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1 Seznam zkratek

AcOH
AcCl
ACN
Ala
APT
bezv.
BAL
BINAP
Boc
BTPP, BTTP
COD
COSY
DCE
DCM
DEPT
DIC
DIPEA
deg.
DMAP
DMF
DMSO
ekv
EtOAc
EtOH
Fmoc-Osu
hex
HMBC
HOBt

kyselina octova

acetylchlorid

acetonitril

alanin

attached proton test

bezvody

backbone amide linker
2,2¢-bis(difenylfosfino)-1,1‘-binaftyl
terc-butyloxykarbonyl
terc-butylimino-tri(pyrrolidino)fosforan
1,5-cyklooktadien

homonuclear correlation spectroscopy
dichlorethan

dichlormethan

distortionless enhancement by polarization transfer
N,N “-diisopropylkarbodiimid
N,N-diisopropylethylamin

degassed, odplynény

(4-dimethylamino)pyridin

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

ekvivalent

ethylacetat

ethanol
N-(9-fluorenylmethoxykarbonyloxy)sukcinimid
n-hexan

heteronuclear multi-bond correlation spectroscopy
1-hydroxybenzotriazol
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HRMS
HSQC
IPr

kat.
lab.T
mCPBA
Me
MeOH
MF
MS
MW

NaBH(OAC)s

NBS
NMP
NMR
Nos
2-NosCl
Obr.
PPA

Ph

PPh3
PhI(OAC);
pTSA
Pyr

tBu
TEA
TES
TFA
THF

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
heteronuclear single-quantum coherence
iso-propyl

katalyza

laboratorni teplota
meta-chlorperbenzoova kyselina

methyl

methanol

mobilni faze

molekulova sita

mikrovinny ohfev

triacetoxyborohydrid sodny
N-bromsukcinimid
N-methyl-2-pyrrolidon

nukledrni magnetické rezonance

nosyl

2-nitrobenzensulfonylchlorid

obrazek

kyselina polyfosfore¢na

fenyl

trifenylfosfin

jodosobenzen-1,1-diacetat, diacetoxyjodbenzen
para-toluensulfonova kyselina

pyridin

terc-butyl

triethylamin

triethylsilan

trifluoroctova kyselina

tetrahydrofuran
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TLC
Tol
UPLC-MS

Val

tenkovrstevna chromatografie
toluen

vysokoucinna kapalinova chromatografie-hmotnostni
spektrometrie

valin

Zkratky pouzité v NMR zapisech:

S

br.s

dd

app

ppm

singlet

broad singlet (Siroky singlet)
dublet

dublet dublett

triplet

apparent (pozorovany)
multiplet

kvartet

parts per million
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2 Uvod

Jiz po delsi dobu je ¢ast vyzkumu na Katedfe organické chemie UP vénovana 3-
hydroxychinolonim (3-HQ), jejich piipravé! a dalsim vlastnostem (fluorescenéni,
biologické?™® atd.). Zaroven byla popsana jiz fada analogickych slou¢enin k 3-HQ8 —
jejich spole¢nym znakem je aplikace kli¢ového syntetického kroku bé&hem jejich
syntézy, tj. presmyku fenacyl-intermediatu na 3-HQ® (popséano v Teoretické &asti).

Prvni c¢ast této diplomové prace tedy tematicky navazuje na predchozi vyzkum
v ramci nasi katedry a zabyva se moznosti dalsi aplikace zminéného piesmyku® na
fenacylestery thiosalicylové a 2-aminobenzensulfonové kyseliny.

3-HQ 1 jejich analoga patii mezi biologicky atraktivni latky, vzhledem k pomérné
velkému mnozstvi riznych druhti biologické aktivity, které byly u téchto latek
popsany?®. Piiprava cilovych analogickych slou¢enin 3-HQ (na Obr.1 vyznadeno
oranzové a fialove) se tedy jevi jako zajimava vyzva nejen z pohledu organického

chemika.

Obr.1: Zasazeni prvni ¢asti diplomové prace do kontextu vyzkumu nasi katedry
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Druha cast této diplomové prace tematicky navazuje na vyzkum v nasi

vyzkumné skuping!®,

Tyk4d se piipravy novych heterocyklickych sloucenin —
benzothiazepin 1,1-dioxidi — pomoci syntézy na pevné fazi, ktera nebyla doposud pro
heterocykly tohoto strukturniho motivu pouzita. Navrh syntézy je vyobrazen na
Schématu 1.

Jako syntetickd inspirace pro tento projekt poslouzila neddvno dokoncena
diplomova prace, ktera se zabyvala pfipravou novych derivati benzothiazini pomoci
syntézy na pevné fazi'%*,

Vzhledem k faktu, Ze jsem se syntézou novych heterocyklickych slou¢enin na
pevné fazi zabyvala jiz v ramci své bakalafské prace'?, nebude v Teoretické &asti této

diplomové prace popsdna obecna problematika této syntetické metodiky.

Pol\
L O R1
R1—N/ gz N/
H
0 N
Pol N g 210K, Rz - Rl p
3 78} Z
L = BAL R S N
O S— H R3
H,N

Schéma 1: NavrZend syntetickd cesta vedouci k benzothiazepinovym derivatim.

V Teoretické ¢asti této prace bude nejprve velice struéné popsana historie objevu
pfesmyku vedouci k 3-HQ a jeho aplikovatelnost. Poté bude nasledovat piehled
vybranych syntéz vedouci k cilovym analogim 3-HQ, pro jejichz piipravu nebyl
doposud pouzit zminény piesmyk. Zavér Teoretické ¢asti bude vénovan problematice

benzothiazepin 1,1-dioxidu, tedy druhé ¢asti této diplomové prace.

Nasleduje kapitola Cile prace. Kapitoly Vysledky a diskuse a Experimentalni
¢ast budou téz z divodu lepsi prehlednosti podobné rozdéleny do vice sekci. Kapitola
Zavér bude opét spolecna a bude v ni shrnuto, jakych vysledkli se podafilo feSenim

diplomové prace dosahnout.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Studium cykliza¢nich reakci fenacylesteri thiosalicylové a 2-
aminobenzensulfonové Kyseliny

Tato kapitola bude vénovana prvni casti diplomové prace, tj. roztokové
syntéze za Ucelem piipravit nova analoga 3-hydroxy-2-fenylchinolin-4(1H)-ont (3-

HQ).

3.1.1 Priprava 3-HQ a jejich analogii pfesmykem

V roce 1990 byla poprvé popsana termicka, kysele katalyzovana cyklizace
fenacylanthranilatéi 11 vedouci k benzoxazepinu 111.13 Jak se ov§em ukézalo pozdgji
v roce 1995° produktem této cyklizace je 3-hydroxy-2-fenylchinolin-4(1H)-on (3-HQ)
IV, coz bylo prokazano pe¢livou strukturni analyzou vyizolovaného produktu®. Zaroven
byl navrzen mechanismus cyklizace.®

Vychozi latkou je kyselina anthranilova I, kterd je nejprve alkylovana ptisluSnym
bromoacetofenonem za vzniku fenacylanthranilatu 1. Ten je nasledné podroben kysele
katalyzované cyklizaci vedouci pfes hypoteticky benzoxazepin Ill, ktery nasledné
piesmykne na 3-HQ IV - viz Schéma 2. °

Od tohoto okamziku byl pro pfipravu sloucenin typu 3-HQ pouZzit vylu¢né tento
presmyk, diky hned nékolika divodim: vychozi latky jsou dobie dostupné, reakce je

jednoducha a robustni, s dobrymi vytézky i ¢istotou produkti. *

0 0
o X Br o = < le}
cooH L - ©\)L N i)
L ° "
NH; ° / \\
I m —/ "R

NH, )

|

0

OH

. |

N A

H | FR

=
v

Podminky: 1) MHCOgz, DMF, 90-100°C, poté 25-28°C, 1 h ii) PPA, 100°C, 2 h

Schéma 2: Piiprava 3-HQ cyklizaci fenacylanthranilat s naslednym piesmykem?®
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Reakce byla dale podrobnéji zkoumana a bylo zjisténo, ze misto PPA lze pouzit i
jiné kyseliny jako TFA, AcOH, H2SO4. Cyklizaci je téz mozno provést termicky bez
kyselé katalyzy, napi. v NMP pii 200°C. Obecné se ale nejvice vyuziva zahtivani
Vv kyselém prostredi (nejcastéji PPA 100-150°C ¢i reflux v TFA, alternativné reflux
AcOH pro slouceniny labilni v pfitomnosti silné kyseliny; pouziti H2SO4 pii 100°C

Zasto vede k ¢astené hydrolyze vychoziho materialu a tim padem k niz§im vytézkiim).?

,Hradiliv pfesmyk* byl déle aplikovan i na jiné typy vychozich latek, nez jsou
fenacylanthranilaty — napf. fenacylamidy anthranilové kyseliny’,
fenacylthioanthranilaty® & fenacylamidy anilin-2-sulfonové kyseliny®. Vsechny
transformace uspésné vedly k pfislusSnym analogim 3-HQ, jak je naznaceno ve

Schématu 3.58

O H

SN NH,

©: | X = S0, X=CO O |

N: \[ j Y =NR Y = NH N

: Z=NH;, Z =NH, H O
XIX T~ _——

CO
S
NH,

SH
) o
s '
H N
A

Vil v

<
oo

\
/s

Schéma 3: Aplikace cyklizaéni reakce na riizné vychozi latky'®2

Priprava thioanalogi VIl vychézi z thioanthranilové kyseliny V, ktera byla
nejprve alkylovana bromoacetofenonem. Vznikly fenacylester VI byl pfeveden na
produkt VII refluxem v TFA. Bylo zjisténo, ze dochazi ke vzniku smési piislusného
thiolu VII a jeho oxidované formy, disulfidu VIII. Pfeména na disulfid VIII mtze byt
téz uskuteénéna refluxem VI ¢i VIl v o-xylenu. Reakéni sekvence je popsana ve

Schématu 4. °
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0 = 0
LR
\ SH
SH |
O .
NH, " N N
v Pz
Vil

iii)

Vil

Podminky: i) TEA, DMF, lab.T, 1 h ii) TFA, reflux, 1 h iii) o-xylen, reflux, 2 h
Schéma 4: Syntéza thioanalogi 3-HQ VII a piislusnych disulfida VI11°

Piiprava aminoanalogi XI| vychazi z 2-aminoacetofenonu IX, ktery byl
ponechan reagovat s anhydridem Kkyseliny isatoctové. Vznikly fenacylamid X byl

termicky cyklizovan v PPA za tvorby produktu X1 — viz Schéma 5.”

0
o) ©\)\/1 o) 0
NH,. HCI N~ 0 N NH,
_H Ho — |
i) NH, i) N O
X

Podminky: i) Na2COz, H20, 80°C, 40 min ii) PPA, 150°C, 1,5 h

IX

Schéma 5: Syntéza amino-analogti 3-HQ.’

Navic bylo zjisténo, ze reakce bézi obdobné, kdyz se vychazi zamidu
anthranilové kyseliny XII. Prvnim krokem je alkylace pfislusnym bromoacetofenonem,
ke které dochazi na reaktivni aminoskupiné za vzniku amidu XIII. Po zahfevu v PPA
dochézi opét k tvorb& produktu XI — 3-amino-2-fenylchinolin-4(1H)-onu.” Reakce jsou

popsany ve Schématu 6.
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o
O Br )
Cr 22— Ol 0 | O
|
NH, i) N/\H/© i)
H o

X Xl X

Podminky: i) Ko.CO3z, DMF, 90°C, 2 h ii) PPA, 140°C, 2 h
Schéma 6: Syntéza amino-analogti 3-HQ vedouci pies isomer anthranilamidu.’

Syntéza vedouci k 1,4-benzothiazin 1,1-dioxidim byla uskute¢néna na pevné
fazi a vede pies benzothiazepinové derivaty, u kterych dochazi ke kontrakci kruhu — viz
Schéma 7. Na Wangovu pryskyfici byla nejprve imobilizovana piislusSnd Fmoc-
chranénd aminokyselina, ktera byla poté odchranéna na N-konci pomoci piperidinu —
derivat XIV. Po sulfonylaci (XV), alkylaci bromoketonem (za vzniku latky XVI) a
redukcei nitroskupiny na aminoskupinu doslo k tvorb¢ linearniho sulfonamidu XVII. Po
odstépeni z pevné faze pomoci 50% TFA v DCM bylo zjisténo, ze k cyklizaci na
benzothiazepin XVIII dochazi v deuterovaném DMSO. Benzothiazepin XVIII se
Vv deuterovaném DMSO dale pfeménuje na benzothiazin X1X. Pokud byl imobilizovany
sulfonamid XVII vystaven pusobeni 5% AcOH v DMSO, doslo ke wvzniku

imobilizovaného benzothiazinu, ktery byl nasledné odstépen z pevné faze (XIX).
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R -SO:Cl o NO,
o) RZL H
A L L. N
L. HOOC”™ "NHFmoc L. NH, NO, Pol (0] A
Pol”“OH Pol” >0 — 5 | IR

1
i) aii) R i) R
e XIv R XV
| = | =
o) O,N o} H,N o} o
1 1
R3J]\/Br R'_N " R N\)LR3 Ho % e
- Y — | HO 7
iv) ? o ? o viii) a vi) R I | P
L L Xvii xx <~ N
- _ H
Pol XVI Pol
vi) a vii)
R1
OH
O,
s-N}\\<
X (0]
R%
AN /
H R
Xvii

Podminky: i) DMAP, DIC, DCM/DMF, lab.T, 16 h ii) 50% piperidin v DMF, lab.T,

20 min iii) 2,6-lutidin, DCM, lab.T, 16 h iv) DIPEA, DMF, lab.T, 16 h  v) Na2S204,
K2COz, DCM/H20, lab.T, 16 h vi) 50% TFA v DCM vii) DMSO-ds viii) 5% AcOH
v DMSO, 80°C, 16 h

Schéma 7: Ptiprava 1,4-benzothiazini pomoci syntézy na pevné fazi.

3.1.2 Piiprava 2-hydroxy-3-fenyl-4H-benzo[b][1,4]thiazin-1,1-dioxidu

Jednim z cili této prace je syntéza novych 1,4-benzothiazini (sloucenin
analogickych k 3-HQ) s vyuzitim ,,Hradilova pfesmyku“. Ackoli byl jiz presmyk
aplikovan na fadu podobnych sloucenin, k syntéze 1,4-benzothiazin-1,1-dioxidi nebyl
doposud vyuzit. Byly jiz ale popsany ruzné jiné syntézy vedouci k 1,4-benzothiazin-1,1-

dioxidlim, z nichZ byly n€které vybrany a popsany nize v této kapitole.

Publikace z roku 1991 vyuziva jako vychozi latku aromaticky polyfluorovany
sulfenylchlorid XXI ptipraveny chloraci thiolu XX. Po reakci s akrylatovym derivatem
(vznika sloucenina XXII) a oxidaci na sulfon (sloucenina XXIII) dojde k uzavieni
kruhu (latka XXIV). Nasledné¢ muze byt fluor substituovan napf. aminem (produkt

XXV). Syntézu popisuje Schéma 8.4
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ﬁi X 3@ o 3@( R

XX

j@: \ﬁko/\ IV) j@: j)l\o/\ V
XX XXIV
o, ©
(\N N
N F
g \) A XXV
Podminky: i) Clz, CCls, -10°C, ptidavat béhem 1,5 h ii) Pyr, 60°C, 15 min

iii) mCPBA, DCM, lab.T, 30 min iv) 60% NaH (olejova suspenze), THF, lab.T, 1 h
v) 1-methylpiperazin, ACN, reflux, 2,5 dne

Schéma 8: Piiprava benzothiazin-1,1-dioxida*

Dalsi publikace vyuziva k syntéze kli¢ového meziproduktu XXVIII reakci
s boronovou kyselinou. Schéma 9 zobrazuje popsanou syntetickou cestu. Prvnim
krokem je alkylace thiolu XXVI nasledovana oxidaci vzniklého sulfidu na sulfon
XXVII. Poté byla provedena adice boronové kyseliny (latka XXVI1II) a nakonec byl

v bazickém prostiedi uzavien kruh za vzniku produktu XXIX.®

F o F NH
2 02 2
S CN S
~ ArB(OH), %Ar iv)
Iu) i)
XXVI XXVII XXV

Podminky: i) Na,COs (1 ekv), aceton, 50°C, 12 h ii) mCPBA (4 ekv), DCM, reflux,
12 h iii) ArB(OH)2 (2,5 ekv), [Rh(COD)OH]2 (2 mol%), BINAP (6 mol%), Cs>CO3
(1 ekv), 1,4-dioxan/H20 (10:1), 75°C, 6 h iv) NaOH (3 ekv), 1,4-dioxan, 75°C, 2 h

Schéma 9: Vyuziti reakce Sboronovou kyselinou pro piipravu benzothiazin-1,1-

dioxida.®
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Syntéza strukturné piibuznych latek zroku 2013 vyuziva jako vychozi latky
diketon XXX a substituovany 2-aminothiofenol XXXI. Po kondenzac¢ni reakci vznika
benzothiazin XXXII, ktery je nasledn¢ zoxidovan na sulfon XXXIII — viz Schéma

10.%8 Na stejném principu jsou zaloZeny i syntézy popsané v jinych publikacich. /18

SH o o _ 0,
N N
A e

XXXI XXX XXXII XXXII

Podminky: i) DMSO, reflux, 20 min ii) H2O2, AcOH, 50-55°C, 5 h
Schéma 10: Ptiprava benzothiazin-1,1-dioxida'®

3.1.3 Priprava 3-hydroxy-2-fenyl-4H-thiochromen-4-oni

S védomim, jaké strukturni typy latek Ize snadno pfipravit diky ,,Hradilové
presmyku® popsanému vyse, byl navrzen novy projekt zabyvajici se dalsi aplikaci této
reakce — piiprava sloucenin s thioflavonolovou strukturou.

Syntéza téchto latek byla doposud popsédna velice ziidka, poprvé v roce 1963 s
vyuzitim benzo[b]thiofen-2,3-dionu XXXIV jako vychozi latky. Reakci vychozi latky
s diazomethanem doSlo k expanzi kruhu za vzniku dvou regioisomeri (thiochromen-
2,3-dion XXXV a thiochromen-3,4-dion XXXVI). 3,4- isomer XXXVI mize byt
nasledné dale modifikovan dalsi reakci s diazomethanem (vznika oxiranovy intermediat
XXXVII) a naslednym piisobenim HCI na thioflavonolovy derivat XXXV111.2° Postup

je popsan ve Schématu 11.

o) O
CH,N, © o)
—_— +
(0]
S s o S

XXXIV XXXV XXXVI ‘ CHoN,
o 0
OH OH
OO oG = o
cl
s o s s
XXXVII XXXVIII

Schéma 11: Prvni popsana syntéza latek s thioflavonolovou strukturou®
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Dalsi popsand syntéza zroku 1964 vyuziva pro tvorbu thiochromenu
Pechmannovu (t¢Z Simonisovu) kondenzaci, bézn€ vyuzivanou pro tvorbu
kumarinovych derivati. Reakce vychazi zthiofenolu XXXIX a [-ketoesteru
karboxylové kyseliny XL, provadi se v kyselém prostiedi (PPA) za vyssi teploty —
vznika thiochromen XLI, viz Schéma 12.2° Tato metoda byla pozdg&ji vyuzita pro
syntézu vychozi latky XLII pro pfipravu thioflavonolu XLV pomoci termického

sigmatropniho pfesmyku - viz Schéma 13. 2!
COOEt

SH i)
©/+o O

XXXIX XL XLI

Podminky: i) PPA, 80-100°C

Schéma 12: Syntéza thiochromen-4-onu pomoci Pechmannovy kondenzace?

0] Br o) 0
OH i) o) ii) OH
O T OO O
| s . C
XLV

XL XLIN XLIV

Podminky: i) bezv. aceton, KoCOs (6 ekv), reflux, 6 h ii) chlorbenzen, reflux, 12-14 h
Schéma 13: Sigmatropni pfesmyk vedouci k thioflavonolim?

Vyuzitim Pechmannovy kondenzace pro pfipravu thiochromenii se nechala
inspirovat 1 dal§i vyzkumna skupina, které se podafilo pfipravit set latek pro testovani
antimikrobidlni aktivity. Pro testovani pouzili kromé thiochromentt XLVI i pfislusné
oxidované derivaty — sulfoxid XL VI a sulfon XLVIII.

Jako oxidacni ¢inidlo byl pouzit peroxid vodiku ¢i mMCPBA — pokud byl pouzit
nadbytek, vznikal pouze sulfon XLVIII. Pokud bylo pouzito ekvimolarni mnozstvi
oxidaéniho ¢inidla, doslo ke vzniku smési sulfoxidu XLVII a sulfonu XLVIII, které
byly nasledné chromatograficky odd€leny. Oxidace siry na sulfoxid ¢i sulfon (Schéma

14) zaroven vedlo ke zlepseni antimikrobialni aktivity.??23
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XLV XLVIN

X H,0, (i) nebo mCPBA (ii) N N
R2 | ekvimolarni mnozstvi Al Al
~ 1 R2G + R
s R R' s~ OR!

XLVI 0,
mCPBA nebo H,0, X
R2¢ |

nadbytek

on

O,
XLVII

Podminky: 1) 30% H20>, ledova AcOH, 70°C, 6 h ii) 0,05M-mCPBA v chlormethanu,
CHCls, 0°C, poté 3 h pii lab.T

Schéma 14: Oxidace atomu siry v thiochromenu na sulfoxid a sulfon?2®

Thioflavonol LI se téZ podafilo piipravit jako vedlejsi produkt za podminek
solid-phase syntézy — viz Schéma 15. Puvodni zamér autori byla inkorporace
thioauront do struktury linedrnich peptidomimetik (reakéni schéma ¢i bliz8i informace
nebyly uvedeny). Po odstépeni latek z polymerniho nosi¢e (TFA/DCM, TES) byl
detekovan jiny produkt, nez bylo o¢ekavano. Proto autofi pokus zopakovali, pfic¢emz
vychézeli z Boc-chranéné thioauronové aminokyseliny XLIX, kterd byla podrobena
reakci za stejnych podminek, jaké pouzili pro $tépeni z polymerniho nosice. Byly
detekovany dva produkty — redukovany thiainden L (zastoupeni v reak¢éni smési 8-
88 %) a thioflavonol LI (v zastoupeni 11-38 %). Latky tvofici zbytek reakéni smési

nebyly izolovany a charakterizovany. 24

XLIX L

R = COOH, CO-Ala
X =H, p-CH,NHBoc, p-CH,NH-Val-OAc

Podminky: i) TFAIDCM (85-99,5 % TFA), TES (0,4-2,5%), lab.T, 15-180 min

Schéma 15: Piiprava thioflavonolu jako nechténého produktu?*
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3.2 Priprava novych derivatua 1,5-benzothiazepin 1,1-dioxida
Tato kapitola bude veénovana druhé casti diplomové prace, tj. syntéze

benzothiazepin 1,1-dioxidd na pevné fazi.

Piiprava 2-substituovanych 1,5-benzothiazepini byla doposud popsana pouze
v roztoku. Prvnim krokem syntézy je Friedel-Craftsova acylace aromatu LlII
anhydridem, vznikd latka LIl obsahujici nenasycenou vazbu. Druhym krokem byla
esterifikace s riznymi alkoholy — vznika ester LIV. Dale byla provedena Michaelova
adice s prislusnym thiolem, poté byl neizolovany intermediat LV podroben kysele
katalyzované cyklizaci za vzniku 1,5-benzothiazepinu LVI. Ten bylo mozné dale
oxidovat na 1,5-benzothiazepin 1,1-dioxid LVII pomoci peroxidu vodiku ¢i ho
redukovat za vzniku nasyceného derivatu LVIII. Syntéza je zobrazena ve Schématu
16. 25

U pfipravenych latek byla nésledn¢ otestovana antifungéalni aktivita a byly
provedeny SAR (structure-activity relationship) studie. Z téch autofi vyvodili zavér, ze
pro antifungalni aktivitu je dalezité, aby latka byla v iminové formé, a déle je klicova
ptitomnost ethoxykarbonylové skupiny v pozici 2. Roli hréala i substituce fenylu v para-
pozici — dulezita byla substituce vodikem ¢i fluorem. Vliv oxidace na antifungalni
aktivitu nebyl prozkouman. Dale autofi popisuji testovani cytotoxicity u aktivnich
derivath a zkoumani mechanismu jejich G€¢inku. Reaktivni mista pro ptipravené derivaty

jsou pravdépodobné umisténa v bunééné sténé a plazmatické membrang.?
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©/R O‘J\j WCOOH R20H W\COOR2 NH,
) = ii) R! fii)
LIV
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H,N )
:@ s COOR Q2 COOR?
I | O ——
COOR? i) N= v) NE
LvI
R1
- Lv - )
v) R Lvi R'
s COOR? e
* R'=H, CHj, CI, F, Br, OCH; .
" k R? = C,Hs, CHs, iPr, tBu |
N S
LVl R

Podminky: i) AlCls, DCM, 0°C, 5 h i) CeHs, Kat.H2SO4, reflux, 12 h iii) MeOH, kat.
AcOH, 0°C, 5-12 h iv) 30% H202, AcOH, lab.T v) HCI-MeOH, NaBH3(CN), lab.T,
3h

Schéma 16: Syntéza nasycenych a nenasycenych 1,5-benzothiazepint, 1,5-

benzothiazepin 1,1-dioxidt?

Dalsi ptiprava takto substituovanych latek nebyla popsana — nalezené derivaty

obsahuji amid misto iminu?¢-28

¢i jsou v pozici 2 substituované jinak nez karboxylovou
skupinou ¢&i derivatem karboxylové kyseliny?®. Pfiprava pomoci syntézy na pevné fazi

nebyla doposud popsana viibec.
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4  Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinuti novych syntetickych metod vedoucich

k cilovym derivatim zobrazenym nize (Obr.2).

Syntéza produktii 3 a 15a vyuziva klasickou syntézu v roztoku, syntéza derivati 27
a 35 vychazi z aplikace syntézy na pevné fazi za pouziti pryskyfice s Wangovym
(derivat 35) ¢i BAL (derivat 27) linkerem jako polymerniho nosi¢e. Jak jiz bylo
naznaeno v Uvodu, syntéza latek 27 a 35 tematicky navazuje na vyzkum v nasi
vyzkumné skuping'®!!, zatimco syntéza produktd 3 a 15a byla zasazena do kontextu

rozsifeni aplikace specifické cyklizace objevené na nasi katedie®.

o)
02 02
©:s OH S X
H H R?
3 27 X =NR'
35 X =OH

Obr. 2: Struktury cilovych derivata

Derivaty 3 a 15a jsou zajimavé i1 z pohledu biologické aktivity. U analogickych
sloucenin, 3-hydroxychinolonti (3-HQs), byla jiz popsana celd fada rGznych typi
biologické aktivity®. Stejné tak i derivaty 27 & 35 patii mezi biologicky atraktivni
slouceniny, a to zejména z pohledu antimikrobidlni aktivity?®. Vyuziti syntézy na pevné
fazi zaroven poskytuje moznost rychlé a jednoduché ptipravy fady novych derivatd,

oproti popsané syntéze v roztoku.?
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Studium cykliza¢nich reakci fenacylesteru 2-
aminobenzensulfonové Kyseliny
O,
©:s OH
|
N
H

Obr.3: Struktura cilového 2-hydroxy-3-fenyl-benzo[b][1,4]thiazin 1,1-dioxidu

Navrzena synteticka cesta sestava ze dvou krokd. Prvnim krokem je esterifikace
2-aminobenzensulfonové kyseliny 1 bromoacetofenonem za vzniku pfislusného
fenacylesteru 2. Druhym krokem je termickd, kysele katalyzovana cyklizace
ptipraveného esteru 2 na vysledny benzothiazin 1,1-dioxid 3. Navrzena synteticka cesta

je popsana ve Schématu 17, struktura cilového derivatu 3 je vyobrazena na Obr.3.

(0]
Br 0, 0,
©:SO3H ©:S\o ©:s ‘ OH
------------- E T
(0]
1 2 3

Schéma 17: Navrzena synteticka cesta vedouci k benzothiazin 1,1-dioxidam.

5.1.1 Alkylace 2-aminobenzensulfonové kyseliny

Pii pokusu o alkylaci 2-aminobenzensulfonové kyseliny 1 bylo zjisténo, ze
k alkylaci dochazi pfednostné na aminoskuping, nevznika ester. Vysledkem reakce byla
smé&s mono (4) a dialkylovaného (5) derivatu — viz Schéma 18. Z tohoto dtivodu bylo
pfistoupeno k alternativni cesté — pouZiti 2-nitrobenzensulfonové kyseliny jako vychozi
latky (viz kapitola 5.1.2), pti¢emz piislusny ester bude poté zredukovan a cyklizovan —

Viz Schéma 19.
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(0]

©:803H O)‘V r‘ @ESOLHKO + C[NA(@

i) N O (6]

H 0o
1 4 5

NH,

Podminky: i) DIPEA (1 ekv), DMF

Schéma 18: Vysledek reakce 2-aminobenzensulfonové kyseliny s bromoacetofenonem

O,
803H 02 02 S OH
SHELS GO MRS Ga AEdE
NO o o) N
2 NO, NH, H
7 8 2 3

Schéma 19: Alternativni navrzena synteticka cesta

5.1.2 Fenacylace 2-nitrobenzensulfonové kyseliny

Nejprve bylo nutné piipravit 2-nitrobenzensulfonovou kyselinu 7 pomoci
hydrolyzy 2-NosCl 6 (reflux ve vodé a nasledna lyofilizace). Poté méla byt 2-

nitrobenzensulfonova kyselina alkylovana za vzniku fenacylesteru 8 — viz Schéma 20.

O,
SO,CI H,0 SO;3H S\O
< J
NO, reflux NO, NO,
6 7 8

Schéma 20: Pfiprava 2-0xo-2-fenylethyl 2-nitrobenzensulfonatu vychazejici z kyseliny

¢i sulfonylchloridu

5.1.2.1 Pokusy vychazejici z 2-nitrobenzensulfonové kyseliny ¢i 2-NosCl

Bylo vyzkouseno né¢kolik rtiznych reakci vychazejicich z 2-nitrobenzensulfonové
kyseliny 7 - viz Tabulka 1. Vsechny pokusy byly neuspésné a k reakci vibec
nedochazelo. Vzhledem k popsané nestabilité ethylsulfonylesterd® vznikla domnénka,
ze problémem miize byt pfitomnost rezidudlni vody (i pies nékolikadenni lyofilizaci) ve

vychozi latce.
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Proto bylo vyzkouseno pouziti 2-NosCl 6 jako vychozi latky a jeho reakce s 2°-

hydroxyacetofenonem za rtiiznych podminek (viz Tabulka 2). Nasledné byla navrzena

zména reaktivity 2‘-hydroxyacetofenonu pieménou oxo skupiny na ketal — nicmén¢ se

nepodaftilo ketal piipravit (Tabulka 3

)31-33'

Vysledky prvotnich testii byly neuspokojivé, nicméné zahy byl nalezen funkéni

alternativni postup (viz kapitola 5.1.2.3), a proto bylo od dalsi optimalizace vyse

zminénych reakci (tvorba ketalu, esterifikace 2-NosCl 6 ¢i alkylace sulfonové kyseliny

7) upusténo.

Baze | Rozpoustédlo | Teplota [°C] DalSi podminky Vysledek
DIEA DMF lab.T X Nereaguje
TEA DMF 100 X Nereaguje
K2CO3 DMF 100 X Nereaguje
DIEA DMF 100 X Nereaguje
DIEA DMF 100 mikrovinny ohfev Nereaguje
TEA DFM 100 mikrovinny ohfev Nereaguje
K2CO3 DMF 100 mikrovinny ohfev Nereaguje

Tabulka 1: Neuspésné pokusy 0 alkylaci 2-nitrobenzensulfonové kyseliny

Baze Rozpoustédlo Teplota [°C] | DalSi podminky Vysledek
BTTP DMF lab.T X nereaguje
NaH bezv.DMF lab.T X nereaguje
TEA DCM lab.T X nereaguje
DIEA DMF lab.T X nereaguje
DIEA DMF 50 X nereaguje
DIEA DMF 100 X nereaguje
DIEA DMF 100 mikrovinny ohfev nereaguje
Tabulka 2: Netspésné pokusy o esterifikaci 2-NosCl
Vychozi latka Podminky Vysledek
2°-hydroxyacetofenon HCI/EtOH, lab.T, 2 dny nereaguje

2°-hydroxyacetofenon | NBS, HC(OEt)s, bezv.EtOH, lab. T, 1 den

neznama latka

acetofenon

PhI(OAC)2, KOH, MeOH, 4°C, 1 h

nereaguje

Tabulka 3: Netspésné pokusy o tvorbu ketalu

31-33

29




5.1.2.2 Postup vyuZivajici intermediat s hypervalentnim jodem

Dalsi pokusy o tvorbu 2-oxo-2-fenylethyl 2-nitrobenzensulfonatu byly zalozeny
na postupech prevzatych z literatury pro podobné derivaty. V nalezené publikaci autofi
popisuji ptipravu esteru 2,4-dinitrobenzensulfonové kyseliny pomoci reaktivni
jodoslouceniny — hydroxy(2,4-dinitrobenzensulfonyloxy) jodbenzenu ¢i hydroxy (4-
nitrobenzensulfonyloxy) jodbenzenu — viz Obr.4.343% Bohuzel, reakci se nepodaiilo
aplikovat na 2-nitrobenzensulfonovou kyselinu a v reakéni smési byly detekovany

pouze vychozi latky, nikoli reaktivni jodderivat 9 — viz Schéma 21.

o, OH o, OH

[
oA 0
O,N NO, O,N
hydroxy(2,4-dinitrobenzensulfonyloxy)jodbenzen hydroxy(4-nitrobenzensulfonyloxy)jodbenzen

Obr.4: Struktury reaktivnich slougenin z literatury obsahujici hypervalentni jod3+3®

o o 0
)J\O/I\O)J\ O
o O SOOI
0 =— e
NO, ) NO, i) no,  ©
7 9 8

Podminky: i) ACN, lab.T, 1 h ii) ACN, lab.T, 2 h

Schéma 21: Neuspésna piiprava 2-0x0-2-fenylethyl 2-nitrobenzensulfonatu pomoci

jodosobenzendiacetatu
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5.1.2.3 Postup vyuzivajici tvorbu reaktivniho jodderivatu

Uspé$na cesta vedouci k fenacylesteru 2-nitrobenzensulfonové kyseliny (2-0X0-2-
fenylethyl 2-nitrobenzensulfonatu) byla nakonec zalozena na postupu z literatury, kde
byla jako vychozi latka pouzita p-toluensulfonova kyselina (pTSA)%’. Kli¢ovym krokem
je tvorba reaktivniho intermediatu 11. mCPBA a 1-jodpropan nejprve spoleéné zreaguji
na kyselinu jodnou, ktera vytvoii s acetofenonem 10 po nasledné oxidaci mCPBA
reaktivni  intermediat 11, ktery nasledné¢ reaguje vnasem pfipadé s 2-
nitrobenzensulfonovou kyselinou za vzniku produktu 8. Syntéza je popsana ve
Schématu 22, princip syntézy ve Schématu 23%.

Zadany produkt byl piipraven s celkovym vytézkem 40 % po ¢isténi. Nizsi
vytézek byl zplsoben pritomnosti necistoty vznikajici z cca 25 %. Necistota méla pii
chromatografické separaci podobné chovani jako produkt a ¢isténi bylo tedy naro¢né,
nckolik frakci obsahujici produkt bylo kontaminovano necistotou, proto byl tedy
celkovy vytézek niz$i. Pouziti nadbytku reagentti neovliviiovalo pribéh ani vysledek
reakce. Pokud bylo pouzito mensi mnozstvi vychozich latek, reakce probihala vyrazné
pomaleji se stejnym zastoupenim produktu a necistot. Zakoncentrovani reakéni smési

(pouziti mensiho objemu rozpoustédel) ani zvySeni teploty neovlivnilo dobu ani

0,
SOzH ©:S\O

: o]
NO, i) NO,
7 8

vysledek reakce.

Podminky: i) 1-jodpropan, mMCPBA, CFsCH20H, ACN, lab.T, 9 h
Pocet pouzitych ekvivalentii (vici acetofenonu): 2,5 ekv sulfonova kyselina, 2 ekv

mCPBA, 0,5 ekv 1-j6dpropanu

Schéma 22: Piprava 2-0x0-2-fenylethyl 2-nitrobenzensulfonatu

SO4H
0 0 @EN o O
: o ©)K/I\\o — ( :[S\o
@)
T NO,
10 1" 8

mCPBA, ~~!

Schéma 23: Princip reakce vedouci k 2-0x0-2-fenylethyl 2-nitrobenzensulfonatu
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Vzhledem k faktu, Ze reak¢ni doba byla pomérné dlouha (9 hodin) a bylo nutno
pouzit pomérné velky nadbytek sulfonové kyseliny i mMCPBA (viz podminky ve
Schématu 22), byl nalezen na prvni pohled jiny vhodné&j$i postup zaloZzeny na stejném
principu — viz Schéma 24, 38

V tomto postupu®® bylo sice popsino pouziti mensiho mnoZstvi reaktanti a
reakéni doba byla o néco kratsi, ale vnaSem pfipadé nedochédzelo k uplnému
odreagovani vychozi latky (acetofenonu). Nejvyssi dosazend konverze byla pouze
50 %, 1 kdyzZ bylo otestovano provedeni reakce za vyssi teploty po zméné rozpoustédla,
byl testovan i mikrovinny ohfev — viz Tabulka 4. Konverzi neovlivnilo ani pouziti vice
ekvivalenti vychozich latek. Princip reakce je stejny, jako bylo popsano ve Schématu

23. Pro piipravu zadaného produktu 8 byl tedy pouzivan postup popsany ve Schématu

22.
O,
SO3H ©:S\O

: (0]
NO, ) NO,
7 8

Podminky: i) mCPBA, BF3.Et,0, CFsCH:I, DCE, 60°C, 6 h
Pocet pouzitych ekvivalentii (viic¢i acetofenonu): 2 ekv sulfonova kyselina, 1,5 ekv

MCPBA, 0,3 ekv CF3CHal, 3 ekv BF3.Et;0

Schéma 24: Alternativni postup pro piipravu zadaného produktu

Pokus | Rozpoustédlo | Teplota [°C] | Dalsi | Produkt 2 [%]*
1 DCM 40 X 50
2 DCE 60 X 50
3 DCE 100 MW 24

* HPLC procentualni zastoupeni ziskané z UV-spektra porovnanim ploch pikt

Tabulka 4: Testované pokusy pro zlepSeni konverze acetofenonu na produkt
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5.1.3 Redukce 2-oxo0-2-fenylethyl 2-nitrobenzensulfonatu

No2
8

Schéma 25: Redukce vychoziho nitrobenzensulfonatu na aminobenzensulfonat

Dalsim

syntetickym

krokem  byla

redukce

2-0x0-2-fenylethyl

nitrobenzensulfonatu 8 na 2-oxo-2-fenylethyl 2-aminobenzensulfonat 2, jak naznacuje
Schéma 25. Po tfadé netspésnych pokust (Tabulka 5) se podafilo vychozi latku

uspesné zredukovat dvéma zptsoby — zelezem v kyselém prostiedi ¢i pomoci chloridu

cinatého (viz. dalsi kapitola 5.1.3.1 a 5.1.3.2).

Pokus | Reduk¢éni ¢inidlo | Dalsi podminky | Teplota [°C] | Produkt 2 [%]*
1 H., Pd/C MeOH lab.T 0
2 Na2S204 K2COs, DMF 80 0
3 Na2S204 K2CO3, DMF lab. T 0
4 SnClz DIPEA lab.T 0

* HPLC procentudlni zastoupeni ziskané z UV-spektra porovnanim ploch piki

Tabulka 5: Neuspésné pokusy vedouci k 2-0x0-2-fenylethyl 2-aminobenzensulfonatu 2

Pii pouziti katalytické redukce vodikem byla jako hlavni produkt urcena 2-
aminobenzensulfonova kyselina 1. Vzhledem ktomu, Ze se vodik pouziva mj.
k odstranéni benzylové chranici skupiny, nebyl tento vysledek pfili§ ptekvapivy, nebot
vzhledem ke strukturni podobnosti substratu probéhla zaroven redukce nitroskupiny a

odstépeni esterové Casti.
5.1.3.1 Redukce Zelezem v kyselém prostiedi

02 02
Fe/ACOH ©:

NOZ NH2
8

Schéma 26: Redukce Zelezem v kyselém prostiedi

V piipad¢ redukce Zelezem v kyselém prostiedi bylo zjisténo, ze reakce

neprobiha spolehlivé. Nejprve bylo zjisténo, ze je reakce citlivd na ptfitomnost vody,
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ktera se dle postupu z literatury®® do reakéni smési ptidava — pokus 1 v Tabulce 6.
Proto byla voda z reakénich podminek vyfazena a bylo pouzito suché rozpoustédlo.
Ackoli redukce analytického mnozstvi vychozi latky 8 (cca 20 mg) probihala
dobte, pfi navySeni navazky na 50 mg se vysledky reakce zacinaly rozchazet a metoda
se ukazala byt nereprodukovatelna. Reakéni casy potiebné pro uplnou konverzi vychozi
latky 8 na produkt 2 se ménily v rozmezi od 27 po 97 hodin, nebyla pozorovana
zéavislost na mnozstvi zeleza (pokus 4). Dale byla sledovana zavislost pritbé¢hu reakce na
mnozstvi AcOH — byly provedeny 2 pokusy (pokusy 5 a 6), pii kterych bylo pouzito
dvojnasobné mnozstvi AcOH. V piipad¢ pokusu 5 doslo k rozkladu produktu, v piipadé
pokusu 6 nikoli. Reakce tedy pravdépodobné nezavisela ani na mnozstvi AcOH.
V ptipad€ pokusu 7 byly pouzity nejlepsi nalezené reakéni podminky, produkt zacal
vznikat (pokus 7a) a po 3 hodindch byla konverze 40%, proto byla reakce ponechdna
reagovat dale, konverze se par hodin prakticky neménila, po 27 hodinach byl uz produkt
ale opét rozlozeny (pokus 7b). Je vhodné konstatovat, ze pro vSechny pokusy byla
pouzita stejnd Sarze vychozi latky a stejnd Sarze vSech chemikalii. VSechny pokusy
shrnuje Tabulka 6. Tato redukéni metoda tedy vykazovala nekonstantni a riiznorodé

vysledky a ukazala se tedy nespolehliva a nereprodukovatelna.

Pokus | VL [mg]? | Fe [ekv]® | AcOH [ekv]® | Cas [h] | Dalsi podminky Priij]tt :
1 20 14 18 2 aceton, H20, 40°C 0
2 20 7 9 27 bezv. aceton, 40°C 98
3 130 7 9 97 bezv. aceton, 40°C 83
4 50 15 9 49 bezv. aceton, 40°C 17
5 50 7 18 2 bezv. aceton, 40°C 0
6 50 7 18 28 bezv. aceton, 40°C 74
7a 50 7 9 3 bezv. aceton, 40°C 40
b 50 7 9 27 bezv. aceton, 40°C 0

navazka vychozi latky 8

bpodet ekvivalentil vii¢i vychozi latce

‘HPLC procentualni zastoupeni produktu 2 ziskané z UV-spektra porovnanim ploch
pikt

Tabulka 6: Provedené optimalizace redukce Zelezem Vv kyselém prostiedi
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5.1.3.2 Redukce chloridem cinatym

i)
NH,

02 02
Croy > - O
o} ' o}
NO,
8 2

Podminky: i) 10 ekv. SnCl,, EtOAc, 4A-MS, 40°C, 1 h

Schéma 27: Uspésna redukéni metoda vedouci k latce 2

Tento postup byl inspirovan patentem z roku 2002%°. Prvni pokus této redukéni
metody vychazel z pouziti tii ekvivalenti SnCly, vysledkem reakce byla smés produktu
2, hydroxylaminu (meziprodukt pii redukci nitroskupiny na aminoskupinu), ktery tvofil
55 % reakéni smési (dle UPLC-MS), a vychozi latky (9 %). Pii pouziti Sesti ekvivalentt
byl v reak¢éni smési detekovan produkt 2 a neéistoty. Pti pouziti deseti ekvivalentd
SnCl, vznikal ¢isté za pouze jednu hodinu zadany produkt 2. Stejného vysledku bylo
dosazeno 1 pifi zvySeni navazky vychozi latky az na 400 mg (Cistota >85%).
Optimalizace poc¢tu ekvivalentt SnClz nutnych k Cisté redukci na produkt 2 shrnuje
Tabulka 7.

Pokus | VL [mg]* | SnCl2[ekv] DalSi reakéni podminky Produkt 2 [%0]°
1 20 3 EtOAc, MS, 40°C, 3 h 36
2 20 6 EtOAc, MS, 40°C, 1 h 50
3 20 10 EtOAc, MS, 40°C, 1 h 86
4 100 10 EtOAc, MS, 40°C, 1 h 95
5 400 10 EtOAc, MS, 40°C, 1 h 90

navazka vychozi latky 8

bpocet ekvivalentti SnCl, viigi vychozi latce

°HPLC procentualni zastoupeni produktu 2 ziskané z UV-spektra porovnanim ploch
piki

Tabulka 7: Optimalizace redukce chloridem cinatym
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Nasledné se vSak objevil problém s izolaci produktu, resp. s odstranénim soli cinu
z reakéni smési. Casté zpracovani reakéni smési po redukci SnCl, zahrnuje prevedeni
produktu do bazického prostiedi.***? V piipadé produktu 2 vedl piidavek 10% NaHCO3
K aplnému rozkladu.

Proto bylo testovdno jiné zpracovani reakéni smési — odpafeni rozpoustédla,
k odparku byla pfidana voda s diethyletherem, do kterého by soli cinu nemély
prechazet. Tento postup se ukazal byt neefektivni — extrakce sama o sobé byla
problematicka, jelikoz casto nedoSlo k oddéleni organické a vodné faze. Ptidavek
solanky déleni vrstev jesté vice komplikoval, a navic v extraktu po vysuSeni organické
vrstvy piesto zlstdvaly soli cinu, které bylo nutné odstranit pomoci sloupcové
chromatografie. Celkovy vytéZzek redukéniho kroku byl pouze 40 %, coZz vypovida o
vyznamnych ztradtdch produktu béhem zpracovani reakéni smési, vzhledem k hladkému
prabéhu reakce.

Proto bylo nutné obejit extrakéni krok, béhem kterého pravdépodobné dochézelo
K nejvetsim ztratam kvuli Spatnému odd€lovani vrstev. Byl proto otestovan jiny postup
zpracovani reakéni smési — odpafit rozpous$tédlo, odparek sonifikovat v DCM (ve
kterém je produkt 2 dobfe rozpustny), smés prefiltrovat pies Celite® a né&kolikrat
filtraéni kola¢ promyt cistym DCM. Po vysuSeni filtratu a odpafeni DCM bylo
provedeno c¢isténi pomoci sloupcové chromatografie pro Gplné odstranéni zbytkl soli

cinu. Timto postupem se podafilo vyizolovat produkt 2 v celkovém vytézku 75 %.

5.1.4 Priprava 2-hydroxy-3-fenyl-4H-benzo[b][1,4]thiazin 1,1-dioxidu

02
__cyklizace _ @[

2

Schéma 28: Posledni synteticky krok — cyklizace

Poslednim krokem navrzené syntézy byla cyklizace derivatu 2 na finalni produkt
3 (strukturni analog 3-hydroxychinolonu) — viz Schéma 28. Jak jiz bylo zminéno
Vv Teoretické ¢asti, cyklizace fenacylderivati na 3-HQ se obvykle provadi termicky
V kyselém prostfedi. Piehled provedenych experimentii popisuje Tabulka 8. Bylo
otestovano pouziti PPA, AcOH a TFA vrozmezi teplot 80-160°C. Reakce bud’
neprobihaly viibec a v reakéni smési byla potad detekovana vychozi latka 2, nebo doslo

k degradaci vychozi latky 2.
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Pokus | Podminky Teplota [°C] Produkt 3 [%0]?
1 TFA 100 0P
2 AcOH 100 0°
3 PPA 80-160 0
4 NMP 80-160 0
5 BFs.Et,0 100 0P
6 POCI3 100 0P
7 pTSA, Tol 100 0°
8 taveni 160 0°

®HPLC procentualni zastoupeni ziskané z UV-spektra porovnanim ploch pika
by reakéni smési detekovana pouze vychozi latka 2

‘smés vychozi latky 2 a neznamého produktu, ktery se nepodatilo izolovat
ddo teploty 160°C pouze vychozi latka 2, pak rozklad reakéni smési

*rozklad reak¢éni smési

Tabulka 8: Piehled netspésnych pokust o cyklizaci za vzniku produktu 3

Pii pouziti AcOH za teploty 100°C byl po 1 hodiné detekovéan v reakéni smési
neznamy produkt, ktery byl piitomen z cca 50 %, zbytek tvoftila vychozi latka. Po dalsi
hodin¢ byla reakéni smés jiz kompletné rozloZena a nebylo mozné detekovat ani
vychozi latku, ani nezndmy produkt. Proto byl proveden pokus o izolaci nezndmého
produktu po jedné hoding. Jiz béhem odpatreni AcOH nicméné doslo k jeho degradaci.
K té doslo 1 v ptipad¢, kdy byla reakéni smés nakapana na led. Vzhledem k nestabilité
neznamého produktu ve vodném prostiedi se jej tedy nepodatilo vyizolovat.

Ve vSech ostatnich pfipadech byla vreakéni smési detekovana vzdy pouze
vychozi latka, i pfes pouziti vysokych teplot. Reakce byly nejprve provadény za
zvysené teploty (80 - 100°C) a teplota byla postupné zvySovana, pticemz byla reakéni

smés monitorovana — vzdy byl po 1 hodiné odebran vzorek pro analyzu pomoci UPLC-
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MS. Ke zméné doslo vzdy az pii teploté¢ 160°C, kdy se vychozi latka okamzité
kompletné rozlozila a nebylo zaroven mozné detekovat jakykoli meziprodukt.

Stejna situace nastala i pii termické cyklizaci v NMP. Byl proveden i pokus bez
pouziti rozpoustédla, kdy byla vychozi latka tavena, opét az do 160°C nedochézelo
k jakékoli reakci a poté doslo k okamzitému rozkladu. V piipadé pouziti BF3.Et,O jako
Lewisovy kyseliny a rozpoustédla zaroven ¢i v piipadé pouziti POClz opét nedochazelo

k Zadné reakci.

Bylo tedy zjisténo, ze vychozi latka 2 je stabilni v kyselém prostiedi, ale nechova
se stejné jako jeji strukturni analogy pouzivané pro piipravu analogh 3-HQ a zadany
produkt 3 tedy neni mozné touto metodikou popsanou v Teoretické ¢asti pfipravit.
Z provedenych optimalizaci redukce vedouci k derivatu 2 bylo dale zjisténo, ze
fenacylsulfonaty jsou nestabilni v bazickém prostfedi a omezené stabilni ve vodném

prostiedi (ackoli v ptipad¢ latky 2 je stabilita ve vodé vyrazné lepsi oproti latce 8).

5.2 Studium cykliza¢nich reakei fenacylesteri thiosalicylové kyseliny

Obr.5 Struktura cilového 3-hydroxy-2-fenyl-4H-thiochromen-4-onu
Na tvod je vhodné zminit, ze obsah kapitol 5.2 a 6.2 je soucasti publikace

Trapani,P.; Kvapil,L.; Hradil,P.; Soural,M. Synlett 2018, 29, 810-814*, ktera je volnou

ptilohou této diplomové prace.
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Schéma 29: Navrzena synteticka cesta vedouci k produktu 15

Navrzena syntéza 3-hydroxy-2-fenyl-4H-thiochromen-4-oni (thioflavonolovych
derivati) 15 (Obr.5) vychazi z dithiobenzoové kyseliny 12, ktera je nejprve alkylovana
bromoacetofenonem za vzniku pfislusného bisfenacylesteru 13. Ten po redukci
disulfidové vazby** poskytne zadany fenacylester thiosalicylové kyseliny 14, ktery
poskytne cilovy produkt 15 kysele katalyzovanou termickou cyklizaci (popsanou

v Teoretické ¢asti pro piipravu 3-HQ) — viz Schéma 29.

Navrzena synteticka cesta byla uspésné aplikovana pro ptipravu derivatu 15b (R =
OMe). Dithiobenzoova kyselina 12 byla alkylovana 2-bromo-1-(4-methoxyfenyl-ethan-
1-onem za vzniku bisfenacylesteru 13b, ktery byl bez ptedchozi purifikace podroben
redukeci disulfidové vazby trifenylfosfinem 44 za vzniku derivatu 14b. Tento derivat bylo
nutno precistit pomoci sloupcové chromatografie, aby se odstranil PPh3O (trifenylfosfin
oxid) jako vedlejsi produkt redukce. Latka 14b byla poté cyklizovana v TFA za vzniku
produktu 15b.

V pribéhu testovani navrzené syntetické cesty bylo zjisténo, Ze se touto chemii
v minulosti jiz ¢aste¢né zabyval dr.Kvapil*, ktery nam poskytnul derivat 15a (R = H)
jako referen¢ni latku. Zaroven nam byla poskytnuta data k alternativni syntetické cesté
vedouci k derivatim 15 (viz Schéma 30). Vychozi latkou je Vvtomto piipadé
thiosalicylova kyselina 16, kterd je nejprve ochranéna acetylem za vzniku S-
acetylthiosalicylové kyseliny 17. Ta byla poté alkylovana bromoacetofenonem za
vzniku fenacylesteru 18a, ktery byl podroben deprotekci merkaptoskupiny za vzniku

derivatu 14a.
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Poslednim krokem reakéni sekvence byla cyklizace derivatu l1l4a v kyselém
prostfedi za vzniku produktu 15a. Naméfend spektralni data pro vyizolovany produkt

(UV, MS, 1D NMR) odpovidala odekavané thioflavonolové struktufe 15a.4

O (0]
COOH
NodiENs o g o N oo,
SAc © SH ©
4a

SH SAc
16 17 18a 1

iv)

Podminky: i) AcCl, AcOH, reflux, 2 h  ii) bromoacetofenon, TEA, DMF, lab.T, 4 h
i) NH4sOH, NMP, 30 °C, 10 min  iv) TFA, reflux, 3,5 h

Schéma 30: Alternativni synteticka cesta vedouci k produktu 15a

5.2.1 Prirazeni spravné struktury produktu

Nicméné, pii ovétovani struktury produktu 15a pomoci 2D NMR experimentt bylo
zjisténo, Ze naméfené korelace neodpovidaji predpokladu. V *C-HMBC spektru by
méla byt pfitomna korelace mezi protonem z OH skupiny a uhlikem z ketoskupiny,
jelikoz se jedna o tfivazebnou interakci, které byvaji v HMBC spektru nejintenzivnéjsi.
Tato korelace vsak v naméfenych datech chybéla. Proton z OH skupiny vykazal
korelaci se tfemi uhliky, ani jeden vSak nepochazel z ketoskupiny, jak by tomu bylo
v pifipadé thioflavonolu. Pfedpokladané korelace jsou zobrazeny na Obr.6, realné *C-

HMBC (resp. vyiez obsahujici korelace OH vodiku) viz Obr.7.
O
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15a 20a

O

Obr.6: Predpokladané tfivazebné korelace v 3C-HMBC spektru
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Obr.7: Vytez *C-HMBC spektra.

Popis: Osa x — *H spektrum (OH vodik na 13.43 zelen¢). Osa y — *C spektrum
s vyznac¢enymi dulezitymi uhlikovymi atomy cervené, o¢islované dle vlozené struktury.
C5 odpovida 109.75 ppm, C8 130.43 ppm, C9 165.54 ppm, C11 z ketoskupiny 191.89
ppm. OH vodik nevykazuje korelaci s C11 — v ptipadég, ze by se jednalo o thioflavonol

by byla korelace ptfitomna.

Vzniklo proto podezieni, ze struktura 15a neodpovidd skute¢nému produktu
transformace fenacylesteru 14a. Ztohoto divodu byla provedena aditivni literarni
reSerSe, pii které byla nalezena publikace zroku 2013 zabyvajici se syntézou
benzo[b]thiofenovych derivati.*® Autoti zde popisuji transformaci S-fenacylesteru 19a

na benzothiofen 20a, jak je znazornéno na Schématu 31.%°

@H“ oo - 3,

16

Podminky: 1) bromoacetofenon (1 ekv), KOH (2 ekv), EtOH, reflux, 2 h ii) H20, reflux,
12 h

Schéma 31: Popsana syntéza benzo[b]thiofenu 20a*®
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Autofi v publikaci nevyvratitelné¢ potvrdili strukturu produktu 20a pomoci
rentgenostrukturni analyzy.*® Porovndnim twdaji z 1D NMR spekter byla zjisténa
dokonala shoda chemického posunu mezi daty z publikace a ndmi naméfenymi daty.
Fakt, Ze se jedna o benzothiofen byl pomérné necekany a prekvapivy, a proto mu byla
vénovana dal$i pozornost.

V prvé fadé vyvstala otdzka, jakym mechanismem benzothiofen 20a viibec vznika.
Byla tedy znovu provedena cyklizace O-fenacylesteru 14a s dikladnéjsim
monitoringem reakce pomoci UPLC-MS v riiznych reakénich casech. Po 1 hodiné
zahtivani vychozi latky 14a v TFA doslo k jejimu odreagovani a v reakéni smési byl
detekovan S-izomer 19a (na zakladé porovnani spektralnich dat se standardem derivatu
19a%), dialkylovany intermediat 21a, produkt 20a a thiosalicylova kyselina 16 (Obr.
8). Dialkylovany intermediat 21a byl vyizolovan, pie¢istén a struktura byla potvrzena
pomoci NMR a HRMS. Zahiivani po dals$i 2,5 hodiny vedlo ke kompletnimu

odreagovani latek 19a i 21a a v reak¢ni smési byl detekovan pouze produkt 20a.
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Obr.8: UV spektrum v ¢ase 0 min (nahote), 60 min (uprostied) a 210 min (dole).

5.2.2 Navrzené mechanismy jednotlivych transformaci

Nasledné byly navrzeny mechanismy transformaci vedouci k S-izomeru 19a a
dialkylovanému intermediatu 21a. B&hem zahiivani vychozi latky 14a dochazi nejprve
k intramolekularni transalkylaci na S-fenacylester 19a — Schéma 32. Intermediat 21a
vznikd intermolekuldrni transalkylaci vedouci k uvolnéni thiosalicylové kyseliny —
Schéma 33. Oba derivaty 19a i 21a nasledné za kyselé katalyzy vytvoii produkt 20a —
Schéma 34 a 35.
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Schéma 32: Navrh mechanismu vedouci k tvorb& S-izomeru 19a
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Schéma 33: Navrh mechanismu vedouci ke vzniku dialkylovaného intermediatu 21a
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Schéma 34: Navrh mechanismu transformace latky 19a na produkt 20a
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Schéma 35: Navrh mechanismu transformace intermediatu 21a na produkt 20a

5.2.3 Prehled pripravenych latek

Nasledné byla pfipravena série rizné substituovanych latek 14a-b, 18c-n, aby byla

otestovana pouzitelnost a rozsah navrzené syntetické metody — viz Tabulka 9.
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(:fj\o/ﬁrlh
srz ©

14a-b, 18c-n
Koéd R1 R? Vytézek [%]
14a Ph H 94
14b | 4-OMe-Ph H 35
18c 4-CF3-Ph Ac 42
AcC
18d 2-NO2-Ph 8
Ac
18e 3-NO2-Ph 18
AcC
18f 4-NO2-Ph 43
AcC
18g 2-Me-Ph 15
Ac
18h 4-Me-Ph 61
AcC
18i 2-Br-Ph 20
AcC
18j 4-Br-Ph 40
Ac
18k naftyl 32
AcC
18I thienyl 22
AcC
18m Me 71
Ac
18n tBu 56

Tabulka 9: Piehled ptipravenych fenacylestert 14a-b, 18c-n

Kromé nesubstituovaného derivatu 14a s aromatickym substituentem (fenyl) byl
ptipraven derivat 18c obsahujici aromaticky substituent s -1 efektem CF3z skupiny, nebo
derivat 18f se substituentem s -M efektem obsahujici NO2 skupinu. Byly téz pfipraveny

derivaty 18d-e obsahujici NO2 skupinu v 0- a m- poloze. Pro otestovani vlivu polohy
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substituentu na aromatickém jadre byly kromé derivati 18d-f ptipraveny i derivaty 18g-
h a 18i-J s Me skupinou ¢i bromem v 0- a p- poloze, respektive. Byly téz pfipraveny
latky 18k-I obsahujici jiny aromat nez fenyl (naftyl a thienyl, respektive) a latky 18m-n
obsahujici alifaticky substituent misto aromatického (methyl a terc-butyl, respektive).
Derivat 14b obsahujici aromaticky substituent s OMe skupinou vykazujici +M
efekt byl pfipraven syntézou popsanou ve Schématu 28, zbylé latky byly pfipraveny
podle alternativni syntézy popsané ve Schématu 29. Tato syntéza se ukazala byt
vyhodnéjsi — bylo zjisténo, Ze odstépeni acetylu vodnym amoniakem lze vynechat,
jelikoz k deprotekci merkaptoskupiny dochazi béhem zahievu v TFA, a synteticka cesta
tak mtze byt zkracena o jeden krok. Zaroven v ptipad¢ substituce s CF3 skupinou se
ukézalo, ze tento derivat 14c nelze pfipravit syntézou popsanou ve Schématu 28,
jelikoZ nebylo mozné zredukovat disulfidovou vazbu a celd molekula se rozkladala.
Proto byla pro vSechny fenacylestery s vyjimkou 14a-b pouzita syntéza popsana

nize ve Schématu 36. Vychazi ze syntézy popsané ve Schématu 30.

Q 0 OH
COOH B R
©: R)J\/ r ©f‘\0/\[( i) ©f\$_<?
: (@]
SAc i) SAc s 0
16 18c-n 20c-n

Podminky: i) DIPEA, DMF, lab.T, 16 h ii) TFA, reflux

Schéma 36: Ptiprava cilovych benzo[b]thiofent 20c-n

Celkem bylo takto pfipraveno 12 novych derivati 18c-n, které byly vSechny
nasledné podrobeny cyklizaci v TFA. Cyklizace probihala bezproblémové u latek
obsahujici aromat substituovany v p-poloze, svyjimkou NO2 skupiny (18f). Téz
probihala bezproblémoveé v pfipadé substituce naftylem 18k a thienylem 18I.
Dohromady bylo takto pfipraveno a vyizolovano 7 novych benzothiofent 20a-c,h,j,k-1.
Piehled ptipravenych derivat lze nalézt v Tabulce 10. Jejich struktura byla potvrzena
pomoci NMR a HRMS.
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OH

CrH-4
S R

20a-c,h,j,k-I

Kod R! Vytézek [%]
20a Ph 60

20b 4-OMe-Ph 27

20c 4-CFs-Ph 32

20h 4-Me-Ph 38

20j 4-Br-Ph 54

20k naftyl 66

201 thienyl 62

Tabulka 10: Piehled pripravenych benzothiofent 20a-c,h,j,k-I

Cyklizace neprobihala, pokud byl aromat substituovany v 0- ¢i m- poloze (18d-
e,0,i). Metodu téz nebylo mozné aplikovat na derivaty s alifatickym substituentem 18m-
n. V piipadé derivatu obsahujici terc-butyl 18n dochazelo pouze k deacetylaci, k zadné
dalsi reakci nedochdzelo, a to ani pii prodlouzeni reakéniho Casu na desitky hodin. Ve
vSech ostatnich neuspéSnych ptipadech bylo mozné detekovat produkt v reakéni smési,

ale pouze ve stopovém zastoupeni.

5.2.4 Testovani biologické aktivity pfipravenych latek

I ptesto, Ze se nepodafilo pfipravit piislusné thioflavonolové derivaty, u kterych
byla ocekavana biologickd aktivita, bylo provedeno testovani série pfipravenych
fenacylthiosalicylati 1 benzothiofenti. U pfipravenych fenacylesterti thiosalicylové
kyseliny 14a-b a 18c-n i benzothiofent 20a-c,h,k,l byla stanovovana antimikrobialni
(nejprve diftzni test, v pfipad¢ piekroceni cut-off hodnoty stanoveni MIC) a

cytotoxicka aktivita (stanoveni ICso pomoci kolorimetrického MTT testu na vybranych
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bunéénych liniich). Benzothiofen 20j nebyl otestovan, jelikoz nebylo k dispozici

dostateé¢né mnozstvi.

5.2.4.1 Cytotoxicka aktivita

Co se ty¢e MTT testu, fenacylestery pted cyklizaci 14a-b a 18c-n nevykazovaly

zadnou aktivitu. Benzothiofeny 20a-c,h,k vykazaly hodnotu ICso < 20 uM na nékteré z

testovanych bunéénych linii — viz Tabulka 11. Benzothiofen 20l nevykazoval zadnou

zajimavou cytotoxickou aktivitu. Nejucinngjsi se ukazaly byt derivaty 20b a 20c
s hodnotami 1Cso 4,5 a 4,6 uM (respektive) vuci linii CCRF-CEM. Testované latky

navic vykazovaly aktivitu > 50 uM viici zdravym fibroblastickym buiikdm a nejsou tedy

vici zdravym bunikam toxické. Terapeuticky index latek 20b a 20c je tedy vétsi nez 10.

1Cs0 [uM]
CEM-DNR CCRF-CEM | K562-TAX | HCT116p53
20a 16 >20 18 20
20b >20 4,5 >20 >20
20c >20 4,6 >20 >20
20h 20 >20 20 22
20k 20 >20 20 20

CEM DNR - T-lymfoblasticka leukémie, rezistentni na daunorubicin
CCRF-CEM - T-lymfoblasticka leukémie

K562-TAX — erytromyeloblasticka leukémie, rezistentni na taxol
HCT116p53 — kolorektalni karcinom

Tabulka 11: Zjisténé hodnoty ICso pripravenych derivata 20a-c,h,k na rtznych

bunéénych liniich
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5.2.4.2 Antimikrobialni aktivita

U pfipravenych fenacylthiosalicylatti i pfislusnych benzothiofeni bylo posléze
provedeno i testovani antimikrobialni aktivity. Nejprve se provadi tzv. difuzni test pro
zjisténi citlivosti zkoumanych bakterii vic¢i ptipravené latce. Pokud velikost inhibi¢ni
zony presahne cut-off hodnotu, stanovi se minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
ptislusnych latek pomoci tzv. dilucéniho testu. V piipadé série pfipravenych
benzothiofenti piekroCily dvé latky cut-off hodnotu a je u nich momentalné provadén

dilucni test. Podrobnéjsi informace bohuzel nebyly doposud dodany a budou proto

prezentovany az pii obhajobé diplomové prace.
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5.3 Priprava novych derivatua 1,5-benzothiazepin 1,1-dioxidi

Obr.9 Obecna struktura cilovych derivata 1,5-benzothiazepin 1,1-dioxida

5.3.1 Puvodni navrh syntézy

Navrzend syntetickd cesta (viz Schéma 37) vyuziva metodiku syntézy na pevné
fazi, cilova struktura je vyobrazena na Obr. 9. Prvnim krokem navrzené syntézy je
ptiprava pryskyfice obsahujici BAL linker z aminomethylové pryskyfice a nasledna
reduktivni aminace.*’ Poté nasleduje reakce s jodoctovou kyselinou za vzniku
imobilizovaného amidu. Dal$im krokem je nukleofilni substituce s 0-nitrothiofenolem
nasledovana oxidaci vzniklého sulfidu 23 na sulfon 24. Nasleduje alkylace
bromoketonem za vzniku derivatu 25, ktery je podroben redukci nitroskupiny na
aminoskupinu, vznikd latka 26, kterd je v poslednim kroku cyklizovana za vzniku

finalniho produktu 27 a odstépena z pevné faze.

Pol—L O
el e = Pol\ o~ ----- - PN, - N—<_
Pol”~ “NHCI X0 H S NO,
L = BAL 23
Po—L O Po—L O
N N
..... > < > / SO, NO, Sotes> 4(1 :H SO, NO,
24 25 o
R

BAL = po|/L\N)J\/\/O O\
H 0
—

Schéma 37: Navrzena synteticka cesta vedouci k cilovym 1,5-benzothiazepin 1,1-

dioxidiim
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5.3.1.1 Priprava imobilizovaného sulfidu 23

i), i) L iif) Pol—L 0 iv) Po—L O
H
L=BAL [ @J s NO,
22 23

Podminky: 1) 4-methylbenzylamin, 10% AcOH v bezv. DMF, lab. T, 16 h ii)
NaBH(OAC)3, 5% AcOH v bezv. DMF, lab.T, 4 h iii) kyselina jédoctova, DIC, DCM,
lab.T, 16 h iv) o-nitrothiofenol, DIPEA, DCM, lab.T, 16 h

Schéma 38: Syntéza sulfidu 23

Reduktivni aminace, reakce s jodoctovou kyselinou i substituce so-
nitrothiofenolem probéhly bez probléma. Vychozi pryskyfice byla pfipravena
s loadingem 0,6 mmol/g a nasledujici kroky probéhly s Cistotou < 90% (dle UPLC-MS
analyzy). O-nitrothiofenol byl pfipraven z pfislusného disulfidu redukci disulfidové
vazby pomoci PPhz a merkaptoethanolu, postup je popsdn v Experimentdlni c¢asti

v kapitole 6.4.3.4).

5.3.1.2 Oxidace sulfidu 23

Po—L O Pol—L O

\

N oxidace _ N

23 24

Schéma 39: Oxidace sulfidu 23

Problematickym krokem se ukéazala byt oxidace sulfidu na sulfon, kterd je
naznaCena ve Schématu 39. VSechny provedené experimenty popisuje Tabulka 12
niZze. Prvni testované podminky vychdzely z pouziti mMCPBA. Po 16 hodinach doslo
k odstépeni latky z pryskyfice, pti zkraceni reakéni doby na 4 hodiny doslo ke vzniku
neznamé latky. Byl proveden pokus o jeji izolaci a naslednou identifikaci, ale bohuzel
doslo k rozkladu po odstépeni z polymerniho nosice.

Dalsi pokusy byly zalozeny na oxidaci pomoci H202. Nejprve byl pouzit 10% H20>
vV NMP — bohuzel nedoslo k Zadné reakci. Pti zvySeni koncentrace H2O2 na 15 % byla
v reakéni smési detekovana vychozi latka a malé mnozstvi latky odpovidajici svou

molekulovou hmotnosti struktuie sulfoxidu 28 (Schéma 40), nikoli sulfonu.
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Po—L O Po—L O

\
\

N Q !), 1) nebo i) N ; 2
<©J 4/<—s NO, <©J 4/<—so NO,
Podminky: i) 30% Hz02, NMP, lab.T ii) oxon, DCM/H20, 50°C iii) HslOgs, CrOs,

DMF/H20, lab.T

Schéma 40: Testované oxidace vedouci k sulfoxidu 28

Stejného vysledku bylo dosazeno za podminek HslOe a katalytického mnozstvi
CrOsz v systtmu DMF/H20. Nejprve byl otestovan systém THF/H20, ale po ptidani
reagentt k pryskyfici doslo k okamzitému vysraZzeni. Pfi analyze pomoci UPLC-MS
byla opét detekovana jen vychozi ltka a stopa sulfoxidu 28.%8

Stejny produkt 28 vznikal i pfi pouziti systému oxon, DCM/H20. Za lab.T byl
v reakéni smési detekovan sulfoxid 28, proto bylo otestovano pouziti teploty 50°C. Pii
pouziti analytického mnozstvi pryskyfice byl detekovan produkt oxidace odpovidajici
svou molekulovou hmotnosti zddanému sulfonu 24. Pfi navysSeni navazky pryskyfice se
ale bohuzel podaftilo pfipravit opét pouze sulfoxid 28 s Cistotou < 90%. Nepomohlo ani

zopakovani reakce ¢i prodlouzeni reakéni doby.
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Pokus p;;:ﬁ;?gim Ovyfi(?aéni Teplota | Sulfoxid 28 | Sulfon 24
[ma] ¢inidlo [°C] [96]° [%6]°

12 20 mCPBA lab.T 0 0
2b 150 mCPBA lab.T 0 0
3 20 10% H.0: lab. T 0 0
4 20 15% H.0: lab. T 25 0
5 20 15% H202 50 5 0
6 20 Hs106+CrO3 lab.T 5 0
7 20 Hs106+CrOs 50 5 0

20 Oxon lab. T 96 0
9 20 Oxon 50 0 95
10 200 Oxon 50 90 0

8yznik neznamé latky
byznik stejné neznamé latky jako v pokusu 1, ale doslo k jeji degradaci
‘HPLC procentualni zastoupeni ziskané z UV-spektra porovnanim ploch pikd

Tabulka 12: Provedené pokusy o oxidaci sulfidu 23

5.3.1.3 Fenacylace sulfoxidu 28

X

Po—L O Pol—L O
\N4<; ------------ > N

«@J SO NO, X=Br, OH *QJ SO NG,

28 O 29

Schéma 41: Fenacylace sulfoxidu 28

Piestoze izolovany sulfoxid 28 nebyl primarné zadanym meziproduktem, byla
vyzkouSena jeho reaktivita pro fenacylaci vedouci k hypotetickému produktu 29
(Schéma 41). Nejprve byla testovana reakce s bromoacetofenonem (X = Br) za pouziti
DIPEA ¢i BTTP jako baze. Bohuzel reakce viibec neprobihala, pravdépodobné
z divodu nedostatecné reaktivity methylenové skupiny substratu, vodiky nejsou

dostate¢né kyselé. Moznym feSenim by bylo pouziti siln€jsi baze, coz se ukazalo byt
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komplikovan¢jsi. Aby byla sila baze dostatecna (pKa methylenovych vodika < 18 byla
piiblizné odhadnuta dle Evansovy tabulky pKs*), bylo by nutné pouzit anorganické
baze typu NaH, KHMDS ¢i Buli, jejichz pouziti neni zcela kompatibilni s konceptem
syntézy na pevné fazi. Byla proto otestovana reakce za Mitsunobu podminek s 2-
hydroxyacetofenonem (X = OH). Bohuzel, ani vtomto pfipadé reakce vubec

neprobihala. Otestované podminky shrnuje Tabulka 13.

Pokus | X Podminky Vysledek
1 Br DIPEA, DMF, lab. T nereaguje
2 Br BTTP, DMF, lab.T nereaguje

3 OH | PPhz, DIAD, bezv.THF, 0°C — lab.T | nereaguje

Tabulka 13: Testované podminky fenacylace sulfoxidu 28
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5.3.2 Aplikace alternativni syntetické cesty

0 o) NO o) NO
SIS O T (N A DN
Pol”~~OH Pol” "0 Pol” >0 Pol” "0
L = Wang 30 31 32
) o (832 NO» 0 o, NH gz COOH
=== Po”"0 @ = Po”"0 S@ e C[ )
(6) o) N
H
33 34 35

OH
Schéma 42: Alternativni synteticka cesta vedouci k 1,5-benzothiazepin 1,1-dioxidim

Proto byla navrZena alternativni syntetickd cesta vychazejici z pouziti Wangovy
pryskyfice umoziujici imobilizaci vychozi latky (jodoctova kyselina) ve formé esteru.
Dalsi syntetické kroky jsou analogické jako v pfipadé pivodni navrzené syntézy.
Alternativni syntetickd cesta je vyobrazena na Schématu 42 a aZ po fazi sulfonu 32
vychéazi z piedchozi prace v nasi vyzkumné skupiné!®!!, Zaména amidu za ester by
méla vést k vyssi reaktivité methylenu vici fenacylaci. Nicméné jsme nezapomnéli na
riziko spojené s pouzitim esteru, a tim je riziko konkuren¢ni ¢i dokonce ptednostni

reakce aminoskupiny s karboxylem namisto s ketonem.

5.3.2.1 Syntéza sulfonu 32

Cr
o} SH o) NO,

/\
L. | — L. s
Pol” " ~0H HOOC™ I.DIC_ gy~ OJ\/ Pol” OJ\/ \©

DCM, lab.T DIPEA, DCM,

L = Wang 30 lab.T 31

02 N02
mCPBA

o}
Lo S
_APEA . Pol” O
DCM, lab.T
32

Schéma 43: Syntéza sulfonu 32

Alternativni syntéza dle zminéné prace'®!

byla relativné bezproblémové
aplikovana az do faze sulfonu 32 (Schéma 43) a vSechny kroky probihaly s ¢istotou

< 90 %, loading pryskyfice 30 se pohyboval mezi 0,4-0,5 mmol/g.
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Za zminku ale stoji nutnost optimalizovat oxida¢ni metodu vyvinutou v pivodni
pracil®, B&hem reprodukce této reakce bylo zjisténo, ze vysledek z4visi na mnozstvi
MCPBA a na reak¢ni dobé€. Pfi oveéfovani oxidace na analytickém mnozstvi pryskyfice
31 bylo mnozstvi pouzit¢t mMCPBA cca 0,5 mmol, coz vedlo k odstépeni latky
Z polymerniho nosice. Stejné tak doslo k odstépeni z polymerniho nosice, pokud byla
pouzita reakéni doba del$i nez 17 hodin. Bylo tedy zjiSténo, Ze pro uspé$ny prubch
oxidace na sulfon 32 vychazejici z 200 mg pryskyfice je nutno pouzit max. 260 mg

(1,5 mmol) mCPBA a nechat reakci probihat maximalné 17 hodin.

5.3.2.2 Fenacylace sulfonu 32

S
X =Br, OH

33

Schéma 44: Fenacylace sulfonu 32

Fenacylace je naznaCena ve Schématu 44. Pfi prvnich pokusech byl pouzit
bromoacetofenon (X = Br) v bazickém prostiedi. Pti pouziti DIPEA reakce viibec
neprobihala. Pti pouziti DBU byl detekovan produkt z 28 %, zbytek tvotila vychozi
latka. Paraleln¢ byla testovdna fenacylace za Mitsunobu podminek s 2-
hydroxyacetofenonem (X = OH). Tato metoda se ukazala byt Gspé$né aplikovatelna na
analytickém 1 preparativnim mnozstvi pryskyfice s vyslednou cistotou produktu 33

< 85 %. Provedené optimalizace popisuje Tabulka 14.

Pokus | X Podminky Produkt 33 [%]*
1 Br DIPEA, DMF, lab. T 0
2 Br DBU, DMF, lab. T 28
3 OH | PPhs, DIAD, bezv.THF, 0°C — lab.T 85

* HPLC procentualni zastoupeni ziskané z UV-spektra porovnanim ploch piki

Tabulka 14: Provedené optimalizace fenacylace sulfonu 32
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5.3.2.3 Redukce fenacylovaného sulfonu 33

o, NO,

] o) % O o, NH
Pol” "0 redukce PoI/L\O S
O & T > 0
34

Schéma 45: Redukce nitroskupiny na pevné fazi

Prvnim problematickym krokem se ukazala redukce nitroskupiny na aminoskupinu
(Schéma 45). Nejprve byla testovana redukce NaxS204, K2CO3 v systému DCM/H20
s vyuzitim TBAHS jako fizového pienasede.!? Pti analyze byla detekovana pouze smés
signalt, pficemz zadny neodpovidal produktu ani vychozi latce. Stejny vysledek byl
dosazen i pii pouziti jiné redukéni metody, a to SnClz, DIPEA, deg. DMF*2,

Vzniklo proto podezieni, ze k redukci mozna dochazi, ale béhem stépeni produktu
34 z polymerniho nosi¢e dochazi k jeho degradaci v pfitomnosti TFA. Proto byla
nejprve vychozi latka 33 odstépena z polymerniho nosice, Stépici koktejl byl odpatren
pomoci N2 a poté zlyofilizovan pfes noc. Nasledné byly testovany dalsi redukce,

tentokrat v roztoku — viz Schéma 46.

Schéma 46: Redukce vychozi latky po odstépeni z pevné faze

Nejprve byla otestovana redukce Na»S;04, KoCOz v DMF, doslo k degradaci
vychozi latky. Poté byla otestovana katalytickd hydrogenace za pouziti Pd/C jako
katalyzatoru. V tomto pfipad¢ reakce probihala s Cistotou cca 80 % (dle UPLC-MS).
Vsechny provedené pokusy shrnuje Tabulka 15.
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Pokus | Forma vychozi latky 33 | Reduk¢éni ¢inidlo | Produkt 34 [%6]*
1 na pevné fazi Na2S204 0
2 na pevné fazi SnCl; 0
3 odstépena z pevné faze Na2S204 0
4 odstépena z pevné faze H2, Pd/C 80

* HPLC procentualni zastoupeni ziskané z UV-spektra porovnanim ploch pikt

Tabulka 15: Provedené pokusy o redukci vychozi latky 33

5.3.2.4 Cyklizace na cilovy 1,5-benzothiazepin 1,1-dioxid

O o, NH O, COOH
S S
HO "
o M, /
N
H
34 35

Schéma 46: Finalni cyklizace na 1,5-benzothiazepin 1,1-dioxid

Poslednim krokem reakéni sekvence je cyklizace zredukovaného derivatu 34 na
finalni 1,5-benzothiazepin 1,1-dioxid 35 v kyselém prostiedi (Schéma 46). Prvni
pokusy vychazely z pouziti TFA. Nejprve byla pouzita Cistd TFA, ale bohuzel doslo
k rozkladu vychozi latky, coz zaroven potvrdilo nas predpoklad z pfedchozi kapitoly, tj.
ze redukce nitroskupiny derivatu 33 navdzaném na polymernim nosi¢i mozna probiha,
ale neni mozné reakci analyzovat, jelikoz béhem $té€peni z polymerniho nosi¢e dochazi

k degradaci latky 34.

Nasledné byla pouzita TFA/DCM o koncentraci 10 %. Ani tato reakce bohuzel
nebyla uspésna, doslo k okamzité degradaci vychozi latky 34. Stejny vysledek byl
dosazen i pii pouziti podminek DMSQO, katalytické mnozstvi pTSA, 100°C.

Neuspéch téchto reakei nas dovedl k myslence, ze latka 34 neni stabilni v kyselém
prostiedi a finalni cyklizace na 1,5-benzothiazepin 1,1-dioxid 35 tedy nemtze byt
pravdépodobné viibec uskute¢néna. Doposud provedené pokusy o findlni cyklizaci

shrnuje Tabulka 16.
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Pokus Podminky Teplota [°C] | Produkt 35 [%]?
1 Cista TFA lab.T 0P
2 | 10% TFA/DCM lab. T 0P
3 pTSA, DMSO 100 0°

®HPLC procentualni zastoupeni ziskané z UV-spektra porovnanim ploch pika
brozklad vychozi latky
Tabulka 16: Doposud provedené pokusy o finalni cyklizaci

Z casovych duvodi nebyly provedeny dal$i pokusy pro ovéfeni této domnénky
(napt. pouziti AcOH jako slabé kyseliny) ¢i vyzkouSet vychozi latku zahtat napft.
v NMP, pfipadné¢ vyzkouset mikrovinny ohfev. Dokonceni tohoto projektu bude

vénovana pozornost v nejblizsi dobg.
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6 Experimentalni ¢ast
6.1 VSeobecné informace

Rozpoustédla a chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (Milwaukee,
IL, www.sigmaaldrich.com), v piipadé kapitoly 6.4 byly pouzité pryskyfice
(aminomethylova a Wangova) zakoupeny od firmy AAPPTec (Louisville, KY,
www.aapptec.com). Syntézy popsané v kapitole 6.4 byly provadéné v plastovych
stiikackach opatifenych polypropylenovou fritou (pokud neni feceno jinak) za pouziti
manualné ovladaného syntetizéru (Torviq, Niles, MI, www.torvig.com). Pfi promyvani
byla pryskyfice michana s Cerstvym rozpoustédlem po dobu 1 minuty pied zménou
rozpoustédla. Intermedidty navdzané na pryskyfici byly pro kvantitativni analyzu ¢i
dlouhodobé skladovani vysuSeny proudem dusiku. VSechny reakce probihaly za

laboratorni teploty (21°C), pokud neni uvedeno jinak.

UPLC-MS analyza byla provedena pomoci systému slozeného z UPLC
chromatografu Acquity s PDA detektorem a MS s jednoduchym kvadrupélem (Waters).
Byla pouzita X-Select kolona C18 pti 30°C a pritok 600 pl/min. Jako MF bylo pouzito:
(A) 0,0IM octan amonny v H20 (B) ACN linearné¢ naprogramovany od 10 do 80 % B
po 2,5 minuty, udrzovano po 1,5 minuty. ESI zdroj operoval pod proudem SuA, s

odparovaci teplotou 350°C a kapilarni teplotou 200°C.

Cisténi latek pomoci semipreparativni HPLC bylo provedeno pomoci C18 kolony
s reverzni fazi (19 x 100 mm, 5 um ¢astice) a gradient MF byl tvofeny z 0,01M octanu

amonného v H20 a ACN s pritokem 15 ml/min.

Pro méteni NMR spekter byl pouzit spektrometr JEOL ECX500 s magnetickym
polem 11,75 T (pti opera¢ni frekvenci 500,16 MHz pro 'H a 125,77 MHz pro *C) a
spektrometr JEOL ECA400Il s magnetickym polem 9,39 T (pii operacni frekvenci
399,78 MHz pro 'H a 100,53 MHz pro 3C) pfi laboratorni teploté (25°C). Chemické
posuny (3) jsou uvadény v ppm (parts per million) a interakéni konstanty (J) v Hz
(Herzech). H a 3C signély byly kalibrovany na signal rozpoustédel: CDCl3 [7.26 ppm
(*H) a 77.23 ppm (**C)] a DMSO-ds [2.50 ppm (*H) a 39.51 ppm (*3C)]. Pokrog¢ilejsi 2D
experimenty zahrnuji COSY, *H-¥C HMBC, H-*C HSQC.
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HRMS analyza byla provadéna na systému tvofeném kapalinovym
chromatografem (Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific, MA, USA) a
hmotnostnim spektrometrem Exactive Plus Orbitrap high-resolution (Thermo Fischer
Scientific, MA, USA). Jako ionizacni zdroj byl pouzit elektrosprej a snimana byla
spektra v kladném i zaporném moédu v rozsahu 150-450 m/z. Chromatograficka separace
byla provadéna na koloné¢ Phenomenex Gemini (C18, 50 x 2 mm, 3 pum castice), eluce
byla izokraticka, MF obsahovala 80 % ACN a 20 % pufru (0,01M octan amonny).
Vzorky byly pfipraveny rozpusténim latek ve smési MeOH:voda (1:1).

6.2 Studium cykliza¢nich reakci fenacylesteru 2-

aminobenzensulfonové kyseliny

6.2.1 Priprava 2-nitrobenzensulfonové kyseliny

©:302C| Hzo SO3H
NO, reflux NO,
6 7

K vychozimu 2-NosCl (15 g) byla pfidana voda (90 ml) a vznikla suspenze byla
refluxovana po dobu 2 hodin. Doslo k postupnému rozpusténi pevné latky za vzniku
nazloutlého roztoku, reakce byla monitorovana pomoci UPLC-MS analyzy. Po
ukonceni reakce byla reak¢éni smes ochlazena na lab.T a poté lyofilizovana 2 dny.
Produkt byl vyizolovan jako nazloutld hygroskopicka amorfni pevna latka, s vytéZzkem
14 g (93 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 7.83 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 1H),
7.60 — 7.54 (m, 2H), 7.53 — 7.49 (m, 1H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm) =
147.86, 139.32, 130.81, 130.09, 129.03, 122.44. HRMS (ESI-TOF) m/z vypoc¢teno pro
CeHsNOsS [M-H]™ 201.9805, nalezeno 201.9803.

6.2.2 Priprava 2-oxo-2-fenylethyl 2-nitrobenzensulfonatu

o |
SO4H mcPBA, ©:S\o
. [j/ ~ .
0
©:N o, CF3CH,0H, ACN NO,
7

lab. T

Nejprve byla rozpusténa 2-nitrobenzensulfonova kyselina (10 mmol ; 2,057 g)
ve smesi rozpoustédel ACN (28 ml) + CF3CH20H (12 ml). Poté byly do reakéni smési

postupné ptidany dalsi reagenty: acetofenon (4 mmol ; 470 ul), 1-jodpropan (2 mmol ;
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195 pl) a mCPBA (8 mmol ; 1,384 g). Reak¢éni smés byla michana 6-9 hodin pfi
laboratorni teploté, reakce byla monitorovana pomoci UPLC-MS analyzy. Reakce byla
ukoncena ve chvili, kdy doslo k Giplnému odreagovani acetofenonu. Poté byla reakéni
smés zakoncentrovana pomoci RVO. Odparek byl rozpustén v DCM, nasorbovan na
silikagel a cistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, MF hex:EtOAc 1,5:1).
Frakce obsahujici produkt byly smichany a odpatfeny dosucha. Vysledny 2-0x0-2-
fenylethyl 2-nitrobenzensulfonat byl ziskan jako hnédobila amorfni pevna latka,
vytézek byl 514 mg (40 %). *H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm) = 8.28 — 8.22 (m,
1H), 7.90 — 7.85 (m, 2H), 7.84 — 7.81 (m, 2H), 7.81 — 7.77 (m, 1H), 7.65 — 7.60 (m,
1H), 7.53 — 7.46 (m, 2H), 5.62 (s, 2H). *C NMR (126 MHz, CDCls) § (ppm) = 190.00,
135.07, 134.58, 133.50, 132.65, 131.74, 130.37, 129.19, 128.03, 124.99, 72.23. HRMS
(ESI-TOF) m/z vypocteno pro C14H1:NOeS [M+H]* 322.0380, nalezeno 322.0380.

6.2.3 Priprava 2-oxo-2-fenylethyl 2-aminobenzensulfonatu

02 02
S- S
©: o) SnCl,.2H,0 ©: ~0
(o) EtOAc (0]
NO, 40°C, 4A-MS NH

8 2

Nejprve byl navazen vychozi 2-oxo-2-fenylethyl 2-nitrobenzensulfonat 8 (1,25
mmol ; 400 mg). Poté byla vychozi latka rozpusténa v ethylacetatu (6 ml), nasledné
byla ptidana molekulova sita (4 A, 50 mg) a SnCl,.2H>0 (12,4 mmol ; 2,79 g). Reakéni
smeés byla michana 1 hodinu pti 40°C. Konec reakce byl indikovan pomoci UPLC-MS a
TLC (MF hex:EtOAc 1,5:1), kdy doslo k iplnému odreagovani vychozi latky. Nasledné
byla odstranéna molekulova sita a produkt 2 vyizolovan dle jednoho z nasledujicich

postupti:

Izolace 1:

Ethylacetat byl odpatfen pomoci RVO. Bilozluty lepivy odparek obsahujici soli
cinu a zadany produkt byl nasledn¢ sonifikovan v DCM 5 minut. Poté byla smés
prefiltrovana pies Celite® a filtra¢ni kola¢ byl nékolikrat promyt DCM. Mateény louh
byl poté zakoncentrovan pomoci RVO na minimalni objem a poté byla naZloutla
olejovita smés nasorbovana na silikagel a precisténa pomoci sloupcové chromatografie
(SiO2, MF hex:EtOAc 1,5:1). Frakce obsahujici produkt byly spojeny a odpafeny
dosucha. Vysledny 2-oxo-2-fenylethyl 2-aminobenzensulfonat byl vyizolovan
v celkovém vytézku 75 % jako bild amorfni pevna latka, vytézek byl 270 mg (75 %). H
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NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm) = 7.88 — 7.79 (m, 2H), 7.78 — 7.69 (m, 1H), 7.65 —
7.56 (m, 1H), 7.47 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.41 — 7.31 (m, 1H), 6.79 — 6.69 (m, 2H), 5.24 (s,
2H), 5.14 (s, 2H). *C NMR (126 MHz, CDCl3) & (ppm) = 190.65, 146.77, 135.81,
134.36, 133.93, 130.46, 129.06, 128.17, 117.72, 117.20, 116.05, 70.22. HRMS (ESI-
TOF) m/z vypoéteno pro C14H13NO4S [M+H]" 292.0638, nalezeno 292.0637.

Izolace 2:

Ethylacetat byl odpatfen pomoci RVO a k odparku byla pfidana voda (100 ml),
¢imz doslo ke vzniku bilozluté sraZzeniny. Poté byla provedena extrakce pomoci Et20
(3x100 ml). Spojené organické vrstvy byly vysuSeny pomoci NaxSO4 a odpareny do
sucha. Odparek byl poté rozpustén v DCM, nasorbovan na silikagel a ¢istén pomoci
sloupcové chromatografie (SiO2, MF hex:EtOAc 1,5:1). Frakce obsahujici produkt byly
spojeny a odpateny dosucha. Vysledny 2-oxo-2-fenylethyl 2-aminobenzensulfonat byl
vyizolovan v celkovém vytézku 40%. Namétena analytickd data odpovidaji hodnotdm

uvedenym v postupu Izolace 1.
6.3 Studium cykliza¢nich reakei fenacylesteri thiosalicylové kyseliny

6.3.1 Syntéza benzothiofenu 20a

Jak jiz bylo zminéno v kapitole Vysledky a diskuse, syntéza vedouci k derivatu
14a byla provedena dr.Kvapilem a je soucasti publikace*® véetné pfislusnych

analytickych dat. Pro vétsi prehlednost je synteticky postup popsan nize.

COOH
©: AcCl, AcOH ©:COOH Q)b d Aﬂ/©

SH reflux SAc  TEA,NMP, lab.T
16
_NH,OH _ Aﬂ/©
NMP, 30°C
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6.3.1.1 Cyklizace O-fenacylesteru 14a

OH
O
A\
reflux S
20a 0

Fenacylester 14a (130 mg ; 0,48 mmol) byl rozpustén v Cist¢é TFA (1,5 ml) a
reak¢éni smés byla refluxovana 3,5 hodiny v tlakové ampuli. Po ukonceni reakce byla
TFA odpafena pomoci N2 a vysledny Zluty olej byl piecistén pomoci semipreparativni
HPLC. Produkt 20a byl vyizolovan ve formé Zlutého prasku. Struktura produktu 20a
byla potvrzena pomoci NMR a HRMS.

6.3.1.2 Cyklizace S-fenacylesteru 19a

0 OH
O 0 e OO
reflux S
S O
0]
19a 20a

Fenacylester 19a (150 mg ; 0,56 mmol) byl rozpustén v ¢isté TFA (2 ml) a reakéni
smés byla refluxovana 2 hodiny v tlakové ampuli. Poté byla TFA odpatfena pomoci No.
Produkt 20a byl identifikovan na zakladé porovnani reten¢niho ¢asu, UV a MS spektra
s produktem piipravenym podle metody popsané v podkapitole 6.3.1.1 a nebyl dale

izolovan.
6.3.2 Syntéza benzothiofenu 20b

6.3.2.1 Alkylace dithiobenzoové kyseliny

caliony Saasl
S s @M@

0]
12

Dithiobenzoova kyselina 12 (306 mg ; 1 mmol) byla rozpusténa v DMF (3,5 ml)
a byl ptfidan DIPEA (350 pl ; 2 mmol). Reakéni smés byla michana 20 min pfi lab.T.
Poté byl ptidan 4-methoxy-2-bromfenylethan-1-on (456 mg ; 2 mmol) a reakéni smés
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byla michana 16 h pii lab.T. Konec reakce byl indikovan pomoci UPLC-MS. Po
ukonceni reakce byl hnédy roztok nalit na smés ledu a 10% NaHCOs3 (4 ml). Hnéda
srazenina byla odsata a promyta 10% NaHCOs3 a vodou. Surovy bisfenacylester 13b byl

dale pouzit bez jakékoli purifikace.

6.3.2.2 Redukce disulfidové vazby
0 RN
0 Q o

S o) PPhs, Ho™ > SH @f‘\o

$ . H,0, odpl.THF, 50°C sy ©

o)
O/

13b

Bisfenacylester 13b (681 mg ; 1,3 mmol) byl rozpustén v deg. THF (10 ml).

Poté byl ptidan PPhs (511 mg ; 1,95 mmol), 2-merkaptoethanol (95 ul ; 1,3 mmol) a
voda (235 ul). Reakéni smés byla michana 16 h pfi 50°C.* Po ukonéeni reakce byl
THF odpatfen pomoci RVO a Zluty olej byl poté natfedén solankou (100 ml) a
extrahovdan DCM (3x 90 ml). Organické vrstvy byly spojeny, vysuSeny Na2SOs a
odpafeny dosucha. Olejovity zluty odparek byl pfeistén pomoci sloupcové

chromatografie (SiO2, MF EtOAc:hex 1:2).

6.3.2.3 Cyklizace fenacylesteru 14b

Oi
(0]
i ) on ()
TFA
(0] —_— AN
o reflux O

SH S 0]

14b 20b

Fenacylester 14b (50 mg ; 0,17 mmol) byl rozpustén v ¢ist¢ TFA (1 ml) a
refluxovan 5 hodin v tlakové ampuli. Poté byla TFA odpatfena pomoci N2 a odparek byl

precistén pomoci semipreparativni HPLC.
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6.3.3 Syntéza benzothiofeni 20c-n

6.3.3.1 Priprava fenacylesteri 18c-n
0]

(0]
R
©:COOH R)J\/Br ©fko/\n/
SAc DIPEA, DMF, lab.T SAc 0

17 18c-n

S-acetylthiosalicylova kyselina 17 (196 mg ; 1 mmol) byla rozpusténa v DMF
(2 ml), poté byl pridan DIPEA (175 pl ; 1 mmol) a reakéni smés byla michana 20 min
pii lab.T. Poté byl pfidan ptislusny bromoketon (1 mmol) a reakéni smés byla michana
16h pii lab.T. Po ukonceni reakce byla reakéni smés nafedéna vodou (5 ml) a
extrahovana EtOAc (3x10 ml). Organické vrstvy byly spojeny a promyty vodou
(3x40 ml) pro odstranéni DMF. Poté byla organicka vrstva vysuSena pomoci Na>SO4 a
odpaiena dosucha. Zlutooranzovy olejovity odparek byl rozdélen na polovinu — jedna
polovina byla bez dalsi purifikace pouzita pro testovani cyklizace za vzniku
benzothiofenu 20c-n, druha polovina byla pie¢isténa pomoci semipreparativni HPLC

pro ziskani ¢istého produktu 18c-n.

6.3.3.2 Priprava benzothiofeni 20c-n

Q OH

SAc o reflux S o

18c-n 20c-n
Fenacylester 18c-n (0,5 mmol) byl rozpustén v ¢isté TFA (1,5 ml). Reakéni smés
byla refluxovana 5 h (v piipadé 18j bylo dostacujici 1,5 h) v tlakové ampuli. Po
ukonceni reakce byla TFA odpafena pomoci N2 a odparek byl pfecistén pomoci
sloupcové chromatografie (SiO2, MF hex:EtOAc 15:1 az 10:1 pro 20c, hex:DCM 1:1 ¢i
1:2 pro 20h,j a 20k-I). Slouceniny 20d-g,i,m byly v reakéni smési detekovany pouze ve

stopovém mnozstvi a nebyly izolovany. Sloucenina 18n byla pouze deacetylovana a

k cyklizaci na produkt 20n nedoslo viibec.
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6.3.4 Syntéza dialkylovaného intermediitu 21a

6.3.4.1 Kysele katalyzovana transalkylace

(0] 0 o
SOga-Jeods
SH o reflux s
(0]
1a

14a 2

Fenacylester 14a (130 mg ; 0,48 mmol) byl rozpustén v Cist¢é TFA (1 ml) a
reakéni smés byla refluxovéna 15 min. Poté byla TFA odpafena pomoci N2 a olejovity

odparek byl precistén pomoci semipreparativni HPLC pro ziskani ¢istého produktu 21a.

6.3.4.2 Alkylace S-izomeru 19a

0
B o)
0 w r 0o
L CL
s DIPEA, DCM, lab.T S
o o)
19a 21a

Sulfid 19a (544 mg ; 2 mmol) byl rozpustén v DCM (5 ml) a byl pfidan DIPEA

(350 pl ; 2 mmol). Po 20 min michani pfi lab.T byl ptidan 2-bromo-1-fenylethan-1-on
(400 mg ; 2 mmol). Reakce byla michana 3 h pii lab.T. Po ukonceni reakce byl DCM
odpafen pomoci RVO a zluty olejovity odparek byl krystalizovan z MeOH. VSechna
analyticka data (retencni ¢as, UV, MS a NMR spektrum) bylo identické s daty

naméfenymi u produktu 21a ptipravené¢ho metodou dle 6.3.4.1.
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6.3.5 Analyticka data pripravenych slouc¢enin

2-0x0-2-fenylethyl 2-merkaptobenzoat (142a)

0]

SH ©
Bil4 amorfni pevna latka, vytézek 1.1 g (50 %). ESI-MS m/z 271 [M-H]". *H NMR (500
MHz, CDCl3) & (ppm) = 8.22 — 8.16 (m, 1H), 8.01 — 7.91 (m, 2H), 7.66 — 7.59 (m, 1H),
7.54 — 7.47 (m, 2H), 7.38 — 7.30 (m, 2H), 7.20 (m, 1H), 5.59 (s, 2H), 4.73 (s, 1H). 3C
NMR (126 MHz, CDCls) 6 (ppm) = 191.98, 166.20, 138.82, 134.31, 134.12, 132.98,
132.31, 131.00, 129.06, 127.97, 125.34, 124.92, 66.65. HRMS (ESI-TOF) m/z

vypoéteno pro C15H1203S [M-H] 271.0423, nalezeno 271.0435.
2-(4-methoxyfenyl)-2-oxoethyl 2-merkaptobenzoat (14b)
(0] RN
L
SH ©

Zluta amorfni pevna latka, vytézek 210 mg (35 %). ESI-MS m/z 301 [M-H]"*H NMR
(500 MHz, CDCl3) 6 (ppm) = 8.22 — 8.15 (m, 1H), 7.99 — 7.89 (m, 2H), 7.36 — 7.31 (m,
2H), 7.23 - 7.16 (m, 1H), 7.00 — 6.91 (m, 2H), 5.58 — 5.50 (s, 2H), 4.75 (s, 1H), 3.88 (s,
3H). C NMR (126 MHz, CDCls) § (ppm) = 190.43, 166.28, 164.24, 138.75, 132.91,
132.32, 130.97, 130.28, 127.33, 125.45, 124.90, 114.24, 66.41, 55.68. HRMS (ESI-
TOF) m/z vypocéteno pro C16H1404S [M-H] 301.0529, nalezeno 301.0539.

2-0X0-2-(4-(trifluormethyl)fenyl)ethyl 2-(acetylthio)benzoat (18c)
o CF3
L™
s o]
Ko

Bil4 amorfni pevna latka, vytézek 160 mg (42 %). ESI-MS m/z 381 [M-H]. *H NMR
(500 MHz, CDCl3) 6 (ppm) = 8.17 — 8.13 (m, 1H), 8.07 (d, J =8.2 Hz, 2H), 7.78 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 7.61 — 7.56 (m, 2H), 7.54 — 7.49 (m, 1H), 5.54 (s, 2H), 2.43 (s, 3H). 13C
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NMR (126 MHz, CDClz) & (ppm) =193.17, 191.28, 165.61, 136.98, 136.77, 135.33
(0,2Jc-F = 33.0 Hz), 133.01, 132.62, 131.58, 129.59, 129.15, 128.39, 126.16 (q,3Jc-F =
3.5 Hz), 123.53 (g, Jc-F = 272.9 Hz), 66.78, 30.47. HRMS* (ESI-TOF) m/z vypoéteno
pro CigH11F303S [M-H] 339.0308, nalezeno 339.0298.

*detekovan pouze deacetylovany fragment

2-(2-nitrofenyl)-2-oxoethyl 2-(acetylthio)benzoat (18d)
0
L™
s O NO,
Ao

Bild amorfni pevna latka, vytézek 15 mg (8 %). ESI-MS m/z 358 [M-H]". *H NMR (500
MHz, CDCl3) 6 (ppm) = 8.15 (dd, J = 8.2, 0.8 Hz, 1H), 7.86 — 7.81 (m, 1H), 7.76 (td, J
= 7.5, 1.0 Hz, 1H), 7.66 — 7.60 (m, 1H), 7.58 — 7.51 (m, 3H), 7.49 — 7.40 (m, 1H), 5.21
(s, 2H), 2.41 (s, 3H). *°C NMR (126 MHz, CDCl3) & (ppm) = 197.08, 192.89, 165.35,
146.13, 136.78, 134.83, 134.63, 132.68, 132.33, 131.44, 131.28, 129.49, 129.19,
128.84, 124.26, 68.24, 30.43. HRMS* (ESI-TOF) m/z vypoéteno pro Ci1sH1sNOsS [M-
H] 316.0285, nalezeno 316.0274.

*detekovan pouze deacetylovany fragment

2-(3-nitrofenyl)-2-oxoethyl 2-(acetylthio)benzoat (18¢)
o)
CLr
s o]
Ko

Bila amorfni pevna latka, vytézek 30 mg (18 %). ESI-MS m/z 358 [M-H]". H NMR
(500 MHz, CDCl3) & (ppm) = 8.78 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 8.48 (ddd, J = 8.2, 2.2, 1.0 Hz,
1H), 8.28 (dt, J = 7.8, 1.3, 1.3 Hz, 1H), 8.16 — 8.12 (m, 1H), 7.74 (t, J = 8.0 Hz, 1H),
7.60 — 7.57 (m, 2H), 7.55 — 7.49 (m, 1H), 5.56 (s, 2H), 2.44 (s, 3H). *C NMR (126
MHz, CDCls) & (ppm) = 193.11, 190.31, 165.56, 148.61, 136.78, 135.49, 133.57,
132.87, 132.68, 131.54, 130.45, 129.61, 129.18, 128.31, 122.93, 66.71, 30.47. HRMS*
(ESI-TOF) m/z vypoéteno pro CisH1:NOsS [M-H] 316.0285, nalezeno 316.0272.
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*detekovan pouze deacetylovany fragment

2-(4-nitrofenyl)-2-oxoethyl 2-(acetylthio)benzoat (18f)
o NO,
@ﬁm’(@
S o
Ko

Bild amorfni pevnd latka, vytézek 76 mg (43 %). ESI-MS m/z 358 [M-H]". 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) & (ppm) = 8.37 — 8.36 (m, 1H), 8.36 — 8.34 (m, 1H), 8.16 — 8.10 (m,
3H), 7.60 — 7.58 (m, 2H), 7.55 — 7.50 (m, 1H), 5.54 (s, 2H), 2.44 (s, 3H). 1*C NMR (126
MHz, CDCl3) & (ppm) = 193.10, 190.93, 165.54, 150.89, 138.73, 136.80, 132.82,
132.72, 131.54, 129.62, 129.20, 129.15, 124.29, 66.83, 30.47. HRMS* (ESI-TOF) m/z
vypoéteno pro C15sH11NOsS [M-H] 316.0285, nalezeno 316.0272.

*detekovan pouze deacetylovany fragment

2-0x0-2-(o-tolyl)ethyl 2-(acetylthio)benzoat (180)
0]
oL
s (0]
o)\

Bild amorfni pevnd latka, vytézek 25 mg (15 %). ESI-MS m/z 327 [M-H]. 'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) = 8.00 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 7.7 Hz,
1H), 7.69 (td, J = 7.5, 1.7 Hz, 1H), 7.66 — 7.59 (m, 2H), 7.53 — 7.47 (m, 1H), 7.40 —
7.31 (m, 2H), 5.53 (s, 2H), 2.43 (s, 3H), 2.41 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) &
(ppm) = 196.14, 192,51, 165.17, 137.81, 136.73, 134.22, 133.59, 132.43, 132.14,
131.82, 130.56, 129.76, 128.63, 127.84, 125.93, 68.42, 30.13, 20.45. HRMS (ESI-TOF)
m/z vypoéteno pro C1gH1604S [M+H]* 329.0842, nalezeno 329.0840.
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2-0x0-2-(p-tolyl)ethyl 2-(acetylthio)benzoat (18h)
O
L
s o
o}\

Bild amorfni pevna latka, vytézek 100 mg (61 %). ESI-MS m/z 327 [M-H]. *H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) = 8.04 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H), 7.95 — 7.88 (m, 2H),
7.70 (td, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 7.5, 1.6 Hz, 1H), 7.64 — 7.61 (m, 1H), 7.39
(d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.68 (s, 2H), 2.42 (s, 3H), 2.41 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz,
DMSO-de) & (ppm) = 192.56, 191.94, 165.10, 144.56, 136.75, 133.65, 132.45, 131.33,
130.64, 129.79, 129.44, 127.92, 127.83, 67.21, 30.15, 21.22. HRMS (ESI-TOF) m/z
vypoéteno pro C1gH1604S [M+H]" 329.0842, nalezeno 329.0840.

2-(2-bromfenyl)-2-oxoethyl 2-(acetylthio)benzoat (18i)
0
L
S 0] Br
o)\

Bily olej, vytézek 40 mg (20 %). ESI-MS m/z 390 [M-H]".*H NMR (500 MHz, CDCls)
d (ppm) = 8.05 (dd, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H), 7.66 — 7.62 (m, 1H), 7.58 — 7.53 (m, 3H), 7.50
— 7.46 (m, 1H), 7.43 — 7.33 (m, 2H), 5.37 (s, 2H), 2.43 (s, 3H). °C NMR (126 MHz,
CDCl3) & (ppm) = 196.53, 192.91, 165.57, 138.43, 136.71, 133.91, 133.09, 132.71,
132.47, 131.47, 130.89, 129.71, 129.49, 129.15, 127.75, 68.50, 30.41. HRMS (ESI-
TOF) m/z vypocteno pro C17H13BrO4S [M+H]* 392.2843, nalezeno 392.2841.

2-(4-bromfenyl)-2-oxoethyl 2-(acetylthio)benzoat (18])
o Br
L™
s o]
o)\

Bil4 amorfni pevna latka, vytézek 80 mg (40 %). ESI-MS m/z 391 [M-H]". 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) 6 (ppm)=8.14 (dd, J =7.7, 1.2 Hz, 1H), 7.83 - 7.79 (m, 2H), 7.68 —
7.62 (m, 2H), 7.62 — 7.54 (m, 2H), 7.54 — 7.47 (m, 1H), 5.48 (s, 2H), 2.43 (s, 3H). 13C
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NMR (126 MHz, CDCIs) & (ppm) =193.12, 191.12, 165.64, 136.74, 133.19, 133.10,
132.51, 132.42, 131.57, 129.55, 129.45, 129.35, 129.16, 66.59, 30.45. HRMS (ESI-
TOF) m/z vypoéteno pro C17H13BrO4S [M+H]" 392.9791, nalezeno 392.9791.

2-(naftalen-2-yl)-2-oxoethyl 2-(acetylthio)benzoat (18k)
L~ L
L
s o]
o)\

Bild amorfni pevna latka, vytézek 58 mg (32 %). ESI-MS m/z 363 [M-H]". *H NMR
(500 MHz, CDCls) & (ppm) = 8.48 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 8.22 — 8.18 (m, 1H), 8.01 (dd, J
= 8.6, 1.7 Hz, 1H), 7.98 (dd, J = 8.0, 0.4 Hz, 1H), 7.94 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.90 (d, J =
8.1 Hz, 1H), 7.66 — 7.63 (m, 1H), 7.63 — 7.61 (m, 1H), 7.60 — 7.56 (m, 2H), 7.55 — 7.50
(m, 1H), 5.69 (s, 2H), 2.44 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCls3) § (ppm) = 193.26,
191.88, 165.78, 136.70, 136.06, 133.31, 132.52, 132.45, 131.65, 131.63, 129.76,
129.74, 129.55, 129.07, 129.03, 128.04, 127.23, 123.45, 66.87, 30.47. HRMS (ESI-
TOF) m/z vypocteno pro C21H1604S [M+H]" 365.0842, nalezeno 365.0843.

2-0x0-2-(thiofen-3-yl)ethyl 2-(acetylthio)benzoat (18l)

Oo/\ﬂ/[;
%0

Bila amorfni pevna latka, vytézek 33 mg (22 %). ESI-MS m/z 319 [M-H]". 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) 6 (ppm) = 8.18 — 8.10 (m, 2H), 7.61 — 7.54 (m, 3H), 7.54 — 7.47 (m,
1H), 7.41 — 7.34 (m, 1H), 5.40 (s, 2H), 2.43 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) &
(ppm) = 193.24, 186.47, 165.66, 138.79, 136.70, 133.20, 132.48, 131.57, 129.54,
129.07, 127.04, 126.63, 66.99, 30.46. HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéteno pro C15sH1204S;
[M+H]" 321.0250, nalezeno 321.0249.
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2-oxopropyl 2-(acetylthio)benzoat (18m)

Bila amorfni pevna latka, vytézek 90 mg (71%). ESI-MS m/z 251 [M-H]". 'H NMR
(500 MHz, CDCls) § (ppm) = 8.09 — 8.06 (m, 1H), 7.60 — 7.54 (m, 2H), 7.53 — 7.47 (m,
1H), 4.85 (s, 2H), 2.43 (s, 3H), 2.23 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) § (ppm) =
201.53, 193.12, 165.48, 136.78, 133.01, 132.55, 131.42, 129.54, 129.14, 69.06, 30.46,
26.40. HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéteno pro Ci2H1204S [M+H]* 253.0529, nalezeno
253.0527.

3,3-dimethyl-2-oxobutyl 2-(acetylthio)benzoat (18n)

1

Zlutobily olej, vytézek 83 mg (56 %). ESI-MS m/z 293 [M-H]". *H NMR (500 MHz,
CDCls) § (ppm) = 8.15 — 8.08 (m, LH), 7.61 — 7.52 (m, 2H), 7.52 — 7.44 (m, 1H), 5.10
(s, 2H), 2.43 (s, 3H), 1.24 (s, 9H). 13C NMR (126 MHz, CDCls) & (ppm) = 207.58,
193.26, 165.65, 136.58, 133.45, 132.32, 131.54, 129.48, 128.86, 65.24, 43.05, 30.49,
26.38. HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéteno pro CisH1g04S [M+H]" 295.0999, nalezeno
295.1001.

(3-hydroxybenzo[b]thiofen-2-yl)(fenyl)methanon (20a)

Zlutad amorfni pevna latka, vytézek 80 mg (60 %). ESI-MS m/z 253 [M-H].'H NMR
(500 MHz, CDCl3) é (ppm) = 13.45 (s, 1H), 8.10 — 8.01 (m, 3H), 7.74 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7.65 — 7.59 (m, 1H), 7.58 — 7.51 (m, 3H), 7.44 (t, J = 7.5 Hz, 1H). *C NMR (126
MHz, CDCl3) & (ppm) = 191.95, 165.50, 140.93, 138.37, 132.78, 130.41, 130.31,
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128.86, 128.54, 124.88, 124.14, 123.11, 109.75.* HRMS (ESI-TOF) m/z vypocteno pro
C15H1002S [M-H] 253.0318, nalezeno 253.0323.

*naméiena data se shoduji s publikovanymi hodnotami*®
(3-hydroxybenzo[b]thiofen-2-yl)(4-methoxyfenyl)methanon (20b)

OH

Zluta amorfni pevna latka, vyt&zek 15 mg (27 %). ESI m/z 283 [M-H]".'H NMR (500
MHz, CDClz) 6 (ppm) = 13.75 — 13.59 (br.s, 1H), 8.13 — 8.08 (m, 2H), 8.07 — 8.04 (m,
1H), 7.77 — 7.72 (m, 1H), 7.57 — 7.52 (m, 1H), 7.46 — 7.40 (m, 1H), 7.05 — 7.00 (m,
2H), 3.97 — 3.83 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCls) & (ppm) = 190.47, 165.41,
163.48, 140.58, 130.99, 130.84, 130.51, 130.11, 124.83, 124.03, 123.05, 114.17,
109.35, 55.69. HRMS (ESI-TOF) m/z vypocteno pro CigHi1203S [M-H]™ 283.0423,
nalezeno 283.0431.

(3-hydroxybenzo[b]thiofen-2-yI)(4-(trifluormethyl)fenyl)methanon (20c)

CF;

Oranzova amorfni pevna latka, vytézek 80 mg (32 %). ESI m/z 321 [M-H]". *H NMR
(500 MHz, CDCl3) 6 (ppm) = 13.23 (s, 1H), 8.14 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.09 (d,J =7.9
Hz, 1H), 7.81 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.59 (m, 1H), 7.46 (m, 1H).
13C NMR (126 MHz, CDCl3) & (ppm) = 190.59, 166.06, 141.33, 141.04, 134.07 (q, 2Jc-r
= 32.6 Hz), 130.78, 130.24, 128.85 (app.d, “Jc-r = 3.9 Hz), 125.89 (app.d, *Jc-F = 3.2
Hz), 125.13 (app.d, 3Jc-r = 8.1 Hz), 124.36, 123.72 (q, Ycr = 272.7 Hz), 123.21,
109.62. HRMS (ESI-TOF) m/z vypocteno pro CisHoF302S [M-H]™ 321.0203, nalezeno
321.0193.
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(3-hydroxybenzo[b]thiofen-2-yl)(p-tolyl)methanon (20h)

Zluta amorfni pevna latka, vytézek 50 mg (38 %). ESI m/z 267 [M-H]". *H NMR (500
MHz, CDCl3) § (ppm) = 13.56 (s, 1H), 8.10 — 8.04 (m, 1H), 8.01 — 7.95 (m, 2H), 7.78 —
7.70 (m, 1H), 7.59 — 7.51 (m, 1H), 7.46 — 7.40 (m, 1H), 7.35 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 2.46
(s, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCls) & (ppm) = 191.58, 165.48, 143.66, 140.82, 135.70,
130.51, 130.19, 129.56, 128.73, 124.83, 124.09, 123.09, 109.67, 29.86. HRMS (ESI-
TOF) m/z vypo¢teno pro C1sH1202S [M+H]" 269.0631, nalezeno 269.0630.

(4-bromfenyl)(3-hydroxybenzo[b]thiofen-2-yl)methanon (20j)

OH

Zluta amorfni pevna latka, vytézek 90 mg (54 %). ESI m/z 331 [M-H]. *H NMR (500
MHz, CDCls3) & (ppm) = 13.36 (s, 1H), 8.07 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.95 — 7.89 (m, 2H),
7.74 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.71 — 7.65 (m, 2H), 7.60 — 7.54 (m, 1H), 7.44 (t, J = 7.3 Hz,
1H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & (ppm) = 190.57, 165.90, 140.84, 137.08, 132.17,
130.56, 130.35, 130.10, 127.84, 125.03, 124.24, 123.14, 109.44. HRMS (ESI-TOF) m/z
vypocteno pro C1sHoBrO,S [M+H]*332.9579, nalezeno 332.9580.

(3-hydroxybenzo[b]thiofen-2-yl)(naftalen-2-yl)methanon (20k)

Bil4 amorfni pevnd latka, vytézek 100 mg (66 %). ESI m/z 303 [M-H]". *H NMR (500
MHz, CDCl3) é (ppm) = 13.54 (s, 1H), 8.66 — 8.61 (m, 1H), 8.13 — 8.06 (m, 2H), 8.05 —
7.97 (m, 2H), 7.93 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.79 — 7.73 (m, 1H), 7.67 — 7.54 (m, 3H), 7.49 —
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7.42 (m, 1H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) § (ppm) = 191.77, 165.63, 141.00, 135.70,
135.42, 132.62, 130.52, 130.34, 129.99, 129.65, 128.90, 128.63, 128.03, 127.15,
124.93, 12453, 124.20, 123.14, 109.98. HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéteno pro
C1oH120,S [M+H]* 305.0631, nalezeno 305.0631.

(3-hydroxybenzo[b]thiofen-2-yl)(thiofen-3-yl)methanon (201)

OH
0

N\

S —
S

Zluta amorfni pevna latka, vytézek 80 mg (62 %). ESI m/z 259 [M-H]". *H NMR (500
MHz, CDCl3) & (ppm) = 13.52 (s, 1H), 8.40 — 8.35 (m, 1H), 8.08 — 8.02 (m, 1H), 7.81 —
7.73 (M, 2H), 7.59 — 7.53 (m, 1H), 7.47 — 7.40 (m, 2H). *)C NMR (126 MHz, CDCls) &
(ppm) = 184.71, 165.86, 141.13, 140.41, 132.35, 130.55, 130.33, 127.75, 126.77,
124,97, 124.05, 123.18, 109.49. HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéteno pro Ci3HgO2S>
[M+H]* 261.0038, nalezeno 261.0735.

2-0x0-2-fenylethyl 2-((2-oxo-2-fenylethyl)thio)benzoat (212a)

Zlutobila amorfni pevna latka, vytézek 120 mg (60 %). ESI-MS m/z 389 [M-H] .*H
NMR (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 8.14 — 7.97 (m, 5H), 7.73 — 7.65 (m, 2H), 7.63 —
7.45 (m, 6H), 7.34 — 7.28 (m, 1H), 5.75 (s, 2H), 4.81 — 4.72 (s, 3H). 3C NMR (101
MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 194.47, 192.76, 164.93, 140.81, 135.51, 134.08, 133.89,
133.70, 133.14, 131.19, 128.99, 128.80, 128.61, 127.87, 126.39, 126.11, 124.41, 99.49,
67.15. HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéteno pro CzsH1804S [M+H]* 391.0999, nalezeno
391.0997.
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6.4 Priprava novych derivatu 1,5-benzothiazepin 1,1-dioxidi

6.4.1 Obecny postup pripravy vzorku pro analyzu reakci

Do mikrozkumavky bylo odebrano analytické mnozstvi pryskyfice (cca 30 mg)
promyt¢ DCM. Poté byl piiddn 1 ml 50% TFA v DCM. Reak¢ni smés byla tfepana
30 min az 1 hod pfi lab.T. Poté byl stépici koktejl odpafen pomoci dusiku a vzorek byl
nafedén 1 ml ACN. Pro analyzu pomoci UPLC-MS bylo poté odebrano do HPLC
vialky 0,5 ml vzorku a bylo pfidano 0,5 ml vody. Poté byl jesté vzorek prefiltrovan pies
mikrofiltr.

6.4.2 Obecny popis pro stanoveni loadingu pryskyfice
Pomoci UPLC-MS:

Nejprve byla provedena derivatizace (zavedeni chromoforu) vzorku pryskytice
pomoci reakce s Fmoc-Osu. K cca 30 mg pryskyfice promyté DCM byl ptidan roztok
Fmoc-Osu (0,5 mmol ; 168 mg) v 1 ml DCM. Reak¢ni smés byla tiepana 30 min pfi
lab.T a poté byla pryskyfice 5x promyta DCM. Nasledné byla pryskyfice promyta 3x
MeOH, ¢imz doslo ke zmenseni jejiho objemu. Poté byla pryskyfice ve stiikacce
opatiené z obou stran fritou vysuSena pomoci proudu dusiku. Nasledné bylo odvazeno
2x 10 mg pryskytice do dvou mikrozkumavek. Do obou mikrozkumavek byl poté
pfidan 1 ml 50% TFA v DCM a reakéni smés byla tfepana 30 min pii lab.T. Poté byl
Stépici koktejl odpafen pomoci proudu dusiku, vzorek byl rozpustén v 1 ml ACN, do
HPLC vialky bylo odebrano 0,5 ml vzorku a pifidano 0,5 ml vody. V UV spektru byla
poté provedena integrace piku pifi 300 nm a hodnota plochy byla zaznamenéna. Jako
referen¢ni hodnota byla pouzita plocha piku standardu (Fmoc-f-Ala-OH o koncentraci

50 mg/ml), ziskana opét integraci pii 300 nm.

Pomoci NMR:

Stanoveni loadingu pomoci NMR bylo aplikovano pro imobilizované latky
neobsahujici ve své struktuie zddny chromofor a nemajici ani zadné reaktivni misto, na
které by bylo mozné chromofor pomoci derivatizace vzorku navazat (napf. reakci
s Fmoc-Osu).

Nejprve byla pryskyfice promytda 3x MeOH vysuSena proudem dusiku a
nasledné bylo odvéazeno do stfikacky 100 mg vysuSené pryskyfice. Ta byla poté
promyta 3x DCM a poté $tépena 1 hodinu 50% TFA v DCM (1 ml). Roztok byl poté
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prefiltrovan do mikrozkumavky a vysusen pod proudem dusiku. Odparek byl rozpustén
v 700 ul DMSO-ds a podroben *H NMR analyze. Standard pro stanoveni loadingu byl
ptipraven nasledovné: 20 mg jodoctové kyseliny bylo rozpusténo v 700 ul DMSO-ds a
roztok byl téz podroben *H NMR analyze. Nasledné byl v obou NMR spektrech (vzorek
1 standard) zintegrovan signdl rozpoustédla (integrace za 1) a referencni signal
methylenové skupiny. Troj¢lenkou bylo dopocitano mnozstvi latky ve vzorku a poté byl

vypocitan loading.
6.4.3 Puvodni navrZena syntéza

6.4.3.1 Ukotveni BAL linkeru

o)
O«
L. HOB, DIC Pol
Pol” ~“NHsCl NI

DCM/DMF, lab.T

Do stiikacky opatiené polypropylenovou fritou byla navdzena aminomethylova
pryskyfice (1 g, vychozi loading 0,98 mmol/g). Pryskyfice byla promyta 3x DCM a
neutralizovana 10 minut 20% piperidinem v DMF (10 ml) pfi lab.T. Nasledné byla
pryskyfice promyta 3x DMF. Poté kni byl pfiddn roztok 4-(4-formyl-3-
methoxyfenoxy)butanové kyseliny (3,92 mmol ; 934 mg), HOBt (3,92 mmol ; 600 mg)
a DIC (3,92 mmol ; 607 pul) ve smési DCM/DMF (1:1, 10 ml). Reakéni smés ve
stiikacce byla tfepana pfi laboratorni teploté 16 hodin a poté byla pryskyfice promyta 3x
DMF a 3x DCM. Analyza uspéSnosti byla provedena nasledovné: K cca 10 mg
pryskyfice v1 ml DCM byla ptidana kapka 0,03M roztoku bromfenolové modii v
NMP. Pokud doslo ke vzniku modrého zabarveni, nedoslo k Uplnému pokryti vSech
aminoskupin pryskyfice. Pokud doSlo ke vzniku Zlutého ¢i Zlutozeleného zabarveni,

byla reakce Gsp&$na a vSechny aminoskupiny byly pfevedeny na amid.

6.4.3.2 Reduktivni aminace

/©/\NH2
1.
10% AcOH v bezv. DMF, lab.T  po~L oy
O 2. NaBH(OAc);

5% AcOH v bezv. DMF, lab.T

1 g pryskyfice s navazanym BAL linkerem byl promyt 3x bezv. THF a 3x bezv.
DME. Poté byl do stiikacky pfidan roztok 4-methylbenzylaminu (4,9 mmol ; 624 ul)
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v 10% AcOH v bezv. DMF (10 ml). Reakéni smés byla tiepana pfi laboratorni teploté
16 hodin. Do stiikacky byl po uplynuti této doby pfidan roztok NaBH(OAc)s
(0,98 mmol ; 207 mg) v 5% AcOH v bezv. DMF (2,5 ml). Pod pist stfikacky byla
umisténa jehla pro odvod vznikajiciho vodiku a stiikacka byla umisténa do svislé
polohy. Reak¢ni smés byla tfepana 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Poté byl do reakéni
smeési pfidan dalsi NaBH(OAc)3 (0,98 mmol ; 207 mg) a reakéni smés byla opét tfepana
1 hodinu pii laboratorni teploté. Poté byla pfiddna posledni davka NaBH(OAc)s
(0,98 mmol ; 207 mg) a reakce byla tfepana 2 hodiny pii laboratorni teploté. Poté byla
pryskyfice promyta 3x DMF a neutralizovana 20% piperidinem v DMF (10 ml) po dobu
20 minut. Pryskyfice byla nasledn¢ promyta 3x DMF a 3x DCM.

Poté byla provedena kvantifikace podle vyse popsaného postupu (kapitola
6.4.2), hodnota loadingu se pohybovala kolem 0,6 mmol/g.

6.4.3.3 Acylace jodoctovou kyselinou

(0]
Pol I

1" COOH, DIC
H
PoI\L/N\/©/ DCM, lab.T /@2

200 mg pryskyfice bylo promyto 3x DCM. Jdédoctova kyselina (0,9 mmol ;

168 mg) byla rozpusténa v DCM (2 ml), do smési byl poté pfidan DIC (0,36 mmol ;
156 pl) a reakéni smés byla michana 30 min za laboratorni teploty, doslo k vysrdzeni
diisopropylmocoviny. Roztok nad sraZeninou byl pfidan k pryskyfici a reakéni smeés
byla tfepana 16 hodin pfi laboratorni teploté. Poté byla pryskyfice promyta 3x DMF a
3x DCM. Poté byla provedena analyza pomoci UPLC-MS.

6.4.3.4 Redukce bis (2-nitrofenyl) disulfidu

NO, on NO,
©/S\S PPhs, HS™ ©/SH

NO,  H,0, deg. THF, 50°C

Bis(2-nitrofenyl) disulfid (1,62 mmol ; 500 mg) byl rozpustén v 15 ml deg. THF.
Poté byl ptidan PPhz (2,5 mmol ; 653 mg), 2-merkaptoethanol (1,16 mmol ; 115 ul) a
voda (166 mmol ; 300 pl). Reakéni smés byla zahtivana 20 hodin pii 50°C.* Konec
reakce byl indikovan pomoci UPLC-MS i TLC (MF EtOAc:hex 3:1). Poté byla reakéni
smés zpracovana: THF byl odpafen pomoci vakuové odparky, k olejovitému zlutému

odparku byla pfidana solanka a poté byla provedena extrakce (3x 90 ml DCM). Spojené
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organické extrakty byly vysuSeny pomoci Na:SOs a po filtraci bylo rozpoustédlo
odpaieno. Zluty odparek byl poté &istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, MF

EtOAc:hex 3:1).

6.4.3.5 Substituce s o-nitrobenzenthiolem

SH

0 NO 0 NO,
2
POI\L/\NJJ\/I POI\L/\N)J\/S\©

DIPEA, DCM, lab.T

200 mg pryskyfice bylo promyto 3x DCM. Do roztoku o-nitrothiofenolu
(0,6 mmol) v DCM (2 ml) byl ptidan DIPEA (0,2 mmol ; 35 pl) a vysledny ¢erveny
roztok byl pfidan k pryskyfici. Reakéni smés byla tfepana 16 hodin pii laboratorni
teploté. Poté byla pryskyfice 5x promyta DCM. Nasledné byla provedena analyza
pomoci UPLC-MS.

6.4.3.6 Oxidace oxonem

o) NO, 0 4 NO
Pol S Pol S
codo N S
—_—_—.
/@2 DCM/H,0, 50°C /@2

200 mg pryskyfice bylo promyto 3x DCM a poté byla prenesena do tlakové
ampule. Nasledné byl pfipraven dvoufazovy roztok oxonu v H.O a DCM (1:1) a roztok
byl pfidan k pryskyfici. Reakéni smés byla rychle michéana pii 50°C 16 hodin, poté byla
pryskyfice prenesena do stfikacky opatiené fritou a promyta 3x vodou a poté¢ 8x DCM.

Nasledné byla provedena analyza pomoci UPLC-MS.

6.4.4 Alternativni synteticka cesta

Kviili nizké reaktivité pryskyfice na amidovém linkeru vii¢i oxidaci byla zvolena
synteticka cesta vychazejici z Wangovy pryskyfice?’. Cast syntetické cesty byla

vyvinuta v nasi vyzkumné skuping.o!
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6.4.4.1 Alkylace jodoctovou kyselinou

0]

PN

I~ >COOH, DIC L. [
PoI/L\OH Pol” OJ\/

DCM, lab.T

L = Wang
1g Wangovy pryskyfice byl nejprve promyt 3x DCM. Poté byl ptipraven roztok
jodoctové kyseliny (4,5 mmol ; 837 mg) a DIC (1,8 mmol ; 279 ul) v DCM (10 ml),
ktery byl poté michan 30 min pfi lab.T, ¢imz doslo k vysrazeni diisopropylmocoviny.
Poté byl roztok pfidan k promyté pryskyfici a reakéni smés byla tfepana pres noc za
lab.T. Nésledné byla pryskyfice promyta 3x DMF a 5x DCM. Nakonec byl pomoci *H
NMR stanoven loading dle vyse popsaného postupu (kapitola 6.4.2), hodnota se

pohybuje mezi 0,4-0,5 mmol/g.

6.4.4.2 Substituce s o-nitrobenzenthiolem

SH
X ¢ L e
Lt gt ot
L A

Pol” "0 " DIPEA DOM, labT
900 mg pryskytice bylo nejprve promyto 3x DCM. Poté byl k pryskyfici ptidan
roztok 2-nitrobenzenthiolu (2,9 mmol ; 450 mg) a DIPEA (0,9 mmol ; 161 pl) v DCM
(9 ml). Reak¢ni smés byla tfepana pii lab.T pies noc. Nasledné byla pryskyfice promyta
8x DCM.

Pozn. 2-nitrobenzenthiol byl ptipraven podle postupu popsaného vyse (6.4.3.4).

6.4.4.3 Oxidace pomoci mMCPBA

NO, 0 o, NO

0
2
PoI/L\OJ\/S mCPBA po-50 S
DCM, lab.T

900 mg pryskyfice bylo promyto 3x DCM. Poté byl k pryskyfici pfidan roztok
mCPBA (6,8 mmol ; 1,17 g) v DCM (15 ml). Reakéni smés byla tfepana za lab.T ptes
noc po dobu maximalné¢ 16 h (jinak dochazi ke Stépeni latky z pryskyfice a
k degradaci). Poté byla pryskyfice promyta 6x DCM.
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6.4.4.4 Fenacylace pomoci Mitsunobu procedury

Pol” "0

O
Pol/
0 o, NO, @
L S
PPh3 DIAD
bezv. THF

250 mg pryskyfice bylo promyto 3x DCM, poté 3x bezv. DMF a 5x bezv. THF.
K pryskyfici byl poté ptidan roztok 2-hydroxyacetofenonu (2,26 mmol ; 310 mg) a PPhs
(2,26 mmol ; 590 mg) v bezv. THF (3 ml). Do druhé stiikacky byl ptidan roztok DIAD
(2,26 mmol ; 444 pl) v bezv. THF (3 ml). Ob¢ stiikacky byly propojeny spojkou a
umistény na 30 min do mrazéku. Poté byly obsahy stfikacek za lab.T spojeny a reakcni
smés byla tfepana 16 h. Pryskyfice byla poté prenesena do nové stiikacky opatiené

fritou a promyta 5x THF a 3x DCM.

6.4.4.5 Redukce po odStépeni z polymerniho nosice

0 gz NO2 O o, NH
pol~ > HO S
50% TFAIDCM Hy, Pd/C Hg
Iab T deg. EtOAc, lab.T

100 mg pryskyfice bylo po promyti DCM (3x) Stépeno po 1 hodinu 50%

TFA/DCM (2 ml). Nasledné byl Stépici koktejl odpaten pomoci proudu N2 a Zluty
olejovity odparek byl lyofilizovan pies noc. Poté byl odparek rozpustén v deg. EtOAC
(1 ml), bylo ptidano katalytické mnozstvi Pd/C (cca 10 mg) v deg. EtOAc (0,5 ml).
Reakéni smés byla poté probublavana 15 minut H2 a nasledné byla reakéni smés
ponechdna michat za lab.T 6 hodin ve vodikové atmosfére. Po ukonceni reakce byla

reakéni smés zfiltrovana a po promyti EtOAc byl nazloutly roztok odpafen dosucha.
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[ Zavér

Tato diplomova prace se zabyva syntézou novych derivati 2-hydroxy-3-fenyl-4H-
benzo[b][1,4]thiazin 1,1-dioxidl, 3-hydroxy-2-fenyl-4H-thiochromen-4-ont a 1,5-
benzothiazepin 1,1-dioxidu.

V piipadé syntézy 2-hydroxy-3-fenyl-4H-benzo[b][1,4]thiazinu se podafilo
vyvinout syntetickou metodu vedouci k intermediatu pro zavéreCnou cyklizaci na
zadany produkt. Cyklizaci na produkt se bohuzel nepodatilo provést, bylo otestovano
pouziti raznych c¢inidel, Zadny pokus ale nevedl k tvorbé produktu. Nicméné byly
V ramci tohoto projektu piipraveny 2 doposud nepopsané latky, a to 2-0x0-2-fenylethyl

2-aminobenzensulfonat a 2-0xo-2-fenylethyl 2-nitrobenzensulfonat.

Pii syntéze 3-hydroxy-2-fenyl-4H-thiochromen-4-ont bylo zji§téno, ze struktura
ziskaného produktu neodpovidd zadanému thioflavonolu. Spravna struktura produktu
byla uréena jako (3-hydroxybenzo[b]thiofen-2-yl)(fenyl)methanon. Pro pfifazeni
spravné struktury byly pouzity NMR experimenty, jako kli¢ové se ukazalo byt *C-
HMBC spektrum, ve kterém nebyly nalezeny interakce ocekévané pro thioflavonol.
Nasledné byla otestovana pouzitelnost a rozsah navrzené syntetické cesty, podatilo se
pfipravit 14 intermediatd pro cyklizaci, znichz 7 bylo Uspé$né¢ konvertovano na
benzo[b]thiofen. Byly téZ navrzeny a prokazany mechanismy jednotlivych transformaci
na produkt. Vysledky projektu byly publikovany v impaktovaném &asopise.®®
Ptipravené latky byly poté otestovany na cytotoxickou a antimikrobidlni aktivitu.
2 benzothiofeny vykazovaly cytotoxickou aktivitu (hodnota ICso) + 4,5 uM na bunééné
linii CCRF-CEM, terapeuticky index ptislusnych latek je navic >10, nejsou tedy toxické
vu¢i zdravym bunkam. Vysledky testovani antimikrobidlni aktivity nebyly zatim

S 4

diplomové prace.

Poslednim feSenym v ramci diplomové prace projektem byla piiprava derivata 1,5-
benzothiazepin 1,1-dioxidd. V tomto piipadé¢ byla pro ptipravu cilovych derivati
vyuzita syntéza na pevné fazi. Pii feSeni projektu selhala plivodni navrzena synteticka
cesta, nepodafilo se zoxidovat imobilizovany sulfid na pfislusny sulfon. Doslo pouze
k oxidaci na sulfoxid, jehoz reaktivita vii¢i nasledné fenacylaci byla piili§ nizka. Proto
byla otestovdna alternativni syntetickd cesta. V tomto piipadé syntéza selhava

V poslednim kroku, tj. findlni cyklizace na produkt. Projekt jeSté nebyl definitivné
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uzavien, z asovych divodu se nepodafilo provést vSechny experimenty a bude jim

vénovana pozornost v nejblizsi budoucnosti.
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9 Ptilohy
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Spektrum 3: 'H spektrum latky 8

mspt-F-7
single_pulse
15,
o 1 u
=\ |
[ S. 10 13
/\5/*7&\0/8\9/ =~y
[ - S
2 4. '80' o]
™~ 3/ ~ N+/ 22 11
i’
¢}
21
S3ELASR 8
O "= o
T T T T T T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 4 3 2 1 0 -1
f1 (ppm)

Spektrum 4: 3C spektrum latky 8
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Spektrum 5: 'H spektrum latky 2
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Spektrum 7: *H spektrum latky 14a
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Spektrum 9: 'H spektrum latky 14b
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Spektrum 11: H spektrum latky 18c
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Spektrum 13: H spektrum latky 18d
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Spektrum 14: 3C spektrum latky 18d
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Spektrum 15: H spektrum latky 18e

mspt-S-15
single_pulse
1
N o
|l i
N 1 2
3\‘4/5\‘_‘1/?\10/ \1“2/ xT
H 18 20
Sre N7
| !
N
7 o¢2’\g So
24 25
Feotln & &
QRO < <
OO O~ o ™
T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 6 4 3 -1
f1 (ppm)
. 13 .
Spektrum 16: ~°C spektrum latky 18e
mspt-S-15
single pulse decoupled gated NOE
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Spektrum 17: H spektrum latky 18f
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Spektrum 18: *°C spektrum latky 18f
mspt-S-16
single pulse decoupled gated NOE
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Spektrum 19: *H spektrum latky 18g
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Spektrum 20: BC spektrum latky 189
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single pulse decoupled gated NOE
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Spektrum 21: *H spektrum latky 18h
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Spektrum 23: H spektrum latky 18i
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Spektrum 24: BC spektrum latky 18i
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Spektrum 25: *H spektrum latky 18]
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Spektrum 27: *H spektrum latky 18k
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Spektrum 28: *°C spektrum latky 18k
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Spektrum 29: H spektrum latky 18|
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Spektrum 30: °C spektrum latky 18l
mspt-S-19
single pulse decoupled gated NOE
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Spektrum 31: *H spektrum latky 18m
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Spektrum 32: BC spektrum latky 18m
mspt-S-17
single pulse decoupled gated NOE
| | ‘ ‘
|

r25

r20

ris

r10

ri4

ri.3

ri.2

rit

ri.0

r0.9

r0.8

r0.7

0.6

r0.5

r0.4

r0.3

r0.2

0.1

r0.0

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f %00 )90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10  -20
1 (ppm

102



Spektrum 33: H spektrum latky 18n
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Spektrum 35: H spektrum latky 20a

MSPT-S-1a
single_pulse

8

2.91\1
1.00\< =
5

4 1.0
3.1
~ 1.0

Spektrum 36: °C spektrum latky 20a
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Spektrum 37: *H spektrum latky 20b
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Spektrum 38: ~°C spektrum latky 20b
mspt-S-7b S T e B {E33& 8 2
single pulse decoupled gated NOE & S8 € 8833¥ 8 9
| \Y e
|
|
|
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
250 230 210 190 170 150 130 110 90 8 70 60 50 40 30 20 10 O -20 -40
f1 (ppm)

105



Spektrum 39: H spektrum latky 20c
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Spektrum 40: ~C spektrum latky 20c
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Spektrum 41: *H spektrum latky 20h
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Spektrum 42: BC spektrum latky 20h

mspt-S-32-sp
single pulse decoupled gated NOE

29.86

220 210 200 190 180 170

ri4

ri.3

ri.2

rii

r1.0

r0.9

r0.8

r0.7

0.6

ro.5

r0.4

r0.3

r0.2

ro0.1

r0.0

r-0.1




Spektrum 43: H spektrum latky 20j
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Spektrum 44: 3C spektrum latky 20j
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single pulse decoupled gated NOE
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Spektrum 45: H spektrum latky 20k
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Spektrum 46: BC spektrum latky 20k
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Spektrum 47: H spektrum latky 20|
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Spektrum 48: BC spektrum latky 20|
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Spektrum 49: H spektrum latky 21a
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Spektrum 50: °C spektrum latky 21a
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single pulse decoupled gated NOE
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Spektrum 51: H-'H COSY spektrum latky 20a
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Spektrum 52: *H-13C HSQC spektrum latky 20a
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Spektrum 53: *H-13C HMBC spektrum latky 20a
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Spektrum 54: DEPT, APT a 1*C spektrum latky 20a
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