 nerozkladal, je stabilni.
Reakce byly provedeny v miligramovém mnozstvi, neuvadime vytézky. Nejedna se o
absolutni metodu, byla vSak pouzita v pfedlozené praci jako srovnavaci metoda pii urceni

polohy acylu v kapitole vénované syntéze chemické knihovny pyrazolu (4.4.3).

40a-e *

N—NH
! Y
- N
N
OH
N—NH
! S
- N
NG
OH
Ta-e

N—NH
/
N—-N
/ HzN/KR\NHz H2N/S%\NH2
HZN/S/)\NH2 _N
N N’
N
-
R
O-CO-R
H
© 1 43a-d
0]
rA
N NH,
R H

a: fenyl
b: 4-nitrofenyl
c: thiofen-2-yl
d: methyl
e: ethoxy
4

Schéma 27: Alkalicka hydrolyza v roztoku pripravenych acyl-diaminopyrazoli.
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4.3.3.3 Biologicka aktivita pripravenych latek

Biologicka aktivita vybranych pyrazola (Tabulka 5) navazuje na piedchozi praci v oblasti
inhibice CDK  4-arylazo-3,5-diaminopyrazoly.® Ukazuje se, Ze acylace na endocyklickém
pyrazolovém dusiku (40a, 40e) snizuje biologickou aktivitu oproti strukturnimu modelu 1.
Zatimco acylace na exocyklické amino skupiné (47a-e) zvySuje inhibi¢ni potencial vSech
testovanych sloucenin. Pfipravené latky byly testovany jako inhibitory CDK2 a na bunécné
linie rakoviny prsu (MCF7).

Tabulka 5: Inhibi¢ni aktivita rekombinacni CDK2/cyklin E kinasy a cytotoxicita proti MCF7

rakoviny prsu vybranych pyrazolii

R1
N-N"
Rs\ /
N/K%\NHZ
H
_N
N
O« =2
ICso (uM)°
Slouéenina R! R? R® CDK2 MCF7
1 (CAN508) H H 3.5+0.7 33+0.75
40a benzoyl H 23+72 > 25
40e ethoxykarbonyl H 100+ 16 70 £ 11
47a H benzoyl 1.7+0.5 10.5+4.2
47b H 4-nitrobenzoyl 52+1.3 >25
47c H thiofen-2-karbonyl 43+14 >125
47e H acetyl 2.6+£0.7 13.9+3.3

8... poloviéni maximalni (50%) inhibi¢ni koncentrace (IC) substance (50% IC, nebo ICsp)
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4.4 Acylované pyrazoly na pevné fazi

4-(Aryldiazenyl)-pyrazol-3,5-diaminy byly v ramci této prace syntetizovany i na pevné fazi.
Syntéza napevné fazi se prednostné¢ vyuzivda v kombinatorialni chemii pro syntézu
chemickych knihoven. V zavislosti na tom, ve kterém stadiu vyhledavani biologicky aktivnich
latek se vyzkum nachézi, existuji rozdilné pfistupy. RozliSuje se vyhleddavani novych
biologicky aktivnich sloucenin, tzv. ,hit nebo lead discovery”, které zahrnuje syntézu
strukturalné¢ novych a diverznich latek, a optimalizace struktury ,lead optimization® za
ucelem ziskani sloucenin s lepSimi vlastnostmi, které se testuji jako potencidlni léCiva a
studuje se vliv provedenych strukturnich zmén na rizné farmakologické vlastnosti. Pfi
optimalizaci struktury je snaha zachovat biologicky uspésny farmakofor a provadet drobnéjsi
zmény v molekule.**?

Vychozim strukturnim modelem vtéto praci byl 4-((3,5-diamino-1H-pyrazol-4-
yl)diazenyl)fenol 1 (CAN508),? ktery byl identifikovan jako inhibitor CDK. Strategie, které
byly aplikovany v syntéze pyrazold na pevné fazi, byly dvojiho typu. Syntéza pyrazolu 1 byla
prevedena zroztoku do pevné faze modularnim zpisobem, ktery umoziiuje modifikovat
strukturni prvky v jakémkoliv misté molekuly. Dalsi strategii bylo navrzeni knihovny latek na
zaklad¢ krystalové struktury komplexu inhibitor 1-CDK 2, kde byl polymerni nosi¢
navazovan pyrazol piipraveny v roztoku, zde se tedy jednalo o modifikaci jen periferni
substituce pyrazolu.

Tuto kapitolu tvofi tii ¢asti — prevedeni syntézy pyrazolu 1 z roztoku do syntézy na pevné
fazi, testovani moZnosti ukotveni pyrazoli na pevné fazi a pfiprava mensi knihovny

S vyuZitim principu kombinatorialni chemie.
4.4.1 Vystavba pyrazolu 1 na pevné fazi

Tato cCast navazuje na jiz vypracovanou syntézu 4-((3,5-diamino-1H-pyrazol-4-
yl)diazenyl)fenolu 1*® a jeho amino substituovanych derivata'*? v roztoku. Tyto acylované
derivaty byly navrzeny na zakladé struktury pyrazolu 1, ktery je zajimavy svou biologickou
aktivitou v oblasti selektivni inhibice cyklin-dependentnich kinas (CDK).

Vychozim materialem byl 4-nitrofenol (66, Schéma 28), ktery byl pomoci Mitsunobu reakce
navdzan na pryskyfici. Sledem reakci zahrnujicim redukci nitro skupiny, diazotaci vzniklé
amino skupiny, kopulaci s malononitrilem a cykloadici s hydrazinem ¢i s Dmb-hydrazinem
bylo dosazeno pyrazolové struktury (71).

Vyznam vystavby heterocyklu pyrazolu 1 (71, Schéma 28) na pryskyfici modularnim
zpusobem spociva v tom, ze po zvladnuti celé syntézy umoznuje modifikovat reakcéni kroky a
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stavebni kameny tak, aby se zaménily jednotlivé casti molekuly, které jsou naznaleny
cervené. Modularni syntéza umoziuje zaménu arylu, azo mustku a hydrazinové ¢asti. Takova
modifikace struktury by vedla k celé knihovné derivatd vhodnych k biologickym testim a
piispélo by to k lepSimu poznani vztahu mezi strukturou a biologickou aktivitou. Ukazalo by

se totiz, které strukturni prvky jsou kritické pro usp€snou inhibici CDK.

L = Wang linker

L
Q< ) _ Qo
o@—\ — 65
OH

Wang

L
Qom HOON% PPha, DIAD O/ O SnCly, DIEA_
dry THF, 18h DMF, 18h

65 66

)\A Neg

OL\OONH e 0 ON@%N CH,(CN),, DIEA
2
10 C- ) MeOH/DMF (1:5)

dryTHF 1 5h BFs  48h
68
_<CN
N=
L ,
g \OONH N R-NHNH,
R =Dmb
70 H

Schéma 28: Vystavba pyrazolu 1 na pevné fazi.

Prvnim tkolem byla volba pryskyfice (65). Byla vybrana Wangova'*' pryskyfici, na niz byla

vychozi latka navdzéana s pomoci Mistunobu reakce™ se substituci 0.43 mmol/g (49%).
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Nasledovala redukce nitro skupiny (67) na amino (68), jako ¢inidlo byl pouzit chlorid
cinaty'* za pridavku baze DIEA. Stejnd jako ostatni syntetické kroky, i tato reakce byla
kontrolovana na LC-MS. Ale pfed odstépenim latky navazané na pryskyfici pisobenim
Stépiciho koktejlu tvofeného 50% TFA v DCM bylo tfeba tuto latku z diivodu detekce nechat
reagovat s Fmoc chloridem. Tato reakce byla Gispé$na a nasledovala diazotace.

V roztoku se pro diazotaci nejcastéji pouziva dusitan sodny v prostiedi kyseliny

148 Ale je tfeba zohlednit pevnou fazi a z toho

chlorovodikové,**® také je mozné pouzit TFA.
plynouci omezené moznosti pii vybéru vhodného rozpoustédla a Cinidla, aby nedochazelo
k odstépeni syntetizované latky z pryskyfice a také, aby pryskyfice dobie bobtnala. Z toho
divodu byly vyzkouseny jemng&jsi kyselé podminky s pouzitim kyseliny octové v NMP.**
Zdrojem nitrosylového kationtu nutného pro diazotaci byl amylnitrit. Vyhodnéjsi nez kyselina
octova bylo pouziti fluoridu boritého etheratu, protoze doslo k formaci stabilni diazoniové soli
(69). 148149

Po diazotaci rovnou nasledovala dalsi reakce — kopulace s malondinitrilem. Bylo nutné najit
vhodné reakéni prostiedi. Byla vyzkouSena reakce v pyridinu,** ktery soucasné piisobil jako
rozpoustédlo 1 jako baze. Reakci byla testovana ve dvojim provedeni — za laboratorni teploty a
pii doporucovanych 80° C. Reakci za laboratorni teploty produkt (70) vznikal, ale konverze
byla nizka a produkt obsahoval necistoty. Pfi vyssi teploté¢ se produkt nepodafilo vibec
detekovat. Literatura uvadéla dobré vytézky pii pouziti octanu amonného jako baze. 201!
Jako rozpoustédla byl zvolen kompromis — methanol/DMF (1:1), protoze methanol, ackoliv
pryskyfici srdzi, dobfe rozpousti octan amonny, a DMF je zase vhodny pro nabobtnani
pryskyfice. Tentokrat reakce béZela Cist¢ a s vysSi konverzi a bylo na misté tuto reakci
optimalizovat. Ménil se pomér rozpoustédel ve prospéch DMF, tedy methanol/DMF (1:5),
dile DMF za DCM, protoZze v ném pryskyfice vyborné¢ bobtnd, a také pouZzit vyrazny
nadbytek baze. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno v rozpoustédlech methanol/DMF (1:5). Pii
studiu této reakce byl studovan také vliv baze, a tak byly analogicky provedeny dalsi
experimenty, kde byly zachovany optimalni podminky a jen se ménila béaze. Vedle
doporucovaného octanu amonného byl vyzkousen také pyridin, 2,6-lutidin, DIEA a DBU.
Praveé s poslednimi dvéma bazemi probihala reakce nejlépe, tedy je mozné vyvodit zavér, ze
reakce vyzaduje silnou bazi. Pro dalsi postup byl jako baze vybran DIEA.

Dalsim syntetickym krokem byla reakce s hydrazinem za vzniku heterocyklu (71). V roztoku
se tato reakce d¢la v methanolu varem 4 h, jenZe methanol neni vhodné médium pro syntézu
na pevné fazi. Literatura uvadi analogickou reakci diketonu na pevné fazi se substituovanym

hydrazin hydrochloridem. Pro uvolnéni hydrazinu je tieba ptidat bazi TEA a reakce se
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provadi za vyssi teploty, kterd souvisi s volbou rozpouétédla.152 V rdmci této prace byla
reakce provedena za riznych podminek. Hydrazin byl pouzivan ve formé hydrochloridu i
monohydratu, substituované derivaty hydrazinu (Dmb, Bn) ve formé hydrochloridu. V zasad¢
se dafrila reakce shydrochloridy hydrazinti za piitomnosti baze TEA, octanu sodného,
pyridinu. Vzdy vsSak vznikaly i necistoty. Reakce byly provadény pii teplotach 50 °C — 80 °C,
jak dovolovalo rozpoustédlo THF, toluen, NMP, DMSO. Jestli se jednalo ¢ist€ o vySevrouci
rozpoustédlo nebo o smes s alkoholem (methanol, ethanol) nehralo ve vysledku az takovou
roli. Reakce s hydrazin monohydratem nakonec byla Gspé$na v DMSO za kyselé katalyzy
kyseliny octové, pii teploté¢ 80° C, s Cistotou surového produktu 65%. Se substituovanym
hydrazinem Dmb-NHNH,.HC1 se rovnéz nejvic osvéd¢il DMSO za vyssi teploty a
pritomnosti pyridinu.

Zavérem lze shrnout, Ze modularni syntéza pyrazolu 1 byla popisovanym zplisobem
principidlné mozné. V poslednim kroku vSak vznikalo velké mnozstvi necistot. Z praktickych

divodu bylo od tohoto pristupu ustoupeno, Cisty pyrazol nebyl izolovan.
4.4.2 Navazani pyrazolu na pevnou fazi

Za uCelem testovani reaktivity chranénych pyrazoll a pfi zvazovani volby nejvhodnéj$iho
postupu pro syntézu knihovny byla provedena fada pokusi o navazani pyrazolu na pevnou
fazi. Z tohoto predbézného vyzkumu vyplynula nezbytnost vhodné volenych protektivnich
skupin na vicenasobné funkcionalizovaném pyrazolu, kde je reaktivita jednotlivych funkénich
skupin odstupniovana v tomto sledu: pyrazolovy endocyklicky dusik > fenolicka hydroxy
skupina > amino skupina. Analogicka je i ochota pyrazolu vazat se na pevnou fazi. S ohledem
na to je nutné uzpusobit i volbu pryskyfice a aktivace.

Pro testovani moZnosti navazani pyrazolu byla zvolena reduktivni aminace’® na pryskyfici
BAL (73, Schéma 29)."** mezi aldehydickou funk¢ni skupinou polymerniho nosic¢e a amino
skupinou pftislusného pyrazolu. Vysledné substituce na pryskyfici (,,loading®) jsou uvedeny

v Tabulce 6.
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PGS N—N
N /
N/S/\NHZ
H
_N
N ~
O O-PG?
L > ( )—L
G _%H Reduktivni aminace _I-}N—Pyrazol
It 73
o PG', PG?, PG?
Q° y 31: PG' = Dmb, PG? = Boc, PGS = H
. 1_pr2— 3_
OCH, 37: PG'=PG“=Boc, PG°=H

32: PG' = Dmb, PG2 = TIPS, PG® = H
72 33: PG' = Dmb, PG? = Boc, PG® = Nos
: 1= 2 - 3_
BAL Resin 35: PG' = Dmb, PG? = TIPS, PG = Nos

Schéma 29: Reaktivita vybranych pyrazolti s BAL pryskyfici.

Tabulka 6: Navazani pyrazolt na BAL pryskyfici.

Navazovany pyrazol | Substituce na prysky¥ici [mmol/g]
31 0.40
37 0.32
32 0.15
33 Nizky, navazuje se i bez Nos skup.
35 Nereaguje

Dalsim syntetickym zamérem byla acylace amino skupiny, ptes kterou se pyrazol (31, 32, 33,

35, 37) vazal na BAL a pak Mitsunobu reakce Nosylované amino skupiny S rdznymi

alkoholy. Jenze Nosylované pyrazoly se na pevnou fazi nevézaly, coz bylo ziejmée zplisobeno

tim, Ze lze substituovat jen jednu amino skupinu pyrazolu, dle ptedpokladu stéricky

piistupngjsi.

Tyto reakce vypovidaji o reaktivité¢ rtizné substituovanych pyrazolid. Nicméné pro syntézu

knihovny pyrazolii nejsou vhodné kvili nizké reaktivit¢ druhé amino skupiny, takZe pro

syntézu knithovny je tfeba na pryskyfici vystavét substituent s vice reakénimi centry, na ktery

je mozné navazat dany pyrazol a zaroven aplikovat kombinatorialni pfistup.
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4.4.3 Syntéza knihovny pyrazol

Byla navrzena takova knihovna pyrazoli, kterd by zachovala strukturu Gspé$ného inhibitoru
CDK a zaroven by byl pyrazol substituovany na amino skupin€. Na zaklad¢ krystalické
struktury komplexu inhibitor-enzym totiz bylo mozné piedpokladat, Ze pyrazol dobic zapadne
do aktivniho mista enzymu, bude-li mit volny pyrazolovy endocyklicky dusik, na jedné amino
skupiné mensi nebo zadny substituent a na druhé mize byt i objemné;jsi substituent.

Pfed samotnou syntézou knihovny pyrazolii (Schéma 30) bylo nejprve nutné provést sérii

piredbéznych reakei, na jejichz zaklad¢ pak byla zvolena odpovidajici metodika.

0]

HCI.HZN/\)ko-Et @Q-—L-NH  ROHneboR-Cl O—l_—N'R -

Reduktivni aminace Acylace/Sulfonylace

Q-

72 74
BAL Resin

O 75 (0]
Et-O Et-O

HN QN

R
[e) (0]
O 3O | T ”
H 1
N-N Ol 50%TFA N-N o
| )—NH - B L —
0} HoN H,N 1. Hydrolyza
0,S CH; N 77 N 76 2. Aktivace kyseliny
% N~ N’ 3. pyrazol

31: PG = Dmb, X = C-O-Boc
37: PG = Boc, X = C-O-Boc
30: PG=Dmb, X=N
39: PG =Boc, X =N

Schéma 30: Syntéza knihovny pyrazolt.

Alifatické raménko, f-alanin ethyl ester a glycin ethyl ester, bylo na pryskyfici (72) ukotveno
pies amino skupinu reduktivni aminaci. Alifaticky mistek tedy mohl byt tvofen dvéma nebo
ttemi uhliky. Substituce polymerniho nosi¢e obéma estery byla srovnatelnd, pro dalsi syntézu
byl vybran jen B-alanin.

Alifatické raménko (74) na sekundarnim aminu bylo déle substituovano karboxylovymi
kyselinami nebo sulfonyl chloridy. Acylace aromatickymi karboxylovymi kyselinami byla
provedena jejich pfevedenim na aktivovany ester pisobenim DIC a HOBt. Byly vybrany
takové benzoové kyseliny, které se lisily elektronovym efektem substituentu v poloze para.

Jednalo se o tyto substituenty: vodik, methoxy, trifluormethyl. Reakce sulfonyl chloridu se
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sekundarnim aminem byla podpoiena pfitomnosti baze lutidinu, sulfonylace bézela s tosylem
I 2- a 4-nosylem. Jako reprezentativni zastupce pro syntézu knihovny byl vybran tosyl.

Esterova skupina na alifatickém mistku (75) byla hydrolyzovana na karboxylovou kyselinu
alkalickym roztokem hydroxidu sodného ve smeési rozpoustédel THF/MeOH. Hydrolyzu
esteri amino kyselin za mirnéjSich podminek podporuje také trimethyl silanolat

1551 Jeho pouzitim se viak prodlouzil reakéni &as — pro kompletni hydrolyzu bylo

draselny.
tteba 24h, zatimco hydrolyza hydroxidem byla ukon¢ena po hodinu.

Hydrolyzou ziskany karboxyl bylo tfeba nalezit¢ aktivovat pro reakci s dalSim aminem —
Vv roztoku piipravenym 3,5-diaminopyrazolem za vzniku struktury 76. Vedle pyrazolu 1
(Obrazek 6) byl na karboxyl vazan také jeho analog 25 liSici se v arylové ¢asti — misto fenolu
m¢él pyridin. Tyto dva pyrazoly byly zvoleny z diivodu jejich biologickych aktivit. Pyrazol 25
dosahoval 5x lepSich inhibi¢nich vyslekli nez pyrazol 1. Zdmérem bylo navazdni daného
pyrazolu pies stéricky pfistupnéjsi amino skupinu, praveé takové derivaty totiz dosahovaly
nejlepsich  vysledk v inhibici CDK.™? Ztoho divodu bylo tieba zabranit acylaci
endocyklického dusiku, coz mélo zajistit pouziti protektivnich skupin Dmb a Boc. U fenolu

bylo tfeba ochranit i hydroxy skupinu a k tomu slouzil rovnéz Boc.

R
N—N
/ R, X
HoN" " ~NH,
1:R=H, X = C-OH
ASY 25:R=H,X=N
30: R=Dmb, X =N
| N 31: R = Dmb, X = C-OBoc
X/ 37: R = Boc, X = C-OBoc

39: R=Boc, X=N
1, 25, 30, 31, 37, 39

Obrazek 6: Pichled volnych pyrazola 1 a 25 a jejich Dmb a Boc chranéné analogy.

Pro tvorbu amidu reakci karboxylové kyseliny nebo jejiho derivatu s aminem na pevné fazi je
tradicné amin ukotveny na pevné fazi a reaguje s roztokem aktivované kyseliny. Toto

ar’ pii své peptidové syntéze. V nasem piipadé

provedeni pouzival uz Merrifiel
diaminopyrazolu a karboxylové kyseliny jsou role obracené — kyselina je na pevné fézi a je
tieba ji zde aktivovat pro reakci s aminem. Aktivace byla provedena pisobenim DIC a HOBt

ve smési rozpoustédel DMF/DCM (1:1) a pryskyfici nesouci karboxylovou skupinu byla
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ttepana po dobu 1h. Poté byl aktiva¢ni roztok od pryskytice odfiltrovan a hned byl pfidan
roztok chranéného pyrazolu, vSe pak bylo tiepano pies noc. Nejprve byla reakce studovéana
s Dmb-Boc-pyrazolem 31. Vysledkem byla bohata reak¢ni smés, coz bylo zptsobeno i tim, Ze
chranici skupiny jsou kysele labilni, a tak je S$té€pici koktejl castecné odstépoval. Provedeni
aktivace bylo modifikovano ptfidavkem DMAP jako katalyzatoru, ale stale vznikala sm¢s.
Nabizela se dalsi aktivagni ¢inidla jako smés trichloracetonitrilu/trifenylfosfinu,"® uroniové
stl HBTU™® nebo thionyl chlorid a dal3i.’® Situace se viak zna&né zjednodusila pii pouziti
diBoc-pyrazolu 37. Vznikal ¢isté produkt svou hmotou odpovidajici struktute 76 (Schéma
30). Pouziti diBoc-pyrazolu 37 mélo i dalsi vyhody — chranici skupiny se do molekuly
pyrazolu snadno zavadé€ly, snadno a rychle se Stépily a derivat byl i 1épe rozpustny nez
analogicky Dm-Boc-pyrazol 31. Pro syntézu knihovny se tedy z téchto divoda pouzivaly
pyrazoly chranéné Boc skupinou 37 a 39.

Po zvladnuti syntézy az do stddia navézani pyrazolu (76) byla provedena fada testovacich
reakci s cilem substituovat druhou amino skupinu pyrazolu. Nedafila se vSak methylace
(methyl jodidem, methyl triflatem), ani reakce s Nosyl chloridem, ktera by pak umoznovala
Mitsunobu reakci s pfislusnymi malo ,,objemnymi‘* alkoholy — napf. methanolem, ethanolem
a isopropanolem. Navazany pyrazol neslo acylovat chloridem kyseliny (2-thiofenkarbonyl
chlorid, oxalyl chlorid) ani kyselinou s aktivaci DIC, HOBt (2-thiofenkarboxylova kyselina,
kyanooctova kyselina), nefungovala reakce s ketonem (acetylaceton), diazotace amyl-nitritem
a nasledna kopulace s C-kyselinami (malononitril, kyanoacetyluretan) ani reduktivni aminace
s paraformaldehydem.

Z divodu obtizné¢ derivatizace druhé aminoskupiny se tedy pro syntézu knihovny
substituovala jen jedna aminoskupina. Po navéazani pyrazolu nasledovalo odstépeni
Z pryskyfice a purifikace produktu.

O struktufe 76 ukotvené na pevné fazi 1ze z kombinatoridlniho hlediska fici, Ze ma tfi diverzni
mista R?, R? a R®, kde mohou byt riizné strukturni prvky. Jako R' byly vybrany tfi riizné
acyly a sulfonyl (4), jako R? byla pro syntézu knihovny zvolena jen jedna moZnost — p-alanin
(1) a jako R® dva rizné pyrazoly (2). Timto kombinatorialnim pfistupem je tedy mozné

pfipravit celkem 8 (4*1*2) findlnich latek.
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R1 = R3 —_
Boc
@) N’N\
CF 1
1: 3 =~
) W) (& HN
Q- N
IRZ N
Q HN
2: 76 ®
o O-Boc
OCH3 BOC\N,N\
3: 2. _
HoN
N
N”
0,S CH;
4: 4 \
=N

Obrazek 7: Mista modifikace finalni struktury 76.

Dalsim syntetickym zamérem byla piiprava knihovny s chiralnimi substituenty. Byl zvolen
dioxopiperazinovy heterocyklus na alifatickém raménku, ktery by rovnéz mohl dobte vyplnit
aktivni misto enzymu CDK a mohl by nasledné zlepsit biologicky ucinek dan¢ho derivatu
pyrazolu. Jako stavebni kameny pro vystavbu dioxopiperazinu byly vybrany amino kyseliny
glycin a tyrosin. Amino skupina p-alaninu byla v tomto pfipadé acylovalovana bromoctovou
kyselinou misto aromatickych karboxylovych kyselin. Syntéza je zachycena ve Schématu 31.
Zacatek syntézy je shodny se Schématem 30: jako linker na pryskyfici byl zvolen BAL,
nasledovala reduktivni aminace s B-alanin ethyl ester hydrochloridem (74). Zde se obé
syntézy rozchazi, dalsim krokem byla acylace kyselinou bromoctovou (78).

Brom byl nukleofiln& substituovan'® amino skupinou glycin ethyl ester hydrochloridu (79).
Nejprve byla vyzkouSena reakce s methyl esterem, ale byl omezené rozpustny, zatimco ethyl
ester reagoval v roztoku.

Nasledovalo navazani druhé aminokyseliny pievedené plsobenim DIC na symetricky
anhydrid (80).2%? Z diivodu snadné detekce diky chromoforu byl vybran Fmoc-Tyr(tBu)-OH.
Fmoc skupina byla odstépena puisobenim piperidinu v DMF (1:1), 20 min a tim se uzavfel

dioxopiperazinovy cyklus (81). V okamziku, kdy byla z molekuly odstranéna Fmoc skupina,
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byla syntetizovana latka stale dobie detekovatelna na LC-MS diky tyrosinovému skeletu. To

bylo dulezité pro monitorovani nasledujici reakce — hydrolyzy.

H,
Br-“*coOH
Gly-COOEt.HCI,
Q- DIC, DIEA - QL DIEA .
HN o} DCM, rt, 1h N 0o DMF, rt, 2h
o)
BAL linker ~ O-Et O-Et
Br
74 8

< )—L
Fmoc-Tyr(tBu)-OH, N

O .
DIC cyklizace
oS - 0
O O-E
N O

N o THF, rt, 18h t

Y

0 u Y
:g O-Et NH O-E
HN 0 | Bt
79 Fmoc
O-Et
HO 80

1.) hydrolyza
O—L 2.) aktivace
N 3.) navazani pyrazolu

o
o 4.) TFA
0 :guo-Et
N N \
nn-?; |||--?; HzN/S)\NHZ
2

Y
o
o
N
z
z

HN
O O

HO 81 HO 82 QS /

Schéma 31: Syntéza pyrazoli substituovanych dioxopiperazinem na pevné fazi.

Uspé&snost hydrolyzy byla kontrolovana na LC-MS. Ziskana kyselina byla aktivovana (DIC,
HOBt)'® a byl na ni navazan Boc chranény pyrazol 39. Na zavér byla na pevné fazi
vystaveéna latka z pryskyftice odStépena a purifikovana.

Vice derivata liSicich se v substituci dioxopiperazinu pouzitim rtiznych amino kyselin na jeho
vystavbu nebo navazani jiného pyrazolu nebylo z ¢asovych diivodii provedeno.

Ve tiech ptipadech (77(1,1,2), 77(2,1,1), 77(4,1,2)) vSak vznikaly dva produkty o stejné
hmoté. Tato odchylka se vyskytla u obou typa pyrazoli — s fenolem nebo pyridinem jako
arylem. V syntéze v roztoku takova situace vzniku dvou produktd nebyla pozorovana,
vznikala vzdy jen jedna latka vazana na amino skupinu.
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Moznost rozkladu navazovaného pyrazolu, tedy ze by v prubéhu reakce doslo k odstépeni
chranici Boc skupiny, byla vyloucena analyzou reak¢niho roztoku - ukazalo se, ze oba (37,
39) pyrazoly jsou stabilni. Poloha protektivnich skupin byla v pfipadé fenolového pyrazolu
(45b, kapitola 4.3.3.1) navic jednozna¢né prokazana rentgenostrukturni anal}?zou.112

Z faktu, ze mohly vznikat dva riizné derivaty o stejné hmot¢€ ale s rozdilnym retencnim ¢asem,
bylo mozné predpokladat, ze chranéné pyrazoly se mohou navazovat na dvou mistech. Acyl
se jednak muze navazat na stéricky pfistupnéj$i aminoskupinu, ale diky mezomerii i pfimo na
pyrazolovy dusik, Obrazek 8.

Moznym vysvétlenim acylace na endocyklicky dusik i pfes pouziti protektivnich skupin je
vysoka elektronova hustota na tomto dusiku. Mize se sem navazat acyl za vzniku kationtu

(76, Obrazek 8), ktery se stabilizuje zapojenim volného elektronového paru dusiku, coz mize

vyvolat tah na vazbu a dochézi k odstépeni Boc skupiny.

R R
0 0 * 0 0 >L 0
HN HN HN
A o A s A
NN N—Ny) N—l:l
\
H,oN ~"NH, HZN/VNHZ H2N/§)\NH2
. -N =N
N’N N N
AN X X
| -~ | — |
s ~ ~
X X X
76 77
X= R=

76: C-O-Boc, N

77: C-OH, N 0 o 0
N__O OH
O - LI

0 N

1(323 CH, N

Obrazek 8: Pravdépodobny mechanismus navazani Boc pyrazolt 37 a 39 pies endocyklicky

dusik pyrazolu.
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Poloha substituce u celkem 12 ptipravenych latek byla urcena srovnanim reaktivit v roztoku
jiz diive pripravenych acyl-diaminopyrazolt.'*? Jednoduchou chemickou cestou jak rozlisit
polohové izomery je tomto piipadé¢ alkalicka hydrolyza.

Vzhledem k tomu, ze pro syntézu na pevné fazi byly pouzivany pyrazoly jednak na hydroxy
skupin¢ chranéné Boc skupinou nebo pyridino derivaty, je struktura odpovidajici esterové
vazanému acylu jako finalni produkt vyloucena. V tvahu piipadaji derivaty s acylem na
pyrazolu nebo na amino skupiné. Vétsina z celkem 11 finalnich latek se plisobenim hydroxidu
rozkladala, jen tfi 77(1,1,2)-F1, 77(2,1,1)-F1, 77(4,1,2)-F1 byly stabilni. Alkalicka hydrolyza
indikovala, Ze se pyrazoly na pevné fazi acyluji primarné i pies pouziti protektivnich skupin
na pyrazolovy dusik, coz umoziiuje mezomerie. Piestoze ve tfech ptipadech vznikaly dva
majoritni produkty, podatilo se purifikaci reakéni smési oba izolovat a toto mnozstvi bylo
dostate¢né pro charakterizaci pomoci *H NMR. | v piipadé substituce pyrazolu derivatem
dioxopiperazinu se ziskana latka v hydroxidu rozkladala na nesubstituovany pyrazol 25. Lze
tedy piedpokladat, ze pyrazol byl vazan pies endocyklicky pyrazolovy dusik.

Piehled vsech pyrazolil pfipravenych na pevné fazi ukazuje Tabulka 7.

Znovu byla pozornost zaméfena k puvodni syntéze (Schéma 5). Acylaci Boc-chranénych
pyrazolu (37, 39) mohou vznikat dva produkty. Boc skupina je v tomto ptipadé pomérné
labilni a diky mezomerii umoznuje acylaci endocyklického dusiku. Z toho divodu byly
provedeny piedbézné reakce s analogickymi Dmb-pyrazoly (31, 30) nasledujicim zptisobem:
acylace sekundarni aminoskupiny B-alaninu benzoylem, hydrolyza esteru, aktivace karboxylu
a reakce saminy Dmb-Boc-pyrazolem (31) a Dmb-pyridin-pyrazolem (30). Pro syntézu
knihovny byly totiz pouzivany jejich analogy s Boc chranici skupinou v poloze 1. Pryskyfice
S navazanymi Dmb-chranénymi pyrazoly byly podrobeny alkalické hydrolyze. V obou
ptipadech byly detekovany produkty s Dmb. ProtoZe nedoslo k odStépeni acylu, domnivame
se, ze pyrazol byl vazan pfes amino skupinu a touto cestou by bylo moZzné pfipravit pies
amino skupinu vazané acylované derivaty. Z ¢asovych divodu syntéza knihovny s Dmb-
pyrazoly (31, 30) provedena nebyla.

Syntézu 1ze modifikovat, potadi reakci je mozné ménit. Ke zméné strategie bylo pfistoupeno
se zamérem zvySeni vytézkd findlnich latek a se zdmérem zjistit, je-li mozné ovlivnit
regioselektivitu navazovani pyrazolu. Zajimalo nas, jestli se zméni zpiisob navazovani
pyrazolu zménou potadi jednotlivych reakénich krokl. Navic azo pyrazoly jsou vyborné
chromofory, a tak by byly syntetizované latky v jednotlivych reakénich krocich dobie
detekovatelné na LC-MS.
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Tabulka 7: Knihovna pyrazolt na pevné fazi

— ptehled pfipravenych derivati.

Znaceni Struktura po odstépeni Vytézek Znaceni Struktura po odstépeni Vytéiek
o
77(1,1,1) @A MN 14.0 mg (32%) 77(3,1,1) h.CO /\/[(N 3.4 mg (9%)
i NN - ’ NN,
NH, OH NH, NOOH
O 0
/@)ﬁ /\/[( N-NH
FsC //\)\NHZ H4CO HM
77(1,1,2)-F1 8.1 mg 77(3,1,2) s \ 8.1 mg
(10%) N\ (17%)
B NH, \
N/
[} o gz o
77(1,1,2)-F2 . u/\/KN§2 19.5mg 77(4,1,1) HaC \ﬁ/\/[(N \NHZ 14.5 mg
® r N\ 0 ! 0
NN — (23%) NN, (35%)
NH, MU NH, N\Q\OH
7 o gz O
N-NH N N-NH
H/\/Z(N Z NH, /®/ ”/\/Z4N/g/\NH2
77(2,1,1)-F1 Y 2.1mg 77(4,1,2)-F1 Y 4.9 mg
v (6%) N (6%)
»
N/
OH
o) o gz 0
77(2,1,1)-F2 NN 4.3 mg T1(412)F2 | e A 12.1mg
) (12%) )™M~ (26%)
NH, N\QOH NHy, N\ N
7 o 7 (0]
77(2,1,2) A 45mg 82 "N o NKM”MN N 9.2 mg
b S (13%) QT bl NI$N\\ _ (18%)
NH, NN N o NH, NN
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V puvodni syntéze (Schéma 30) bylo potfadi nasledujici: navazani [-alaninu,
acylace/sulfonylace, hydrolyza, aktivace karboxylu, reakce s chranénym pyrazolem. Zména
poradi syntetickych krokd uvedena v obecném Schématu 32: navazani [B-alaninu, pak
navazani pyrazolu, cemuz vSak musi pfedchazet hydrolyza ethyl esteru, aktivace karboxylu,
teprve po navazani pyrazolu by pak nasledovala ptislusna acylace (aromatickou karboxylovou

kyselinou nebo bromoctovou kyselinou) nebo sulfonylace (Tos-Cl).

hydrolyza

aktivace

navazani aminu

vzorek na LC-MS acylace/

Q- Fmocovat, pak TFADCM (J)—L sulfonylace L
HN o > \ QL

u HN o N 0
BAL linker OEt acyl/
74 83 __amin | sulfonyl | | amin |

76

~ e

1.
2.
3.
4.

Aminy

1.) nesubstituovany pyrazol 1
2.) diBoc-pyrazol 37

3.) Dmb-Boc-pyrazol 31

4.) libovolny amin = piperidin

Schéma 32: Obecna syntéza se zménou poradi reakénich kroki, vybrany tsek.

Pifi studiu tohoto obraceného syntetického pfistupu byl kladen diraz na dobré zvladnuti
hydrolyzy. Po hydrolyze nasledovala aktivace a reakce s pfisluSnym aminem. Byly
vyzkouSeny rizné variace s pouzitim DMAP jako katalyzatoru (ukézalo se, Ze nema velky
vliv) a také mikrovinného zafeni. S pouzitim MW se podatilo zkratit reakéni dobu acylace na
10 min. Byly provedeny reakce s témito aminy: nesubstituovany pyrazol 1, diBoc-pyrazol 37,
Dmb-Boc-pyrazol 31 a pro kontrolu reakce byl zvolen piperidin, vysledky jsou shrnuty
v Tabulce 8.
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Tabulka 8: Navazovani vybranych amint podle Schématu 7.

Struktura
Experiment ¢islo Zavér
navazovaného aminu
N-NH
HzN&(\NHz Pyrazol 1 se navazal, ale hydrolyzou se
/,N
. N odstepil.
© Pyrazol byl jednozna¢né navazan na
OH pyrazolovy endocyklicky dusik.
1
Boc |
N-N 5 q
i J\%NHZ Pyrazol 37 se navazal, ale hydrolyzou se
N odstépil. Musel byt tedy vazan pies
N
2 pyrazolovy endocyklicky dusik.
Boc substituce umoziuje acylaci do
O-Boc

polohy 1 pyrazolu diky mezomerii.

Pyrazol se nepodatilo navézat, opakovano

NN
3 ©
2X.

4 O\IH Kontrolni reakce, piperidin se navazal.

4.5 Bicykly

Tato kapitola popisuje stereoselektivni syntézu (1S,5S)-6-0xa-3,8-diazabicyklo[3.2.1]
oktanového typu bicyklickych sloucenin, které byly pfipraveny na pevné fazi s vyuzitim
strategie typické pro Merrifieldovu peptidovou syntézu. Tento piistup umoznil ptipravit
malou knihovnu latek svou strukturou podobnych latkdm ptirodnim - tropanovym alkaloidiim,
jako tropan, atropin, kokain a skopolamin.*>

U latek odvozenych od latek ptirodnich lze ocekavat zajimavou biologickou aktivitu.
Struktura tady 1éciv byla rovnéz odvozena od struktury latek pfirodnich.(s’7 Ukolem této prace
bylo také rozSiteni dosud pfipravenych knihoven latek v tom smyslu, Ze zde pfipravené

bicyklické slou€eniny jsou chiralni a obsahuji sp3 hybridizované uhliky, tedy nejsou plana’lrni.8
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4.5.1 Syntéza chemické knihovny, studium vlivii na formaci bicyklu

Pro syntézu byla pouzita metodika tandemu cyklické iminiové formace — nukleofilni
adice.®"*®® Cyklicky iminiovy ion byl prekurzorem vedoucim k bicyklim se dvéma
chiralnimi uhliky nebo k olefinické struktufe. Iminiové ionty mohou byt ziskany fadou reakct,

167,168 1,.: : .o . , . 169
Iniciuji fadu naslednych cyklizaci.

zde byla pouzita reakce aldehydu s amidem.
Vysledné produkty pak casto ziskaji nové stereogenni centrum. Ackoliv je jejich
charakteristickym rysem vysoka reaktivita, podafilo se v minulosti izolovat iminium chlorid
ve vysokém vyt&zku.'”® N-Acyliminiova chemie byla pouzita v multikomponentnich reakcich
Mannichova typu syntézy vedouci ke kumarinovym derivatim™® nebo v kaskadovych
reakcich poskytujicich ptfikondenzované benzimidazolopiperaziny.171 Iminiova chemie byla
dale pouzita napiiklad ve sterereosektivni syntéze chinolizidini a indolizidind,'™? dale v
syntéze 2,6-mistkovych piperazine-3-ond, kde jako vychozi materidl byly pouzity amino
kyseliny.'"

Acyklické intermediaty byly v této praci syntetizovany na aminech ukotvenych na pryskyfici
(Obrazek 9). Za ucelem zvyseni diverzity cilovych slou€enin byly rizné aminy navazany na
Rinkovu'™ a Wangovu pryskyfici** s uplatnénim rizného ukotveni — pies amin, karboxamid,
karbamat a ether. Rinkova amidova pryskyftice 84(1) byla pouzita jako startovni amin a také
byla acylovana Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH (pryskyfice 84(2)). Wangova pryskyfice byla
derivatizovana 1,3-diaminopropanem (84(3)) ptes karbamat s pouzitim karbonyldiimidazol

(CDI) aktivatni metody™"”

a 2-(Fmoc-amino)ethanol prostfednictvim etherického navazani
s pouzitim trichloracetimidatové aktivace’’® nasledované odstépenim Fmoc skupiny (84(4)),
pryskyfice 84(3) mohla byt acylovana bromoctovou kyselinou (84(5)), brom byl pak
substituovan aminoacetaldehyd dimethyl acetalem.

Byly pouzity dvé cesty, jak vnést do molekuly chranény aldehyd. Na pevnou fazi navazané
aminy 84(1)-84(3) (Obrazek 9) byly acylovany bromoctovou kyselinou, nasledovala

nukleofilni substituce bromu aminoacetaldehyd dimethyl acetalem®’""®

vedouci k pryskyfici
85 (Schéma 4, Cesta 1). Alternativu k tomuto piistupu ukazuje Cesta Il. Zde byly vychozim
materialem pryskyfice 84(3) a 84(4), které nejprve reagovaly s 4-nitrobenzensulfonyl
chloridem (4-Nos-Cl), &mz byly aktivovany pro néaslednou Fukuyama alkylaci*®
glykolaldehyd dimethyl acetalem. Poté byla 4-Nos skupina odStépena pisobenim

merkaptoethanolu a DBU.*"
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Obrazek 9: Imobilizace amino derivati na pryskyfici (resin).

Pusobenim N,N'-diisopropylkarbodiimidu (DIC) na Fmoc-Ser(t-Bu)-OH (nebo Fmoc-Thr(t-
Bu)-OH) vznikl symetricky anhydrid, ktery slouzil jako acyla¢ni ¢inidlo pro reakci se
sekundarnim aminem 85 (Cesta I). V Cesté II byla pouzita acylacni metoda zahrnujici vznik
aktivovaného esteru v pritomnosti N-hydroxybenzotriazolu (HOBt) a DIC.**° Doslo tak ke
spojeni obou cest ve struktufe 86. Fmoc deprotekce ptisobenim piperidinu byla nasledovana
reakci s riznymi Cinidly za G¢elem vneseni riznych substituentl R® do molekuly. Zajimal nés
rozsah piipadné limity formace finalni latky, proto byly vybrany rizné typy reakci - jednalo
se o0 arylsulfonylace, alkylace, arylace a acylace. Reakce s arylsulfonyl chloridy byla
podpofena ptitomnosti baze 2,6-lutidinu za vzniku sulfonamidu 87. Byla provedena také N-
alkylace s 2-nitrobenzyl alkoholem a N-(2-hydroxyethyl)ftalidem za podminek Mitstunobu
reakce,"?! ktera viak vyzadovala nejprve aktivaci s 4-Nos chloridem. Déle byla zkousena N-

arylace puisobenim 4-fluor-3-nitrobenzofluoridu v p¥itomnosti baze.™™

N-acylace byla
provedena stémito kyselinami: 4-methoxybenzoovou, 4-trifluormethylbenzoovou a s
aminokyselinami  Fmoc-Pro-OH a Fmoc-Ala-OH za podminek peptidové syntézy
v pfitomnosti HOBt a DIC. Zavérecna cyklizace na pryskyfici vystavénych acyklickych
prekurzord 87 byla umoznéna kysele katalyzovanym odmaskovanim hydroxylové a

aldehydickeé skupiny za soucasného odstépeni z pryskyfice s pouzitim 50% TFA
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R2

1. Br-CH,COOH, DIC,

Cestal DIEA, DCM, rt, 1h

2. aminoacetaldehyd

dimethyl acetal, DIEA, MeO

DMF, rt, 2h

HzN\R/L\O

84
1. 4-Nos-Cl, 2,6-lutidin, DCM,
rt, 18h
2. glykoladehyd dimethyl acetal,
PPh,, DIAD, dry THF, 0 °C-
Cestall 50 °C, 18h, opak.
3. 2-merkaptoethanol, DBU,
DMF, rt, 5 min
HoN L 11
"0
84

RS RS
N :
N/\ N, O
W N\R1 -

«0 N

OH O R2 -

89 2

OMe
OMe r)\OMe
T H L = HN. —
- 1
N “R” R
TR QO e
85 85 Fmoc-AK, DIC,
THF, rt, 18h
OMe t-Bu OMe
Fmoc-Ser(t-Bu)-OH, O, R?
OMe  HOBY, DIC, OMe
DCM/DMF (1:1), rt, 18h
HN. L (1:1) Fmoc. N\R1L\O
H
o)
85 86
1. 50% piperidin/DMF, rt,
20 min
2. Ar-SO,-Cl, 2,6-lutidin, DCM,
rt, 18h
50% TFA/DCM, rt, 90 min
CF3COy (Cestal) t-Bu OMe
3 nebo (') R2
RNZ TFA/H,O (85:5), rt, 90 min OMe
(Cesta Il) R3 N L
RZ_ . Nops N ‘R \O
D Hol
OH O
88

87

R1

§-CH,-CONH,

M N

3 §-(CH2)3NH2
4: (CH,),0OH

5. §.CH,-CONH-(CHy)s-NH,

R2

Fmoc

. 4-methoxybenzensulfonyl
: 4-methylsulfonyl
: 4-methoxy-2-nitrobenzensulfonyl
. 2-nitrobenzensulfonyl
: 4-nitrobenzensulfonyl
. 4-trifluoromethyl-2-nitrobenzensulfonyl
: 2,4-dinitrobenzensulfonyl

= Tosyl

= 2-Nosyl
= 4-Nosyl

. 1-tosylpyrrolidine-2-carbonyl

0 4-methoxybenzoyl

Schéma 33: Stereoselektivni syntéza (1S,5S)-6-0xa-3,8-diazabicyklo[3.2.1]oktanti na pevné fazi
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v dichlormethanu (DCM) (Cesta 1) nebo 5% roztokem vody v TFA (Cesta Il). Pficemz byly
izolovany dva produkty - (1S,5S)-6-0xa-3,8-diazabicyklo[3.2.1]oktan 2 a 3,4-dihydropyrazin-
2(1H)-on 89 (Schéma 33).

V tomto okamziku nebylo jasné, zda olefinicka struktura 89 vznika ptimo z cyklické iminiové
soli 88, nebo z bicyklu 2 jako rozkladny produkt vlivem kyselého charakteru S$té€piciho
koktejlu. Predpokladali jsme, Ze uréujicim faktorem pro pomér mezi derivaty 2 a 89 je R®
substituent, protoze je navazan piimo na dusikovém atomu iminiového iontu. Proto jsme se
zamé&fili na hledani takového R® mezi N-arylsulfonyly, N-alkyly, N-aryly a N-acyly, aby
vznikal vylung bicyklus 2. Za ucelem ureni vlivu N-substituce (R®) byla pfipravena série

slouGenin s variaci R® substituentu. Tabulka 9 sumarizuje vlivy R substituce na pomér

produtkt 2 a 89.

Tabulka 9: Syntetizoavné derivaty (S)-3-(hydroxymethyl)-3,4-dihydropyrazin-2(1H)-onu 89
a (1S,5S)-6-oxa-3,8-diazabicyclo[3.2.1]oktanu 2.

Prvskvii R! R2 R’ Stépici | Pomér°2:89
Trvs rice
Y Koktejl® | Vytezek®2/89
39:61
87(1,1,1 Q Fmoc
— A i o A 41/46
° 44:56
87(1.1.2 o@so
. e S > A 12/30
62:38
87(1,1,3 2 @so
o — " o A 47139
Ne2 83:17
87(1,1,4) i H G A ;
A x i&f 36/24
Noz 90:10
o) 1
P A, i @j&f 8 50/11
89:11
87(1,1,6 0 0 N@SO
- A A % A 37/10
Ne2 955
87(1,1,7) ;\)‘i 4 G A :
NH, FsC j’fﬁf 41/NI

109




Tabulka 9 (Pokracovani)

Prvskvii o~ =2 o Stépici | Pomér’2:89
rySKyrice
YRy koktejl* | Vytezek® 2/89
NO
87(1,1,8) o i >99:<1
- A | o f’f&r A 55/NI
@ <1:>99
87(1,1,9) ;i/?k H 50, A
e LN)—J:/SZ NI/NI
o o <1:>99
Fre10) A : /OO_ZSW ~ NI1/50
2
No2 99:1
87(1.2,4) i CH A :
A P fsfﬁx 69/4
" o2 81:19
87(2,1,4) 0 H C A :
Hfj\/l NH, O SO, 9717
Nl / R
" s 99:1
87(2,1,8) 0 H C/< A :
AP O2N 202 17N
Nl rr\,\rﬁ
NO
87614 | 4w | H OG;O . 82:18
/ ﬂﬁi 23/NI
NO
87(4,1,4) i 79:21
/ N},ﬂ
0 NO, _
876.1.7) | o, H R 99:1
" s j’fﬁf 12/NI

! Stépici koktejl: A: 50% TFA v DCM, 1.5 h; B: 5% vody v TFA, 1.5 h;
® relativni pomér produktti 2:89 byl ur¢en z LC odezev pti 240 nm,;
¢ vytézek po HPLC purifikaci; NI = nebyl izolovan.
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V piipadé Fmoc skupiny jako R® (90) vznikaly oba produkty 2 i 89, pfi¢emz olefin 89 byl v
nadbytku. Sulfonamidy poskytovaly oba produkty a jejich pomér zavisel na elektronovych
efektech substituentl na aromatickém kruhu. Relativni mnozstvi bicyklu 2 rostlo s rostoucim
elektron-akceptornim efektem (OMe < Me < OMe + NO; < NO, ~ CF3 + NO, ~ 2 x NOy) a

tento trend odpovidal i Hammettovym konstatnam substituentti (Tabulka 10).

Tabulka 10: Korelace relativniho mnozstvi bicyklu 2 s Hammettovou konstantou o

substituentii na aromatu R® sulfonamida.

PryskyfFice Substituent Opara. Gorhto" | Suma ¢° MnoZstvi 6°
87(1,1,2) 4-OMe 027 | - 0.27 44
87(1,1,3) 4-Me -0.17 - -0.17 62
87(1,1,4) 2-NO,, 4-OMe -0.27 | 0,551 0.24 83
87(1,1,5) 2-NO, ~ | o051 0.51 90
87(1,1,2 4-NO; 0.78 - 0.78 89
87(1,1,7) 2-NOy, 4-CF; 0.54 0,51 1.05 95
87(1,1,8) 2,4-diNO; 0.78 0,51 1.28 99

L Podle referenci; >

" vypoéteno s pouzitim vzorce oortho = 0.65 X Gpara podle reference; %
¢ suma ptislusnych ortho- a para konstant zalozena na referenci;™®
? podle relativniho mnozstvi produktu 2, odvozeno LC odezev pti 240 nm.

Produkty alkylace se rychle po odstépeni z pryskyfice rozkladaly a nemohly byt tedy
identifikovany. Arylace vedla vyluéné k olefinické struktufe, v NMR spektrech je vidét
pritomnost charakteristickych signalti olefinickych protont. N-acylderivaty jako Tos-Pro
derivat (87(1,1,9)) a 4-methoxybenzoyl (87(1,1,10)) tvotily jen olefin 89. V ptitomnosti
dalsiho nukleofilu, jako v pfipadé acylace Fmoc-Ala-OH a nasledné reakce s Tosyl chloridem
u slouceniny 87(91), vedla konkuren¢ni cyklizace k tvorbé imidazo[1,2-a]pyrazinového jadra
91 (Schéma 34). Vzhledem k ziskanym datim muzeme ucinit zavér, ze tvorba bicyklicklu

vyzaduje pfitomnost elektron akceptornich skupin v substituentu R,
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JTos
B (Me)e 50% TFA/DCM \
() , [e) Z

(0] © H (0] rt, 90 min N/\

N NI L Lo

Tos™ ™ N N~ \O |‘“
H o H OH O
07 “NH,
87(91) 91

Schéma 34: Uzavieni konkuren¢niho cyklu v pfitomnosti jiného nukleofilu.

Za ucelem ziskat slouceniny se tfemi diverznimi misty, zanesli jsme do molekuly methyl jako
R?, &ehoz bylo dosaZeno pouzitim vhodn& substituované aminokyseliny. V ptipadé 87(1,2,4)
byl pouzit Fmoc-Thr(t-Bu)-OH. Ukazalo se, e i R ma zajimavy vliv na tvorbu obou
findlnich sloucenin 2 a 89. Doslo k vyraznému zvySeni poméru mezi 2:89 ve prospéch vzniku
bicyklu, ktery vznikal z 99%. A to navzdory tomu, Ze substituce na aromatickém jadie
arylsulfonylu méla protichudné elektronové efekty (-OMe a —NO,). Vyssi stabilita bicykla
odvozenych od threoninu byla prokézana syntézou dalSich derivatd,’® kde tento trend
pietrval.

Poté, co bylo prokézano, 7e substituce R? a R® ma zéasadni vliv pfi formaci produkti, byla
pozornost zaméfena na vyznam R’ skupiny. Byla tedy pfipravena fada sloudenin ligicich se v
R' substituci, pfi¢emz jako R® byl zvolen 4-methoxy-2-nitrobenzenesulfonyl (R',R?4),
protoze tato R® skupina umoziovala formaci obou produkti, bicyklu 2 a olefinu 89, a diky
tomu bylo mozné posoudit vliv R' substituce na pomdr mezi 2:89. Kvili vysoké &istoté
bicyklu 2 byly dale pfipraveny 4-trifluormethyl-2-nitrobenzenesulfonyl (R',R?7) a 2,4-
dinitrobenzensulfonyl (R*,R?8) jako dalsi R® derivaty.

R' bylo rozsifeno o dipeptid Gly-Tyr-NH; ve formé& amidu (87(2,1,4) a 87(2,1,8)). Za ugelem
ziskat slouceniny s hydroxy a amino termindlni skupinou byly na pevné fazi pripraveny N-2-
hydroxyethyl (87(4,1,4)) a N-3-aminopropyl (87(3,1,4), ptipadné¢ 87(5,1,7)). Nebyl
vypozorovan Zzadny vyrazny trend v poméru produkth 2:89, pfedpokladame tedy, Ze
substituce R* nema na jejich formaci zasadni vliv.

V piipadé N-3-aminopropylu (87(3,1,4)) a N-2-hydroxyethylu (87(4,1,4)) byla pozorovana
kompetitivni cyklizace, ktera ztézovala purifikaci a méla za nasledek snizeni vytézku. Z LC-
MS analyz surové reakéni smési piredpokladdme jinou cestu cyklizace pii pouziti Stépiciho
koktejlu TFA/DCM (Schéma 35). Pokusy o purifikaci a charakterizaci predpokladanych

methoxy derivati a ur€eni jejich struktury byly nelspé&$né, protoze byly tyto produkty

112




nestabilni a rozkladaly se. Proto byl vyzkouSen Stépici koktejl s ptidavkem ,,scavengeru®,
ktery hraje dtlezitou roli pfi odstranéni vedlejSich produktl protektivnich skupin a reakci

s karbokationty minimalizuji zp&tné reakce.'®’

Bylo testovano pouziti Stépicich smési
s ptidavkem silant a také s piidavkem vody. Nakonec se v piipadé 87(3,1,4) a 87(4,1,4)
podafilo uspét s pouzitim Stépiciho koktejlu TFA/H,0 (95:5), kdy vznikaly Cisté bicyklické

slouceniny 2 bez methoxy derivatu.

TES, 50% TFA/DCM, FmOC\N Fmoc\N/\
rt, 30 min v Q
o T 0% TRAIDCM M A I\\\\‘%N\/\OH
5 o , e
O R H\OCHg, rt, 30 min N OH O
R N L 2(4,1,1) OH 89(4,1,1)
3~ ~ N
YN0
H +
o F H
mOC\N/\(OC 3 Fmoc\NH o
87(4,1,1) Loy AL
N " 0H I~ OCH,
OH O OH O
92 93

Schéma 35: Prib¢h navrzeny na zékladé¢ LC-MS, volba vhodného $tépiciho koktejlu

Methoxy derivaty jako 93 (Schéma 35) jsou nachylné ke kysele katalyzované formaci

188

ptislusného enamidu.™ Protoze byl pfedpokladany derivat 93 nestabilni, byla snaha prokazat

moznost jiné cesty cyklizace ptipravou jednodussiho derivatu - modelové slou¢eniny 94. Zde

byl mozny jen jeden smér cyklizace®**®

(Schéma 36). Syntéza byla provedena na vychozi
pryskyfici 84(4) (N-2-hydroxyethyl jako R%), na kterou byl Mitsunobu reakci podle Cesty I
navazan glykoladehyd dimethyl acetal (pryskyfice 85), ale misto acylace Fmoc-Ser-(t-Bu)-
OH byla provedena sulfonylace Tosyl chlorid 95. Produkt 94 byl izolovan a plné

charakterizovan pomoci NMR spektroskopie a HRMS.
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Schéma 36: Alternativni cesta cyklizace.

V dalsi sérii experimentii byla pozornost zaméfena na moznost transformace enamidu 89 na
bicyklus 2 protonizaci olefinu na iminivou stl za Uéelem zvySeni vytézku produktu 2.
Analogické transformace totiz byly popsany v literatute.'’*'®! Byla testovéana stabilita v
kyselém prostiedi od bicyklu 2(1,1,1) a enamidu 89(1,1,1) v TFA/DCM a HCOOH. Ukazalo
se, ze zatimco olefinicka struktura je 89(1,1,1) stabilni, bicyklus ptechazel na olefin z 20% uz
po pul hodiné v kyselém prosttedi TFA/DCM, pies noc doslo ke 100% konverzi na olefin.
Vlivem kyseliny mravenci se derivaty 2 i 89 pouze formylovaly, pfic¢emz vznikal na zakladé
stejného retencniho cCasu totozny produkt. Vzhledem ke kyselé labilit¢ derivatu 2
predpokladame, ze formylovany produkt ma olefinickou strukturu.

V literatufe je popsana syntéza podobnych bicyklickych sloucenin, jako byly syntetizovany v
této praci.’® Acyklické intermedidty byly pripraveny na 2-bromo-1-ethoxy-1-oxy-
polystyrenovou pryskyfici, ze které se pak finalni produkty §tépily kyselinou mravenci za 14h
za laboratorni teploty. Zajimalo nas, jestli by reakce s kyselinou mravencni a nésledné
doStépeni Sté€picim koktejlem 50% TFA/DCM zvysilo pomér produkti 2:89 smérem k
bicyklu. Za tim ucelem byl na Rinkové pryskyfici pfipraven analogicky derivat jako
87(1,1,3), ale misto t-butyl chranéného Fmoc-Ser(t-Bu)-OH byla pouzita amino kyselina s
volnou hydroxy skupinou. U této latky bylo nejprve provedeno odmaskovani acetalu na
aldehyd a poté cyklizace. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 3. Ukazalo se, Ze delsi plisobeni
kyseliny posouvd pomér 2:89 smérem k nadbytku enamidu 89, to stejné plati pro vyssi
koncentrace TFA. Kyselina mravenc¢i vyzaduje delSi dobu pro odstépeni produktu z
pryskyfice. Dobré vysledky byly ziskany pouzitim kyseliny mravenci nebo octové,
nasledované dostépenim 50%TFA/DCM. Pomér se v téchto ptipadech posunul smérem k

bicyklu 2.
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Tabulka 11: Vliv §tépiciho koktejlu na pomér produkti 2:89 z pryskyiie 87(1,1,3).

Stépici koktejl Cas 6:7
1 HCOOH 30 min 0
2 HCOOH on (17 h) 46:54
3 | HCOOHon®, nasledné 50% TFA/DCM 30 min 34:66
4 AcOH 30 min 0
AcOH on (17 h)
AcOHon, nasledné 50% TFA/DCM 30 min 43:57
10% TFA/DCM 30 min 50:50
50% TFA/DCM 30 min 36:64
50% TFA/DCM on (17 h) 28:72
100% TFA/DCM 30 min 29:71
95%TFA/voda 30 min 27:73

 On = overnight, pies noc;

Ptitomnost dihydropyrazinonu 89 v surové reakéni smési po kysele katalyzovaném odstépeni
acyklického intermedidtu z pryskyfice a jeho stabilita v kyselém prostiedi nas vedla k otazce,
jak dochézi k jeho tvorb&. Derivat 7 mohl vznikat jako vedlej$i produkt z iminiové soli'®**%
nebo rozkladem bicyklu 2 vzhledem K jeho kyselé labilité. Vedle testovani kyselé stability
pryskyfice 87(1,1,3) (R = CH,-CONH,, R? = H, R® = Tos), ze které se produkt §t&pil kysele,
byl na Wangové pryskyfici pfipraven acyklicky intermediat 87(1,1,4) (R* = CH,-COOH, R? =
H, R®= 4-methoxy-2-nitrobenzensulfonyl), ktery byl ukotven jako karboxylat a umoznoval i
alkalické Stépeni z pryskyfice.186

Vysledky Stépeni pryskyfice 87(1,1,3) indikovaly, ze bicyklus 2 je nachylny ke kysele
katalyzované transformaci na enamid 89, a Ze jemné&js$i podminky Stépeni zvySovaly podil
bicyklu 2. Jenze §tépeni produktu z Rinkovy amidové pryskyfice vétsinou vyzaduje kyselinu
TFA a slabsi kyselina, jako je kyselina mravenci, béZn¢ uzivana k iniciaci tandemové

cyklizace iminiového iontu s nukleofilni adici, 'Y

neodstépi veskery produkt z pryskyfice.
Mravenci kyselina je dostatecné silnd, aby odchranila tert-butylovou skupinu ze serinu a
odmaskovala aldehyd v roztoku. Na pryskyfici uvolni aldehyd, tert-butyl vsak po 1 h stépeni
zustavava z 83%. Tyto zavéry byly formulovany na zaklad¢ Stépicich experimenttii slouceniny
87(6,1,4), imobilizované na Wangové pryskyfici esterové (Schéma 37). Pusobenim 0.5 M
NaOH se acyklicky chranény intermediat 97(6,1,4) odstépil a izoloval ve vysoké Cistoté. Po

vystaveni kyseliné mravenci po dobu 1 h vznikal vyluéné bicyklus 2, po dalSim ptlisobeni této
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kyseliny pies noc uz dochazelo ke konverzi na enamin 89 ze 42 %. Tento experiment

prokazal, ze enamin 89 vznikd z bicyklu 2 v kyselém prostiedi a je tedy jeho rozkladnym

produktem.
MeO OMe MeO OMe
Rs- 0.5 M NaOH, MeOH/THF (1:1), Ra.
NH o) rt, 30 min; NH Q
N - N OH
. gWN¢LNLWo\LO A ¢L”LW
O O H 0o 0 O o)
t-Bu” t-Bu
87(6,1,R%) 97(6,1,R%)

Rs3
50% TFADCM, N o N

X
r,1h O . Qi /'\”/OHForOH, ft, 1h
s A o y
H 0 0

0 OH

2(6,1,R3) 89(6,1,R%)

Schéma 37: Kysele a alkalicky katalyzované §tépeni pryskyftice 87(6,1,R®).

Na zaklad¢ téchto vyse popsanych pozorovani je zde uveden predpokladany mechanismus
tvorby bicyklu 2 a jeho kysele katalyzovana transformace na enamid 89 (Schéma 38).
Pocatecni tvorba oxoniové strukury 98 je odvozena na zakladé navrZzeného mechanismu
deprotekce acetalu za bezvodych podminek.'*®

Absolutni konfigurace bicyklu 2 byla potvrzena rentgenovou krystalografii derivatu 2(1,1,6),
ktery byl krystalovan ze smési acetonitril/DMSO.

Obrazek 10: ORTEP zobrazeni krytalové struktury slou¢eniny 2(1,1,6).
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Schéma 38: Navrzeny mechanismus formace a transformace bicyklu 2.

Bicyklickd struktura byla potvrzena také 1D a 2D 'H a BC NMR spektroskopii u derivatu
2(1,1,3). Protony byly korelovany pomoci COSY spekter (Tabulka 12). Struktura byla ur¢ena
studiem signali vSech uhlikti pfimo navéazanych na protonech s pouzitim HSQC spektra.

HMBC spektrum slouzilo k pfifazeni kvarternich uhliki a ke kontrole spravnosti konektivit.

Tabulka 12: NMR spektroscopicka data (600 MHz, DMSO) pro 2(1,1,3).

12 13

11 8
14\@—8\02
10 9 }@?3
«O0 2N
5 7

2(1,1,3) O NH,

Pozice dc, typ on (J v H2) HMBC
1 58.9, CH 4.65,d (5.3) 3,4,5
2 166.1, C=0 1,3,56
3 54.9, CH, 3.23,d (11.7) 2,4,6
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Tabulka 12 (Pokracovani)

Pozice dc, typ on (J v H2) HMBC
3.50, dd (12.2, 2.8) 2,4
4 85.3, CH 6.01, m 1,3,4,56
5 68.6, CH, | 2.87,dd (7.9, 5.6) 1,2,4
3.73, m 2,4
6 46.2, CH, 3.71.m 2,3, 7
3.87,d, (16.4) 2,3,4,7
7 169.0, C=0 NHy, 6
8 134.5,C 9,10,12,13,14
9 127.9,CH 7.86, d (8.5) 10, 12, 13, 14
10 130.0, CH 7.43,d (8.2) 9,12, 13,14
11 1449, C 9,10,12,13,14
12 | 130.0, CH 7.43,d (8.2) 9,10, 13, 14
13 127.9, CH 7.86,d (8.5) 9,12,12,14
14 21.1, CH3 241,s 10, 12
NH; 7.06, br. s.
7.40, br. s.

Zavérem je mozné syntézu shrnout tak, ze zdsadnim rysem byla kysele katalyzovana
tandemové¢ probihajici cyklizace iminiového iontu a nukleofilni adice vedouci k tvorbé
bicyklu, soucasn¢ dochéazelo k odstépeni latky z pryskyfice. Byla studovéana stabilita
pfipravenych latek v kyselém prostfedi a ukéazalo se, Ze bicykly odvozené od serinu
piechéazely v dihydropyrazinony, zatimco derivaty odvozené od threoninu vykazovaly veétsi
stabilitu. Byl studovan rovnéz vliv substituentii s riznym elektronovym efektem na formaci

bicyklickych a olefinickych slou€enin.
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5 Zaveér

Predlozena dizertacni prace je vénovana syntéze pyrazoli a bicykli. V syntéze pyrazoll se
vychazelo z modelové slouceniny - pyrazolu 1, Gspé$ného inhibitoru CDK. Cilem této prace
byla takova obména struktury, kterd by vedla k derivatim se srovnatelnymi nebo jeste lepSimi
inhibi¢nimi vlastnostmi. K dosazeni takovych derivati byly zvoleny dvé metodiky — tradi¢ni
syntéza v roztoku, ale také syntéza knihovny latek na pevné fazi. Dale byla studovana
reaktivita pyrazolu k acyla¢nim reakcim.

Bylo zjisténo, Ze nejreaktivnéj$im mistem pyrazolu 1 je jeho endocyklicky dusik v poloze 1.
Praveé sem sméfuji acylace za vzniku derivatd 40a-e. Bylo ovéfeno, ze nezalezi na pouzitém
acylacnim c¢inidle. Acylace nechranéného pyrazolu 1 vzdy vede k substituci do polohy 1.
Preference acylace k endocyklickému dusiku je zpisobena mezomerii, diky niz je pravé zde
nejvetsi elektronova hustota.

Pro ziskani dalSich acyl-pyrazolovych izomert bylo tieba pouzit chranicich skupin. Byly
vybrany methoxybenzylové skupiny PMB a Dmb a dale Boc skupina. RovnéZ byly studovany
moznosti jejich nasledné deprotekce.

Vyhody a nevyhody téchto skupin je mozno shrnout nasledovné: PMB i Dmb se do molekuly
pyrazolu zavadéji vice stupniovou syntézou, nez je tomu u Boc skupiny. Je totiz tieba
syntetizovat prisluSny substituovany hydrazin. Syntézu Dmb-hydrazinu se podatilo zvladnout
sledem tii reak¢nich kroki a celkovy vytézek ¢inil 49%. Reakei substituovaného hydrazinu
s hydrazonem byly ziskany PMB-pyrazol 25 (96%) a Dmb-pyrazol 28 (93%), kde byla poloha
chranici skupiny jednozna¢na. Boc-pyrazol 35 (99%) byl piipraven jednoduchou reakci
pyrazolu 1 s di-t-butyl dikarbonatem a poloha protektivni skupiny byla prokazana rentgeno-
strukturni analyzou a soubézné i sledem reakci, kdy fenolickd hydroxy skupina byla chranéna
prostiednictvim silyl etheru TIPS.

Nejen zavedeni Boc skupiny do molekuly, ale 1 jeji deprotekce byla snadna, stacila 1 hodina
ve ziedéné trifluoroctové kyseliné za laboratorni teploty. Co se tyce deprotekce
Reakci s mineralni kyselinou HCI nedochazelo k deprotekci, ale K hydrolyze acylu.
Nejlepsich vysledkli bylo dosazeno ptsobenim koncentrované kyseliny trifluoroctoveé, ktera
v ptipadé¢ PMB vyZzadovala vyssi teploty, v pfipadé Dmb stalila teplota laboratorni. Pro
syntézu pyrazoli byla z methoxybenzylovych skupin zvolena pravé Dmb. Pouziti kyseliny
TFA k deprotekci bylo vyhodné i z toho diivodu, Ze umoziovala soucasnou deprotekei i Boc

skupiny.
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Po ochranéni pyrazolového dusiku PMB, Dmb ¢i Boc skupinou byly acylaci ziskany derivaty
substituované na fenolické hydroxyskupiné (43a-d). Jako acylacni ¢inidlo byly pouzivany
predevsim karboxylové kyseliny ptisobenim DIC pievedené na symetrické anhydridy. Pii
piidavku baze TEA vznikal jediny produkt acylace, bez baze vznikaly dva derivaty. Rovnéz
pii acylaci benzoyl-chloridem byl pozorovan vznik dvou derivat, pokud byla pfidana baze.
Pii mono-chranéni pyrazolu prostiednictvim Dmb (28) nebo Boc (35) skupiny je k acylaci
nachylnéj$i hydroxy skupina, reakce je usnadnéna bazickym charakterem TEA. Bez
piitomnosti baze se ¢aste¢né acyluje i aminoskupina pyrazolu.

Derivaty substituované na aminoskupiné (47a-e) je vSak vhodnéjsi ziskat predchozi protekci
k acylacim reaktivngjSich mist — pyrazolového dusiku a fenolické hydroxykupiny. Za tim
ucelem byly pozivany Dmb-Boc-pyrazol (30) a diBoc-pyrazol (36). Jako acyla¢ni ¢inidla byly
pouzivany chloridy kyselin. Jiné acylacni metody se neosvédcily.

Pyrazoly substituované na amino skupin€é a na pyrazolovém dusiku byly podrobeny
biologickému testovani. Ukéazalo se, Ze substituce na amino skupiné zlepSuje inhibi¢ni
vlastnosti. Od ostatnich ptipravenych derivati zatim vysledky biologické aktivity nejsou.
Jednotlivé acyl-izomery se podafilo rozlisit jednoduchou chemickou cestou — alkalickou
hydrolyzou. Zatimco acyl na amino skupiné je stabilni, esterové vdzany na hydroxy kupiné
nebo na pyrazolovém dusiku se hydrolyzuji.

Syntézu pyrazolu 1 se podafilo pievést z roztoku do syntézy na pevné fazi. Heterocyklus byl
vystavén na pevné fazi modularnim zplsobem, ktery umoziuje v budoucnu dalsi modifikace
struktury.

Byla navrzena syntéza knihovny pyrazold zahrnujici raménko B-alaninu, které zajistilo tfi
diverzni mista. Pro syntézu knihovny byl vedle pyrazolu 1 zvolen také jeho analog 24 lisici se
v aromatické €asti. Byl vybran proto, Ze dosahoval pétkrat lepSich inhibi¢nich u¢inkl nez
pyrazol 1. Pouzivaly se chranéné varianty téchto pyrazoli. Substituenty byly rozsifeny i o
chirdlni latky, zamino kyselin se podafilo vystavét dioxopiperazinovy kruh. Syntéza
knihovny pyrazolt poskytla 12 latek. Jen tii z nich vsak byly vazany pfes amino skupinu
pyrazolu. Navzdory chranéni pyrazolu v poloze 1 Boc skupinou totiZ 1 v syntéze na pevné fazi
sméfuji acylacni reakce pravé sem. Tuto skutenost pravdépodobné umoziuje mezomerie a
vetsi labilita Boe skupiny.

Ve stereoselektivni syntéze (1S,5S)-6-0xa-3,8-diazabicyklo [3.2.1]oktanového typu
bicyklickych sloucenin na pevné fazi byla pouzita metodika tandemové cyklické iminiové
tvorby a nasledné nukleofilni adice. Cyklicky iminiovy ion byl prekurzorem vedoucim k

bicyklim 2 se dv€ma chiralnimi uhliky. Bylo zjiSténo, Ze bicyklus 2 neni stabilni v kyselych
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podminkach, pokud R*=H (odvozeno od serinu) ¢astecné se rozklada za vzniku olefinu 89.
Pokud je oviem R? = CHs (odvozeno od threoninu), je bicyklus v kyselych podminkéch
stabilni. U derivati odvozenych od serinu byl ur&en vliv substituentu R® na pomér 2:89. Fmoc
tvoii oba derivaty 2 i 89, sulfonamidy poskytuji derivaty 2 a 89 v poméru odpovidajicimu
elektronovému efektu substituentl. Acyly poskytuji vyluéné olefin 89, aryly rovnéz,
alkylované produkty se rozkladaly. Tvorba bicyklu vyzaduje ptitomnost elektronakceptornich

skupin. U substituentu R* nebyl nevypozorovan zdsadni trend na pomér 2:89.
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6 Experimentalni ¢ast

Teploty tani byly méfeny na Boetiové bloku a nejsou korigovany. NMR spektra byla méfena
na piistroji Bruker Avance 300 MHz, pracujicim pii 300,13 MHz (*H) a 75,47 MHz (*C) a
Varian 400 MHz, pracujicim pii 399,90 MHz (*H) a 100.56 MHz (**C). Bicyklické derivaty
byly méfeny na piistroji Varian DirectDrive 600 MHz, pracujicim pti 599.88 MHz (*H) a
150.86 MHz (*3C). Latky byly rozpustény v deuterovaném dimethylsulfoxidu a méfeny pii
laboratorni teploté, pokud neni uvedno jinak. Hodnoty chemického posunu jsou udany v ppm
jednotkach. LC-MS spektra byla méfena na UHPLC-MS systému UHPLC Accela, trojity
kvadrupdl TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). HRMS bylo
provadéno na piistroji LCMS Exactive v konfiguraci s APCI/ESI ionizaci a orbitalni pasti.
Experimentalni podminky pro HRMS: (+)(-)HESI (100 °C), mobilni faze:
CH3CN/H,O/HCOOH 70/30/0.1 na kolon¢ Luna C18, 3 um, 2x50mm. Purifikace byla
provedena na semi-preparativnim HPLC pfistroji 1200 Series (Agilent Technologies, USA)
S pouzitim kolony SunFire Prep C18 OBD 19 x 100 mm, 5 pm ¢éstice, byly pouzity rizné
gradienty tvofené¢ 10 mM vodnym octanem amonnym a acetonitrilem, pratok 15 mL/min.
Infracervend spektroskopie byla méfena na ATI Mattson Genesis Series F TIR™ Spektrometr
Genesis metodou KBr tablety.

Pozndmka k *C NMR spektriim _pyrazolii: n&které kvarterni uhliky pyrazolti nebyly

pozorovany. Tyto pyrazoly totiz existuji v tautomernich formach s pomalou rychlosti

56,199-201

protonové vymény v meétitku NMR. Toto ma za nasledek Siroké signaly s velmi

nizkou intenzitou, jejichz identifikace je obtiZna.
6.1 Prekurzory pyrazolu

6.1.1 (2,4-Dimethoxybenzyl)hydrazin hydrochlorid (6)

K roztoku acetyl hydrazinu (659 mg, 8.0 mmol) v methanolu (40 ml) byl za laboratorni
teploty piidan 2,4-dimethoxy-benzaldehyde (1.33 g, 8.0 mmol). Reakéni roztok byl
refluxovan po dobu 2 h. Béhem ochlazovani na laboratorni teplotu se zacal srazet N'-(2,4-
dimethoxybenzyliden)acetohydrazid 11a. Suspenze byla nafedéna metanolem (20 ml) a THF
(20 ml). K roztoku pak bylo pfidano 10% Pd(C) (100 mg) a hydrazin 1la byl redukovan
vodikem za silného michani pii laboratorni teploté a za atmosférického tlaku. Po 24 h byla
redukce kompletni, po pfidavku Celitu byl odfiltrovan katalyzator a filtrat byl zahu$tén na
vakuové rotacni odparce. Surovy N’-(2,4-dimethoxybenzyl)acetohydrazid 12a tvofil bezbarvy

olej, ke kterému byl pfidan 98% hydrazine hydrate (8 ml, 165 mmol). Reakéni smés byla
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zahiivana pii teploté¢ 100 °C po dobu 30 h, ochlazena na laboratorni teplotu a byla pfidana
voda (0.5 ml). Vodna vrstva hydrazinu byla extrahovana do ethyl etheru (3 x 8 ml). Spojené
organické vrstvy byly promyty solankou (2 ml), suSeny bezvodym NaySO4, rozpoustédlo bylo
opafeno na vakuové rotaéni odparce. Surovy (2,4-dimethoxy-benzyl)hydrazin 6 tvofil
viskozni olej, ktery mohl byt pfimo pouzit do dal$iho reakéniho kroku vedouciho k 4-((3,5-
diamino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenolu 29. Sloucenina 6 byla
izolovéna ve formé hydrochloridu pfidavkem methanolického chlorodiku (3 ml, konc. 3.29
mol/l) k vyslednému extraktu. Rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové rota¢ni odparce.
Srazenina 6xHCIl byla odfiltrovana, promyta ethyl etherem a suSena v exsikatoru za
ptitomnosti P,Os, byla ziskana bila krystalicka latka (862 mg, 49% ptes 3 reak¢ni kroky): t.t.
= 138-140 °C; IR (cm™) 3265, 3156, 2965, 2840, 2812, 27769, 2595, 2441, 1613, 1587,
1508, 1445, 1321, 1287, 1273, 1211, 1157, 1133, 1042, 925, 834; 'H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 6 = 7.77 (br s, 2H), 7.28 (d, J=8.3 Hz, 1H), 6.58 (d, J=2.3 Hz, 1H), 6.52 (dd,
J=2.3, 8.3 Hz, 1H), 3.99 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.76 (s, 3H) ppm; *C NMR (75 MHz, DMSO-
deg) 0 = 48.5, 55.3, 55.6, 98.3, 104.7, 113.2, 131.8, 158.6, 161.0 ppm; HRMS (HESI, m/z)
vypoéteno pro CoH14N»0, (182.22) [M + H]" 183.1128, naméieno 182.9853.

6.1.2 (4-((triisopropylsilyl)oxy)fenyl)karbonohydrazonoyl dikyanid (8)
Hydrazon 21 (186 mg, 1.00 mmol) byl rozpustén ve smési DCM (5 ml) a suchého DMF (0.5
mL), k roztoku byl ptidan imidazol (75 mg, 1.10 mmol) a triisopropylsilyl chlorid (TIPS-CI,;
235 ul, 1.10 mmol), reak¢éni smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 18 h. Poté bylo
rozpoustédlo odpateno na vakuové rota¢ni odparce a odparek byl nafedén methanolem (2 ml).
Roztok byl nakapan do ledové vody (10 ml). Srazenina byla odsata a suSena volné¢ na
vzduchu. Surovy dikyanid 8 byl krystalovan z methanolu (3 ml). 312 mg, 91% surového
produktu; 202 mg, 59% po krystalizaci: Zluta krystalicka latka, t.t. = 136-138 °C; IR (cm™)
3220, 3187, 3126, 3059, 2944, 2865, 1606, 1551, 1512, 1483, 1461, 1270, 1313, 1164, 993,
920, 883, 836, 699, 676, 525, 473; 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & = 7.37 (d, J=9.0 Hz,
2H), 6.91 (d, J=9.0 Hz, 2H), 1.30 - 1.16 (m, 3H), 1.04 (d, J=7.1 Hz, 18H) ppm; *C NMR (75
MHz, DMSO-ds) 6 = 12.0, 17.7, 82.9, 110.3, 114.7, 118.04, 120.39, 135.51, 153.66 ppm;
HRMS (HESI, m/z) vypocéteno pro CigHzsN4OSi (342.51) [M-H] 341.1792, naméfeno
341.1796.
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6.1.3 Pyridin-4-karbonohydrazonoyl dikyanid (9)

4-Aminopyridin (940 mg, 10.0 mmol) byl rozpustén ve vodé (20 ml) a konc. HCI (5 ml) za
laboratorni teploty. K roztoku byl pfidan tetrafluoroboritan sodny (13.175 g, 120 mmol) a byl
ptidan dalsi podil vody (20 ml). Roztok byl chlazen a michan na ledové lazni na 0-5 °C, doslo
k Castenému vysrazeni vychozi latky. K této suspenzi byl pii 0-5 °C piikapan roztok
dusitanu sodného (690 mg, 10.0 mmol) ve vod¢ (3 ml). Vznikajici diazoniové siil byla za
chlazeni michdna 5 min, poté byl pfikapan kopulacni roztok malondinitrilu (727 mg, 11.0
mmol) a bezvodého octanu sodného (8.203 g, 100.0 mmol) ve vodée (55 ml). Reakéni smés
byla déale michana pii 0-5 °C 30 min. Poté byla umisténa pies noc do lednice. Po 18 h byla
zluta srazenina odsata, promyta vodou a suSena volné na vzduchu. 1.130 g (66%); zluta
krystalicka latka; t.t. = 208-210 °C; IR (cm™) 3536, 3227, 3075, 2946, 2874, 2659, 2215,
1631, 1490, 1395, 1283, 1255, 1234, 1167, 992, 830; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & =
8.33 (d, J=7.0 Hz, 2H), 7.41 (d, J=7.0 Hz, 2H) ppm; **C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & =
87.7, 112.6, 113.9, 117.2, 140.6, 164.7 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypocteno pro CgHsNs
[M+H]" (171.05) 172.0618, naméteno 172.0619.

6.2 Volné a chranéné pyrazoly

6.2.1 4-((4-((triisopropylsilyl)oxy)fenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-3,5-diamin
(24; TIPS-pyrazol)

K roztoku slouceniny 8 (342 mg, 1.00 mmol) v methanolu (15 ml), byl za laboratorni teploty
nakapan NyH4.H,0 (64%; 73 pl, 1.50 mmol). Reak¢ni smés byla refluxovana po dobu 4 h. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu bylo rozpoustédlo odpafeno na vakuové rotacni odparce a
ziskany odparek byl nafedén methanolem (2 ml). Methanolicky roztok byla nakapan do
ledové vody (10 ml). SraZenina byla odfiltrovana a susena volné na vzduchu. 726 mg, 97%:
7luta krystalicka latka, t.t. = 184-186 °C; IR (cm™) 3282, 3197, 2943, 2891, 2865, 1626, 1596,
1561, 1494, 1422, 1387, 1264, 1209, 1124, 908, 882, 841, 683, 642; ‘H NMR (400 MHz,
DMSO-d;) 6 = 10.63 (s, 1H), 7.56 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.85 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.18 (br s, 2H),
5.63 (br s, 2H), 1.23 (sxt, J=7.5 Hz, 3H), 1.06 (s, 9H), 1.04 (s, 9H) ppm; *C NMR (101 MHz,
DMSO-d;) & = 12.5, 18.2, 114.0. 120.2, 122.2, 148.5, 154.9 ppm; HRMS (HESI, m/z)
vypoéteno pro Ci1gHzoNgOSi (374.23) [M+H]" 375.2323, naméieno 375.2325.
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6.2.2 4-(Pyridin-4-yldiazenyl)-1H-pyrazol-3,5-diamin (25, pyridin-pyrazol)
K suspenzi dikyanidu 9 (1.71 g, 10.0 mmol) v methanolu (100 ml) byl pfidan hydrazin
monohydrat (730 pl, 15.0 mmol). Roztok byl refluxovan po dobu 4 h. Reakcni smés byla
ochlazena na laboratorni teplotu a rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové rotacni odparce.
Produkt byl krystalovan z vody. 1.36 g (67%); Cervena krystalicka latka; t.t. = 285-287 °C; IR
(cm™) 3471, 3348, 3302, 3141, 3089, 2892, 2729, 1940, 1635, 1592, 1548, 1477, 1376, 1333,
1299, 1195, 1112, 998, 834, 747, 560; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 10.94 (br s, 1H),
8.50 (dd, J=1.6, 4.7 Hz, 2H), 7.56 (dd, J=1.6, 4.7 Hz, 2H), 6.65 (br s, 2H), 6.13 (br s, 2H)
ppm; C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & = 114.7, 116.5, 150.4, 158.7 ppm; HRMS (HESI,
m/z) vypoéteno pro CgHgN7 [M+H]" (203.09) 204.0992, naméteno 204.0993.

6.2.3 4-((3,5-Diamino-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-
yl)diazenyl)fenolu (26; Pmb-pyrazol)

K suspenzi (4-hydroxyfenyl)karbonohydrazonoyl dikyanidu 21 (508 mg, 2.73 mmol) v
methanolu (3 ml) byl za laboratorni teploty piikapan roztok (4-methoxybenzyl)hydrazinu
(831 mg, 5.45 mmol) v methanolu (3 ml). Reakéni roztok byl refluxovan po dobu 4 h. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu bylo rozpoustédlo odpatfeno na vakuové rotacni odparce.
Surovy produkt byl purifikovan flash chromatografii (CHCl3/MeOH 20:1) a poskytl ¢isty
fenol 26; (882 mg, 96% surového produktu; 569 mg, 62 % po chromatografii): zluta
krystalick4 latka, t.t. = 190-192 °C; Ry = 0.18; IR (cm™) 3380, 3153, 2925, 1600, 1567, 1513,
1496, 1452, 1403, 1362, 1240, 1174, 1024, 836, 821, 754, 672, 535, 511; *H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 6 = 9.54 (br s, 1H), 7.55 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.19 (d, J=8.4 Hz, 2H), 6.89 (d, J=8.4
Hz, 2H), 6.78 (d, J=8.6 Hz, 2H), 5.55 (br s, 1H), 4.87 (s, 2H), 3.72 (s, 3H) ppm; *C NMR
(75 MHz, DMSO-dg) 8 = 48.7, 55.1, 112.9, 113.7, 115.3, 121.9, 128.9, 129.5, 146.5, 156.9,
158.5, 161.9 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro Ci7HigNgO2 (338.37) [M + HJ*
339.1564, naméieno 339.1565.

6.2.4 (9H-fluoren-9-yl)methyl (4-((3,5-diamino-1-(4-methoxybenzyl)-1H-
pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl) karbonat (28; PMB-Fmoc-pyrazol)

K roztoku pyrazolu 26 (338 mg, 1.00 mmol) v suchém pyridinu (3 ml) byl za chlazeni 2-5 °C

ptidan fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid (336 mg, 1.30 mmol). Reak¢ni smés byla michana

za laboratorni teploty po dobu 18 h. Poté bylo rozpoustédlo odpateno na vakuové rotacni

odparce, zbyly odparek byl nafedén metanolem (3 ml) a nakapan do ledové vody (15 ml).
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Srazenina byla odpafena, promyta vodou a suSena volné na vzduchu. 532 mg, 95%; Zluta
krystalicka latka; t.t. = 96-98 °C; IR (cm™) 3312, 3063, 3038, 2952, 2935, 2905, 2834, 2684,
2597, 1912, 1735, 1608, 1563, 1513, 1477, 1449, 1395, 1356, 1247, 1177, 1153, 1130, 1102,
1032, 942, 886, 840, 758, 740, 672, 644; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 9.73 (s, 1H),
9.46 (s, 1H), 7.92 - 7.87 (m, 3H), 7.76 - 7.70 (m, 2H), 7.59 - 7.55 (m, 2H), 7.42 - 7.38 (m,
3H), 7.31 - 7.27 (m, 2H), 7.24 - 7.20 (m, 3H), 7.13 (s, 2H), 6.89 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.80 (d,
J=8.8 Hz, 2H), 5.08 (s, 2H), 3.71 (s, 3H) ppm; **C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 46.4,
49.1, 55.1, 66.2, 113.8, 115.4, 119.9, 120.1, 121.4, 122.4, 125.4, 127.1, 127.7, 128.9, 140.7,
143.7, 145.9, 153.9, 157.9, 158.6 ppm.

6.2.5 Obecny postup pro reakci DmbNHNH,xHCI s pfislusnym hydrazonem

K suspenzi dikyanidu 21 (186 mg, 1.00 mmol; pro syntézu Dmb-pyrazolu 29) nebo 9 (171
mg, 1.00 mmol; pro syntézu Dmb-pyridin-pyrazolu 30) nebo 8 (342 mg, 1.00 mmol; pro
syntézu Dmb-TIPS-pyrazolu 32) v methanolu (3 ml) byl za laboratorni teploty ptfikapan
roztok DmbNHNH,xHCI (273 mg, 1.25 mmol) a TEA (1 ml, 7.15 mmol) v methanolu (3 ml).
Reakéni smés byla refluxovana 4 h, pak byl ochlazen na laboratorni teplotu a rozpoustédlo
bylo odpafeno na rota¢ni vakuové odparce. Odparek byl nafedén methanolem (3 ml) a tento

roztok byl ptikapan do ledové vody (15 ml). Srazenina byla odfiltrovana a suSena na vzduchu.

6.2.5.1 4-((3,5-Diamino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl) fenol
(29; Dmb-pyrazol)

342 mg, 93%; zluta krystalicka latka; t.t. = 108-110 °C; IR (Cm'l) 3576, 3439, 3345, 3080,
1610, 1563, 1498, 1460, 1393, 1356, 1265, 1209, 1157, 1110, 840; 'H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 5 = 9.55 (br s, 1H), 7.56 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.84 - 6.71 (m, 3H), 6.57 (d, J=2.1 Hz,
1H), 6.46 (dd, J=2.1, 8.3 Hz, 1 H), 5.58 (br s, 1H), 4.81 (s, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.73 (s, 3H)
ppm; *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & = 44.3, 55.3, 55.5, 98.2, 104.5, 112.9, 115.3, 117.4,
121.9, 128.7, 146.5, 152.2 (br s), 156.9, 157.3, 159.9 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypogteno pro
Ci15H20NgO3 (368.40) [M + H]* 369.1670, naméfeno 369.1666.

6.2.5.2 1-(2,4-dimethoxybenzyl)-4-(pyridin-4-yldiazenyl)-1H-pyrazol-3,5-diamin
(30; Dmb-pyridin-pyrazol)

282 mg, 80%,; Cervena krystalicka latka; t.t. = 200-202 °C; IR (Cm'l) 3460, 6401, 3265, 3146,

3074, 2927, 2835, 1650, 1613, 1586, 1553, 1511, 1466, 1415, 1395, 1332, 1296, 1209, 1195,

1102, 1035, 996, 935, 829, 566; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 8.50 (d, J=5.9 Hz, 2H),
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7.65 (s, 1H), 7.58 (d, J=5.9 Hz, 2H), 6.94 (s, 1H), 6.82 (d, J=8.2 Hz, 1H), 6.58 (d, J=2.4 Hz,
1H), 6.48 (dd, J=2.4, 8.2 Hz, 1H), 6.20 (s, 1H), 5.52 (br s, 1H), 4.83 (d, J=9.0 Hz, 2H), 3.80
(s, 3H), 3.74 (s, 3H) ppm; Smés izomeri: *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 44.3, 44.8,
55.2, 55.5, 98.3,104.5, 114.6, 114.7, 116.2, 116.4, 116.6, 116.7, 128.9, 129.0, 139.6, 146.3,
149.0, 150.3, 153.5, 157.5, 158.8, 158.8, 160.1, 160.1 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno
pro C17H19N;O, [M+H]+ (353.16) 354.1673, naméteno 354.1677.

6.2.5.3 1-(2,4-dimethoxybenzyl)-4-((4-((triisopropylsilyl)oxy)fenyl)
diazenyl)-1H-pyrazol-3,5-diamin (32; Dmb-TIPS-pyrazol)
367 mg, 70%; zluta krystalicka latka; t.t. = 156-158 °C; IR (cm™) 3432, 3370, 3270, 3193,
3154, 2944, 2865, 1614, 1595, 1567, 1511, 1491, 1463, 1420, 1392, 1366, 1295, 1268, 1206,
1157, 1116, 1027, 907, 843, 826, 688, 672, 542; *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & = 7.60 (d,
J=8.8 Hz, 2H), 6.88 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.75 (d, J=8.4 Hz, 1H), 6.57 (d, J=2.4 Hz, 1H), 6.46
(dd, J=2.4, 8.4 Hz, 1H), 5.76 (br s, 2H), 5.29 (br s, 2H), 4.81 (s, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.73 (s,
3H), 1.33 - 1.18 (m, 3 H), 1.07 (d, J=7.0 Hz, 18H) ppm; **C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 =
12.1, 17.7, 44.3, 55.2, 55.5, 98.2, 104.5, 113.3, 117.3, 119.7, 121.7, 128.7, 148.0, 154.5,
157.3, 159.9 ppm.

6.2.6 Obecny postup pro reakci prislusného pyrazolu s Boc anhydridem

K roztoku pyrazolu 1 (218 mg, 1.00 mmol; pro syntézu 36) v suchém DMF (2 ml) nebo 24
(374 mg, 1.00 mmol; pro 38) v suchém DMF (6 ml) byl za chlazeni 2-5 °C piikapan di-tert-
butyl dikarbonat (0.240 ml, 1.05 mmol; pro syntézu 36 nebo 38) ziedény suchym DMF (1
ml). Pro syntézu 31: k roztoku slouéeniny 29 (368 mg, 1.00 mmol) v suchém pyridinu (5 ml)
byl ptikapan roztok di-tert-butyl dikarbonatu (0.343 ml, 1.50 mmol) v suchém pyridinu (1 ml)
pti 2-5 °C; pro syntézu 27: k roztoku pyrazolu 26 (338 mg, 1.00 mmol) v suchém pyridinu (5
ml) byl za chlazeni 2-5 °C ptidan di-tert-butyl dikarbonat (345 pl, 1.50 mmol); pro syntézu
37: k roztoku pyrazolu 1 (218 mg, 1.00 mmol) v suchém pyridinu (6 ml) byl za chlazeni 2-5
°C ptikapan di-tert-butyl dikarbonat (0.460 ml, 2.00 mmol) zfedény suchym pyridinem (2
ml); pro syntézu 39: k suspenzi pyrazolu 28 (203 mg, 1.0 mmol) v pyridinu (6 ml) byl pii 0-5
°C ptikapan di-tert-butyl bikarbonat (230 ul, 1.00 mmol). Reakéni smés byla michana za
laboratorni teploty po dobu 18 h. Poté byla reakéni smés nakapana do ledové vody (15 ml;
pokud reakce probihala v DMF) nebo rozpoustédlo (pokud pyridin) odpaieno na vakuové
rotacni odparce, zbyly odparek byl nafedén metanolem (5 ml) a nakapan do ledové vody (25

ml). Srazenina byla odpatena, promyta vodou a susena volné na vzduchu.
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6.2.6.1 tert-butyl (4-((3,5-diamino-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-
ylhdiazenyl)fenyl) karbonat (27; PMB-Boc-pyrazol)

389 mg (89%); zluta krystalicka latka; t.t. = 172-174 °C; IR (cm™) 3424, 3321, 3264, 3144,
2977, 2936, 1755, 1607, 1572, 1514, 1492, 1395, 1372, 1297, 1281, 1251, 1238, 1170, 1027,
891, 849, 824, 782, 742, 536; 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 = 7.71 (d, J=8.8 Hz, 2H),
7.20 (dd, J=2.3, 8.7 Hz, 4H), 6.90 (d, J=8.8 Hz, 2H), 4.88 (s, 2H), 3.72 (s, 3H), 1.50 (s, 9H)
ppm; **C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & = 27.2, 55.0, 83.1, 113.7, 121.1, 121.5, 128.8, 129.2,
149.0, 151.2, 151.3, 158.5 ppm.

6.2.6.2 tert-Butyl (4-((3,5-diamino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-
yl)diazenyl) fenyl) karbonat (31; Dmb-Boc-pyrazol)

Ziskany odparek byl purifikovan flash chromatografii (CHCIl3/MeOH 80:1) a poskytl Cisty
karbonat 31 (440 mg, 94% surového produktu; 327 mg, 70% po chromatografii): zluta
krystalicka latka, t.t. = 172-174 °C, R¢ = 0.14 (80:1); IR (cm™) 3419, 3338, 3285, 2967, 2923,
1745, 1621, 1593, 1575, 1560, 1509, 1488, 1422, 1384, 1341, 1272, 1257, 1209, 1149, 1120,
1045, 828; *H NMR (400 MHz, DMF-d;) & = 7.78 (dd, J=2.0, 8.9 Hz, 2H), 7.38 (br s, 1H),
7.27 (dd, J=2.0, 8.9 Hz, 2H), 6.91 (d, J=8.4 Hz, 1H), 6.68 (br s, 1H), 6.63 (d, J=2.5 Hz, 1 H),
6.52 (dd, J=2.5, 8.4 Hz, 1 H), 6.04 (br s, 2H), 5.38 (br s, 2H), 4.94 (br s, 2H), 3.89 (s, 3H),
3.81 (s, 3H), 1.55 (s, 9H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMF-d;) & = 27.2, 45.0, 55.2, 55.5,
83.3, 984, 104.7, 114.9, 117.7, 121.4, 121.9, 129.0, 139.8, 146.9, 149.0, 149.9, 152.0, 152.2,
153.9, 157.9, 160.8 ppm; *H NMR (400 MHz, DMF-d;) (65 °C) & = 7.74 (d, J=8.8 Hz, 2H),
7.24 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.00 (d, J=8.1 Hz, 1H), 6.75 (br s, 2H), 6.64 (d, J=2.2 Hz, 1H), 6.54
(d, J=8.1 Hz, 1H), 5.52 (br s, 2H), 4.94 (br s, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 1.57 (s, 9H)
ppm; C NMR (101 MHz, DMF-d;) 6 = 27.4, 45.0, 55.4, 55.7, 83.3, 98.8, 105.2, 115.1,
117.9, 1215, 121.7, 129.5, 143.3, 150.2, 151.5, 152.0, 152.3, 158.2, 161.0 ppm; HRMS
(HESI, m/z) vypoéteno pro Co3H2sNsOs (468.52) [M + H]" 469.2194, naméfeno 469.2188.

6.2.6.3 tert-butyl 3,5-diamino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-
karboxylat (36; Boc-pyrazol)

Surovy 36 byl purifikovan flash chromatografii (CHCl3/MeOH 40:1) a poskytl ¢isty produkt
(314 mg, 99% surového produktu; 228 mg, 72% po chromatografii): zluta krystalicka latka.
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Alternativni postup z jiné vychozi latky:

K roztoku 38 (200 mg, 0.42 mmol) v methanolu (40 ml) byl pfidan tetrabutylammonium
fluorid hydrat (TBAF; 110 mg, 0.42 mmol). Reakéni smés byla michana za laboratorni
teploty po dobu 18 h. Poté bylo rozpoustédlo odpaieno na vakuové rota¢ni odparce a ziskany
odparek byl nafedén methanolem (5 ml). Roztok byl nakapan do ledové vody (25 ml).
Srazenina byla odfiltrovana a susena voln¢ na vzduchu. 122 mg, 91%: Zlut4 krystalicka latka,
tt. = 114-116 °C, IR (cm™) 3442, 3312, 2979, 1722, 1620, 1566, 1498, 1424, 1369, 1312,
1286, 1260, 1148, 840, 799, 759, 535; Ry = 0.23; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 9.75 (br
s, 1H), 7.63 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.59 (br s, 2H), 6.79 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.02 (br s, 2H), 1.53 (s,
9H); *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) § = 28.2, 84.0, 112.6, 115.9, 123.0, 145.4, 146.4, 150.7,
152.1, 158.6 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro C14H1gNsO3 (318.33) [M+H]* 319.1515,
naméieno 319.1515.

6.2.6.4 tert-butyl 3,5-diamino-4-((4-((tert-butoxykarbonyl)oxy)fenyl)diazenyl)-
1H-pyrazol-1-karboxylat (37; diBoc-pyrazol)

392 mg, 94%; zluta krystalicka latka; t.t. = 148-150 °C; IR (cm'l) 3444, 3418, 3376, 3343,
3260, 3195, 3156, 2985, 2934, 1754, 1712, 1625, 1567, 1489, 1421, 1368, 1318, 1274, 1256,
1143, 894, 805, 785; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) 6 = 7.82 (br s, 2H), 7.80 (d, J=8.8 Hz,
2H), 7.23 (d, J=8.8, 2H), 6.15 (br s, 2H), 1.54 (s, 9H), 1.48 (s, 9H) ppm; *C NMR (101 MHz,
DMSO-dy) 6 = 27.7, 28.2, 83.7, 84.3, 113.6, 122.3, 122.3, 149.7, 150.1, 150.5, 150.6, 151.2,
151.6 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CioHzsNgOs (418.45) [M+H]* 419.2037,
nameteno 419.2037.

6.2.6.5 tert-butyl 3,5-diamino-4-((4-((triisopropylsilyl)oxy)fenyl)diazenyl)-1H-
pyrazol-1-karboxylat (38; Boc-TIPS-pyrazol)

365 mg, 77%: 7luta krystalické latka, t.t = 88-90 °C, IR (cm™) 3438, 3373, 3278, 3201, 3164,
2943, 2866, 2021, 1716, 1637, 1596, 1570, 1493, 1422, 1370, 1313, 1261, 1154, 907, 882,
842, 683; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 7.69 (br s, 2H), 7.68 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.89 (d,
J=8.8 z, 2H), 6.07 (br s, 2H), 1.53 (s, 9H), 1.24 (sxt, J=7.5 Hz, 3H), 1.06 (s, 9H), 1.04 (s, 9H)
ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 12.5, 18.2, 28.2, 84.1, 113.0, 120.3, 122.9, 146.5,
148.0, 150.7, 152.1, 156.0 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypocteno pro Cy3H3sNgO3Si (474.28)
[M+H]" 475.2847, naméfeno 475.2851.
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6.2.6.6 tert-butyl 3,5-diamino-4-(pyridin-4-yldiazenyl)-1H-pyrazol-1-karboxylat
(39; Boc-pyridin-pyrazol)

275 mg (91%); 7luta krystalickd latka; t.t. =150-152 °C; IR (cm™) 3440, 3264, 3156, 2982,
1706, 1638, 1571, 1515, 1496, 1480, 1422, 1349, 1256, 1148, 994, 898, 831, 788, 764, 564;
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 8.58 (dd, J=1.6, 4.7 Hz, 2H), 8.09 (br s, 2H), 7.69 (d,
J=4.7 Hz, 2H), 6.52 (br s, 1H), 6.13 (br s, 1 H), 1.55 (s, 9H) ppm; *C NMR (101 MHz,
DMSO-dg) 6 = 27.7, 84.1, 115.0, 141.5, 149.6, 150.0, 150.4, 150.6, 157.9 ppm; HRMS
(HESI, m/z) vypocteno pro Ci13H17N;O; [M+H]+ (303.14) 304.1517, naméteno 304.1514.

6.2.7 Obecny postup pro Nosylaci amino skupiny pyrazolt

K rozotku pyrazolu (31 pro syntézu 33: 468 mg, 1.00 mmol; 32 pro syntézu 35: 524 mg, 1.00
mmol) v suchém pyridinu (10 ml) byla za chlazeni 2-5 °C pfidana jemna suspenze 4-
nitrobenzensulfonylchloridu (332 mg, 1.50 mmol) v DCM (3 ml). Doslo k barevné zméné¢:
zluty roztok z¢ervenal. Reakéni smés byla michéna za laboratorni teploty po dobu 18 hodin.
Poté bylo rozpoustédlo odpatfeno na vakuové rotac¢ni odparce. Ziskany odparek byl nafedén
methanolem (10 ml) a tento roztok byl za chlazeni a michani nakapan do ledové vody (50 ml).

Vznikla srazenina 33/35 byla odfiltrovana a suSena na volné na vzduchu.

6.2.7.1 4-((5-amino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-3-(4-nitrofenylsulfonamido)-1H-
pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl tert-butyl karbonat (33; Dmb-Boc-Nos-
pyrazol)

620 mg, 95%: zluto-hndda krystalickd latka, t.t. = 90-92 °C; IR (cm™) 3433, 3332, 3104,
2979, 2938, 2838, 2362, 1758, 1614, 1530, 1509, 1468, 1349, 1273, 1210, 1146, 1033, 842,
738, 602, 551, 464; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 8.26 (d, J=8.8 Hz, 2H), 8.06 (d,
J=8.8 Hz, 2H), 7.68 (d, J=9.2 Hz, 2H), 7.31 (br s, 2H), 7.23 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.61 (d, J=8.8
Hz, 1H), 6.55 (d, J=2.2 Hz, 1H), 6.42 (dd, J=2.6, 8.3 Hz, 1H), 4.91 (s, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.75
(s, 3H), 1.51 (s, 9H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 27.3, 44.9, 55.2, 55.5, 83.3,
98.4,104.2, 115.8, 116.2, 121.7, 124.0, 126.9, 128.8, 128.9, 140.0, 142.3, 146.1, 149.4, 150.1,
150.2, 151.1, 157.5, 160.2 ppm.
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6.2.7.2 N-(5-amino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-4-((4-((triisopropylsilyl)
oxy)fenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-3-yl)-4-nitrobenzenesulfonamid (35;
Dmb-Nos-TIPS-pyrazol)

674 mg, 95%: oranzova krystalicka latka, t.t. = 90-92 °C; IR (cm™) 3428, 3330, 3106, 2945,
2867, 2344, 1614, 1595, 1532, 1508, 1465, 1391, 1349, 1266, 1209, 1170, 909, 846, 739, 684,
548, 489; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 8.27 (d, J=8.8 Hz, 2H), 8.06 (d, J=8.8 Hz, 2H),
7.47 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.30 (br s, 1H), 7.14 (br s, 2H), 6.87 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.60 (d, J=8.3
Hz, 1H), 6.56 (d, J=2.2 Hz, 1H), 6.42 (dd, J=2.4, 8.6 Hz, 1H), 4.92 (s, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.75
(s, 3H), 1.33 - 1.20 (m, 3H), 1.08 (d, J=7.5 Hz, 18H) ppm; **C NMR (101 MHz, DMSO-ds) &
=12.1, 17.7, 44.9, 55.2, 55.5, 98.4, 104.2, 115.6, 116.3, 119.7, 122.3, 124.0, 128.7, 128.8,
130.1, 146.4, 146.9, 149.3, 150.6, 155.7, 157.4, 160.2 ppm.

6.3 Acylované pyrazoly v roztoku

6.3.1 Acyl na endocyklickém dusiku pyrazolu

6.3.1.1 Obecny postup acylace 4-((3,5-diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenolu
Postup A (acyl chloridy):

K roztoku 4-((3,5-diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenol 1 (218 mg, 1.0 mmol) v suchém
pyridinu (5 ml) byl za chlazeni 2-5 °C ptikapan ziedény acyl chlorid (1 mmol v 0.5 ml DCM).
Reakéni smés byla michana pti 2-5 °C po dobu 30 minut a pak za laboratorni teploty po dobu
18 hodin. Poté bylo rozpoustédlo odpafeno na vakuové rotacni odparce. Ziskany odparek byl
nafedén methanolem (10 ml) a tento roztok byl za chlazeni a michani nakapan do ledové vody

(50 ml). Vznikla srazenina 40a-e byla odfiltrovana a suSena na volné na vzduchu.

Postup B (DIC protokol):

K roztoku kyseliny (2.00 mmol; pro 40a: benzoova kyselina (244 mg, 2.00 mmol), pro 40b:
4-nitrobenzoova kyselina (334 mg, 2.00 mmol), pro 40c: thiofen-2-karboxylova kyselina (256
mg, 2.00 mmol), pro 40d: octova kyselina (114 ul, 2.00 mmol)) v suchém THF (4 ml) byl
ptidan N,N'-diisopropylkarbodiimid (DIC; 155 pl, 1.00 mmol). Reakéni smés byla michana za
laboratorni teploty po dobu 10 min. Poté byl za chlazeni 2-5 °C ptikapan roztok pyrazolu 1
(218 mg, 1.00 mmol), triethylaminu (TEA; 139 ul, 1 mmol) and 4-dimethylaminopyridinu
(DMAP; 24 mg, 0.20 mmol) v suchém THF (2 ml). Reakéni smés byla za laboratorni teploty
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michana po dobu 18 h. Poté bylo rozpoustédlo odpaieno na vakuové rotacni odparce. Ziskany
odparek byl nafedén methanolem (3 ml) a tento roztok byl za chlazeni a michani nakapan do
ledové vody (15 ml). Vznikla srazenina 40a-d byla odfiltrovana a suSena na volné na

vzduchu.

6.3.1.1.1 (3,5-Diamino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)(fenyl)
methanon (40a)

Postup A: 260 mg, 81%: Zluté krystalicka latka.

Postup B: 196 mg, 61%: Zluta krystalicka latka, t.t. = 194-196 °C; IR (cm™) 3291, 3210,
3170, 3059, 1689, 1660, 1626, 1570, 1496, 1414, 1368, 1280, 1217, 840, 816, 695; 'H NMR
(300 MHz, DMSO-dg) 6 =9.82 (s, 1H), 8.08 (br s, 2H), 7.96 (d, J=7.0 Hz, 2H), 7.71 (d, J=8.4
Hz, 2H), 7.62 - 7.46 (m, 3H), 6.84 (d, J=8.4 Hz, 2H), 6.18 (br s, 2H) ppm. *C NMR (101
MHz, DMSO-dg) 6 = 112.3, 115.4, 122.7, 127.6, 130.0, 131.6, 133.3, 145.8, 146.1, 152.5,
158.1, 169.0 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CisH14NgO2 (322.33) [M + HJ*
323.1251, naméfeno 323.1252.

6.3.1.1.2 (3,5-Diamino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)(4-nitrofenyl)
methanon (40b)
Postup A: 359 mg, 98%: oranzova krystalicka latka.

Postup B: 264 mg, 72%: Zluta krystalicka latka, t.t. = 238-240 °C; IR (cm™) 3297, 3175,
3114, 3041, 1662, 1632, 1591, 1571, 1518, 1498, 1477, 1415, 1349, 1273, 840, 813, 712; *H
NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 = 9.82 (s, 1H), 8.33 (d, J=8.8 Hz, 2H), 8.13 (d, J=8.8 Hz, 2H),
7.72 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.83 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.27 (br s, 2H) ppm. *C NMR (75 MHz,
DMSO-dg) & = 112.3, 115.5, 122.8, 122.9, 131.0, 139.5, 146.1, 148.8, 152.9, 158.3, 167.4
ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CigH13N704 (367.33) [M + H]" 368.1102, naméieno
368.1117.

6.3.1.1.3 (3,5-Diamino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)(thiofen-2-yl)
methanon (40c)

Postup A: Surovy produkt byl purifikovan flash chromatografii (CHCls/MeOH 40:1) a
poskytl cisty methanon 40c (325 mg, 99% surového produktu; 134 mg, 41% po

chromatografii): zluta krystalicka latka.
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Postup B: 224 mg, 68%: zluta krystalicka latka, t.t. = 220-222 °C; Ry = 0.34, IR (cm™) 3411,
1649, 1618, 1590, 1566, 1502, 1409, 1381, 1227, 839, 812, 729, 607; *H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) & = 9.81 (br s, 1H), 8.31 (d, J=2.7 Hz, 1H), 8.15 — 8.05 (m, 3H), 7.71 (d, J=8.6 Hz,
2H), 7.26 (t, J=4.4 Hz, 1H), 6.83 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.34 (br s, 2H) ppm; **C NMR (101
MHz, DMSO-d;) & = 112.8, 115.9, 123.3, 127.6, 133.5, 137.5, 138.3, 145.8, 146.5, 152.9,
158.7, 161.2 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CisH1oNgO2S (328.35) [M + H]*
329.0815, naméfeno 329.0812.

6.3.1.1.4 1-(3,5-Diamino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)ethanon
(40d)
Postup A: Surovy produkt byl purifikovan flash chromatografii (CHCl3/MeOH 30:1) a

poskytl ¢isty ethanon 40d (146 mg, 56% surového produktu; 94 mg, 36% po chromatografii):
zlutd krystalicka latka

Postup B: 107 mg, 41%: Zluté krystalicka latka

Alternativni postup 1:

K roztoku pyrazolu 1 (218.2 mg, 1.00 mmol) v DMF (2 ml) byla ptidana Meldrumova
kyselina (2,2-dimethyl-1,3-dioxane-4,6-dion; 144.1 mg, 1.00 mmol). Reakéni smés byla
michana pti 60 °C po dobu 6 h. Poté byla reakéni smés nakapana do ledové vody (10 ml).

Srazenina byla odsata a suSena volné na vzduchu. 161.0 mg, 62%: zluta krystalicka latka.

Alternativni postup 2

K roztoku pyrazolu 1 (218.2 mg, 1.00 mmol) v DMF (2 ml) byl ptidan acetanhydrid (94.4 pl,
1.00 mmol). Reakéni smés byla michana pii 60 °C po dobu 6 h. Poté byla reakéni smés
nakapana do ledové vody (10 ml). Srazenina byla odsata a suSena voln¢ na vzduchu. 254.7

mg, 98%: zluta krystalicka latka.

Alternativni postup 3:

K roztoku pyrazolu 1 (218.2 mg, 1.00 mmol) v pyridin (2 ml) byl ptikapan acetyl chlorid
(71.1 pL, 1.00 mmol) pfi 5 °C. Reak¢ni smés byla michéna za laboratorni teploty po dobu 6
h. Poté byla reak¢ni smés ptikapana do ledové vody (10 ml). Srazenina byla odsata a susena

volné na vzduchu. 136.1 mg, 52%: zluta krystalicka latka.
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Alternativni postup 4:

K roztoku kyseliny octové (57 ul, 1.00 mmol) v suchém DMF (1 ml) byl pfidan N,N"-
diisopropylcarbodiimide (DIC; 155 ul, 1.00 mmol) a 1-hydroxybenzotriazol hydrat (HOBE;
153 mg, 1.00 mmol). Reak¢éni smés byla michdna za laboratorni teploty po dobu 10 min. Poté
byl k reak¢ni smési piikapan roztok pyrazolu 1 (218 mg, 1.00 mmol) v suchém DMF (2 ml).
Reak¢ni smés byla michana za laboratorni teploty pod dobu 18 h. Poté byl roztok nakapan do
ledové vody (15 ml). Srazenina byla odfiltrovana a suSena volné na vzduch. 114 mg, 44%:
7luta krystalicka latka; t.t. = 228-230 °C; Ry = 0.17; IR (cm™) 3423, 3291, 3208, 1678, 1598,
1576, 1499, 1422, 1266, 1220, 1158, 1137, 1099, 842, 810; *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) &
=9.76 (br s, 1H), 7.88 (br s, 2H), 7.67 (d, J=8.4 Hz, 2H), 6.82 (d, J=8.4 Hz, 2 H), 6.15 (br s,
2H), 2.42 (s, 3H) ppm; *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & = 22.9, 112.4, 115.4, 122.7, 144.7
(br s), 146.0, 152.0 (br s), 158.1, 172.5 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypocteno pro C11H12N6O2
(260.26) [M + H]" 261.1095, naméfeno 261.1093.

6.3.1.1.5 Ethyl 3,5-diamino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-karboxyldt
(40e)

Surovy produkt byl purifikovan flash chromatografii (CHCIl3/MeOH 20:1) a poskytl Cisty
ethyl karboxylat 40e (264 mg, 91% surového produktu; 187 mg, 65% po chromatografii):
7luta krystalicka latka, t.t. = 234-236 °C; R¢ = 0.25; IR (cm™) 3488, 3416, 3395, 3375, 3290,
1720, 1620, 1601, 1555, 1499, 1467, 1449, 1428, 1375, 1311, 1287, 1138, 841, 750, 537; *H
NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 = 9.75 (br s, 1H), 7.66 (d, J=8.6 Hz, 3H), 6.82 (d, J=8.6 Hz,
2H), 6.06 (br s, 2H), 4.33 (q, J=7.1 Hz, 2H), 1.31 (t, J=7.1 Hz, 3H) ppm; **C NMR (75 MHz,
DMSO-dg) 8 = 14.1, 63.0, 112.2, 115.4, 122.6, 146.0, 151.3, 152.0 (br s), 158.0 ppm; HRMS
(HESI, m/z) vypoéteno pro C12H14NgO3 (290.28) [M + H]* 291.1200, naméieno 291.1200.

6.3.1.1.6 N,N™-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-3,5-
diyl)dibenzamid (59)
4-((3,5-Diamino-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenol 26 (338 mg, 1.00
mmol) byl rozpustén v suchém pyridinu (3 ml) a k tomuto roztoku byl za chlazeni 2-5 °C
ptikapan benzoyl chlorid (256 ul, 2.20 mmol). Reak¢éni smés byla michana za laboratorni
teploty po dobu 18 hodin. Poté bylo rozpoustédlo odpafeno na vakuové rotacni odparce.
Ziskany odparek byl nafedén methanolem (3 ml) a tento roztok byl za chlazeni a michani

nakapan do ledové vody (15 ml). Vznikla srazenina byla odfiltrovana a susSena volné na
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vzduchu. Surovy produkt byl purifikovan flash chromatografii (CHCIl;/MeOH 60:1) a poskytl
Cisty dibenzamid 59; (464 mg, 85% surového produktu; 372 mg, 68% po chromatografii):
7luta krystalicka latka, t.t. = 82-84 °C; Ry = 0.27; IR (cm™) 3313, 1731, 1680, 1624, 1601,
1577, 1544, 1514, 1412, 1389, 1267, 1248, 1192, 1178, 1062, 707; *H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 6 = 10.53 (br s, 1H), 8.14 (d, J=7.1 Hz, 2H), 7.98 (d, J=6.6 Hz, 2H), 7.75 (d, J=6.8
Hz, 2H), 7.65 - 7.50 (m, 6 H), 7.41 (br s, 1H), 7.36 (d, J=8.6 Hz, 2 H), 7.27 (d, J=7.7 Hz, 2
H), 6.94 (d, J=7.9 Hz, 2 H), 6.70 (br s, 1H), 5.14 (br s, 2 H), 3.74 (s, 3 H); **C NMR (75
MHz, DMSO-dg) 6 = 49.2, 55.1, 113.9, 121.7, 122.5, 127.6, 128.6, 128.7, 128.9, 129.0, 129.8,
131.8, 134.0, 134.1, 150.1, 150.8, 158.7, 164.6; HRMS (HESI, m/z) vypocéteno pro
C31H26N604 (546.59) [M + H]* 547.2088, naméieno 547.2086.

6.3.2 Acyl na exocyklickém dusiku pyrazolu (na aminoskupiné)

6.3.2.1 Obecny postup pro acylaci tert-butyl 3,5-diamino-4-((4-((tert-
butoxykarbonyl)oxy)fenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-karboxylatu 37

K roztoku 37 (200 mg, 0.48 mmol) v suchém pyridinu (4 ml) byl ptikapan/pfidan acyl chlorid
(pro 44a: benzoyl chlorid (62 pl, 0.53 mmol) ztedény DCM (1 ml); pro 44b: 4-nitrobenzoyl
chlorid (98 mg, 0.53 mmol); pro 44c: thiophene-2-carbonyl chlorid (57 ul, 0.53 mmol ziedény
DCM (1 ml); pro 44d: acetyl chlorid (68 ul, 0.96 mmol) ziedény DCM (1 ml); pro 44e: ethyl
carbonochloridat (91 ul, 0.96 mmol) ztedény DCM (1 ml)) pii teploté 2-5 °C. Reak¢ni smés
byla michéna za laboratorni teploty po dobu 18 h. Poté bylo rozpoustédlo odpatfeno na
vakuové rotacni odparce a ziskany odparek byl rozpustén v methanolu (3 ml). Methanolicky
roztok byl nakapan do ledové vody (15 ml). SraZenina byla odfiltrovana a susenav volné na

vzduchu.

6.3.2.1.1 Tert-butyl 5-amino-3-benzamido-4-((4-tert-
butoxykarbonyl)oxy)fenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-karboxyladt (44a)

242 mg, 97%: Zluta krystalické latka, t.t. = 100-102 °C; IR (cm™) 3446, 3312, 3239, 2981,
2934, 1758, 1728, 1689, 1626, 1584, 1538, 1494, 1424, 1393, 1371, 1353, 1330, 1274, 1257,
1222, 1145, 893, 842, 784, 702, 637; *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 10.17 (s, 1H), 8.05
(br s, 2H), 7.99 (d, J=7.1, 2H), 7.69 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.55 (d, J=7.1 Hz, 2H), 7.48 (t, J=7.1
Hz, 1H), 7.25 (d, J=8.8 Hz, 2H), 1.59 (s, 9H), 1.47 (s, 9H) ppm; C NMR (101 MHz,
DMSO-dy) 6 = 27.7, 28.1, 83.9, 85.9, 116.1, 122.4, 122.5, 128.2, 129.1, 129.7, 133.9, 144.2,
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146.7, 150.0, 150.7, 151.1, 151.5, 166.0 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CasH3oNgOs
(522.55) [M+H]"523.2300, namé&feno 523.2302.

6.3.2.1.2 Tert-butyl 5-amino-4-((4-tert-butoxykarbonyl)oxy)fenyl)diazenyl)-3-(4-
nnitrobenzamido)-1H-pyrazol-1-karboxyldt (44b)

266 mg, 98%: Zluta krystalicka latka, t.t. = 120-122 °C; IR (cm™) 3449, 3321, 2983, 2936,
1758, 1728, 1696, 1605, 1585, 1530, 1424, 1394, 1371, 1331, 1275, 1222, 1145, 847, 786,
712; *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 11.08 (s, 1H), 8.37 (d, J=8.7 Hz, 2H), 8.20 (d, J=8.7
Hz, 2H), 8.06 (br s, 2H), 7.69 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.25 (d, J=8.8 Hz, 2H), 1.59 (s, 9H), 1.49 (s,
9H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 27.7, 28.1, 83.9, 86.0, 116.1, 122.5, 122.5,
124.2, 129.8, 139.5, 144.0, 146.3, 149.9, 150.0, 150.7, 151.2, 151.5, 164.8 ppm; HRMS
(HESI, m/z) vypocteno pro CpsH29N;Og (567.55) [M-H] 566.1994, naméteno 566.1987.

6.3.2.1.3 Tert-butyl 5-amino-4-((4-tert-butoxykarbonyl)oxy)fenyl)diazenyl)-3-
(thiofen-2-karboxamido)-1H-pyrazol-1-karboxyldt (44c)

247 mg, 98%: zluta krystalicka latka, t.t. = 116-118 °C; IR (cm™) 34447, 3320, 2980, 2935,
1758, 1730, 1675, 1625, 1586, 1539, 1422, 1393, 1371, 1328, 1274, 1257, 1222, 1145, 1010,
824, 784, 740, 657, 575, 533; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 10.78 (s, 1H), 8.05 (br s,
2H), 8.00 (d, J=3.8 Hz, 1H), 7.88 (d, J=5.2 Hz, 1H), 7.70 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.67 (t, J=3.8 Hz,
1H), 7.26 (d, J=8.8 Hz, 2H), 1.58 (s, 9H), 1.47 (s, 9H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d,)
0=27.7,28.1,83.9,85.9, 116.2, 122.5, 128.8, 130.5, 132.9, 139.2, 143.8, 146.5, 149.9, 150.7,
151.2, 151.5, 160.7 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro Ca4H2sNsO6S (528.58) [M+H]"
529.1864, naméieno 529.1863.

6.3.2.1.4 Tert-butyl 3-acetamido-5-amino-4-((4-tert-
butoxykarbonyl)oxy)fenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-karboxylat (44d)

218 mg, 99%: luta krystalickd latka, t.t. = 96-98 °C; IR (cm™) 3449, 3302, 2981, 2935, 1759,
1728, 1694, 1614, 1584, 1536, 1476, 1425, 1393, 1372, 1310, 1274, 1257, 1224, 1145, 1010,
893, 844, 820, 784, 761, 657, 589, 535; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 10.08 (s, 1H),
8.03 (brs, 2H), 7.79 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.28 (d, J=8.8 Hz, 2H), 2.12 (s, 3H) 1.57 (s, 9H), 1.48
(s, 9H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 23.8, 27.7, 28.1, 83.9, 85.7, 115.4, 122.4,
122.6, 143.0, 146.9, 150.0, 150.8, 151.1, 151.5, 169.4 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypocteno
pro C,1H2sNeOs (460.48) [M+H]" 461.2143, naméteno 461.2144.
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6.3.2.1.5 Tert-butyl 5-amino-4-((4-tert-butoxykarbonyl)oxy)fenyl)diazenyl)-3-
((ethoxykarbonyl)amino-1H-pyrazol-1-karboxyldt (44e)

229 mg, 98%: zlut4 krystalicka latka, t.t. = 80-82 °C; IR (cm™) 3449, 3317, 2982, 2936, 1758,
1729, 1618, 1554, 1477, 1395, 1371, 1325, 1274, 1258, 1222, 1205, 1145, 1048, 844, 766,
583, 536; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 9.71 (s, 1H), 8.32 (br s, 2H), 7.79 (d, J=8.8 Hz,
2H), 7.28 (d, J=8.8 Hz, 2H), 4.09 (q, J=7.0 Hz, 2H), 1.57 (s, 9H), 1.48 (s, 9H), 1.18 (t, J=7.0
Hz, 3H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 14.9, 27.7, 28.1, 61.2, 83.9, 85.7, 115.3,
122.4, 122.6, 143.2, 146.7, 150.0, 150.8, 151.1, 151.5, 153.6 ppm; HRMS (HESI, m/z)
vypocteno pro CzoH3oNgO7 (490.51) [M+H]+491.2249, naméfeno 491.2268.

6.3.2.2 Obecny postup acylace tert-butyl (4-((3,5-diamino-1-(2,4-
dimethoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl) karbonatu

K roztoku slouceniny 31 (300 mg, 0.640 mmol) v suchém pyridinu (6 ml) byl
ptikapan/pfidan acyl chlorid (pro 45a: benzoyl chloride (0.082 ml, 0.706 mmol) nafedén
DCM (1 ml); pro 45b: 4-nitrobenzoyl chloride (131 mg, 0.708 mmol); pro 45c: thiofen-2-
karbonyl chlorid (0.075 ml, 0.701 mmol) nafedén v DCM (0.5 ml); pro 45d: acetyl chloride
(0.090 ml, 1.26 mmol) nafedén DCM (1.5 ml) pro 45e: ethyl karbonochloridat (0.067 ml,
0.704 mmol) nafedén DCM (6 ml)) za chlazeni 2-5 °C. Reakéni smés byla michana za
laboratorni teploty po dobu 18 hodin. Poté bylo rozpoustédlo odpafeno na vakuové rotacni
odparce. Ziskany odparek byl nafedén methanolem (3 ml) a tento roztok byl za chlazeni a
michani nakapan do ledové vody (15 ml). Vznikla srazenina 45a-e byla odfiltrovana a susena

na volné na vzduchu.

6.3.2.2.1 4-((5-Amino-3-benzamido-1-(2,4-dimethoxybenzyl-1H-pyrazol-4-
yh)diazenyl)fenyl tert-butyl karbondt (45a)

349 mg, 95%; 7luta krystalicka latka, t.t. = 110-112 °C; IR (cm™) 3316, 2979, 2837, 1757,
1689, 1614, 1575, 1540, 1391, 1273, 1210, 1147, 1035, 824, 704; 'H NMR (300 MHz,
DMSO-ds) & = 10.49 (br s, 1H), 7.96 (d, J=7.1 Hz, 2H), 7.69 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.63 — 7.50
(m, 3H), 7.28 (br s, 1H), 7.25 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.84 (d, J=8.3 Hz, 1H), 6.61 (d, J=2.0 Hz,
1H), 6.51 (dd, J=2.0, 8.3 Hz, 1H), 5.06 (s, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 1.49 (s, 9H) ppm;
3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & = 27.2, 45.0, 55.3, 55.6, 83.3, 98.4, 104.6, 116.6, 116.8,
121.6, 121.9, 127.6, 128.5, 129.0, 129.3, 131.8, 134.0, 141.9 (br s), 150.1, 150.7, 151.1,
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157.5, 160.2 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CsHzoNgOs (572.63) [M + H]*
573.2456, naméieno 573.2453.

6.3.2.2.2 4-((5-Amino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-3-(4-nitrobenzamido)-1H-pyrazol-4-
yhdiazenyl)fenyl tert-butyl karbondt (45b)

380 mg, 96%: oranzovo-hn&da krystalicka latka, t.t. = 126-128 °C; IR (cm™) 3437, 3341,
3109, 2976, 1756, 1726, 1639, 1616, 1603, 1581, 1541, 1389, 1344, 1273, 1209, 1145, 820,
782, 711; *H NMR (400 MHz, DMF-d;) & = 10.86 (br s, 1H), 8.46 (m, 2H), 8.31 (m, 2H),
8.02 (s, 1H), 7.81 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.40 (s, 1H), 7.31 (d, J=8.2 Hz, 2H), 6.93 (d, J=8.2 Hz,
1H), 6.66 (s, 1H), 6.54 (dd, J=2.4, 8.4 Hz, 1H), 5.16 (s, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 1.54
(s, 9H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMF-d;) & = 27.2, 45.5, 55.3, 55.5, 83.5, 98.5, 104.8,
117.1, 122.1, 124.0, 129.1, 129.5, 131.1, 137.2, 140.6, 142.9, 149.9, 151.0, 151.4, 151.9,
158.1, 161.0, 164.2, 166.2 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypo&teno pro CsoHsN7Og (617.62) [M
+ H]" 618.2307, naméfeno 618.2308.

6.3.2.2.3 4-((5-Amino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-3-(thiofen-2-karboxamido)-1H-
pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl tert-butyl karbondt (45¢)

336 mg, 91%: 7luta krystalicka latka, t.t. = 110112 °C; IR (cm™) 3315, 3222, 3098, 2978,
2936, 2836, 1757, 1673, 1615, 1574, 1542, 1509, 1422, 1390, 1371, 1273, 1209, 1147, 1034,
841, 823, 737, 573, 534; 'H NMR (400 MHz, DMF-d;) & = 10.62 (br s, 1H), 8.10 (d, J=3.5
Hz, 1 H), 7.91 (dd, J=1.1, 5.1 Hz, 1 H), 7.81 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.40 (br s, 1H), 7.38 (br s,
1H), 7.32 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.28 (m, 1H), 6.93 (d, J=8.6 Hz, 1 H), 6.65 (d, J=2.5 Hz, 1 H),
6.54 (dd, J=2.4, 8.5 Hz, 1H), 5.14 (s, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 1.54 (s, 9H) ppm; *C
NMR (101 MHz, DMF-d;) & = 27.2, 44.9, 55.3, 55.6, 83.3, 98.4, 104.6, 116.5, 117.0, 121.6,
121.9, 128.2, 129.0, 129.4, 131.9, 139.3, 141.4 (br s), 142.4 (br s), 150.1, 150.7, 151.1, 157.5,
160.3 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CasHsoNgOg (510.55) [M + H]" 511.2221,
nameéfeno 511.2298.

6.3.2.2.4 4-((3-Acetamido-5-amino-1-(2,4-dimethoxybenzyl) -1H-pyrazol-4-
yl)diazenyl)fenyl tert-butyl karbonadt (45d)
285 mg, 87%: zlutd krystalickd latka, tt. = 92-94 °C; IR (cm) 3410, 3303, 2980, 2938,
2837, 1758, 1689, 1616, 1572, 1537, 1509, 1387, 1372, 1273, 1210, 1147, 1034, 842, 825,
782, 578, 535; *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & = 9.77 (br s, 1H), 7.76 (d, J=8.6 Hz, 2H),
7.27 (d, J=8.4 Hz, 4H), 6.76 (d, J=8.4 Hz, 1H), 6.59 (d, J=2.0 Hz, 1H), 6.48 (dd, J=2.0, 8.4
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Hz, 1H), 5.00 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.50 (s, 9H) ppm; *C NMR (75
MHz, DMSO-dg) & = 23.2, 27.3, 44.9, 55.3, 55.6, 83.4, 98.4, 104.6, 116.2, 116.6, 121.8,
121.9, 128.8, 140.6 (br s), 143.4 (br s), 150.1, 150.8, 151.2, 157.5, 160.2, 168.6 (br s) ppm:
HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CosHaoNgOs (510.55) [M + H]* 511.2300, naméfeno
511.2298,

6.3.2.2.5 Ethyl (5-amino-4-(4-((tert-butoxykarbonyl)oxy)fenyl)diazenyl)-1-(2,4-
dimethoxybenzyl) -1H-pyrazol-3-yl)karbamat (45e)

Surovy produkt byl purifikovan na semipreparativnim HPLC (319 mg, 92% surového
produktu; 128 mg, 37 % po chromatografii): zluta krystalicka latka, t.t. = 86-88 °C; IR (cm™)
3566, 3413, 2980, 2949, 1756, 1618, 1558, 1273, 1209, 1146, 1044, 892, 781, 630; *H NMR
(300 MHz, DMSO-dg) § = 9.31 (s, 1H), 7.75 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.27 (d, J=8.8 Hz, 4H), 6.76
(d, J=8.4 Hz, 1H), 6.59 (d, J=1.8 Hz, 1H), 6.48 (dd, J=2.0, 8.4 Hz, 1H), 4.99 (s, 2H), 4.06 (g,
J=7.0 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 1.50 (s, 9H), 1.18 (t, J=7.0 Hz, 3H) ppm; *C NMR
(75 MHz, DMSO-dg) 6 = 14.5, 27.3, 44.8, 55.3, 55.6, 60.3, 83.3, 98.4, 104.6, 116.2, 116.6,
121.7, 121.9, 122.1, 128.8, 150.0, 150.8, 151.2, 153.7, 157.5, 160.0, 160.2 ppm; HRMS
(HESI, m/z) vypoéteno pro CosH32NsO7 (540.58) [M + H]" 541.2405, naméteno 541.2404.

6.3.2.3 Obecny postup pro odchrdanéni Boc protektivni skupiny
Sloucenina 45a-e (0.5 mmol) byla rozpusténa v 10 % TFA/DCM (15 ml). Reakéni smés byla

michana za laboratorni teploty. Po 1 h bylo rozpoustédlo odpateno na vakuové rotacni
odparce a ziskany odparek byl nafedén vodou (20 ml). Pfidavkem amoniaku bylo pH
upraveno na 10. Suspenze byla michéana za laboratorni teploty pod dobu 2 h. Surovy product

46a-e byl odfiltrovan a suSen voln¢ na vzduchu.

6.3.2.3.1 N-(5-Amino-1-(2,4-dimethoxybenzyl) -4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-
pyrazol-3-yl)benzamid (46a)

234 mg, 99%: oranzovo-hnéda krystalickd latka, t.t. = 140-142 °C; IR (Cm'l) 3650, 3465,
3180, 2941, 2834, 1671, 1582, 1544, 1507, 1455, 1393, 1293, 1267, 1208, 1157, 1137, 1030,
838, 698, 536; ‘H NMR (300 MHz, DMSO-dg) § = 10.45 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 7.96 (d, J=7.1
Hz, 2 H), 7.61 - 7.50 (m, 5H), 7.02 (br s, 2H), 6.81 (d, J=8.4 Hz, 3H), 6.60 (d, J=2.2 Hz, 1H),
6.50 (dd, J=2.2, 8.4 Hz, 1H), 5.04 (s, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.75 (s, 3H) ppm; *C NMR (75 MHz,
DMSO-dg) 6 = 44.9, 55.3, 55.6, 98.4, 104.6, 115.5, 116.0, 116.8, 122.3, 127.5, 128.5, 128.9,
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131.7, 134.1, 141.5, 142.0, 145.9, 157.5, 157.9, 160.2 165.3 ppm; HRMS (HESI, m/z)
vypocteno pro CasH24NgOy4 (472.51) [M + H]+ 473.1932, naméieno 473.1932.

6.3.2.3.2 N-(5-Amino-1-(2,4-dimethoxybenzyl) -4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-
pyrazol-3-yl)4-nitrobenzamid (46b)

Surovy 4-nitrobenzamid 46b byl purifikovan flash chromatografii (CHCl3/MeOH 40:1) a
poskytl ¢Cisty product 46b (204 mg, 79% surového produktu; 134 mg, 52% po
chromatografii): oranzové krystalicka latka, t.t. = 150-152 °C, R¢ = 0.28; IR (cm™) 3412,
3177, 2950, 2836, 1673, 1602, 1582, 1540, 1525, 1510, 1452, 1347, 1294, 1272, 1209, 1158,
1033, 841, 831, 705, 613, 533; ‘H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & = 10.69 (s, 1H), 9.75 (s,
1H), 8.37 (d, J=8.8 Hz, 2H), 8.16 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.53 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.05 (s, 2H), 6.80
(d, J=8.6 Hz, 3H), 6.60 (d, J=1.8 Hz, 1H), 6.49 (dd, J=2.3, 8.3 Hz, 1 H), 5.04 (s, 2H), 3.83 (s,
3H), 3.74 (s, 3H) ppm; *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & = 44.9, 55.3, 55.6, 98.4, 104.6,
115.5, 116.1, 116.7, 122.5, 123.7, 129.0, 129.1, 139.8, 141.1, 141.8, 145.8, 149.3, 157.5,
158.0, 160.2, 164.2 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CzsH2sN7Og (517.51) [M + H]*
518.1783, naméfeno 518.1783.

6.3.2.3.3 N-(5-Amino-1-(2,4-dimethoxybenzyl) -4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-
pyrazol-3-yl)thiofen-2-karboxamid (46¢)

Surovy karboxamid 46¢ byl purifikovan flash chromatografii (CHCIl3/MeOH 40:1) a poskytl
Cisty produkt 46¢ (233 mg, 98% surového produktu; 134 mg, 56% po chromatografii): zluta
krystalicka latka, t.t. = 132—-134 °C, Ry = 0.15; IR (Cm'l) 3549, 3469, 3413, 1637, 1618, 1578,
1543, 1508, 1422, 1397, 1293, 1268, 1209, 1157, 964, 838, 719, 622, 538, 481; 'H NMR
(300 MHz, DMSO-dg) 5 = 10.39 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 7.94 (d, J=3.8 Hz, 1H), 7.84 (d, J=4.8
Hz, 1H), 7.54 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.22 (dd, J=3.8, 4.8 Hz, 1 H), 7.03 (s, 2H), 6.84 - 6.77 (m,
3H), 6.60 (d, J=2.2 Hz, 1H), 6.49 (dd, J=2.2, 8.4 Hz, 1H), 5.03 (s, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.75 (s,
3H) ppm; **C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & = 44.9, 55.3, 55.6, 98.4, 104.6, 115.5, 116.3,
116.7, 122.4, 128.2, 129.0, 129.3, 131.7, 139.4, 141.0, 141.8, 145.9, 157.5, 158.0, 160.1,
160.2 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypodteno pro CosHzoNeOsS (478.53) [M + H]* 479.1496,
nameéteno 479.1495.
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6.3.2.3.4 N-(5-Amino-1-(2,4-dimethoxybenzyl) -4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-
pyrazol-3-yl)acetamid (46d)

143 mg, 69%: zluta krystalicka latka, t.t. = 136-138 °C, IR (cm'l) 3420, 3205, 3024, 2934,
2838, 1680, 1613, 1573, 1537, 1508, 1454, 1395, 1294, 1267, 1237, 1209, 1157, 1119, 1035,
937, 841, 674, 538; *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 = 9.73 (s, 1H), 7.59 (d, J=8.8 Hz, 2H),
7.00 (br s, 2H), 6.82 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.73 (d, J=8.4 Hz, 1H), 6.59 (d, J=2.2 Hz, 1H), 6.47
(dd, J=2.2, 8.4 Hz, 1H), 4.98 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 2.03 (s, 3H) ppm; *C NMR
(75 MHz, DMSO-dg) 6 = 23.1, 44.8, 55.3, 55.6, 98.4, 104.6, 115.5, 116.8, 122.5, 128.7, 140.3
(br s), 142.8, 146.0, 155.9 (br s), 157.4, 157.9, 160.1, 168.7 (br s) ppm; HRMS (HESI, m/z)
vypoéteno pro CooH2oNgO4 (410.44) [M + H]" 411.1775, naméieno 411.1777.

6.3.2.3.5 Ethyl (5-amino-1-(2,4-dimethoxybenzyl) -4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-
pyrazol-3-yl) karbamdt (46e)

207 mg, 94%: 7luta krystalicka latka, t.t. = 118-120 °C, IR (cm™) 3430, 3337, 2933, 2836,
1727, 1614, 1568, 1507, 1465, 1399, 1294, 1267, 1209, 1157, 1041, 840, 738, 539, 438; ‘H
NMR (300 MHz, DMSO-ds) & = 9.73 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 7.58 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.98 (br s,
2H), 6.82 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.73 (d, J=8.4 Hz, 1H), 6.59 (d, J=2.0 Hz, 1H), 6.47 (dd, J=2.1,
8.3 Hz, 1H), 4.97 (s, 2H), 4.05 (g, J=7.1 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 1.17 (t, J=7.0 Hz,
3H) ppm; *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & = 14.5, 44.7, 55.3, 55.6, 60.3, 98.4, 104.6, 115.5,
115.5, 116.8, 122.4, 128.7, 140.5, 142.4, 146.0, 153.9, 157.4, 157.9, 160.1 ppm; HRMS
(HESI, m/z) vypocteno pro Cp1H24NgOs5 (440.46) [M + H]" 441.1883, naméieno 441.1881.

6.3.2.4 Obecny postup pro odchranéni Dmb a Boc protektivnich skupin

Postup A: odchranéni Dmb a Boc skupiny:

Sloucenina 45a-e (0.5 mmol) byla rozpusténa v koncentrované TFA (15 ml). Reakéni smés
byla michéna za laboratorni teploty. Po 4 h bylo rozpoustédlo odpafeno na vakuové rotacni
odparce a ziskany odparek byl nafedén vodou (20 ml). Pfidavkem amoniaku bylo pH
upraveno na 10. Suspenze byla michéna za laboratorni teploty po dobu 2 h. Surovy produkt

47a-e byl odfiltrovan a suSen volné na vzduchu.

Postup B: odchranéni dvou Boc skupin:

Sloucenina 44a-e (0.5 mmol) byla rozpusténa v 10% TFA/DCM (15 ml). Reak¢éni smés byla
michana za laboratorni teploty. Po 2.5 h bylo rozpoustédlo odpafeno na vakuové rotacni

odparce a ziskany odparek byl natedén vodou (20 ml). Pifidavkem amoniaku bylo pH
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upraveno na 10. Suspenze byla michéana za laboratorni teploty pod dobu 2 h. Surovy produkt

47a-e byl odfiltrovan a suSen volné na vzduchu.

6.3.2.4.1 N-(5-Amino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-3-yl) benzamid (47a)
Postup A: Surovy benzamid 47a byl purifikovan flash chromatografii (CHCIls/MeOH 10:1) a

poskytl ¢isty produkt (159 mg, 99% surového produktu; 95.1 mg, 59% po chromatografii):
zluté krystalicka latka.

Postup B:

148 mg, 92%: zluta krystalické latka, t.t. = 262-264 °C; R¢ = 0.2; IR (cm™) 3317, 3221, 3110,
2924, 2847, 1686, 1634, 1580, 1448, 1506, 1394, 1239, 1203, 1037, 833, 695, 531; 'H NMR
(400 MHz, DMSO-d;) & = 11.65 (br s, 1H), 10.58 (br s, 1H), 9.72 (s, 1H), 7.97 (d, J=7.6 Hz,
2H), 7.60 (t, J=7.6 Hz, 1H), 7.56 (d, J=7.6 Hz, 2H), 7.54 (d, J=8. 8 Hz, 2H), 6.80 (d, J=8.8
Hz, 2H), 6.80 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.56 (br s, 2H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) § =
116.0, 116.5, 122.9, 128.1, 129.1, 132.4, 134.3, 141.3, 144.2, 146.3, 158.5, 165.8 ppm;
HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CisH14NgO2 (322.33) [M + H]" 323.1251, naméfeno
323.1251.

6.3.2.4.2 N-(5-Amino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-3-yl) 4-
nitrobenzamid (47b)

Postup A: Surovy 4-nitrobenzamid 47b byl purifikovan flash chromatografii (CHCl3/MeOH

10:1) a poskytl cisty produkt (182 mg, 99% surového produktu; 102 mg, 56% po

chromatografii): Zluta krystalicka latka.

Postup B:

182 mg, 95%: Cervena krystalicka latka, t.t. = 232-234 °C, R; = 0.2; IR (cm™) 3712, 3346,
3003, 2924, 2834, 1676, 1587, 1572, 1508, 1467, 1340, 1315, 1301, 1278, 1203, 1038, 842,
814, 704, 532; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 11.74 (br s, 1H), 10.67 (br s, 1H), 9.71 (s,
1H), 8.37 (d, J=8.6 Hz, 2H), 8.18 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.53 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.78 (d, J=8.8
Hz, 2H), 6.70 (br s, 2H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 115.9, 116.6, 122.9,
124.2, 129.6, 140.2, 142.2, 1425, 146.3, 149.8, 158.5, 164.6 ppm; HRMS (HESI, m/z)
vypoéteno pro Ci1sH13N704 (367.33) [M + H]" 368.1102, naméieno 368.1101.
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6.3.2.4.3 N-(5-Amino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-3-yl)thiofen-2-
karboxamid (47c)
Postup A: 142 mg, 87%: zluto-hnéda krystalicka latka.

Postup B:

Surovy karboxamid 47¢ byl purifikovan flash chromatografii (CHCI3/MeOH 10:1) a poskytl
Cisty produkt (159 mg, 97% surového produktu; 57 mg, 35% po chromatografii): zluta
krystalické latka, t.t. = 284-286 °C; R¢ = 0.31; IR (cm™) 3311, 3219, 3113, 2994, 2950, 2833,
1673, 1632, 1577, 1545, 1506, 1396, 1296, 1243, 1203, 1037, 835, 726, 530; ‘H NMR (300
MHz, DMSO-ds) & = 11.83 (br s, 1H), 10.48 (br s, 1H), 9.75 (br s, 1H), 7.98 (d, J=4.0 Hz,
1H), 7.87 (d, J=4.7 Hz, 1H), 7.55 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.24 ddt, J=4.7, 4.0 Hz, 1H), 6.81 (d,
J=8.4 Hz, 2H), 6.64 (br s, 2H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) 5 = 116.0, 116.7, 122.9,
128.7, 129.9, 132.4, 139.7, 142.0, 142.7, 146.3, 158.5, 160.6 ppm; HRMS (HESI, m/z)
vypoéteno pro C14H12NO,S (328.35) [M + H]* 329.0815, naméieno 329.0813.

6.3.2.4.4 N-(5-Amino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-3-yl)acetamid (47d)
Postup A: Surovy acetamid 47d byl purifikovan flash chromatografii (CHCl;/MeOH 10:1) a

poskytl ¢isty produkt (97.3 mg, 75% surového produktu; 51.5 mg, 40% po chromatografii):
zluto-hnéda krystalicka latka.

Postup B:

Surovy acetamid 47d byl purifikovan flash chromatografii (CHCI3/MeOH 10:1) a poskytl
Cisty produkt (121 mg, 93% surového produktu; 26 mg, 20% po chromatografii): zluta
krystalické latka, t.t. = 158-160 °C; R = 0.16; IR (cm™) 3128, 2925, 2834, 1674, 1603, 1594,
1552, 1506, 1454, 1294, 1268, 1240, 1203, 1039, 841, 663, 633, 526; Dva rota¢ni izomery A
a B (v poméru 2:1) A: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) § = 11.61 (br s, 1H), 10.50 (br s, 1H),
9.71 (s, 1H), 7.61 (d, J=7.6 hz, 2H), 6.81 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.00 (br s, 2H), 2.11 (s, 3H) ppm;
3C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 23.6, 115.4, 115.9, 123.1, 142.6, 145.5, 146.4, 158.4,
169.3 ppm; B: *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 8 = 11.77 (br s, 1H), 9.71 (s, 1H), 9.51 (br s,
1H), 7.61 (d, J=7.6 Hz, 2H), 6.81 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.67 (br s, 2H), 2.11 (s, 3H) ppm; **C
NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 23.6, 115.4, 115.9, 123.1, 142.6, 145.5, 146.4, 158.4, 169.3
ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro C11H12NgO, (260.26) [M + H]* 261.1095, naméfeno
261.1093.

143



6.3.2.4.5 Ethyl (5-amino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-3-yl) karbamdt
(47e)

Postup A: Surovy karbamat 47e byl purifikovan na semipreparativnim HPLC (92.7 mg, 64%

surového produktu; 29.5 mg, 20% po chromatografii): zluta krystalicka latka.

Postup B:

Surovy karbamat 47e byl purifikovan flash chromatografii (CHCls/MeOH 20:1) a poskytl
Cisty produkt (95 mg, 66 surového produktu; 45 mg, 31% po chromatografii): zluta
krystalicka latka, t.t. = 170-172 °C; Ry = 0.13; IR (cm™) 3180, 3108, 2939, 2834, 1731, 1589,
1565, 1506, 1452, 1296, 1270, 1222, 1204, 1172, 1096, 1037, 837, 815, 530; 'H NMR (300
MHz, DMSO-dg) 6 = 11.54 (br s, 1H), 9.69 (s, 1H), 9.26 (br s, 1H), 7.57 (d, J=8.2 Hz, 2H),
6.79 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.52 (br s, 2H), 4.09 (q, J=7.3 Hz, 2H), 1.19 (t, J=7.0 Hz, 3H) ppm;
B3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & = 15.0, 61.0, 115.9, 116.0, 123.0, 142.4, 143.0, 146.5,
154.3, 158.3 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno Cy1,H14NO3 (290.28) [M + H]* 291.1200,

naméfeno 291.1199.

6.3.3 Acyl na fenolické hydroxy skupiné pyrazolu

6.3.3.1 Obecny postup pro acylaci mono-Boc chranéného pyrazolu (36) vedouci
k 41a-d podle DIC protokolu

K roztoku kyseliny (4.00 mmol nebo 8 mmol; pro 4la: benzoova kyselina (489 mg, 4.00
mmol), pro 41b: 4-nitrobenzoova kyselina (669 mg, 4.00 mmol), pro 41c: thiofen-2-
karboxylova kyselina (513 mg, 4.00 mmol), pro 41d: octova kyselina (458 pl, 8.00 mmol))
v suchém THF (4 ml) byl ptidan N,N'-diisopropylkarbodiimid (DIC; pro 41a-c 310 pl, 2.00
mmol; pro 41d 619 pl, 4.00 mmol). Reak¢ni smés byla michana za laboratorni teploty po
dobu 10 min. Poté byl za chlazeni 2-5 °C ptikapan roztok pyrazolu 36 (318 mg, 1.00 mmol),
triethylamin (TEA; pro 4la-c 279 ul, 2 mmol; pro 41d 558 ul; 4 mmol) a 4-
dimethylaminopyridinu (DMAP; 30 mg, 0.25 mmol) v suchém THF (2 ml). Reak¢ni smés
byla za laboratorni teploty michdna po dobu 18 h. Poté bylo rozpoustédlo odpafeno na
vakuové rotacni odparce. Ziskany odparek byl nafedén methanolem (3 ml) a tento roztok byl
za chlazeni a michani nakapan do ledové vody (15 ml). Vznikla srazenina 4la-d byla

odfiltrovana a suSena na volné na vzduchu.
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6.3.3.1.1 Tert-butyl 3,5-diamino-4-((4-(benzoyloxy)fenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-
karboxylat (41a)

362 mg, 86%: zluta krystalicka latka.

Alternativni postup:

K roztoku pyrazolu 36 (318 mg, 1.00 mmol) v suchém DMF (10 ml) byl pfidan triethylamin
(TEA; 209 ul, 1.50 mmol). K reakéni smési byl za chlazeni na 2-5 °C piikapan benzoyl
chlorid (175 pl, 1.50 mmol) zfedény DCM (3 ml). Reak¢ni smés byla za laboratorni teploty
michéna po dobu 18 h. Poté byla reakéni smés nakapana do ledové vody (50 ml). Srazenina
41a byla odfiltrovana a suSena volné¢ na vzduchu. Surovy produkt byl purifikovan flash
chromatografii (CHCI3/MeOH 160:1) a poskytl ¢isty 41a (199 mg, 47% surového produktu;
61 mg, 14 % po chromatografii): zluta krystalicka latka, t.t. = 188-190 °C, Ry = 0.18 (160:1);
IR (cm™) 3445, 3396, 3331, 3262, 3202, 3167, 2970, 2932, 2360, 1731, 1717, 1623, 1573,
1521, 1487, 1420, 1362, 1313, 1270, 1256, 1193, 1177, 1151, 1066, 1085, 1023, 882, 765,
711, 676, 533, 475; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 8.14 (d, J=7.6 Hz, 2H); 7.88 (d,
J=8.8 Hz, 2H), 7.87 (br s, 2H), 7.74 (t, J=7.5 Hz, 1H), 7.61 (t, J=7.6 Hz, 2H), 7.35 (d, J=8.8
Hz, 2H), 6.18 (br s, 2H), 1.54 (s, 9H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 28.2, 84.3,
113.7, 122.4,122.8, 129.4, 129.5, 130.3, 134.5, 144.0, 150.5, 150.7, 151.3, 151.4, 165.1 ppm;
HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CiiH2oNgOs (422.17) [M+H]" 423.1775, naméieno
423.1774.

6.3.3.1.2 Tert-butyl 3,5-diamino-4-((4-((4-nitrobenzoyl)oxy)fenyl)diazenyl)-1H-
pyrazol-1-karboxyldt (41b)

462 mg, 99%: zluto-oranzova krystalicka latka, t.t. = 160-162 °C, IR (cm™) 3469, 3436, 3341,
3300, 2970, 1740, 1721, 1698, 1627, 1522, 1494, 1423, 1368, 1347, 1319, 1263, 1185, 1156,
1078, 1013, 850, 803, 792, 716, 564, 497; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 8.39 (qq,
J=2.0, 8.8 Hz, 4H), 7.89 (dd, J=1.6, 8.9 Hz, 2H), 7.87 (br s, 2H), 7.40 (dd, J=1.9, 8.8 Hz, 2H),
6.15 (br s, 2H), 1.54 (s, 9H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 28.2, 84.3, 113.7,
122.4, 122.7, 124.7, 131.8, 134.9, 142.2, 150.2, 150.6, 151.5, 151.1, 151.6, 163.6 ppm;
HRMS (HESI, m/z) vypocteno pro CzH21N7Og (467.16) [M+H]" 468.1626, naméfeno
468.1626.

6.3.3.1.3 Tert-butyl 3,5-diamino-4-((4-((thiofen-2-karbonoyl)oxy)fenyl)diazenyl)-
1H-pyrazol-1-karboxyldt (41c)
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406 mg, 95%: zluta krystalicka latka, t.t. = 158-160 °C, IR (cm™) 3485, 3436, 3276, 3208,
3163, 3100, 2986, 2931, 2361, 1728, 1697, 1636, 1573, 1511, 1488, 1437, 1415, 1398, 1356,
1319, 1268, 1187, 1148, 1057, 1015, 863, 793, 743, 712, 535; *H NMR (400 MHz, DMSO-
d7) & = 8.09 (dd, J=1.3, 5.3 Hz, 1H), 8.03 (dd, J=1.3, 3.6 Hz, 1H), 7.86 (dd, J=1.6, 8.9 Hz,
2H), 7.84 (br s, 2H), 7.33 (dd, J=1.9, 8.8 Hz, 2H), 7.30 (m, 1H), 6.17 (br s, 2H), 1.54 (s, 9H)
ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 20.2, 84.3, 113.7, 122.4, 122.8, 129.2, 132.3,
135.7, 134.8, 142.6, 150.0, 150.7, 151.2, 151.4, 160.5 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypo&teno
pro C1oH20N604S (428.46) [M+H]" 429.1340, nam&ino 429.1338.

6.3.3.1.4 Tert-butyl 4-((4-acetoxyfenyl)diazenyl)-3,5-diamino-1H-pyrazol-1-
karboxylat (41d)

Surovy karboxylat 41d byl purifikovan flash chromatografii (CHCIl3/MeOH 160:1) poskytl
Cisty produkt (270 mg, 75 % surového produktu; 129 mg, 36 % po chromatografii): zluta
krystalicka latka, t.t. = 142—144 °C; Ry = 0.16; IR (cm™) 3435, 3319, 3277, 3164, 2982, 2931,
1759, 1716, 1627, 1570, 1490, 1421, 1365, 1316, 1221, 1151, 1011, 917, 851, 797, 763, 748,
618, 496; *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 7.84 (br s, 2H), 7.81 (dd, J=1.9, 8.9 Hz, 2H),
7.17 (dd, J=1.9, 8.8 Hz, 2H), 6.15 (br s, 2H), 2.26 (s, 3H), 1.54 (s, 9H) ppm; *C NMR (101
MHz, DMSO-d;) 6 = 21.3, 28.2, 84.3, 113.6, 122.3, 122.7, 144.1, 150.4, 150.6, 151.2, 151.9,
169.6 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CigHoNgOs (360.15) [M+H]" 361.1619,
naméieno 361.1616.

6.3.3.2 Obecny postup pro acylaci Dmb chranéného pyrazolu (29) podle DIC

protokolu

K roztoku kyseliny (2.2 mmol pro 42a (264 mg benzoové kyseliny) a 42b (363 mg 4-
nitrobenzoové Kyseliny); 1.2 mmol pro 42c (154 mg of 2-thiofenkarboxylové kyseliny); 2.7
mmol pro 42d (156 ul octové kyseliny)) v suchém THF (2 ml) byl za laboratorni teploty
ptidan DIC (168 pl, 1.1 mmol pro 42a-c; 210 pl, 1.36 mmol pro 42d). Reakéni smés byla
michana po dou 10 min. Poté byl ptidan roztok 4-((3,5-diamino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-1H-
pyrazol-4-yl)diazenyl)fenolu 29 (200 mg, 0.54 mmol), TEA (76 ul, 0.54 mmol) a DMAP (14
mg, 0.1 mmol) v suchém THF (2 ml). Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty po
dobu 18 h. Poté bylo rozpoustédlo odpafeno na vakuové rotacni odparce a odparek byl
nafedén methanolem (5 ml). Methanolicky roztok byl nakapan do ledové vody (5 ml).

Ziskané produkty 42a-d byly purifikovany s pouzitim chromatografie.
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6.3.3.2.1 4-((3,5-Diamino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl
benzodt (42a)

Surovy benzoat 42a byl purifikovan flash chromatografii (CHCIl3/MeOH 80:1) a poskytl ¢isty
produkt (227 mg, 88 % surového produktu; 162 mg, 63 % po chromatografii): Zluto-oranzova
krystalicka latka, t.t. = 204-206 °C; Ry = 0.17; IR (cm™) 3454, 3276, 3137, 2924, 2837, 1736,
1610, 1572, 1511, 1492, 1465, 1391, 1293, 1265, 1209, 1187, 1108, 1081, 1063, 1024, 819,
706; 2 rotaéni izomery A a B (v poméru 3:2): *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 8.14 (d,
J=7.8 Hz, 2H), 7.78 (d, J=8.7 Hz, 2H), 7.76 (t, J=7.7 Hz, 1H), 7.61 (t, J=7.7 Hz, 2H), 7.30 (br
s, 1H, NHg), 7.30 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.78 (d, J=8.5 Hz, 1H), 6.56 (br s, 1H, NH4A), 6.56 (s,
1H), 6.46 ( dd, J=2.0, 8.7 Hz, 1H), 5.95 (br s, 1H, NH,), 5.28 (br s, 1H, NHg), 4.81 (s, 2H),
3.80 (s, 3H), 3.73 (s, 3H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 44.9, 55.7, 56.0, 98.7,
105.0, 1145, 117.6, 121.7, 122.6, 129.2, 129.4, 130.2, 134.5, 134.6, 139.5 (B), 146.5 (B),
148.8 (A), 149.4, 152.0, 153.6 (A), 157.9, 160.4, 165.1 ppm; HRMS (HESI, m/z vypoéteno
Pro CasHaaNsO4 (472.50) [M+H]* 473.1932, naméteno 473.1930.

6.3.3.2.2 4-((3,5-Diamino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl
4-nitrobenzodt (42b)

Surovy 4-nitrobenzoat 42b byl purifikovan flash chromatografii (CHCIls/MeOH 60:1) a
poskytl Cisty produkt (278 mg, 99 % surového produktu; 81 mg, 29 % po chromatografii):
Gervena krystalicka latka, t.t. = 222-224 °C; Ry = 0.19; IR (cm™) 3445, 3312, 3216, 3113,
3002, 2978, 2948, 2840, 2024, 1951, 1738, 1703, 1622, 1563, 1515, 1421, 1399, 1348, 1274,
1188, 1158, 1116, 1075, 1042, 1012, 878, 853, 797, 717, 565, 539, 495; 2 rotacni izomery A
a B (v poméru 3:2): '"H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 8.39 (qq, J=2.3, 9.3 Hz, 4H), 7.78
(dd, J=2.2, 8.8 Hz, 2H), 7.35 (dd, J=2.2, 8.8 Hz, 2H), 7.28 (br s, 1H, NHg), 6.77 (d, J=8.4 Hz,
1H), 6.59 (br s, 1H, NHa), 6.56 (d, J=2.2 Hz, 1H), 6.46 (dd, J=2.2, 8.5 Hz, 1H), 5.96 (br s,
1H, NHa), 5.28 (br s, 1H, NHg), 4.81 (s, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.73 (s, 3H) ppm; *C NMR (101
MHz, DMSO-d;) 6 = 44.9, 55.7, 56.0, 98.7, 105.0, 114.6, 117.6, 121.7, 122.5, 124.2, 129.2,
131.2, 137.0, 139.5 (B), 146.5 (B), 148.8 (A), 149.2, 151.0, 152.2, 153.7 (A), 157.9, 160.4,
163.7 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CasHz3N;Og (517.49) [M+H]" 518.1783,
naméieno 518.1783.
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6.3.3.2.3 4-((3,5-Diamino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl
thiofen-2-karboxyldt 42¢

Surovy thiofen-2-karboxylat 42¢ byl purifikovan flash chromatografii (CHCI;/MeOH 60:1) a
poskytl ¢isty produkt (229 mg, 88 % surového produktu; 104 mg, 40 % po chromatografii):
oranzova krystalicka latka, t.t. = 172-174 °C; R; = 0.13; IR (Cm'l) 3418, 3273, 3174, 2910,
2834, 1727, 1614, 1571, 1510, 1487, 1414, 1390, 1339, 1293, 1268, 1209, 1185, 1060, 1020,
741; 2 rotadni izomery A a B (v poméru 3:2): *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 8.08 (dd,
J=1.3, 5.2 Hz, 1H), 8.02 (dd, J=1.3, 3.9 Hz, 1H), 7.76 (dd, J=2.2, 8.9 Hz, 2H), 7.30 (tt, J=1.3,
4.5 Hz, 1H), 7.28 (dd, J=2.2, 8.8 Hz, 2H), 7.28, (br s, 1H, NHg), 6.78 (d, J=8.4 Hz, 1H), 6.58
(br s, 1H, NHa), 6.56 (d, J=2.2 Hz, 1H), 6.46 (dd, J=2.2, 8.5 Hz, 1H), 5.96 (br s, 1H, NH,),
5.29 (br s, 1H, NHg), 4.82 (s, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.72 (s, 3H) ppm; *C NMR (101 MHz,
DMSO-dy) 6 = 45.0, 55.7, 56.0, 98.7, 105.0, 114.6, 117.6, 121.7, 122.5, 129.2, 129.3, 132.4,
135.6, 135.7, 139.5 (B), 146.5 (B), 148.8 (A), 149.0, 152.1, 153.6 (A), 157.9, 160.4, 160.7
ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro Ca3H22NgO4S (478.52) [M+H]" 479.1496, naméieno
479.1492.

6.3.3.2.4 4-((3,5-Diamino-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl
acetat 42d

Surovy produkt byl purifikovan na semipreparativnim HPLC (219 mg, 99% surového
produktu; 22 mg, 10% po chromatografii): Zluta krystalicka latka, t.t. = 70-72 °C; IR (cm™)
3430, 3292, 3187, 3004, 2934, 2835, 2349, 1755, 1733, 1313, 1567, 1508, 1489, 1463, 1420,
1392, 1366, 1340, 1292, 1209, 1187, 1157, 1120, 1030, 914, 846, 742, 681, 620, 535; *H
NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 = 7.72 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.14 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.77 (d,
J=8.2 Hz, 1H), 6.6 (br s, 2H), 6.47 (dd, J=1.9, 8.3 Hz, 1H), 5.94 (br s, 2H), 4.82 (br s, 2 H),
3.81 (s, 3 H), 3.73 (s, 3 H), 2.27 (s, 3 H) ppm; **C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 = 20.9, 44.4,
55.2, 55.5, 98.2, 104.5, 114.0, 117.1, 121.1, 122.0, 128.7, 146.4, 148.9, 151.3, 151.6, 157.4,
160.0, 169.3; HRMS (HESI, m/z) vypocteno pro CyoH22NeO4 (410.43) [M+H]+ 411.1775,
naméieno 411.1779.

6.3.3.3 Obecny postup pro odchranéni Dmb/Boc protektivni skupiny

Postup A:

Sloucenina 42a-d (0.5 mmol) byla rozpusténa v koncentrované TFA (15 ml). Reakéni smés

byla michana za laboratorni teploty. Po 1.5 h bylo rozpoustédlo odpafeno na vakuové rotaéni
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odparce a ziskany odparek byl nafedén vodou (20 ml). Pfidavkem amoniaku bylo pH
upraveno na 10. Suspenze byla michdna za laboratorni teploty po dobu 2 h. Surovy produkt

43a-d byl odfiltrovan a susen volné na vzduchu.

Postup B:

Sloucenina 41a-d (0.5 mmol) byla rozpusténa v 10% TFA/DCM (15 ml). Reakéni smés byla
michana za laboratorni teploty. Po 1 h bylo rozpoustédlo odpafeno na vakuové rotacni
odparce a ziskany odparek byl nafedén vodou (20 ml). Pfidavkem amoniaku bylo pH
upraveno na 10. Suspenze byla michéana za laboratorni teploty pod dobu 2 h. Surovy produkt

43a-d byl odfiltrovan a susen volné na vzduchu.

6.3.3.3.1 4-((3,5-Diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl benzodt (43a)

Postup A:

Surovy benzoat 43a byl purifikovan flash chromatografii (CHCI3/MeOH 10:1) a poskytl Cisty
produkt (160 mg, 99 % surového produktu; 62 mg, 39 % po chromatografii): zluta krystalicka
latka.

Postup B: 160 mg, 99 %, zluta krystalicka latka, mp 196-198 °C, t.t. = 194-196 °C; R; = 0.18;
IR (cm™) 3389, 3296, 3185, 3058, 2919, 2850, 1901, 1738, 1616, 1565, 1515, 1494, 1450,
1427, 1370, 1274, 1192, 1086, 1065, 1025, 877, 824, 694, 533; 'H NMR (400 MHz, DMSO-
d;) 6 = 10.75 (br s, 1H), 8.14 (d, J=7.9 Hz, 2H), 7.74 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.74 (tt, J=1.3, 7.1
Hz, 1H), 7.60 (t, J=7.8 Hz, 2H), 7.29 (dd, J=2.0, 8.8 Hz, 2H), 6.30 (br s, 2H), 5.87 (br s, 2H)
ppm; °C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 114.7, 121.7, 122.6, 129.4, 130.0, 130.2, 134.5,
1445, 149.5, 151.5, 152.0, 165.1 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypocteno pro CisH14N6O>
(322.32) [M+H]" 323.1251, naméfeno 323.1250.

6.3.3.3.2 4-((3,5-Diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl 4-nitrobenzodt (43b)

Postup A:

Surovy 4-nitrobenzoat 43b byl purifikovan flash chromatografii (CHCls/MeOH 10:1) a
poskytl ¢isty produkt (171 mg, 93 % surového produktu; 62 mg, 34 % po chromatografii):

oranzova krystalicka latka.
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Postup B:

140 mg, 76 %, zIuta krystalicka latka, t.t. = 196-198 °C; Rf = 0.22; IR (Cm'l) 3427, 3389,
3339, 3295, 3113, 3082, 3055, 2926, 2851, 1731, 1620, 1565, 1516, 1491, 1424, 1382, 1347,
1322, 1297, 1267, 1195, 1118, 1081, 1012, 851, 711; *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & =
10.67 (br s, 1H), 8.39 (dd, J=3.1, 8.2 Hz, 2H), 8.30 (dd, J=3.1, 8.5 Hz, 2H), 7.75 (d, J=8.8 Hz,
2H), 7.34 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.36 (br s, 2H), 5.86 (br s, 2H) ppm; *C NMR (101 MHz,
DMSO-d;) 6 = 114.8, 121.7, 122.5, 124.5, 131.5, 134.9, 140.0, 146.3, 150.5, 152.2, 153.6,
167.8 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CigHi3N;O4 (367.32) [M+H]+ 368.1102,
naméieno 368.1099.

6.3.3.3.3 4-((3,5-Diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl thiofen-2-karboxyldt (43c)

Postup A:

Surovy thiofen-2-karboxylat 43c byl purifikovan flash chromatografii (CHCIl3/MeOH 5:1)
poskytl ¢isty produkt (163 mg, 99 % surového produktu; 54 mg, 33 % po chromatografii):
zluta krystalicka latka.

Postup B:

163 mg, 99 %, zluta krystalicka latka, t.t. = 192-194 °C; Ry = 0.21; IR (Cm'l) 3396, 3304,
3271, 3198, 3175, 2930, 2836, 1720, 1616, 1566, 1517, 1494, 1420, 1357, 1280, 1199, 1021,
866, 734, 708, 528; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 10.73 (br s, 1H), 8.08 (dd, J=1.1, 4.8
Hz, 1H), 8.02 (dd, J=1.1, 3.9 Hz, 1H), 7.93 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.30 (d, J=4.4 Hz, 1H), 7.28 (d,
J=8.8 Hz, 2H), 6.31 (br s, 2H), 5.93 (br s, 2H) ppm; *C NMR (101MHz, DMSO-d;) & =
114.8, 121.7, 122.6, 129.2, 132.4, 135.6, 135.7, 145.1, 149.0, 151.5, 152.0, 160.7 ppm;
HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro Ci4H1oNgO.S (328.35) [M+H]" 329.0815, naméfeno
329.0815.

6.3.3.3.4 4-((3,5-Diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenyl acetdt (43d)

Postup A:

Surovy acetat 43d byl purifikovan flash chromatografii (CHCI3/MeOH 10:1) poskytl Cisty
produkt (129 mg, 99 % surového produktu; 46 mg, 35 % po chromatografii): zluta krystalicka
latka.
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Postup B:

112 mg, 86 %, zluta krystalicka latka, t.t. = 164-166 °C; R; = 0.28; IR (Cm'l) 3407, 3301,
3197, 3003, 2926, 2833, 1757, 1617, 1565, 1509, 1453, 1427, 1372, 1299, 1230, 1202, 1189,
1117, 1038, 917, 848, 815, 620, 526; *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 10.72 (br s, 1H),
7.68 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.12 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.23 (br s, 2H), 5.84 (br s, 2H), 2.25 (s, 3H)
ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 21.3, 114.6, 121.6, 122.5, 144.7, 149.4, 151.5,
151.8, 169.7 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoc¢teno pro C11H12NgO; (260.25) [M+H]+ 261.1095,
naméieno 261.1092.

6.4 Acylované pyrazoly na pevné fazi
Navazani BALu na 2-aminomethylovou pryskyfici (pryskyfice 72)

Do stiikacky (20 ml) byl navazen 1.00 g 2-aminomethylové pryskytice (0.98 mmol/g, 100-
200 mesh) a k tomu bylo pfidano 10 ml 10 % TEA/DMF, vse bylo tiepano 10 min. Pryskyfice
byla 3x promyta DMF a byl kni pfidan roztok 4-(4-formyl-3-methoxyfenoxy)maselné
kyseliny (BAL; 371 mg, 1.56 mmol), 1-hydroxybenzotriazol hydrat (HOBt; 239 mg, 1.56
mmol) a N,N'-diisopropylkarbodiimid (DIC; 420 ul, 2.68 mmol) ve smési rozpoustédel DMF
(5 ml) a DCM (5 ml). Vse bylo tiepano pies noc. Druhy den byla pryskyfice promyta 3x DMF

a 3x DCM. Vysledek reakce byl zkontrolovéan testem s bromfenolovou modii.
Reduktivni aminace BAL linkeru (pryskyrice 74)

Do stiikacky (20 ml) bylo navazeno 500 mg BAL-pryskyfice 72, promyto suchym DMF a byl
ptidan roztok B-alanin ethyl esteru hydrochloridu (384 mg, 2.50 mmol) v 10 % roztoku octové
kyseliny v suchém DMF (5 ml), vSe tfepano pies noc. Poté byl pfidan triacetoxyborohydrid
sodny (528 mg, 2.5 mmol), uvoliovani vodiku zajisténo jehlou, tfepano po dobu 5 h. Byl
piidan dalsi podil triacetoxyborohydridu sodného (528 mg, 2.5 mmol) a vSe tfepano po dobu
3 h. Pryskyfice byla promyta 5 % roztokem kyseliny octové v DMF, 3x DMF, neutralizovéana

5 % piperidinem v DMF, DCM. Kvantifikace byla provedena po reakci vzorku s Fmoc-Osu.

Kvantifikace pryskyfice a loading: k vzorku pryskyfice byl pfidain Fmoc-Osu (169 mg, 0.5
mmol) v DCM (1 ml) a za laboratorni teploty bylo tfepano 40 min. Pryskyfice byla promyta
5x DCM, 3x MeOH a suSena dusikem. 10 mg pryskyfice bylo Stépeno z pryskytice 50% TFA
v DCM po dobu 30 min. Stépici koktejl byl odpaten proudem dusiku a oditépena sloudenina

byla extrahovana do MeOH (1 ml). Tento vzorek derivatizovany Fmocem byl analyzovan
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pomoci LC-MS a kvantita byla srovnana s analyzou standardu (Fmoc-Ala-OH, koncentrace 1

mg/ml). Loading byl uréen pomoci externi standardni metody.

Acylace aromatickou karboxylovou kyselinou/bromoctovou kyselinou/sulfonylace

(pryskyfrice 75, resp. 78)

Acylace aromatickou karboxylovou kyselinou: Pryskyftice (74; 250 mg) byla promyta DCM
a byl k ni pfidan roztok karboxylové kyseliny (1.00 mmol), HOBt (153 mg, 1.00 mmol), DIC
(155 pl, 1.00 mmol) ve smési rozpoustédel DMF (1.5 ml) a DCM (1.5). Pryskyfice byla
tiepana ptes noc, druhy den promyta DMF a DCM.

Acylace bromoctovou kyselinou a nasledna vystavba dioxopiperazinového cyklu: Roztok
bromoctové kyseliny (176 mg, 1.27 mmol) a DIC (98 ul, 0.64 mmol) v DCM (2.5 ml) byl
ttepan ve stiikacce po dobu 5 min, poté byla diisopropyl mocovina odfiltrovana a ke zbylému
roztoku bylo pfidano DIEA (110 pl, 0.63 mmol). Tento reak¢ni roztok byl ptfidan k
pryskyfici (74; 250 mg) promyté¢ v DCM, 1 h tiepano. Pryskyfice byla promyta DCM a DMF,
poté k ni byl pfidan roztok glycin ethyl esteru hydrochloridu (350 mg, 2.51 mmol) a DIEA
(436 pl, 2.50 mmol) v DMF (2.5 ml). Pryskyfice byla tfepdna po dobu 2 h, poté promyta
DMF a DCM. Byl odebran maly vzorek, ktery byl nechan reagovat s Fmoc-Osu a poté byla
provedena kvantifikace.

Pryskyfice byla promyta DCM a THF, poté k ni byl ptidan roztok Fmoc-Tyr(tBu)-OH (1.15
g, 2.50 mmol) a DIC (193 pl, 1.25 mmol) v THF (2.5 ml) a vSe tfepano ptes noc. Druhy den
promyto THF a DCM.

Uzavreni dioxopiperazinového cyklu: Pryskyfice promyta DMF, poté piidan 50%
piperidin/DMF (2 ml) a tfepano 20 min. Promyto DMF a DCM.

Sulfonylace: Pryskytice (74; 250 mg) byla promyta DCM, poté k ni byl pfidan roztok 4-
toluensulfonyl chloridu (191 mg, 1.00 mmol) a lutidinu (128 ul, 1.11 mmol) v DCM (3 ml).
Vse tifepano pies noc, druhy den promyto DCM.

Hydrolyza, aktivace, navazani pyrazolu (pryskyrice 76)

Hydrolyza esteru: Pryskyftice (75, 250 mg) byla promyta DCM a THF, poté byl pfidan roztok

NaOH (0.2 ml 10 M NaOH) ve smési rozpoustédel THF (2 ml) a MeOH (2 ml), vSe tfepano 1
h. Pryskyfice promyta THF, 3% roztokem kyseliny octové v THF, DCM.
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Aktivace: Pryskyfice byla promyta DCM, poté byl piidan roztok HOBt (153 mg, 1 mmol) a
DIC (155 pl, 1.00 mmol) ve smési rozpoustédel DMF (1.5 ml) a DCM (1.5 ml). Tfepano 1h,

poté byl aktivaéni roztok odstranén a bez promyvani pryskyfice byl piidan roztok pyrazolu.

Roztok pyrazolu: k pryskyftici byl pfidan roztok chranéného pyrazolu A/B (300 mg) pro A:
rozpusténo ve smési rozpoustédel DMF (1.5 ml); pro B: rozpusténo v DMF (3 ml). Tiepano

ptes noc. Druhy den byla pryskyfice promyta DMF a DCM.
Stépeni produktu z prysky¥ice a izolace

Pryskytice (76) byla promyta DCM, poté k ni byl piidan stépici koktejl 50% TFA v DCM (3
ml), ttepano 90 min. Pryskyfice byla odfiltrovana, kysely roztok uchovan a pryskyfice byla
znovu promyta 3x 50% TFA v DCM. Kyselé roztoky byly spojeny a odpateny proudem
dusiku, odparek byl analyzovan na LC-MS. Produkty byly purifikovany na semi-
preparativnim HPLC. Viechny produtky byly charakterizovany pomoci LC-MS, HRMS a 'H
a *C NMR.

6.4.1 Acyl na endocyklickém dusiku pyrazolu

6.4.1.1 N-(3-(3,5-diamino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-
oxopropyl)-4-(trifluoromethyl)benzamid (77(1,1,1))

14.0 mg (32%), zlutad amorfni latka; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 =10.05-9.71 (m, 1H),
8.83 (t, J=5.3 Hz, 1H), 8.03 (d, J=8.2 Hz, 2H), 7.91 (br s, 2H), 7.85 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.67
(d, J=8.8 Hz, 2H), 6.81 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.17 (br s, 2H), 3.67 - 3.59 (m, 2H), 3.17 (t, J=6.6
Hz, 2H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & = 34.2, 35.1, 112.4, 115.5, 122.7, 125.3,
125.4, 128.1, 146.0, 158.2, 165.2, 173.0 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoclteno pro
CaoH1sF3N;03 (461.14) [M+H]" 462.1496, naméfeno 462.1494.

6.4.1.2 N-(3-(3,5-diamino-4-(pyridin-4-yldiazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-
oxopropyl)-4-(trifluoromethyl)benzamid  77(1,1,2)-F2 (z 500 mg
pryskyrice)

19.5 mg (23%), oranzova amorfni latka; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 8.80 (t, J=5.3

Hz, 1H), 8.67 (d, J=6.3 Hz, 2H), 8.01 (d, J=8.2 Hz, 4H), 7.97 (br s, 2H), 7.83 (d, J=8.6 Hz,

2H), 6.82 (br s, 1H), 6.44 (br s, 1H), 3.63 (dd, J=6.7, 12.1 Hz, 2H), 3.15 (t, J=6.7 Hz, 2H)

ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § = 34.4, 34.9, 116.0, 122.6, 125.3 (q, J=32.0 Hz, 1C),
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128.08, 131.07 (q, J=3.8 Hz, 1C), 138.1, 158.0, 165.2, 169.4 ppm; HRMS (HESI, m/z)
vypocteno pro CigH17F3NgO, (446.14) [M+H]+ 447.1499, naméfeno 447.1496.

6.4.1.3 N-(3-(3,5-diamino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-
oxopropyl)benzamid (77(2,1,1)-F2)

4.3 mg (12%), oranzova amorfni latka; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 9.76 (s, 1H), 8.57
(t, J=5.3 Hz, 1H), 7.90 (br s, 2H), 7.83 (d, J=7.0 Hz, 2H), 7.67 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.55 - 7.43
(m, 3H), 6.81 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.15 (br s, 2H), 3.63 - 3.58 (m, 2H), 3.15 (t, J=6.7 Hz, 2H)
ppm; C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & = 34.4, 349, 112.4, 115.4, 122.7, 127.2, 128.3,
131.1, 134.4, 146.0, 158.1, 166.3, 173.1 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypocteno pro
C19H19N703(393.15) [M+H]+ 394.1622, naméieno 394.1620.

6.4.1.4 N-(3-(3,5-diamino-4-(pyridin-4-yldiazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-
oxopropyl)benzamid (77(2,1,2))

4.5 mg (13%), zluta amorfni latka; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 8.60 (d, J=5.9 Hz,
2H), 8.57 (t, J=5.3 Hz, 1H), 7.85 - 7.81 (m, 2H), 7.74 (d, J=5.5 Hz, 2H), 7.55 - 7.42 (m, 3H),
6.60 (br s, 2H), 6.28 (br s, 2H), 3.62 (dd, J=5.5, 12.1 Hz, 2H), 3.16 (t, J=6.9 Hz, 2H) ppm; *C
NMR (101 MHz, DMSO-dg) 6 = 34.5, 34.8, 115.1, 115.5, 127.1, 128.2, 131.1, 134.4, 150.2,
158.2, 166.3, 173.3 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CigH1gNgO> (378.16) [M+H]"
379.1626, naméieno 379.1626.

6.4.1.5 N-(3-(3,5-diamino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-
oxopropyl)-4-methoxybenzamid (77(3,1,1))

3.4 mg (9%), oranzova amorfni latka; "H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 9.75 (br s, 1H),
8.42 (t, J=5.3 Hz, 1H), 7.89 (br s, 2H), 7.81 (d, J=9.0 Hz, 2H), 7.67 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.98
(d, J=9.0 Hz, 2H), 6.81 (d, J=9.0 Hz, 2H), 6.15 (br s, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.58 (dd, J=5.5, 12.1
Hz, 2H), 3.14 (t, J=6.9 Hz, 2H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & = 34.5, 34.9, 55.3,
112.4, 113.4, 1154, 122.7, 126.6, 129.0, 146.0, 158.0, 161.5, 165.8, 173.1 ppm; HRMS
(HESI, m/z) vypocteno pro CyoH21N7O,4(423.17) [M+H]" 424.1728, naméieno 424.1730.
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6.4.1.6 N-(3-(3,5-diamino-4-(pyridin-4-yldiazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-
oxopropyl)-4-methoxybenzamid (77(3,1,2))

8.1 mg (17%), Zluta amorfni latka; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 8.60 (d, J=6.3 Hz,
2H), 8.42 (t, J=5.3 Hz, 1H), 7.81 (d, J=9.0 Hz, 2H), 7.72 (d, J=5.9 Hz, 2H), 6.98 (d, J=8.6 Hz,
2 H), 6.57 (br s, 2H), 6.27 (br s, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.59 (d, J=5.5 Hz, 2H), 3.14 (t, J=6.7 Hz,
2H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & = 34.6, 34.8, 55.3, 113.4, 115.1, 115.3, 126.6,
129.0, 150.5, 158.0, 161.5, 165.8, 173.4 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypo&teno pro CigHzoNgOs
(408.17) [M+H]" 409.1731, nam&feno 409.1731.

6.4.1.7 N-(3-(3,5-diamino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-
oxopropyl)-4-methylbenzensulfonamid (77(4,1,1))

14.5 mg (35%), zlutd amorfni latka; "H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & =9.78 (s, 1H), 7.85 (br
s, 2H), 7.67 (dd, J=5.4, 8.1 Hz, 5H), 7.39 (d, J=8.5 Hz, 2H), 6.81 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.17 (br
s, 2H), 3.06 (t, J=5.7 Hz, 2H), 3.00 (d, J=5.6 Hz, 2H), 2.37 (s, 3H) ppm; *C NMR (101 MHz,
DMSO-dg) & = 21.0, 34.7, 37.7, 112.4, 115.5, 122.7, 126.6, 129.7, 137.2, 142.7, 146.0, 158.1,
172.4 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypodteno pro CioH2iN;O,S (443.14) [M+H]" 444.1449,
naméfeno 444.1448.

6.4.1.8 N-(3-(3,5-diamino-4-(pyridin-4-yldiazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-
oxopropyl)-4-methylbeneznsulfonamid (77(4,1,2)-F2) (z 500 mg pryskyrice)

12.1 mg (26%), Eervend amorfni latka; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 8.60 (d, J=5.5 Hz,
2H), 7.74 - 7.65 (m, 7H), 7.39 (d, J=7.8 Hz, 4H), 3.13 - 3.06 (m, 2H), 3.03 - 2.97 (m, 2H),
2.36 (s, 3H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-dg) 5 = 21.0, 34.8, 37.6, 115.2, 126.6, 129.7,
129.7, 137.1, 137.2, 142.7, 142.8, 150.6, 157.9, 168.6 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno
pro C1gH20NgO3S (428.14) [I\/I+H]+ 429.1452, naméieno 429.1452.

6.4.1.9 N-(3-(3,5-diamino-4-(pyridin-4-yldiazenyl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-
oxopropyl)-2-(3-(4-hydroxybenzyl)-2,5-dioxopiperazin-1-yl)acetamid (82)

9.2 mg (18%), éervena amorfni latka; "H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 5 = 8.59 (d, J=6.3 Hz,
2H), 8.24 - 8.19 (m, 1H), 7.71 (d, J=5.9 Hz, 2H), 6.90 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.65 (dd, J=2.0, 8.6
Hz, 2H), 6.62 - 6.60 (m, 2H), 6.17 (br s, 2H), 3.98 - 4.12 (m, 3H), 3.54 (dd, J=6.3, 9.4 Hz,
2H), 3.27 - 3.18 (m, 2H), 3.06 - 2.92 (m, 2H), 2.77 (dd, J=4.7, 13.3 Hz, 2H) ppm; Smés
izomerii: *C NMR (101 MHz, DMSO-dg) 5 = 21.9, 22.5, 23.3, 32.4, 34.0, 34.5, 47.9, 50.1,
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55.8, 58.4, 114.6, 115.0, 115.1, 116.5, 125.6, 130.9, 150.4, 150.7, 151.9, 156.3, 157.8, 158.8,
164.9, 166.1, 166.9, 167.0, 167.2, 173.2 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro
C24H26N1005 [M+H]+ (53421) 5352160, naméfeno 535.2157.

6.4.2 Acyl na exocyklickém dusiku pyrazolu (na aminoskupiné)

6.4.2.1 N-(3-((5-amino-4-(pyridin-4-yldiazenyl)-1H-pyrazol-3-yl)amino)-3-
oxopropyl)-4-(trifluoromethyl)benzamid  (77(1,1,2)-F1) (z 500 mg
pryskyrice)
8.1 mg (10%), oranzova amorfni latka; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 8.92 - 8.85 (m,
1H), 8.69 (d, J=6.5 Hz, 2H), 8.06 - 7.99 (m, 5H), 7.81 (d, J=8.5 Hz, 3H), 3.59 (q, J=6.3 Hz,
4H), 2.82 (br s, 2H) ppm; °C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & =35.1, 35.8, 116.1, 122.6, 125.3
(g, J=3.0 Hz, 1C), 127.4, 128.1, 130.9, 131.2, 134.2, 138.1, 143.6 (q, J=2.3 Hz, 1C), 157.8,
165.1 ppm; HRMS (HESI, m/z) vypoéteno pro CigHi7F3sNgO, (446.14) [M+H]" 447.1499,
naméieno 447.1496.

6.4.2.2 N-(3-((5-amino-4-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-1H-pyrazol-3-yl)amino)-3-
oxopropyl)benzamid (77(2,1,1)-F1)

2.1 mg (6%), Zluta amorfni latka; HRMS (HESI, m/z) vypocteno pro Ci9HigN;O3 (393.15)
[M+H]" 394.1622, naméieno 394.1621.

6.4.2.3 (E)-N-(5-diamino-4-(pyridin-4-yldiazenyl)-1H-pyrazol-3-yl)-3-(4-

methylfenylsuflonamido)propanamid (77(4,1,2)-F1) (z 500 mg pryskyrice)
4.9 mg (6%), Gervena amorfni latka; "H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 8.65 (d, J=5.9 Hz,
2H), 7.82 (d, J=5.5 Hz, 2H), 7.73 - 7.61 (m, 4H), 7.39 (d, J=8.2 Hz, 2H), 7.35 (s, 1H), 7.27 (s,
2H), 3.00 (g, J=6.7 Hz, 2H), 2.69 - 2.59 (m, 2H), 2.39 - 2.35 (m, 3H) ppm; *C NMR (101
MHz, DMSO-ds) 6 = 21.0, 115.6, 125.6, 126.6, 129.3, 129.6, 137.2, 142.7; HRMS (HESI,
m/z) vypoéteno pro C1gHoNgO3S (428.14) [M+H]" 429.1452, naméfeno 429.1451.

6.5 Bicykly
Odchranéni Fmoc-protektivni skupiny (Pryskyrice 84(1))

Rinkova pryskyfice (100-200 mesh, 0.66 mmol/g, 1 g) byla promyta 3x DCM a 3x DMF a
poté tiepana s 50% piperidinem v DMF po dobu 20 min za laboratorni teploty. Pryskyfice
byla promyta 3x DMF a 3x DCM.
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Acylace Rinkovy pryskyiice Fmoc-amino kyselinou (Prysky¥ice 84(2))

K pryskyfici 84(1) (1 g) nabobtnané v DCM byl pfidan 0.3 M roztok Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH (3
mmol, 1.379 g), HOBt (3 mmol, 460 pul) a DIC (3 mmol, 464 pul) v 10 ml DCM/DMF (1:1).
Pryskyfice byla tfepana za laboratorni teploty pfes noc, poté promyta 3x DMF a 3x DCM.

Nasledovalo odchranéni Fmoc protektivni skupiny.
Reakce Wangovy pryskyrice s CDI a s 1,3-diaminopropanem (Pryskyrice 84(3))

K Wangov¢ pryskyfici (100-200 mesh, 1.1 mmol/g, 1g) nabobtnané v DCM byl pfidan roztok
CDI (5 mmol, 810 mg) a pyridinu (5 mmol, 400 uL) v DCM (10 ml). Pryskyfice byla tfepana
za laboratorni teploty po dobu 2 h. Poté byla pryskyfice promyta 3x DCM a byl ptidan roztok
1,3-diaminopropanu (5 mmol, 421 pl) v DCM (10 ml). Pryskyfice byla tiepana ptes noc za
laboratorni teploty, promytad 5x DCM. Loading pryskyfice byl kvantifikovan po reakci s
Fmoc-OSu.

Reakce Wangovy pryskyfice s trichloroacetonitrilem a s 2-(Fmoc-

amino)ethanolem, odchranéni Fmoc skupiny (Pryskyiice 84(4))

K Wangov¢ pryskytici (100-200 mesh, 1.1 mmol/g, 1g) nabobtnané v bezvodém DCM byl
ptidan roztok trichloroacetonitrilu (15 mmol; 1.5 ml) v bezvodém DCM (10 ml). Pryskyfice
byla dana do mrazaku po dobu 30 min. Poté k ni byl pfidan jesté roztok DBU (0.67 mmol;
100 pul) v bezvodém DCM (2 ml) a vse bylo tfepano po dobu 1 h. K pryskyfici promyté 3x
bezvodym DCM a 3x bezvodym THF byl pfidan roztok 2-(Fmoc-amino)ethanolu (3 mmol;
849 mg) v bezvodém THF (10 ml) a za probublavani suspendované pryskyiice nasledovalo
ptikapani BF3.Et;0 (0.3 mmol; 63 pl. Pryskyfice byla tfepana po dobu 30 min za laboratorni
teploty. Poté byla promyta 3x THF, 3x MeOH a 3x DCM. Vzorek byl susen, 10 mg bylo
Stépeno 50% TFA v DCM, 30 min a produkt byl kvantifikovan. Po kvantifikaci byla Fmoc-

protektivni skupina odstépena.
Acylace Pryskyrice 84(3) bromoctovou kyselinou (Pryskyrice 84(5))

Pryskyrice 84(3) byla promyta 3x DMF a 3x DCM, poté byl ve stiikacce pfipraven roztok
bromoctové kyseliny (5 mmol, 700 mg) a DIC (2.5 mmol, 386 pul) v DCM (10 ml). Tento
roztok byl 5 min tfepan, vyloucena diisopropylmocovina byla odfiltrovana a byl pfidan DIEA
(2.5 mmol, 436 pl). Tento roztok byl pfiddn k promyté pryskyrici 84(3) a tfepan za
laboratorni teploty po dobu 1 h, poté byla pryskyfice promyta 3x DCM.
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Acylace bromoctovou kyselinou a reakce s aminoacetaldehyd dimethyl acetalem
(Pryskyfice 84(5); Postup 1)

Pryskyiice 84(1)-84(3) byly acylovany bromoctovou kKyselinou za vzniku pryskyiice 84(5).

Po acylaci byla pryskyfice (1 g) nabobtnana v DCM a promyta 3x DMF. K promyté
pryskyfici byl ptidan roztok aminoacetaldehyd dimethyl acetalu (10 mmol, 1.09 ml) a DIEA
(20 mmol, 1.74 ml) v DMF (10 ml) a vSe bylo tfepano za laboratorni teploty po dobu 2 h.
Poté byla prysykiice promyta 3x DMF a 3x DCM. Kvantifikace: ke vzorku pryskyfice byl
ptidan roztok Fmoc-OSu v DCM, 40 min tiepat, pryskyfice promyta DCM, MeOH, susena
proudem dusiku a cca. 10 mg bylo §tépeno 50% TFA v DCM, 30 min, LC-MS, integrace pii
300 nm.

Reakce s 4-Nos-Cl, Mitsunobu alkylace s glykolaldehyd dimethyl acetalem a
odchranéni Nos skupiny (Prysky¥rice 85; Postup I1)

K pryskyfici 84(3) nebo 84(4) (1 g) promyté v DCM byl ptidan roztok 4-Nos-Cl (3 mmol,
665 mg) a lutidinu (3.3 mmol, 383 pl) v DCM (10 ml) a vSe bylo tfepadno za laboratorni
teploty pies noc. Poté byla pryskyfice promyta 3x DCM.

Pryskyfice (1g) byla pfemisténa do 20 ml stiikacky a promyta 3x bezvodym THF a byl k ni
piidan 0.1 M roztok glycolaldehyd dimethyl acetalu (2 mmol, 202 ul) a PPh; (2 mmol, 525
mg) v bezvodém THF (10 ml). Do 10 ml stiéikacky byl pfipraven 0.1 M roztok DIAD (2
mmol, 404 ul) v bezvodém THF (10 ml). Ob¢ stiikacky byly spojeny spojkou a dany do
mrazaku po dobu 30 min, poté byl roztok DIAD vstiiknut do stiikacky s pryskytici. Ve bylo
tfepano za laboratorni teploty po dobu 10 min, poté byla suspense s pryskyfici pfemisténa do
sklenéné vialky pfti zahtivani na 50 °C tfepana po dobu 16 h. Pak byla pryskyfice promyta 3x
THF a 3x DCM. V piipadé nedoreagovani byla reakce opakovana az do dosaZeni
kvantitativni alkylace. Odstépeni Nos skupiny: pryskytice (1 g) byla promyta DMF, Nos byl
odstépen 0.6 M roztokem 2-merkaptoethanolem (6 mmol, 420 p) a 0.2 M DBU (2 mmol, 300
ul) v DMF (10 ml) po dobu 5 min, poté promyto DMF, DCM.

Acylace Fmoc-amino kyselinami (Prysky¥ice 86; Postup 1)

Pryskyftice 85 (1 g) byla nabobtndna DCM a promyta 3x THF, poté k ni byl piidan roztok
Fmoc-amino kyseliny (10 mmol) a DIC (5 mmol, 775 pl) v THF (10 ml). Pryskyfice byla
tiepana za laboratorni teploty pfes noc, nasledné byla promyta 3x THF a 3x DCM.

Acylace Fmoc-Ser(t-Bu)-OH (Prysky¥ice 86; Postup I1)
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Pryskyiice 85 (1 g) byla nabobtnana DCM a poté k ni byl ptidan 0.3 M roztok Fmoc-Ser(t-
Bu)-OH (3 mmol, 1.15 g), HOBt (3 mmol, 460 ul) a DIC (3 mmol, 464 ul) v DCM/DMF
(1:1; 10 ml). Pryskyfice byla tiepana za laboratorni teploty pies noc a poté byla promyta 3x
DMF a 3x DCM.

Stépeni Fmoc-protektivni skupiny a reakce s aromatickym sulfonyl chloridem

(Pryskyftice 87)

Pryskyfice 86 (250 mg) byla promyta 3x DCM a 3x DMF, pot¢ byla tfepana s 50% roztokem
piperidinu v DMF po dobu 20 min. Nasledné byla pryskyfice promyta 3x DMF a 3x DCM a
byl k ni ptidan roztok aromatického sulfonylchloridu (0.75 mmol) a lutidinu (0.83 mmol, 96
ul) v DCM (2.5 ml) a vSe bylo tiepano za laboratorni teploty pies noc. Pryskyfice byla
promyta 3x DCM.

Stépeni, cyklizace a izolace (2, 89)

Pryskyfice 87 (250 mg) byla tfepana s 50% TFA v DCM (Postup 1) nebo s 95% TFA ve
vodé¢ (Postup 11) po dobu 90 min. TFA roztok byl uchovan, pryskytice byla promyta jesté 3x
10% TFA v DCM, kyselé roztoky byly spojeny a odpateny proudem dusiku, odparek byl
analyzovan pomoci LC/MS. Produkty byly purifikovany na semi-preparativnim HPLC.
V3echny produkty byly charakterizovany pomoci LC/MS, HRMS a 'H a *C NMR,

6.5.1 (1S,5S)-(9H-fluoren-9-yl)methyl 3-(2-amino-2-oxoethyl)-2-0x0-6-
oxa-3,8-diazabicyclo[3.2.1]octane-8-carboxylate 2(1,1,1)

13.7 mg (41%), amorfni latka; "H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & = 7.89 (d, J=7.6 Hz, 2H),
7.70 - 7.76 (m, 2H), 7.45 - 7.48 (m, 1H), 7.42 (t, J=7.3 Hz, 2H), 7.33 (t, J=7.6 Hz, 3H), 7.08
(br s, 1H), 4.75 (m, 2H), 4.20 - 4.33 (m, 2H), 4.05 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.99 (dd, J=12.0, 7.9
Hz, 1H), 3.82 (d, J=16.7 Hz, 1H), 3.59 (dd, J=8.7, 16.0 Hz, 1H), 3.36 - 3.44 (m, 2H) ppm; *C
NMR (151 MHz, DMSO-dg) 6 = 170.2, 169.9, 155.7, 143.9, 140.7, 127.7, 127.1, 125.3,
120.1, 97.7, 65.8, 60.1, 55.1, 53.7, 51.0, 46.6 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypo¢teno pro
C22H21N30s (407.15) [M+H]" 408.1554, namé&teno 408.1547.

6.5.2 2-((1S,5S)-8-((4-methoxyphenyl)sulfonyl)-2-oxo0-6-oxa-3,8-
diazabicyclo[3.2.1]octan-3-yl)acetamide 2(1,1,2)

3.5 mg (12%); amorfni latka; *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 7.90 (d, J=8.9 Hz, 2H),
7.40 (br s, 1H), 7.13 (d, J=8.9 Hz, 2H), 7.05 (br s, 1H), 6.00 (br s, 1H), 4.62 (d, J=5.3 Hz,
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1H), 3.86 (s, 3H), 3.87 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.75 - 3.69 (m, 2H), 3.49 (dd, J=2.8, 11.9 Hz, 1H),
3.23 (d, J=11.7 Hz, 1H), 2.87 (dd, J=5.6, 7.9 Hz, 1H) ppm; **C NMR (151 MHz, DMSO-dg) &
= 169.0, 166.2, 163.6, 130.3, 128.7, 114.8, 85.4, 68.6, 58.9, 55.9, 55.0, 46.2 ppm; HRMS
(FAB, m/z) vypodteno pro C14H17N306S (355.08) [M+H]" 356.0911, naméfeno 356.0904.

6.5.3 2-((1S,5S)-2-0x0-8-tosyl-6-0xa-3,8-diazabicyclo[3.2.1]octan-3-
yl)acetamide 2(1,1,3)

13.1 mg (47%); amorfni latka; H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 = 7.86 (d, J=8.3 Hz, 2H),
7.43 (d, J=8.3 Hz, 2H), 7.40 (br s, 1H), 7.06 (br s, 1H), 6.02 - 6.00 (m, 1H), 4.65 (d, J=5.3 Hz,
1H), 3.87 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.75 - 3.69 (m, 2H), 3.50 (dd, J=2.8, 12.2 Hz, 1H), 3.23 (d,
J=11.7 Hz, 1H), 2.87 (dd, J=5.6, 7.9 Hz, 1H), 2.41 (s, 2H) ppm; *C NMR (151 MHz,
DMSO-dg) & = 167.0, 166.1, 144.9, 134.5, 130.0, 127.9, 85.3, 68.6, 58.9, 54.9, 46.2, 21.1
ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro C14H17N305S (339.09) [M+H]" 340.0962, naméieno
340.0961.

6.5.4 2-((1S,5S)-8-((4-methoxy-2-nitrophenyl)sulfonyl)-2-oxo-6-oxa-3,8-
diazabicyclo[3.2.1]octan-3-yl)acetamide 2(1,1,4)

11.8 mg (36%); amorfni latka; *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 8.16 (d, J=9.1 Hz, 1H),
7.66 (d, J=2.6 Hz, 1H), 7.39 (br s, 1H), 7.35 (dd, J=2.4, 9.0 Hz, 1H), 7.06 (br s, 1H), 6.07 -
6.05 (m, 1H), 4.70 (d, J=5.3 Hz, 1H), 3.95 (d, J=7.9 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.90 (d, J=16.4,
1H), 3.68 (d, J=16.7 Hz, 1H), 3.50 (dd, J=2.8, 12.2 Hz, 1H), 3.35 (dd, J=5.4, 8.1 Hz, 1H),
3.29 (d, J=12.3 Hz, 1H) ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) 5 = 168.9, 165.7, 164.1, 149.4,
132.9, 120.6, 117.6, 110.2, 85.2, 69.3, 59.0, 56.9, 54.6, 46.1 ppm; HRMS (FAB, m/z)
vypoéteno pro Ci14H16N4OgS (400.07) [M+H]" 401.0762, naméieno 401.0791.

6.5.5 2-((1S,5S)-8-((2-nitrophenyl)sulfonyl)-2-ox0-6-o0xa-3,8-
diazabicyclo[3.2.1]octan-3-yl)acetamide 2(1,1,5)

15.2 mg (50%); amorfni latka; 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 = 8.31 (dd, J=0.9, 7.9 Hz,
1H), 8.06 (dd, J=0.9, 7.9 Hz, 1H), 7.99 (td, J=1.2, 7.9 Hz, 1H), 7.90 (td, J=0.9, 7.9 Hz, 1H),
7.41 (brs, 1H), 7.08 (br s, 1H), 6.12 - 6.11 (m, 1H), 4.78 (d, J=5.3 Hz, 1H), 4.01 (d, J=8.2 Hz,
1H), 3.92 (d, J=16.7 Hz, 1H), 3.71 (d, J=16.7 Hz, 1H), 3.54 (dd, J=2.6, 12.3 Hz, 1H), 3.42
(dd, J=5.3, 8.2 Hz, 1H), 3. 33 (d, J=12.0 Hz, 1H, piekryv s vodou) ppm; **C NMR (151 MHz,
DMSO-dg) & = 168.9, 165.6, 147.6, 136.1, 132.9, 131.0, 129.9, 124.7, 85.2, 69.6, 59.2, 54.6,
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46.2 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypocteno pro Ci3H14N4,O;S (370.06) [M+H]+ 371.0656,
nameéieno 371.0677.

6.5.6 2-((1S,5S)-8-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-2-ox0-6-oxa-3,8-
diazabicyclo[3.2.1]octan-3-yl)acetamide 2(1,1,6)

11.1 mg (37%); amorfni latka; *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 8.41 (dd, J=2.0, 7.0 Hz,
2H), 8.28 (dd, J=2.0, 7.0 Hz, 2H), 7.41 (br s, 1H), 7.07 (br s, 1H), 6.15 - 6.12 (m, 1H), 4.82
(d, J=5.3 Hz, 1H), 3.88 (d, J=16.7 Hz, 1H), 3.80 (d, J=8.2 Hz, 1H), 3.73 (d, J=16.7 Hz, 1H),
3.55 (dd, J=2.8, 12.2 Hz, 1H), 3.27 (d, J=12.0 Hz, 1H), 2.97 (dd, J=5.4, 8.4 Hz, 1H) ppm; *C
NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 = 168.9, 165.9, 150.7, 142.8, 129.6, 124.7, 85.3, 68.8, 58.7,
54.8, 46.2 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro Ci13H14N4O7S (370.06) [M+H]" 371.0656,
naméieno 371.0649.

6.5.7 2-((1S,5S)-8-((2-nitro-4-(trifluoromethyl)phenyl)sulfonyl)-2-o0x0-6-
oxa-3,8-diazabicyclo[3.2.1]octan-3-yl)acetamide 2(1,1,7)

14.4 mg (41%); amorfni latka; 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 8.67 (d, J=1.2 Hz, 1H),
8.55 (d, J=8.2 Hz, 1H), 8.30 (dd, J=1.2, 8.2 Hz, 1H), 7.42 (br s, 1H), 7.09 (br s, 1H), 6.15 -
6.13 (m, 1H), 4.83 (d, J=5.3 Hz, 1H), 4.04 (d, J=8.2 Hz, 1H), 3.92 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.72
(d, J=16.4 Hz, 1H), 3.55 (dd, J=2.8, 12.5 Hz, 1H), 3.50 (dd, J=5.3, 8.2 Hz, 1H), 3.37 - 3.32
(m, 1H, prekryv s vodou) ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) 5 = 168.9, 165.5, 147.7,
135.0 (g, J=34.2 Hz, 1 C), 133.8, 132.5, 129.9 (q, J=3.4 Hz, 1 C), 122.5 (g, J=3.3 Hz, 1 C),
122.2 (g, J=273.8 Hz, 1 C), 85.2, 69.8, 59.1, 54.5, 46.2 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno
pro CiaH13FsN4O-S (438,05) [M+H]* 439.0530, naméfeno 439.0538.

6.5.8 2-((1S,5S5)-8-((2,4-dinitrophenyl)sulfonyl)-2-oxo0-6-oxa-3,8-
diazabicyclo[3.2.1]octan-3-yl)acetamide 2(1,1,8)

21.6 mg (55%); amorfni latka; *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 9.00 (d, J=2.1 Hz, 1H),
8.61 (dd, J=2.0, 8.5 Hz, 1H), 8.59 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.43 (br s, 1H), 7.09 (br s, 1H), 6.16 -
6.13 (m, 1H), 4.83 (d, J=5.0 Hz, 1H), 4.04 (d, J=8.2 Hz, 1H), 3.91 (d, J=16.7 Hz, 1H), 3.74
(d, J=16.7 Hz, 1H), 3.55 (dd, J=2.6, 12.3 Hz, 1H), 3.52 (dd, J=5.4, 8.4 Hz, 1H, piekryv s
vodou) ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & = 168.9, 165.4, 150.9, 147.6, 134.8, 132.8,
127.4, 120.5, 85.3, 69.8, 59.1, 54.5, 46.2 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro
C13H13N506S (415,04) [M+H]" 416.0507, nam&feno 416.0523.
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6.5.9 2-((1S,55)-8-((4-methoxy-2-nitrophenyl)sulfonyl)-7-methyl-2-0x0-6-
oxa-3,8-diazabicyclo[3.2.1]octan-3-yl)acetamide 2(1,2,4)

23.9 mg (69%); amorfni latka; 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 = 8.15 (d, J=8.8 Hz, 1H),
7.67 (d, J=2.4 Hz, 1H), 7.39 - 7.35 (m, 2H), 7.07 (br s, 1H), 5.97 (m, 1H), 4.44 (q, J=6.4 Hz,
1H), 4.33 (m, 1H), 3.98 (d, J=16.7 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.60 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.40 (dd,
J=2.9, 12.3 Hz, 1H), 3.27 (d, J=12.3 Hz, 1H), 1.09 (d, J=6.2 Hz, 3H) ppm; *C NMR (151
MHz, DMSO-dg) & = 169.0, 166.2, 163.5, 148.8, 132.2, 123.5, 117.6, 110.7, 85.4, 78.1, 63.2,
56.9, 54.4, 46.2, 19.7 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro CisH1sN4OsS (414,08) [M+H]"
415.0918, nameéreno 415.0926.

6.5.10 (S)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((1S,5S)-8-((4-methoxy-2-
nitrophenyl)sulfonyl)-2-oxo0-6-oxa-3,8-diazabicyclo[3.2.1]octan-3-
yl)acetamido)propanamide 2(2,1,4)

8.7 mg (27%); amorfni latka; *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 9.18 (br s, 1H), 8.16 (d,
J=9.1 Hz, 1H), 8.14 (d, J=8.2 Hz, 1H), 7.68 (d, J=2.4 Hz, 1H), 7.41 (br s, 1H), 7.37 (dd,
J=2.5, 9.0 Hz, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.98 (d, J=8.5 Hz, 2H), 6.63 (d, J=8.2 Hz, 2H), 6.04 - 6.02
(m, 1H), 4.70 (d, J=5.0 Hz, 1H), 4.32 (td, J=8.7, 5.3 Hz, 1H), 4.03 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.93
(s, 1H), 3.91 (d, J=8.2 Hz, 1H), 3.65 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.41 (dd, J=2.6, 12.3 Hz, 1H), 3.10
(d, J=12.0 Hz, 1H), 2.87 (dd, J=5.0, 13.8 Hz, 1H), 2.87 (dd, J=13.8, 5.0 Hz, 1H), 2.62 (dd,
J=9.1, 13.8 Hz, 1H) ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & = 172.8, 166.7, 165.7, 164.2,
155.8, 149.4, 132.9, 130.1, 127.9, 120.6, 117.6, 114.9, 110.2, 85.2, 69.3, 59.0, 57.0, 54.4,
54.1, 46.4, 37.0 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro CasHzsNsO10S (563,13) [M+H]"
564.1395, naméreno 564.1422.

6.5.11 2-(2-((1S,55)-8-((2,4-dinitrophenyl)sulfonyl)-2-ox0-6-o0xa-3,8-
diazabicyclo[3.2.1]octan-3-yl)acetamido)-3-(4-
hydroxyphenyl)propanamide 2(2,1,8)

5.5 mg (17%); amorfni latka; "H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 9.00 (d, J=2.1 Hz, 1H),

8.61 (dd, J=2.4, 8.8 Hz, 1H), 8.56 (d, J=8.8 Hz, 1H), 8.16 (d, J=8.5 Hz, 1H), 7.42 (br s, 1H),

7.05 (br s, 1H), 6.98 (d, J=8.5 Hz, 1H), 6.63 (d, J=8.2 Hz, 1H), 6.11 - 6.09 (m, 1H), 4.81 (d,

J=5.3 Hz, 1H), 4.32 (td, J=5.0, 8.7 Hz, 1H), 4.02 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.98 (d, J=8.5 Hz, 1H),

3.68 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.51 (dd, J=5.4, 8.4 Hz, 1H), 3.45 (dd, J=2.6, 12.3 Hz, 1H), 3.15 (d,

J=12.0 Hz, 1H), 2.87 (dd, J=4.8, 13.7 Hz, 1H), 2.62 (dd, J=9.1, 13.8 Hz, 1H) ppm; *C NMR

162



(151 MHz, DMSO-dg) 6 = 172.1, 166.7, 165.4, 155.8, 150.9, 147.6, 134.7, 132.8, 130.1,
127.9, 127.4, 120.5, 114.9, 85.2, 69.8, 59.1, 54.3, 54.2, 46.3, 37.0 ppm; HRMS (FAB, m/z)
vypoéteno pro CoH2NgO11S (578,11) [M+H]" 579.1140, naméfeno 579.1179.

6.5.12 (1S,5S)-3-(3-aminopropyl)-8-((4-methoxy-2-
nitrophenyl)sulfonyl)-6-oxa-3,8-diazabicyclo[3.2.1]Joctan-2-one
2(3,1,4)

6.6 mg (23%); amorfni latka; 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 8.16 (d, J=9.1 Hz, 1H),

7.68 (d, J=2.4 Hz, 1H), 7.39 (dd, J=2.5, 9.0 Hz, 1H), 6.11 - 6.09 (m, 1H), 4.69 (d, J=5.0 Hz,

1H), 3.96 (d, J=8.2 Hz, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.80 (br s, 2H, ptekryv s vodou), 3.46 (dd, J=2.5,

12.5 Hz, 1H), 3.40 (dd, J=5.3, 8. Hz, 1H), 3.34 (dt, J=7.0, 13.9 Hz, 1H), 3.30 (d, J=12.3 Hz,

1H), 3.22 (dt, J=6.8, 13.9 Hz, 1H), 2.65 (t, J=7.3 Hz, 2H), 1.68 (dt, J=7.1, 14.5 Hz, 2H) ppm;

3¢ NMR (151 MHz, DMSO-dg) 6 = 165.6, 164.2, 149.4, 132.9, 120.5, 117.6, 110.3, 85.1,

69.7, 59.3, 57.0, 53.5, 41.6, 36.9, 22.5 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro CisHzoN4O7S

(400,11) [M+H]"* 401.1125, nam&Feno 401.1149.

6.5.13 (1S,5S)-3-(2-hydroxyethyl)-8-((4-methoxy-2-
nitrophenyl)sulfonyl)-6-oxa-3,8-diazabicyclo[3.2.1]octan-2-one
2(4,1,4)

4.8 mg (14%); amorfni latka; *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 8.14 (d, J=9.1 Hz, 1H),

7.66 (d, J=2.6 Hz, 1H), 7.36 (dd, J=2.6, 9.1 Hz, 1H), 6.05 - 6.04 (m, 1H), 4.77 - 4.73 (m, 1H),

4.65 (d, J=5.3 Hz, 1H), 3.93 (d, J=8.5 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.54 (dd, J=2.6, 12.6 Hz, 1H),

3.47 - 3.43 (m, 1H), 3.40 (d, J=12.3 Hz, 1H), 3.31 - 3.27 (m, 2H), 3.22 - 3.17 (m, 2H) ppm;

3¢ NMR (151 MHz, DMSO-dg) 6 = 165.3, 164.2, 149.4, 132.9, 120.5, 117.6, 110.2, 85.2,

69.5, 59.3, 58.2, 57.0, 54.8, 47.0 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro Ci4H17N30sS

(387,07) [M+H]" 388.0809, naméfeno 388.0819.

6.5.14 N-(3-aminopropyl)-2-((1S,5S)-8-((2-nitro-4-
(trifluoromethyl)phenyl)sulfonyl)-2-oxo-6-oxa-3,8-
diazabicyclo[3.2.1]octan-3-yl)acetamide 2(5,1,7)

9.3 mg (12%); amorfni latka; *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 8.68 (d, J=1.2 Hz, 1H),

8.54 (d, J=8.5 Hz, 1H), 8.31 (dd, J=1.2, 8.5 Hz, 1H), 8.24 (t, J=5.6 Hz, 1H), 6.14 (m, 1H),

4.83 (d, J=5.0 Hz, 1H), 4.46 (br s, 2H, piekryv s vodou), 4.03 (d, J=8.5 Hz, 1H), 3.95 (d,

J=16.1 Hz, 1H), 3.74 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.56 (dd, J=2.8, 12.2 Hz, 1H), 3.50 (dd, J=5.3, 8.2
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Hz, 1H), 3.34 (d, J=12.3 Hz, 1H), 3.11 (q, J=6.5 Hz, 2H), 2.69 (t, J=7.2 Hz, 2H), 1.62 (quin,
J=7.0 Hz, 2H) ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 167.2, 165.5, 147.7, 135.1 (q, J=35.3,
1C), 133.7, 132.5, 129.9 (g, J=3.4, 1C), 122.5 (g, J=3.4, 1C),122.2 (g, J=273.8, 1C), 85.2,
69.8, 59.1, 54.6, 5, 37.0, 35.8, 28.5 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro Ci7H2FsNsO7S
(495,10) [M+H]" 496.1108, naméfeno 496.1142.

6.5.15 (S)-(9H-fluoren-9-yl)methyl 4-(2-amino-2-oxoethyl)-2-
(hydroxymethyl)-3-ox0-3,4-dihydropyrazine-1(2H)-carboxylate
89(1,1,1)

15.3 mg (46%); amorfni latka; "H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 7.93 - 7.88 (m, 2H), 7.67
(d, J=6.5 Hz, 2H), 7.46 - 7.39 (m, 2H), 7.38 - 7.31 (m, 2H), 7.17 (d, J=9.7 Hz, 1H), 6.25 -
6.15 (m, 1H), 5.78 - 5.73 (m, 1H), 5.19 - 5.13 (m, 1H), 4.57 (br s, 1H), 4.53 (br s, 1H), 4.45
(d, J=6.8 Hz, 1H), 4.37 - 4.33 (m, 1H), 4.07 (dd, J=16.4, 25.5 Hz, 1H), 3.97 (dd, J=16.4, 28.5
Hz, 1H), 3.67 — 3.62 (m, 1H), 3.58 - 3.53 (m, 1H), 3.48 - 3.42 (m, 1H), 3.20 - 3.14 (m, 1H)
ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & = 169.0, 163.5, 152.2, 143.6, 140.8, 127.8, 127.2,
125.1, 120.2, 113.7, 107.3, 67.6, 61.4, 60.7, 59.7, 46.5 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypo&teno
pro C,H21N30s (407,15) [M+H]" 408.1554, namé&ieno 408.1564.

6.5.16 (S)-2-(3-(hydroxymethyl)-4-((4-methoxyphenyl)sulfonyl)-2-
0X0-3,4-dihydropyrazin-1(2H)-yl)acetamide 89(1,1,2)

9.1mg (30%); amorfni latka; *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 7.71 (d, J=8.9 Hz, 2H), 7.26
(br s, 1H), 7.11 (br s, 1H), 7.09 (d, J=8.9 Hz, 2H), 6.04 - 6.01 (m, 2H), 5.28 (br s, 1H), 4.30
(m, 1H), 3.92 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.71 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.64 - 3.58 (m, 1H),
3.50 - 3.46 (m, 1H) ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & = 168.6, 163.0, 162.5, 129.4,
128.9, 119.6, 114.6, 106.4, 61.3, 60.3, 55.8, 47.5 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro
C14H17N306S (355,08) [M+H]" 356.0911, naméfeno 356.0913.

6.5.17 (S)-2-(3-(hydroxymethyl)-2-oxo-4-tosyl-3,4-dihydropyrazin-
1(2H)-yl)acetamide 89(1,1,3)

10.8 mg (39%); amorfni latka; 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 = 7.66 (d, J=8.3 Hz, 2H),

7.39 (d, J=8.3 Hz, 2H), 7.23 (br s, 1H), 7.11 (br s, 1H), 6.05 (dd, J=1.2, 5.6 Hz, 1H), 6.03 (d,

J=5.6 Hz, 1H), 4.31 (ddd, J=1.2, 4.3, 5.9 Hz, 1H), 3.91 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.72 (d, J=16.4

Hz, 1H), 3.62 (dd, J=6.5, 11.4 Hz, 1H), 3.49 (dd, J=4.4, 11.4 Hz, 1H), 2.37 (s, 3H) ppm; *C

NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 = 168.6, 162.4, 144.0, 134.9, 129.9, 126.6, 119.5, 106.4, 61.3,
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60.4, 47.5, 21.1 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypodéteno pro Ci4H17N30sS (339,09) [M+H]"
340.0962, naméfeno 340.0958.

6.5.18 (S)-2-(3-(hydroxymethyl)-4-((4-methoxy-2-
nitrophenyl)sulfonyl)-2-oxo-3,4-dihydropyrazin-1(2H)-yl)acetamide
89(1,1,4)

7.7 mg (24%); amorfni latka; *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 7.95 (d, J=8.8 Hz, 1H),

7.63 (d, J=2.6 Hz, 1H), 7.38 (br s, 1H), 7.31 (dd, J=2.6, 8.8 Hz, 1H), 7.15 (br s, 1H), 6.12 (dd,

J=1.5, 5.6 Hz, 1H), 6.09 (d, J=5.6 Hz, 1H), 5.32 - 5.28 (m, 1H), 4.40 (ddd, J=1.2, 4.4, 6.2 Hz,

1H), 4.03 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.99 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.67 - 3.61 (m, 1H), 3.53

- 3.48 (m, 1H) ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & = 168.7, 163.2, 162.5, 149.1, 131.5,

122.0, 119.1, 117.7, 110.1, 105.9, 61.1, 60.5, 56.8, 47.9 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno

pro C14H16N40sS (400,07) [M+H]" 401.0762, naméteno 401.0779.

6.5.19 (S)-2-(3-(hydroxymethyl)-4-((2-nitrophenyl)sulfonyl)-2-oxo0-3,4-

dihydropyrazin-1(2H)-yl)acetamide 89(1,1,5)
3.2 mg (11%); amorfni latka; H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 = 8.06 (dd, J=0.6, 7.9 Hz,
1H), 8.03 (dd, J=0.6, 7.9 Hz, 1H), 7.91 (td, J=0.9, 7.6 Hz, 1H), 7.84 (td, J=0.9, 7.6 Hz, 1H),
7.42 (br's, 1H), 7.15 (br s, 1H), 6.17 (dd, J=1.5, 5.6 Hz, 1H), 6.12 (d, J=5.6 Hz, 1H), 5.31 (t,
J=6.0 Hz, 1H), 4.42 (ddd, J=1.2, 4.3, 5.9 Hz, 1H), 4.07 (d, J=16.4 Hz, 1H), 4.00 (d, J=16.4
Hz, 1H), 3.64 (dt, J=6.1, 11.9 Hz, 1H), 3.54 - 3.49 (m, 1H) ppm; *C NMR (151 MHz,
DMSO-dg) 6 = 168.7, 162.4, 147.45, 135.0, 133.1, 130.9, 129.4, 124.8, 119.4, 105.9, 60.9,
60.7, 47.9 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro Ci13H1N407S (370,06) [M+H]" 371.0656,
naméieno 371.0690.

6.5.20 (S)-2-(3-(hydroxymethyl)-4-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-2-0x0-3,4-

dihydropyrazin-1(2H)-yl)acetamide 89(1,1,6)
3.0 mg (10%); amorfni latka; *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 8.37 (dd, J=2.0, 7.0 Hz,
2H), 8.03 (dd, J=1.8, 7.0 Hz, 2H), 7.26 (br s, 1H), 7.04 (br s, 1H), 6.11 (d, J=5.6 Hz, 1H),
6.08 (dd, J=1.2, 5.6 Hz, 1H), 5.29 (t, J=6.2 Hz, 1H), 4.36 (ddd, J=1.2, 4.4, 6.2 Hz, 1H), 3.85
(d, J=16.4 Hz, 1H), 3.79 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.61 - 3.56 (m, 1H), 3.49 - 3.44 (m, 1H) ppm;
3¢ NMR (151 MHz, DMSO-dg) 6 = 168.4, 162.0, 150.1, 142.8, 128.2, 124.8, 121.1, 105.5,
60.6, 47.7 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypodteno pro Ci3H14N4O7S (370,06) [M+H]" 371.0656,
nameéteno 371.0661.
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6.5.21 (S)-2-(3-(hydroxymethyl)-4-(4-methoxybenzoyl)-2-0x0-3,4-
dihydropyrazin-1(2H)-yl)acetamide 89(1,1,10)

13.0 mg (50%); amorfni latka; 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 = 7.52 (d, J=8.2 Hz, 2H),
7.46 (br s, 1H), 7.21 (br s, 1H), 7.03 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.03 (br s, 1H), 5.74 (br s, 1H), 5.22
(br s, 1H), 4.90 (br s, 1H), 4.16 - 4.09 (m, 1H), 4.07 - 4.01 (m, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.73 (br s,
2H) ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & = 169.3, 167.4, 164.2, 161.1, 130.5, 126.4,
113.7, 1135, 110.6, 61.1, 58.4, 55.4, 48.1 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro
C1sH1sN305 (319,12) [M+H]", 320.1241, nam&Feno 320,1249.

6.5.22 (S)-2-(2-((S)-3-(hydroxymethyl)-4-((4-methoxy-2-
nitrophenyl)sulfonyl)-2-oxo0-3,4-dihydropyrazin-1(2H)-yl)acetamido)-
3-(4-hydroxyphenyl)propanamide 89(2,1,4)

5.4 mg (17%); amorfni latka; *H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 9.18 (br s, 1H), 8.15 (d,

J=8.2 Hz, 1H), 7.93 (d, J=9.1 Hz, 1H), 7.62 (d, J=2.6 Hz, 1H), 7.38 (br s, 1H), 7.29 (dd,

J=2.5, 9.0 Hz, 1H), 7.06 (br s, 1H), 6.97 (d, J=8.2 Hz, 2H), 6.62 (d, J=8.5 Hz, 2H), 6.10 (dd,

J=1.5, 5.6 Hz, 1H), 5.95 (d, J=5.6 Hz, 1H), 5.25 (t, J=5.7 Hz, 1H), 4.38 (ddd, J=1.3, 4.6, 6.5

Hz, 1H), 4.33 (td, J=5.6, 8.4 Hz, 1H), 4.09 (d, J=16.4 Hz, 1H), 4.01 (d, J=16.4 Hz, 1H), 3.89

(s, 3H), 3.61 - 3.55 (m, 1H), 3.50 - 3.45 (m, 1H), 2.86 (dd, J=5.3, 13.8 Hz, 1H), 2.63 (dd,

J=8.7, 13.7 Hz, 1H) ppm; **C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & = 172.7 166.4, 163.2, 162.4,

155.8, 149.1 131.4, 130.1 127.7, 122.1, 119.0, 117.7, 114.9, 110.2, 105.9, 60.6, 60.6, 56.8,

54.2, 47.8, 36.9 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypo&teno pro CasHzsNsO10S (563,13) [M+H]"

564.1395, namétreno 564.1428.

6.5.23 (S)-1-(2-hydroxyethyl)-3-(hydroxymethyl)-4-((4-methoxy-2-
nitrophenyl)sulfonyl)-3,4-dihydropyrazin-2(1H)-one 89(4,1,4)

2.7 mg (8%); amorfni latka; "H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & = 7.86 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.63
(d, J=2.6 Hz, 1H), 7.33 (dd, J=2.6, 9.1 Hz, 1H), 6.17 (d, J=5.6 Hz, 1H), 6.05 (dd, J=1.8, 5.6
Hz, 1H), 5.24 - 5.20 (m, 1H), 4.73 (br s, 1H), 4.38 (ddd, J=1.5, 4.7, 6.8 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H),
3.56 - 3.50 (M, 2H), 3.50 - 3.44 (m, 2H), 3.31 - 3.23 (m, 2H) ppm; *C NMR (151 MHz,
DMSO-dg) 6 = 163.4 162.1, 149.1, 131.5, 121.4, 119.9, 117.4, 109.9, 105.7, 60.7, 60.1, 58.5,
56.8, 47.6 ppm; HRMS (FAB, m/z) vypodteno pro Ci4H17N3OgS (387,07) [M+H]" 388.0809,
naméieno 388.0803.
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6.5.24 2-methoxy-4-tosylmorpholine 94

8.7 mg (32%); amorfni latka; '"H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 7.61 (d, J=8.1 Hz, 2H),
7.46 (d, J=8.1 Hz, 2H), 4.58 (t, J=3.1 Hz, 1H), 3.81 (ddd, J=2.9, 8.3, 11.4 Hz, 1H), 3.54 (ddd,
J=3.2, 5.0, 11.7 Hz, 1H), 3.28 (s, 3H), 3.02 - 2.97 (m, 1H), 2.89 (dd, J=3.4, 11.6 Hz, 1H),
2.75 (dd, J=2.4, 11.7 Hz, 1H), 2.69 (ddd, J=2.9, 8.4, 11.6 Hz, 1H), 2.41 (s, 3H) ppm; °C
NMR (151 MHz, DMSO-dg) & = 144.0, 131.6, 130.0, 127.7, 95.9, 59.4, 54.8, 48.5, 45.0, 21.1
ppm; HRMS (FAB, m/z) vypoéteno pro CioH17NO4S (271,09) [M+H]" 272.0951, naméfeno
272.0981.
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