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1 Seznam pouzitych zkratek

ABM

ACN

AcOH

ADDP

Ala

BINAM

DCC

DCM

DEAD

DIAD

DIC

DIEA

DMAP

DMEDA

DMF

DMSO

EDC

ekv.

EtOAC

Fmoc

hex

HOBt

HPLC

animal bone meal

acetonitril

kyselina octova
1,1°-(azodikarbonyl)dipiperidin
alanin
2,2¢-bis(difenylfosfinoamino)-1,1°-binaftyl
N,N“-dicyklohexylkarbodiimid
dichlormethan
diethylazodikarboxylat
diisopropylazodikarboxylat

N, N *-diisopropylkarbodiimid
N,N-diisopropylethylamin
4-dimethylaminopyridin
1,2-dimethylethylendiamin
dimethylformamid
dimethylsulfoxid
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
ekvivalent

ethylacetat
fluorenylmethyloxykarbonyl
n-hexan

N-hydroxybenzotriazol

vysokoucinna kapalinova chromatografie



HRMS
INH
LC-MS
LC-UV
mCPBA
MCR
MeCN
MeOH
Met
MF
MIC
MW
NMR
PDAIS
PEG
Ph

Phe
PPA
Pro
PTSA
QcrB
0-DCB
rt

RVO

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
Isoniazid

kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrie
kapalinova chromatografie s ultrafialovou detekci
kyselina m-chlorperoxybenzoova
multikomponentni reakce

acetonitril

methanol

methionin

mobilni faze

minimalni inhibi¢ni koncentrace

mikrovinné zafeni

nukledrni magneticka rezonance
poly[4-diacetoxyjodo]styren

polyethylen glykol

fenyl

fenylalanin

kyselina polyfosforecna

prolin

kyselina p-toluensulfonova

gen kodujici b podjednotku ubichinol-cytochrom ¢ reduktazy
o-dichlorbenzen

laboratorni teplota

rotacni vakuova odparka



TBAF

TBAHS

TBAI

TEA

TFA

TFE

THF

TLC

Ts

Val

tetra-n-butylammonium fluorid
hydrogensiran tetrabutylamonny
tetra-n-butylammonium jodid
triethylamin

kyselina trifluoroctova
2,2,2-trifluoroethanol
tetrahydrofuran

tenkovrstevna chromatografie
tosyl

valin

10



2 Uvod

Derivaty odvozené od heterocykli pyrimidinu a benzoxazolu ptedstavuji
vyznamnou skupinu latek se znacnym potencidlem vyuziti diky svym biologickym
vlastnostem!=.  Zasluhou dlouhodobého  vyzkumu sloudenin  obsahujicich
benzoxazolovy skelet bylo zjiténo, Ze nékteré znich vykazuji antimikrobialni*®,
protizanétlivé’, protinadorové®® a analgetické!® wginky. Jiné znich plisobi jako
inhibitory HIV reverzni transkriptazy'. Na§i vyzkumnou skupinu zaujaly zejména

vlastnosti antimykobakterialni (proti M. tuberculosis) (Obr. 1)#17,

O:( O:(
S s
o) o)
N:< N=
N

O

MeO OH
M. tuberculosis H37R M. tuberculosis H37R R'=CI,H;R2=H,CIl,Br; R®=H, CI, F
. ?Mfécgl ZSIS/mI) ! ' ?Mfécg gs:s /ml) Y M. tuberculosis H37Rv
0 M9 S Hg (MIC 1,25 - 25 pg/ml)
Int.J.Org.Chem. 2016, 6, 157-176. Med.Chem.Res. 2014, 23, 2218-2228.

‘\\CH3
H3Cr.. O> N\>_® (0]
/
R )—S
’ N 0 @EN \—@
R
HsC
HO' cH,

. R =H, CHz X, CF3 OH, NO, SCH3 R =H, NO, CN, CSNH,
M. tuberculosis H37Rv M. tuberculosis H37Rv M. tuberculosis H37Rv

(MIC 12,5 ug/ml) (MIC 3,13 - 6,25 pg/ml) (MIC 2-4 umolll)
Tetrahedron Lett. 2006, Bioorg.Med.Chem. 2006, Eur.J.Med.Chem. 2009,

47, 3229-3232. 14, 5850-5865. 44, 2286-2293.

Bioorg.Med.Chem.Lett. 2002,
12, 3275-3278.

Obr. 1: Priklady derivati odvozenych od benzoxazolu s antimykobakterialni aktivitou

RovnéZ studium derivatii pyrimidinu odhalilo zajimavé biologické vlastnosti
nékterych sloucenin majicich tento skelet. Byly popsany G¢inky antibakteridlni'®?,
protinadorové?®®, protizanétlivé®® a antidiabetické®®. Plisobi také proti hepatitidé® a

v neposledni ¥adé i proti M. tuberculosis (Obr. 2)1823.26.27,
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M. tuberculosis H37Rv
(ICgg 13 pg/ml; 38,2 uM)
Bioorg. Med. Chem. 2010,

18, 3885-3897.

M. tuberculosis H37Rv
(MIC 0,05 pg/ml; 0,1 uM)

Eur. J. Med. Chem. 2015,
101, 705-715.

Obr. 2: Ptiklady derivati odvozenych od pyrimidinu s antimykobakterialni aktivitou

M. tuberculosis H37Ra
(MIC 1,82 pg/ml; 4,7 uM)

ACS Med. Chem. Lett. 2017,

8, 1224-1229.
NTIN
HN)l\/
e
S \N N\
| —

M. tuberculosis H37Rv
(MIC 0,25 pg/ml; 0,76 uM)

ChemMedChem. 2013,
8, 313-321.

Vysledky vyse zminénych védeckych praci nas inspirovaly pro tuto diplomovou

praci zamefenou na syntézu a studium biologické aktivity novych derivatii benzoxazolu

a pyrimidinu.
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3 Cile prace

Cilem predlozené diplomové prace je syntéza a studium biologické aktivity
novych derivatd pyrimidinu a benzoxazolu. Dle zvoleného heterocyklického
farmakoforu je prace Clenéna do dvou ¢asti. Prvni se zabyva pyrimidiny a druhd

benzoxazoly.

Pro ucely prvni Casti prace byly navrzeny dvé série derivata s pyrimidinovym
jadrem (Obr. 3). Vprvni sérii latek 1 jsou substituovany dvé pozice na 5-
nitropyrimidinovém skeletu. Pro tento kombinatorialni pfistup bylo vybrdno pét

riznych aminokyselin a ¢tyfi rizné aminy (Obr. 5, viz 5 Vysledky a diskuse).

Nitro skupina na pyrimidinovém jadie latek 1 nabizi moznost dal$i modifikace
prostiednictvim redukce a nésledné acylace amino skupiny rtiznymi karboxylovymi

kyselinami pro tvorbu druhé série derivati 2.

o e
(o) 1% () | | Cammomeene) "o

! |
NN NN
1 2

Obr. 3: Navrzené série pyrimidinovych derivatt

Pro ptipravu téchto derivatii byl zvolen pfistup syntézy na pevné fazi, ktery je

rychly a efektivni a bez potieby izolace jednotlivych intermediata.

V druhé ¢asti prace byly navrzeny dva typy derivati benzoxazolu 3 odvozené od
latky Q203% nihradou imidazopyridinové ¢asti za riizné substituované benzoxazoly
(Obr. 4). Latka Q203, popsana v literatufe z roku 2014, je G¢inna proti M. tuberculosis
a cili na jeji QcrB, kodujici b podjednotku ubichinol-cytochrom ¢ reduktazy
elektronového transportniho fetézce. V soucasnosti je ve fazi klinického testovani. Tii
roky na to byl publikovan clanek, ve kterém jsou predstaveny analogy Q203

modifikované na postrannim fetézci®®. Z t&chto sloudenin prameni nase inspirace.

Navrzené dva typy cilovych struktur 3 se vzdjemné 1iSi linkerem mezi
piperidinovou €asti a aromatickym cyklem. Pro dosaZeni téchto findlnich latek byla

zvolena strategie klasické syntézy v roztoku.
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f@/N Q/O/och

NH 1
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gh e SRe

sy Qo Hﬁ OCF;,
J. Med. Chem. 2014 N/JYN

Q203 o
MICgq 1.43 nM (M.tuberculosis H37Rv) R'=a)0
3 b) CH,-0
: NQ/W R2 = H, CH; NO, OCH,
O 7\

NH OCF

cl 3
=~ "N N\
A \N

Eur. J. Med. Chem. 2017
MICg, 15 nM (M.tuberculosis H37Rv)

Obr. 4: Design benzoxazolovych derivata
Jednotlivé dil¢i cile prace jsou nésledujici:

e Vypracovani literarni reSerSe na zadané téma.

e Vytvoieni navrhu syntetického planu a cilovych struktur.

e Optimalizace reakénich podminek syntézy, ktera vede Kk pozadovanym

produktiim.

e Piiprava série cilovych sloucenin.

e QOdeslani cilovych derivatii na testovani biologické aktivity (antibakterialni,

antimykobakteridlni a cytotoxicke).

e Ziskané vysledky zpracovat ve formé manuscriptu a publikovat.
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4 Teoreticka Cast

Tato kapitola je rozdélena do dvou hlavnich ¢asti — syntetické a biologické.
Prvni podkapitola se zabyva riznymi metodami syntézy benzoxazol, které vychazi
prevazné ze snadno dostupnych aminofenolii. Dale je ¢lenéna dle zvoleného pfistupu na

syntézu v roztoku a syntézu na pevné fazi.

Metody syntézy pyrimidini zde uvadény nejsou, jelikoz pro ucely diplomové
prace nebyly nijak vyuzity. Divodem je komercni dostupnost pyrimidint, takze nebylo

potieba je ptipravovat uzaviranim cyklu.

Druha a tteti podkapitola se vénuje biologickym vlastnostem nékterych derivatt

benzoxazolu a pyrimidinu.

4.1 Syntéza benzoxazoli

Klasické pftistupy vedouci k syntéze rlzné substituovanych benzoxazoli
zahrnuji prevazné cyklokondenzaci derivati karboxylové kyseliny, jako jsou estery a
acylchloridy s o-aminofenoly prostfednictvim inicialniho nukleofilniho ataku
anilinového segmentu na aktivovanou karbonylovou skupinu, nebo oxidativni
cyklokondenzaci s aldehydy. S méné elektrofilnimi karboxylovymi kyselinami lze
kondenzaci provést v koncentrovanych organickych, nebo mineralnich kyselinach, coz
vyzaduje drsn€jsi reakéni podminky. Proto byly hledany alternativni zptsoby, které by

mohly probihat i za mirnéj$ich podminek (napf. za pouziti katalyzatori)3*.

Star$i metody syntézy benzoxazoli jsou piehledné shrnuty v review z roku
2004 a nebudou zde vice rozebirdny. Pozornost bude vénovina novéji vyvinutym

metodam.

4.1.1 Syntetické pFistupy v roztoku

Pod tradicni metody syntéz benzoxazoli spadd kondenzace 0-aminofenoll
s aldehydy, nebo karboxylovymi kyselinami. Jak bylo uvedeno vyse, cyklokondenza¢ni
reakce Casto vyzadovaly drsné podminky, proto rizné vyzkumné skupiny vynalezly

rozlicné katalytické i nekatalytické systémy pro syntézu benzoxazoli.

Kaul a kol. v roce 2007 publikovali one-pot syntézu benzoxazoli kondenzaci o-
aminofenolu S karboxylovou kyselinou za pouziti N,N-dimethyl

chlorosulfitemethaniminium chloridu jako kondenzaé¢niho ¢inidla (Schéma 1)%.

15



0.0
NH, (IZI CC? N
@ + RCOOH @E S—R
OH - HCI - DMF - SO, - H,O 0]
| Il 89 -95 9 1}

Schéma |: Kondenzace o-aminofenolu s karboxylovymi kyselinami

Wang a kol. uvedli vroce 2010 pfipravu novych benzoxazolovych derivati
reakci substituovanych 0-aminofenoli s acylchloridy za pfitomnosti katalytického
mnozstvi In(OTf)s jako Lewisovy kyseliny bez pouziti rozpoustédla v dobrych az
vynikajicich vytézcich (55 — 95 %) (Schéma 11)¥.

| NHz O)\ In(OTf)3 (5 mol%) N —
| b /
A 55-95 % R/ ~0 N\ g2

R1

| v 1]

Schéma I1: Reakce o-aminofenola s acyl chloridy

Pozdé&ji Wynne a kol. piipravili sérii novych 2-arylbenzoxazoli kondenzaci o-

aminofenolu a karboxylové kyseliny s kyselinou polyfosfore¢nou, nebo acylchloridu

v 1,4-dioxanu za ucasti mikrovinného zafeni (Schéma 111)*8. V porovnani s klasickymi

metodami je reakce s pomoci mikrovinného zateni rychlejsi a vykazuje lepsi vytézky
(84 — 95 %).

O NH, PPA, 120 - 190 °C o CEN\ —
R—— - NG /
= OH nebo Z =0 \ xR2

I 0 — I}

Cl \ ’\R2

v

1,4-dioxan, MW 210 °C
84 -95 %

Schéma I11: Syntéza benzoxazoli s pomoci mikrovinného zareni

Kumar a kol. vroce 2009 vyvinuli pro syntézu benzoxazoli hypervalentni

jodovy reagent, poly[4-diacetoxyjodo]styren (PDAIS), vazany na pevny nosi¢. PDAIS

16



se ucastni kondenzace o-aminofenolu s aldehydem tim, ze urychluje oxidaci in situ

generované¢ho intermedidtu. PDAIS je vysoce selektivni a neoxiduje aldehyd pifitomny

v reakéni smési (Schéma 1V)*°. Vyhodou polymerniho nosiée je, ze miize byt snadno

odfiltrovan, obnoven a znovu pouzit, coz je ekologicky vyhodné.

OAc

/
- Q-

OAc N
+ RCHO >R
OH 90 - 97 % o

| \ mn

Schéma 1V: Kondenzace o-aminofenolu s aldehydy za G¢asti PDAIS

V roce 2011 Guillaumet a kol. vyvinuli novou metodu syntézy benzoxazold
kondenzaci o0-aminofenolu s aromatickymi aldehydy v pfitomnosti katalytického
mnozstvi Animal Bone Meal (ABM) a Lewisovymi kyselinami obohaceného ABM
(ZnCL/ABM, ZnBr,/ABM, CuCl,/ABM) (Schéma V)*. Vyhody této metody jsou
kratky reakcni cCas, Cisty reakcni profil a nizka toxicita katalyzatoru. Navic aktivita

katalyzatoru zistava stejna i po patém reak¢énim cyklu.

NH,
@ )= @ — )+
toluen, 110 °C

Vv 86 -99 %

Schéma V: Kondenzace o-aminofenolu s aromatickymi aldehydy za katalyzy ABM

Pasha a kol. provedli syntézu novych 2-substituovanych benzoxazoli reakci o-
aminofenolu s riznymi aromatickymi aldehydy za katalyzy Zn(OAc)2-2H20 bez pouziti
rozpoustédla (Schéma VI1)*L,

NH; Zn(OAc),.2H,0 N —
& - -G
—\R 84 - 95 % o 7R

V' m

Schéma VI: Reakce o-aminofenolu saromatickymi aldehydy za Kkatalyzy
Zn(OACc)2-2H20

Baltork a kol. ukazali, ze benzoxazoly lze syntetizovat z orthoesteri a o-
aminofenolu za pfitomnosti vlhku odolného a pomérné levného katalyzatoru

ZrOClp-8H,0 bez pouziti rozpoustédla (Schéma VI1)*2. Mechanismus reakce zahrnuje
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iniciacni  aktivaci orthoesteru katalyzdtorem nasledovanou kondenzaci s 0-
aminofenolem a dale cyklizaci na vysledné benzoxazolové derivaty. Tato metoda je
ekologicky ptipustna diky vyuziti pomérné levného, znovu pouzitelného katalyzatoru za

mirnych reak¢énich podminek.

NH
2 ZrOCl,.8H,0 (1 mol%) N,

+ RC(OCH,CHy)s »—R  + 3 CHyCH,0H
OH 85-95% o

| Vi

Schéma VII: Syntéza benzoxazol z orthoesterd

Batey a kol. vroce 2008 vyvinuli dva pfistupy pro syntézu benzoxazoll
(Schéma VIII*. Prvni znich predstavuje intermolekularni cross-coupling 1,2-
dihaloarent s primarnimi amidy katalyzovany médi za tvorby Ar-N vazby, nasledovany
intramolekularni cyklizaci usnadnénou médnym katalyzatorem za tvorby Ar-O vazby
benzoxazolu. Nevyhodou této metody je omezena dostupnost 1,2-dihaloarent a také

nespecificka regioselektivita.

Aby se predeslo témto nedostatktim, vyvinuli alternativni one-pot strategii, ktera
zahrnuje reakci 2-bromoanilind s acyl chloridy za pouziti Cul jako katalyzatoru a 1,10-

fenantrolinu v ptitomnosti Cs2COs.
Cul, DMEDA, K3PO,

Br (0] ° N
X toluen, 110 °C X
R + - R1—:CE Y—R2
4 RZ NH; 21-97% Z =0

\1] VI i

Cul, 1,10-fenantrolin

NH
il A 2 . j\ Cs,C0O3, ACN, MW R1{/\EN\>—R2
| |
X X

21-97 %
i

Schéma VII1: Syntéza vychazejici z 1,2-dihaloarent, ¢i 2-bromoanilina

2-Arylbenzoxazoly je mozno ptipravit z anilidi za pouziti katalytického systému
Cu(OTf)2/O, podle Nagasawa a kol. (X = H)*, nebo z N-(2-haloaryl)benzamidt
prostiednictvim intramolekularni couplingové strategie Ullmannova typu za vyuZiti
BINAM-Cu(Il) katalyzatoru podle Sekara a kol. (X = 1, Br, CI)*, ¢&i za katalyzy
kolbaltnatého komplexu za aerobnich podminek podle Punniyamurthyho a kol. (X = 1,
Br)*® (Schéma 1X).
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1. Cu(OTH), (20 mol%), O,
0-DCB, 110 °C, 12 h
19-91%

nebo 2. Cu(OTf), (5 mol%),
BINAM (10 mol%),

’ | AN Cs,CO;3 (2 ekv.), MeCN, 82 °C
—! p2 _ o
iy N N P> R 20-86 % R1{/\[N>_<\:>
R1-- 2
N2 nebo 3. Co(acac),.2H,0 (10 mol%), IR
XI 1,10-fenanthrolin (20 mol%), n

K,COg3, 110 °C, toluen
33-97%

Schéma IX: Syntéza benzoxazoll z anilidd, ¢i N-(2-haloaryl)benzamidt

Zhang a kol. objevili novy prekurzor pro syntézu benzoxazold. Piimym
couplingem 1,1-dibromoalkenti S 0-aminofenolem za mirné bazickych podminek
obdrzeli riizné derivaty benzoxazolu v dobrych vytézcich (54 — 84 %) (Schéma X)*'.
Jedinym omezenim této metody je pouziti 1,1-dibromoalkenti odvozenych od
arylaldehydt a glyoxalatu, nebo podobnych aldehydt s elektron odtahujicim efektem,

ktery podporuje nukleofilni atak 0-aminofenolu.

NH DABCO/NMP /\rN
Br 2 100 °C,10h R =
R
54 -84 %
Xl 11

Schéma X: Ptiprava benzoxazoli z 1,1-dibromalkenti

Fan a kol. syntetizovali benzoxazol ketony one-pot tandemovou reakci 1,1-

dibromoalkenti s 0-aminofenoly za katalyzy TBAF-3H.O a RuClz (5%) za aerobnich

podminek (Schéma XI1)*8, Toto je prvni popsana zminka o piimé syntéze heteroaryl

ketont z 1,1-dibromoalkenu.

1. TBAF.3H,0 0
1 @/\/Br , C[NHz 2. RuClj (5%)/aerobni podminky " @)J\(/N
o + R2—— T
~ B #~on4  DMF,80°C,10h & O@
Xl I 53 -65 % Xin R?

Schéma XI: Syntéza benzoxazol ketonti z 1,1-dibromoalkeni

Benzoxazolové derivaty lze také pfipravit ze Schiffovych bazi, napt. paladiem
katalyzovanou oxidativni cyklizaci podle Panga a kol. z roku 2009 (Schéma XI1)%.

Mechanismus této reakce spociva v reakeci iminové skupiny fenolické Schiffovy baze
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s Pd(Il), coz poskytuje n-komplex. Nasleduje tvorba intermediatu s pétiCetnym cyklem.
DalSim krokem je p-eliminace za vzniku benzoxazolového derivatu a paladia

v oxidacnich stavu 0, ktery je pak oxidovan molekuldrnim kyslikem na oxidac¢ni stav 2.

.
-1R®  Pd(OAc),, DMF N —
N Na X R N\ \ OS2 + Pd(0)
R Cs,C03, 0, g R
Z > 0H 74 -91 %
X1V ° m

Schéma XII: Syntéza benzoxazoli ze Schiffovych bazi

V roce 2010 Liu a kol. efektivné vyvinuli syntézu benzoxazolovych derivatt
z ortho-substituovanych nitrobenzenovych derivat za pouziti Hantzschova esteru, 1,4-
dihydropyridinu (HEH) jako biomimetického redukéniho ¢inidla a Pd/C jako
Katalyzatoru (Schéma XII11)®. Mechanismus reakce zahrnuje aromatizaci HEH
katalyzovanou Pd/C za tvorby paladium hydridu, ktery zptsobuje redukci ortho-
substituovanych nitrobenzenovych derivati na odpovidajici 0-aminofenyl benzoaty.

Nasledna intramolekuldrni cyklizace aminti a odstépeni H2O poskytuje benzoxazolové

derivaty.
O HH O
E0” N ) OB
N
NO. XV
2|_\ 0 - 2;\ N\ 1
R2y R2- >—R
N0 R 10% I:g’ISCO,CAcOH Z~G
1l
xv 56 - 90 %

Schéma XI11: Syntéza benzoxazolii katalyzovand Hantzschovym esterem

Cioffi a kol. vtom samém roce objevili dvé metody pro syntézu 2-
aminobenzoxazoll za pouZiti komeréné dostupnych aminti, 0-aminofenoli a tetramethyl
orthokarbonatu, nebo 1,1-dichlorodifenoxymethanu (Schéma XIV)®. Kli¢ové vyhody
spojené s touto metodou jsou one-pot provedeni, reagenty, se kterymi se snadno zachazi

a mirné reakéni podminky s vysokym stupném tolerance funké&nich skupin.
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(CH30)4C
AcOH, CHClI,

NH 60 °C N

AN 2 | X

R1 +  R2R3NH R1—CE S—NHR?R?
L~ nebo N o

I Xvii (PhO),CCl, In
Et3N, toluen, rt

55-95%

Schéma XIV: Syntéza 2-aminobenzoxazoll

Bhanage a kol. wvyuzili 2-nitrofenoly jako substraty pro syntézu

benzoxazolovych derivati (Schéma XV)%2. Tyto 2-nitrofenoly podléhaji paladiem
katalyzované hydrogenaci na 2-aminofenoly a nasledné nukleofilni substituci
s triethylorthoformatem za vzniku benzoxazolovych derivati v dobrych vytézcich (73 —

82 %).

N NO, PA(TMHD), (5 mol%), p-TSA N N\>
o HC(OC,Hs)s, Hy (150 psi) EtOAC "0
I 73-82 % m

Schéma XV: Paladiem katalyzovana syntéza benzoxazola

V roce 2012 Wada a kol. piipravili novou sérii benzoxazolovych derivata
tandemovou migraci a karboalkoxylaci 0-isokyanofenyl acetalii s kombinaci Lewisovy
kyseliny (BFs-OEt;) a baze (2,4,6-trimethylpyridin) (Schéma XVI1)*. Bromo-
substituované acetaly vyzadovaly delsi reak¢ni ¢as a nadbytek reagentli; methoxymethyl
acetaly neposkytovaly zadné benzoxazolové derivaty kvili stereoelektronickému
efektu. Jak cyklické, tak bicyklické acetaly spolu se substituenty na aromatickém jadie

nemély dopad na vysledek reakce.

R3'—\ 2,4,6-trimethylpyridin N 0-R2.
A - R | ) :
j)\ DCM, rt ~d R/
xvii R0 65-95% I
" . R2

Schéma XVI: Syntéza benzoxazolovych derivatl z o-isokyanofenyl acetalii za pouziti

kombinace kyseliny a baze
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Pozd¢ji Deng a kol. publikovali syntézu 2-arylbenzoxazoli z o-nitrofenoli a
benzylickych alkoholii v dobrych vytézcich (23 — 88 %) za pritomnosti Fe katalyzatoru
(Schéma XVI11)%*. Mechanismus této reakce spo¢iva v oxidaci alkoholu, redukci nitro
skupiny, kondenzaci a dehydrogenaci v jediném kroku bez jakéhokoli ptidavku dalSich
oxidac¢nich nebo redukénich Cinidel. Elektrondonorni a elektronakceptorni skupiny na
benzenovém jadie a také zvolené heterocyklické alkoholy nemély pftili§ velky vliv na

vytézek reakce.

N NO2 Fe NN
R +  Ar-CH,0H - - R S—Ar
OH 150 °C, argon =0

| XIX 23-88 % 1]

Schéma XVII: Syntéza benzoxazoll katalyzovana Zelezem

V roce 2014 Bao a kol. vyvinuli syntézu benzoxazolovych derivati kondenzaci
o-aminofenolt a B-diketond za pouziti kombinované katalyzy Brenstedovy kyseliny a
jodidu méd’ného (Schéma XVII1)*. Nejprve o-aminofenol kondenzuje s B-diketonem
Vv pfitomnosti Brenstedovy kyseliny za vzniku intermediatu, ktery pisobenim Cul a

naslednou nukleofilni adici a déle Stépenim vazby C-C poskytuje benzoxazolové

derivaty.
TsOH.H,0 (10 mol%)
X NH o 9 Cul (10 mol%) XN
Rl L AU, Ry W
Z>oH R MeCN, 80 °C, 16 h Z~0
I XX 25-89 % m
TsOH.H,0
- H,O
R3
/O A\
Cu (0]
H 2 u intramolekularni
N2 R Cul Q\N_ nukleofllnladlce N)
L \ RS TN 2
R,—/ ) —— R1|—/ R aw
OH O) OH

Schéma XVIII: Syntéza benzoxazoli z 0-aminofenolll a B-diketonti

Pan a kol. ukazali moznost syntézy novych benzoxazoli z 0-aminofenoli a
diaryl acetylend v pfitomnosti katalytického mnozstvi PdCl, (Schéma X1X)*®. Reakce
probiha za Stépeni trojné vazby C=C Vv ptitomnosti PhCl jako rozpoustédla za mirnych
podminek. Vyhody této metody jsou jednoducha a rychla izolace produktd, vyborna
stabilita na vzduchu a dobré vytézky (69 — 93 %).
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NH, 8

X PdC|2 (5 mol /o) x—N AN N

S Qi — O e
ZoH PhClI, reflux Z~0 A~5

| XXI 69-93 % m m

Schéma XIX: Paladiem katalyzovana syntéza benzoxazolt

Wang a kol. piedvedli one-pot syntézu derivati 2-ketoarylbenzoxazolu
oxidativni cyklizaci za katalyzy tetra-n-butylammonium jodidu (TBAI) (Schéma XX)*'.
Reakce struktury XXI1 s 10 mol% TBAI a 2 ekvivalenty H.O, v THF za laboratorni
teploty, nasledovana adici 1 ekvivalentu K>COs v methanolu poskytuje 2-

ketoarylbenzoxazoly XI11.

Ts 0]
X N%Rz 1. TBAI, THF, r.t, 10 h NN R
R1-L R1—| \>—<
| — ! P

OH 2. K,CO3 MeOH, rt, 1 h
XXII 82 - 94 % X

Schéma XX: Syntéza 2-ketoarylbenzoxazolovych derivatt za katalyzy TBAI

V roce 2015 Garcia a kol. ptipravili nové derivaty benzoxazoli z aromatickych
nebo N-heterocyklickych karbonitrilii (Schéma XX1)*. Substituované karbonitrily byly
vystaveny ptsobeni katalyzatoru [1,2-bis(diisopropylfosfino)ethan)Ni(H)]. v methanolu
za vzniku methyl imidat. Tyto methyl imidaty reagovaly s 0-aminofenoly v methanolu

za vzniku benzoxazolovych derivati v dobrych vytézcich (51 — 99 %).

[Ni(Cod),] (1 mol%),

1
CN M R
e dppe (0.5 mol%) P OMe e MeOH N
) T wen T R v Y R \_/
X MeOH 7 Ao 24h, 50 °C o
XXl XXIV I m
X=C,N 51-99 %

Schéma XXI: Syntéza benzoxazoll za katalyzy niklu v oxida¢nim stavu 0

Xiong a kol. objevili pfesmyk Beckmannova typu 0-hydroxyketimint
s hypervalentnim jodovym reagentem, ktery puisobi jako oxidacni ¢inidlo pro [1,2]-aryl
)59

migraci za vzniku poZadovanych benzoxazolli (Schéma XXII)*®. Vychozi ketiminy

byly pfipraveny kondenzaci amoniaku s odpovidajicimi ketony.
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2 N
e X R PhI(OAc), g T A \>_R2
Z > 0oH rt, 30 min Z 0
XXV 29-83% n

Schéma XXII: Syntéza benzoxazoli z 0-hydroxy ketimint

Wu a kol. syntetizovali 2-arylbenzoxazoly za katalyzy médi tandemovou
kondenzaci/oxidativni reakci 0-aminofenoli s arylmethylchloridy (Schéma XXI11)%.
Arylmethylchloridy byly pouzity jako novy zdroj acyli spole¢né s levnym a bezpeénym

oxida¢nim ¢inidlem KNOs.

NH, N
ZOH NaHCO3, PhCl, Z 0
I XXVI 140°C, 20 h m
52-92 %

Schéma XXII1: Médi katalyzovana syntéza benzoxazoll

V roce 2016 He a kol. odhalili zajimavy protokol pro syntézu substituovanych 2-
ketoaryl benzoxazolli za bazické katalyzy bez pouziti kovi (Schéma XXIV)®. o,a-
Dihaloketony pii tom podstupuji bazicky katalyzovanou reakci s o-aminofenoly za

vzniku 2-ketoaryl benzoxazolovych derivati v dobrych vytézcich (30 — 83 %).

o)
| ! _
Z>oH Y DMF, 90 °C O R?
I XXVII 30-83 % Xin
Y =1,Br, Cl

Schéma XXIV: Bazicky katalyzovana syntéza 2-ketoaryl benzoxazolovych derivati

V roce 2007 Spatz a kol. provedli multikomponentni syntézu benzoxazolovych
derivatd pomoci Ugiho reakce (Ugi-MCR) nasledovanou cyklizaci za katalyzy médi
(Schéma XXV)®2, P¥i tomto procesu reaguje amin, aldehyd/keton, karboxylova kyselina
a isokyanid v methanolu za vzniku intermediatu, ktery podléha cyklizaci zahrnujici
intramolekularni C-O cross-coupling o-halofenylamidu vzniklého z isokyanidu

prostfednictvim systému oxidativni inzerce/reduktivni eliminace s Cu(l)/Cu(llI).
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NC H Re R3i
o) o) N Ugi-MCR N%N
Ri—NH, + + X R5 )
Rz)kRs R4AOH + \ . MeOH, rt <O R
XXVl v I R® XXX
XXIX
Cul (10 mol%),
ligand (20 mol %) N 25
R5—L N 30
w2 o5
’ 1] R, R4
13-99 %

Schéma XXV: Ugiho multikomponentni reakce (UgQi-MCR) a médi katalyzovana

cyklizace pro tvorbu substituovanych benzoxazolt

Lang a kol. predstavili syntézu substituovanych benzoxazolovych derivata
pomoci tfikomponentniho couplingu aryl halidu, isokyanidu a o-aminofenolu za
katalyzy paladiem (Schéma XXVI)®. Tato metoda nabizi nékolik vyhod, jako
napifiklad mirné reakéni podminky a snadné zpracovani a moZnost provedeni za

atmosférického tlaku bez pouziti toxického CO.

X N NH 1
N VY A 2 N —— R
R1—:(>/ + g7 + RZ{/\[ PdCl, dppf ol SN ( //
Z = OH CsCOj, toluen, Z 0
XXXI XXIX 1 reflux, 2 h m
92-99 %

Ry =1, Br, Cl, OTf

Schéma XXVI: Tiikomponentni paladiem katalyzovany coupling pro tvorbu

benzoxazolovych derivatt

Majumdar a kol. vroce 2014 uvedli piistup pro syntézu benzoxazolovych
derivat pomoci tifkomponentniho couplingu (Schéma XVI1)%*, Pii této metodé reakce
mezi ketonem, isokyanidem a o-aminofenolem poskytuje benzoxazinovy intermediat
prostiednictvim intramolekularniho ataku hydroxylové skupiny o0-aminofenolu na
nitriliovy ion. Poté benzoxazinovy intermediat podléhd otevirani kruhu s o-

aminofenolem za vzniku pozadovanych benzoxazolovych derivati.

HO
NC - — Ry
X112 HOTf (0.1 ekv), TFE N HN
R NI S g g I
R R, X ZOoH 55°C, 24 h 70 R,Re
R 28 - 100 %
v XXIX I In

Schéma XVII: Tiikomponentni coupling pro tvorbu benzoxazolovych derivati
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Liang a kol. syntetizovali C2-alkenylované benzoxazoly ze snadno
ptipravitelnych 2-propynolfenolii a trimethylsilyl azidu za pouziti BF3-Et2O (Schéma
XXVIIN®, Tento proces zahrnuje §tépeni vazby Ce-Csp? a poté tvorbu vazby C-N
Vv dobrych vytézeich (az 91 %) s toleranci riznorodych funk¢nich skupin.

OH R

]
// N = R, TMSN3 BF3.Et,0 XN g Ro
R3 — R1 R3_| S
OH AcOH, 1t, 0.5 h Z 0
XXXII az91 % XXX
BF3.Et,0 -N2 .
. [1,2-aryl shift]

</ \2 — R JN\e R
RS/_ @ R1 —_— R3@J=.:<R1
OH OH

Schéma XXVIII: Syntéza C2-alkenylovanych benzoxazoll

4.1.2 Syntetické pristupy na pevné fazi

Krom¢ metod syntéz benzoxazolovych derivati v roztoku byly popsény i
syntetické pfistupy provedené na pevné fazi. Napi. Wang v roce 1997 uvedl pteménu o-
amidofenolu, uchyceného na pevny nosi¢, na odpovidajici benzoxazol za podminek

Mitsunobu reakce (Schéma XX1X).

H
o] )CJ)\ JCJ)\O:Q\ 1. PhsP, DEAD, THF, rt o) o@*ﬁ’
Rl 1 S
O/\O)J\N N RZON R 2l\rR*NJ\R2J\N
H H H H

2. TFA/DCM, rt H
XXXIV 79-99 %

XXXV

Schéma XXIX: Syntéza benzoxazoll na pevné fdzi Mitsunobu reakci

V roce 2001 Beebe a kol. popsali metodu syntézy benzoxazoli z 3-nitrotyrosinu
na pevné fazi (Schéma XXX)®. Nejprve dochazi ke couplingu N-chrinéného 3-
nitrotyrosinu s polystyrenem pfes linker Wangova typu. Nasledné je 3-nitrotyrosin
odchranén a vznikly primarni amin je pfeménén na terciarni amin. Fenol je poté
acylovan a nitro skupina redukovana za pouziti SnClz. Vysledny amino ester cyklizuje a

zaroven dehydratuje za vzniku benzoxazolu.
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1. PPhs, CI;CCCls,
o) EtsN, CICH,CH,CI, o

NH, CH3CN N
Q o 0 60 °C, 12 h HO YR
N i, N 5
() O R A

A 2. TFA/DCM, rt A
Ar' R Ar' R
XXXVI 25-60 % XXXVII

Schéma XXX: Syntéza benzoxazol z 3-nitrotyrosinu na pevné fazi

V roce 2004 Chen a kol. predstavili postup pro syntézu benzoxazolovych
derivatl na PEG-5000 jakoZto rozpustném nosi¢i (Schéma XXX1)%. Tato strategie je
zapocata syntézou tereftaloyl fluoridu z kyseliny tereftalové za pouziti HF-pyridinu a
DCC. Nasleduje navazani na PEG-5000 rozpustny nosi¢. Tento intermediat pak reaguje
se substituovanym 0-aminofenolem za vzniku odpovidajiciho polymerniho konjugatu.
Dale dochazi krefluxu v 1,4-dioxanu s kyselinou octovou a vznika odpovidajici
benzoxazolovy derivat. Nakonec je PEG nosi¢ odstépen v roztoku NaOMe v methanolu

za tvorby benzoxazoli v dobrych vytézcich (22 — 62 %).

1. DCC, HF/pyridin TEA, DCM
HO}_©_<O DCM, rt @o 0 (nebo THF), rt
0 OH 2. @OH 0 : F NH,
XXXVIII XXXIX ©:
TEA, DCM oH

I
@—o o HO 1.14-dioxan, 50°C o
\
o>/ < > H<N© 2. NaOMe, MeOH, rt o>/ < > <N:[j
XL XLI
22-62 %

Schéma XXXI: Syntéza benzoxazold za pouziti PEG rozpustného nosice

Gong a kol. v roce 2005 popsali metodu syntézy 2-aminobenzoxazoli na pevné
fazi (Schéma XXXII)®. Klicovym krokem je piiprava polymerné vazaného 2-
merkaptobenzoxazolu reakci Merrifieldovy pryskyfice s 2-aminofenoly a CS»
v ptitomnosti DIC v MeCN. Nasleduje oxidace pomoci mCPBA v DCM a poté reakce
se substituovanymi aminy za vzniku pozadovanych 2-aminobenzoxazoli Vv dobrych

vytézcich (46 — 86 %).
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HO~, s, DIC, TEA 0
O/\c| + :©R1 e O/\S_<\ I}R1
= MeCN, rt, 24 h N~ ~F
XLII I XL

Merrifieldova prysk.
j mCPBA, DCM,

0°C,3h
RZ 0~ R2R3NH, MeCN O 0~
T e oM o E O
R3 N = 80°C,6h o N =
XLV XLIV
46 - 86 %

Schéma XXXII: Syntéza benzoxazolovych derivatti na Merrifieldove pryskytici

Hioki a kol. vroce 2007 navrhli novou metodu pro kombinatorialni syntézu
benzoxazoli na pevné fazi s pouzitim 4-alkoxy-anilinového linkeru (Schéma
XXX, Oxidativni $tépeni azomethint vazanych na polymerni pryskyfici za pouziti
o-aminofenolu poskytuje 2-substituované benzoxazoly. Stépeni se udastni aktivni uhli
(typ Darco® KB).

NH,
1, O ;
N
o) S N

~N
®
NJ\M/\O/@ vzduch, Darco”™ KB, @O
H 4 DMF

XLV XLVI
8-58 %

Schéma XXXIII: Syntéza benzoxazoli na pevné fazi vyuzivajici 4-alkoxy-anilinovy

linker

Botta a kol. vroce 2008 ukazali syntézu substituovanych benzoxazold
Z acylacnich ¢inidel ukotvenych na pevné fazi za i¢asti mikrovinného zatreni ve vysoké

gistoté a dobrych vytézcich (24 — 94 %) (Schéma XXXIV)™,
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XLviI

PTSA vazana na polymer,

o H N
toluen, MW, 180 °C, 10 min Rz_:CE \>—R1
Z 0

L
24 -94 %

Schéma XXXIV: Syntéza benzoxazoll z reagentli ukotvenych na pevné fazi

V tom samém roce Lim a kol. vyvinuli syntézu benzoxazold z esterid vazanych
na pryskyfici za udéasti mikrovinného zafeni (Schéma XXXV)’?. Cyklokondenza¢ni
reakci téchto estert ziskanych z Wangovy pryskytice s 0-aminofenoly za mikrovinného

zateni poskytly substituované benzoxazolové derivaty.

HO N
| R
o] HoN :
N
O/\OH RCOCI, bCM O/\OJ\Rz R1—©[ \>_R2
Ll LIl MW, 230 °C, 30 min Z 0
CH3SO3H, 1,2-Cl,CgH,4 n
Wangova prysk. 59 - 96 %

Schéma XXXV: Syntéza benzoxazolli z esterii vazanych na pryskyfici za ucasti

mikrovinného zareni

Vroce 2011 Sun a kol. vyvinuli paralelni syntézu bisheterocyklickych
substituovanych benzimidazolylbenzoxazolli na rozpustném polymernim nosi¢i pomoci
fokusovaného mikrovinného zaieni (Schéma XXXVI1)”. Prvnim krokem je acylace o-
fenylendiaminového konjugatu vazaného na polymer 4-hydroxy-3-nitrobenzoovou
kyselinou. Dale dochazi k uzavieni cyklu za kyselé katalyzy. Redukce nitro skupiny
nasledovana heterocyklizaci s riznymi alkyl, aryl a heteroaryl isothiokyanaty a
kone¢nym §tépenim z pryskytice pomoci 1% KCN v methanolu po dobu 12 hodin déva

vzniku benzimidazolylbenzoxazoll.
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Schéma XXXVI: Syntéza benzimidazolylbenzoxazolovych derivati s vyuzitim PEG-
4000

4.2 Biologicka aktivita benzoxazolovych derivata

Jak jiz bylo zminéno v Uvodu, benzoxazolové derivaty vykazuji celou fadu
biologickych vlastnosti>®. Zde je uvedeno nékolik konkrétnich biologicky aktivnich

benzoxazolu.

Stanforth a kol. syntetizovali 2-arylbenzoxazolové derivaty a pouzili je pro
detekci nitroreduktazové aktivity v Gram negativnich bakteriich®. Z t&chto slou¢enin
pouze latka LVIII (Obr. 1) ukazala slibné vysledky pro nitroreduktazovou aktivitu
vSech Gram negativnich bakterii a S. aureus. Latka LIX (Obr. 1) byla G¢inna pro

stanoveni L-alanyl aminopeptidazové aktivity.

o Lo
O,N —!

LVINI ux ©

Obr. I: Derivaty 2-arylbenzoxazolu s antimikrobialni aktivitou

Nugent a kol. objevili novou sérii benzoxazolovych derivati a hodnotili je
z hlediska inhibice mikrosomalni prostaglandin E1 synthasy (mPGES-1) b¢hem

zanétlivé reakce’. Sloucenina LX (Obr. 1) vykazala velmi vysokou uéinnost v inhibici
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mPGES-1 (0,018 uM) a selektivitu nad COX-2 pii testovani na lidskych fetalnich
fibroblastech.

/Bn
o) 0O O
4
Cl N HN-
LX

Obr. Il: Derivat benzoxazolu s protizanétlivym ucinkem

Liu a kol. ptipravili novy benzoxazolovy ligand pro tvorbu cyklometalovaného
komplexu LXI (Obr. 111)® Nasyntetizovand knihovna byla testovana na
protinadorovou aktivitu proti ¢tyfem nadorovym liniim. Komplexy LXI se vazou na

DNA interkalaci. Jejich protinadorova aktivita klesa v potadi: Cu-L > Ni-L = Co-L >

Zn-L>>L.
O
— ]@
o} N
@ JM(NO3),
(@) N~
- :@ M = Cu, Ni, Co, Zn
O
LXI
Obr. I1I: Cyklometalovy komplex s protinadorovou aktivitou

Isloor a kol. vyvinuli derivaty benzoxazolu obsahujici substituované pyrazoly
pro analgetické pouziti'®. Nové syntetizované sloudeniny byly hodnoceny z hlediska
analgetické aktivity pomoci ,tail-flick® testu za pouziti pentazocinu jako standardu.
Mezi ptipravenymi slou¢eninami vykazala latka LXII (Obr. 1V) zna¢nou analgetickou

aktivitu.

LXII

Obr. IV: Derivat benzoxazolu a pyrazolu s analgetickym uc¢inkem

31



Siracusa a kol. ptipravili nové benzoxazoly pfipojené na arylpiperazin s riznymi
thioalkylovymi fetézci’®. U téchto sloudenin byla studovana afinita k 5-HT1a @ 5-HT2a
serotonergnim receptorim pomoci radioligandové vazebné metody. Zejména latka

LXI11 (Obr. V) ukazala velmi vysokou afinitu a selektivitu vi¢i 5-HT1a receptoru.

N/_\N OMe
o ~
(Lo

N LXIH

Obr. V: Derivat benzoxazolu a arylpiperazinu s 5-HT1a serotonergni aktivitou

Guillemont a kol. syntetizovali difluoromethylbenzoxazol pyrimidin thioetherové
derivaty jako potencidlni nenukleosidové inhibitory HIV-1 reverzni transkriptazy’.
Mezi piipravenymi latkami slou¢enina LXIV (Obr. V1) ukazala znaénou ECso hodnotu
6,4 nM proti HIV-1 1IB.

N=
o s :/§7
/ F N
N F
LXIV

Obr. VI: Derivat difluoromethylbenzoxazol pyrimidin thioetheru s anti-HIV aktivitou

4.3 Biologicka aktivita pyrimidinovych derivati
Také pyrimidinové derivaty disponuji Sirokou $kalou biologickych vlastnostil.

Loidreau a kol. vroce 2013 syntetizovali dvé série novych N-aryl-7-
methoxybenzo[b]furo[3,2-d]pyrimidin-4-amint a jejich N-aryl-7-
methoxybenzo[b]thieno[3,2-d]pyrimidin-4-aminovych analogi’™. Slouceniny byly
testovany in vitro na inhibici péti riznych kindz (CDK5/p25, CKl1é/e, GSK3a/p,
DYRKIA a CLKI1). Mezi témito latkami piedvedly derivaty LXV a LXVI (Obr. VII)
zajimavou inhibici v sub-mikromolarnich hodnotach a ukazaly selektivitu vic¢i CLK1 a

DYRKIA kinaze.

32



N=\

N
N\ /
HsCO s HNR
| 0
N
R =
6]
LXV LXVI

Obr. VII: Derivaty pyrimidinu s potencialnim u¢inkem proti Alzheimeroveé chorobé

Perspicace a kol. v roce 2013 navrhli, syntetizovali a biologicky testovali thieno
pyrimidiny na jejich inhibi¢ni aktivitu VEGFR-2®. Ukazalo se, Ze sloucenina LXVII
(Obr. V1) inhibuje VEGFR-2 a HUVEC ve velmi nizkych koncentracich. Dale bylo
pfi In vitro testovani zjisténo, Ze sul kyseliny vinné a latky LXVII (ECso = 31nM)
blokuje angiogenezi inhibici tvorby trubic endotelovych bunék, kterou indukuje VEGF.
Sloucenina LXVII projevila vétsi G¢innost nez standard Sunitinib (ECsop = 645 nM),

tudiz mtize byt pouzita jako ,,Jlead compound* pro dal$i vyvoj antiangiogennich latek.

N
O‘/\(/ B
HN s NN
o)
LXVII

Obr. VIII: Derivat thieno pyrimidinu s potencidlnim antiangiogennim G¢inkem

Qin a kol. vroce 2015 syntetizovali derivaty 2,4-diaminopyrimidinu a testovali
je na biologické vlastnosti v€etné antiproliferacnich Gc¢inkd, inhibice Aurora kinaz a
G¢inkd na bunéény cyklus’’. Vsechny piipravené slouceniny vykazaly siln&jsi
cytotoxicitu proti nddorovym bunécnym liniim v porovndni se standardem VX-680.
Slouc¢enina LXVIII (Obr. IX) ukazala nejvyssi cytotoxicitu (ICso = 0,5 — 4,0 pM).
Navic dokaze vyvolat zastavu G2/M bunécného cyklu v HeLa naddorovych bunéénych

liniich.
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Obr. IX: Derivat 2,4-aminopyrimidinu s potencialnim protinadorovym t¢inkem

Amr a kol. vroce 2005 navrhli, syntetizovali a charakterizovali nové
substituované pyrimidinové derivaty’®. PFipravené derivaty byly testovany na jejich
antikonvulzivni G¢inky (proti epilepsii). Sloucenina LXIX (Obr. X) znich byla
nejucinngj$i a ukdzala dokonce lepsi aktivitu nez standard karbamazepin s relativni

ucinnosti 2,53. Stanovena hodnota ED50 byla 11 mg/kg.
S
O;i:;A§N OH
HsCO” ‘ HO: i ‘ “OCHj

LXIX
Obr. X: Pyrimidinovy derivat s potencialnim antikonvulzivnim u¢inkem

Koga a kol. vroce 2013 navrhli a pfipravili C-glukosidy obsahujici
heteroaromaticky cyklus a testovali je na inhibi¢ni aktivitu SGLT2 u KK mysi na stravé
s vysokym obsahem tuku (HF-KK)’®. Bylo zjisténo, Ze latka LXX (Obr. XI) je velmi
ucinny a selektivni inhibitor hRSGLT2. Také byl pozorovan antihyperglykemicky efekt.

C
S "ﬂ»
2 WY
OH
(0]
HO
OH LXX
OH

Obr. XlI: Derivat C-glukosidu obsahujici pyrimidinové jadro s antidiabetickym
ucinkem
Hwang a kol. vroce 2012 pfipravili sérii 7-aminopyrazolo[1,5-a]pyrimidint

jakozto Gi¢inné inhibitory viru hepatitidy C®. Bylo pozorovéno, Ze pripravené latky
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zpomaluji Zivotni cyklus HCV. Zejména slouc¢eniny LXXI a LXXII (Obr. XII)
ukazaly dobry inhibi¢ni ucinek va¢i HCV a také nizkou cytotoxicitu s vysokou

hodnotou indexu selektivity (SI = 21, respektive 25).

|
N
I P
I
HN =
/N
S =
N / N/N
N OCHj,4
S =
N

LXXI LXXII

Obr. XII: Derivaty 7-aminopyrazolo[1,5-a]pyrimidinu s potencialnim G¢inkem proti
viru HCV

Desai a kol. v roce 2015 syntetizovali sérii 4-(4-(arylamino)-6-(piperidin-1-yl)-
1,3,5-triazin-2-ylamino)-N-(pyrimidin-2-yl)benzensulfonamida a testovali je z hlediska
jejich antimikrobialni aktivity proti Gram-pozitivnim bakteriim [S. aureus (MTCC 96),
S. pyogenes (MTCC 442)], Gram-negativnim bakteriim [E. coli (MTCC 443), P.
aeruginosa (MTCC 1688)] a fungalnim kmenum [C. albicans (MTCC 227), A. niger
(MTCC 282) a A. clavatus (MTCC 1323)]%L. Sloudeniny LXXIII, LXXIV a LXXV

(Obr. XI11) vykazaly zna¢nou antimikrobialni aktivitu na nékolik kmend.

N N N
Ay o T T
\ ~
NN N
H O HN
@R

R=4-Cl, 4-NO, 4-COOC,Hs

LXXIII  LXXIV LXXV

Obr. XI11: Derivaty pyrimidinu s antimikrobialnim u¢inkem
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Derivaty odvozené od pyrimidinu

Prvni ¢éast predlozené diplomové prace je zaméfena na ptipravu 4,5,6-
trisubstituovanych pyrimidind 1 a 2 (Obr. 3). 5-Nitropyrimidiny 1 zahrnuji modifikaci
ve dvou pozicich, které umoziuji ptipravu knihovny riznorodych slouc¢enin. Pro tento
kombinatorialni ptistup bylo vybrano pét riznych aminokyselin (Obr. 5) diky své
schopnosti  vyladit optimalni farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti
potencidlnich 18¢iv82®#, Navic na nékolika purinovych derivatech byl popsin vliv

8586 protoze naSe nové

aminokyselinového motivu na antimykobakteridlni aktivitu
sloueniny byly navrzeny primarné jako potencidlni antimykobakterialni léciva,
postranni fetézce aminokyselin byly zvoleny s ohledem na lipofilni charakter bunééné
stény bakterie Mycobacterium tuberculosis. Druha pozice na pyrimidinovém jadie byla
substituovana rdznymi aminy, které také milZzeme nalézt ve strukturdch

s antibakteridlnimi a antimykobakterialnimi u¢inky®"8®

. Pro tuto praci byly tedy
vybrany reprezentativni ptiklady alifatickych, aromatickych, alicyklickych a

heterocyklickych amind (Obr. 5).

Druhéd série pyrimidinovych derivati 2 navazuje na prvni sérii modifikaci
polohy 5. Redukce nitro skupiny nam dovoluje zavést dalsi substituent naslednou
acylaci amino skupiny raznymi karboxylovymi kyselinami. Bylo vybrano deset
karboxylovych kyselin (Obr. 5), a to vzhledem K jejich vyskytu v jinych biologicky
aktivnich latkach (napt. derivaty s antibakteridlni aktivitou!®232278%) 3 snadné

komer¢ni dostupnosti.

. WD
(). 1 (o e
I

NN NN
1 2

Obr. 3: Navrzené série pyrimidinovych derivati
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Obr. 5: Ptehled zvolenych building blocka
5.1.1 5-Nitropyrimidiny

5.1.1.1 Syntéza

Pro syntézu sloucenin 1 byla nejprve Wangova pryskyfice acylovana péti
riznymi Fmoc-chranénymi aminokyselinami (Fmoc-p-Ala-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-
Pro-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Val-OH) (Schéma 1). Nasledné byla Fmoc-protektivni
skupina odstranéna reakei s 50% piperidinem v DMF po dobu 15 min. Ziskana volna
amino skupina poté reagovala s komer¢né dostupnym 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinem
za vzniku latek 5. Nukleofilni substituci chloridti 5 ¢tyimi riznymi aminy (propylamin,
cyklohexylamin, benzylamin, morfolin) byly obdrZzeny pyrimidiny 6 vazané na
pryskyfici. Standardnim $tépenim s 50% trifluorooctovou kyselinou v DCM bylo
ziskano 20 findlnich derivatl pyrimidinu 1, které ptedstavuji prvni sérii pyrimidinovych
derivatl. Tyto latky byly €iStény pomoci semipreparativni vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) a jejich Cistota byla potvrzena NMR spektroskopii. Tato série
latek byla poté biologicky testovana na Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty

Univerzity Palackého.
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Schéma 1: Syntéza prvni série pyrimidinovych derivat 1 na pevné fazi

Reakéni podminky: i) Fmoc-aminokyselina, N-hydroxybenzotriazol (HOBt), DMAP,
DIC, DMF/DCM (1:1), rt, 16 h; ii) 50% piperidin/DMF, rt, 15 min; iii) 4,6-dichloro-5-
nitropyrimidin, DIEA, suchy DMF, rt, 2 h; iv) amin, DIEA, DMF, rt, 16 h; v) 50%
TFA/DCM, rt, 1 h.

Vsechny findlni slouceniny 1 byly ziskdny ve vynikajici surové ¢istoté v rozmezi
od 74 do 92 % dle LC-UV méfeni mezi 210-500 nm. VytézKy jsou zaznamenany
v Tabulce 1. Nizsi vytézky v piipadé¢ sloucenin 1h a 1p byly zptisobeny ztratami béhem
HPLC purifikace.
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Tabulka 1: Piehled ptipravenych produktt 1 a jejich vytézky
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5.1.1.2 Biologicka aktivita

Kone¢né produkty 1 byly testovany na jejich in vitro antibakterialni aktivitu
proti M. tuberculosis H37Rv a nékolika Gram-pozitivnim a Gram-negativnim kmentim
(S. aureus, P. aeruginosa, E. coli a E. faecalis) pti koncentracich v rozmezi 1024 —
0,0312 pg/ml. Také byla zkoumana antifungalni aktivita proti C. albicans a A. niger.
Antimikrobialni aktivity byly urcovany na zéklad¢ jejich minimalni inhibic¢ni
koncentrace (MIC)®. Jako kontrola byl pro bakterie pouZit gentamicin, pro M.
tuberculosis isoniazid (INH) a pro houby amfotericin B. Antimykobakterialni aktivita

pyrimidint 1 proti M. tuberculosis H37Rv (NCTC 7416) byla zhodnocena urcenim
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jejich MIC a stanovena pomoci Resazurin mikrotitru®, Vysledky antibakteridlnich

aktivit prvni série pyrimidint 1 jsou shrnuty v Tabulce 2.

Tabulka 2: In vitro antibakterialni aktivita slou¢enin 1 (MIC hodnoty v pg/ml)

Mycobacterium  Staphylococcus Enterococcus Pseudomonas

Slouc¢enina tuberculosis aureus faecalis aeruginosa
H37Rv CCM 3953 CCM 4224 CCM 3955
la NA* NA NA NA
1b 512 NA NA 2
1c 512 NA NA NA
1d NA NA NA NA
le 1024 NA NA NA
1f 256 512 512 NA
19 1024 NA NA NA
1h NA NA NA NA
1i 1024 NA NA NA
1j 1024 NA NA NA
1k 1024 NA NA NA
11 NA NA NA NA
1m NA NA NA NA
1n 512 512 1024 NA
1o NA NA NA NA
1p NA NA NA NA
1qg 1024 NA NA NA
1r 256 NA NA NA
1s 256 NA NA NA
1t 512 NA NA NA
INH 0,25 - - -
gentamicin - 16 64 4

*NA = neaktivni v rozmezi koncentraci 1024 — 0,0312 pg/ml.

Zadna z testovanych latek nevykazovala aktivitu vii¢i fungalnim kmentim, ani E.
coli. Na druhou stranu, latky 1f a 1n vykazovaly slabou antibakterialni aktivitu proti S.

aureus a E. faecalis. Sloucenina 1b se dokonce ukézala byt znacné aktivni proti P.
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aeruginosa, ktera se svou MIC hodnotou (2 pug/ml) rovna MIC hodnoté standardu
gentamicinu. Navic n€kolik z testovanych latek vykazaly slabou antimykobakteridlni

aktivitu v rozmezi 128 az 1024 pg/ml (Tabulka 2).

Vysledky biologického testovani prvni série pyrimidini 1 naznacuji, Ze volba
aminokyseliny nema skoro zddny, nebo jen nepatrny vliv na antimykobakteridlni
aktivitu. Naopak se zda, ze vysledna aktivita je ovlivnéna vybérem aminu. NejlepSich

aktivit bylo dosaZeno pfi substituci cyklohexylaminem.

5.1.2 Acylované 5-aminopyrimidiny

5.1.2.1 Syntéza

Syntéza druhé série pyrimidinit 2 navazuje na prvni sérii a prvni ¢tyii kroky
syntézy jsou totozné. S ohledem na vysledky biologického testovani a zjisténi vlivu
substituentti na biologickou aktivitu byl pro druhou sérii pyrimidind 2 zvolen
cyklohexylamin jako jeden ze substituentli na pyrimidinovém jadie. Druhd pozice byla
substituovana vSemi péti aminokyselinami (B-alanin, fenylalanin, prolin, methionin,
valin). Po nukleofilni substituci chloridu 5 cyklohexylaminem za vzniku 5-
nitropyrimidinu 6 nasledovala redukce nitro skupiny na odpovidajici amino skupinu.

Tento krok se ukézal jako problematicky a bylo tfeba hledat optimalni podminky.

Prvni strategie vyuziva dithioni¢itan sodny za podminek katalyzy fazového
pienosu v systétmu DCM-voda. Jako katalyzator fazového pienosu byl zkouman
hydrogensiran tetrabutylamonny (TBAHS) a ethyl viologen dijodid, pfi¢emz reakce
probihala Iépe s ethyl viologen dijodidem. Nicméné kvili neuplné konverzi vychozi
latky po reakci probihajici pfes noc musela byt redukce dvakrat opakovéana k dosazeni
uspokojivych vysledkl. Proto jsme se rozhodli pro zménu redukéniho €inidla a zkusili
reakce opakovana dvakrit pro uplnou konverzi vychoziho nitro derivatu na amin.
S ptihlédnutim k vysledkim obdrzenych z téchto experimenti a k problematickému
odstranéni cinatych soli jsme se rozhodli vratit se k pouziti kombinace dithioni¢itanu
sodného a ethyl viologen dijodidu. Navic redukce probihala nejsnaze u pyrimidini
substituovanych valinem, proto jsme zvolili tuto aminokyselinu jako druhy substituent

na pyrimidinovém jadie a od dal§ich aminokyselin upustili.
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DalSim krokem byla acylace aminu 7 deseti riznymi karboxylovymi kyselinami
za pouziti standardniho HOBt/DIC protokolu. Bohuzel nékteré z vybranych
karboxylovych kyselin (uracil-5-karboxylova kyselina, 6-fluoronikotinova kyselina a
thiazolidine-4-karboxylova kyselina) byly velice §patné rozpustné v DMF, tudiz finalni
latky odvozené od téchto kyselin byly obdrzeny ve velmi malych surovych vytézcich a

nebyly tedy izolovany.

Nakonec bylo sedm finalnich produktt odstépeno z pryskytice za pouziti 50%
TFA/DCM a vycisténo pomoci HPLC purifikace. Takto byla ziskdna druhd série
pyrimidint 2, ktera byla poté biologicky testovana na Ustavu mikrobiologie Lékaiské

fakulty Univerzity Palackého.
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Schéma 2: Syntéza druhé série pyrimidinovych derivatli 2 na pevné fazi

Reakéni podminky: i) Fmoc-valin, N-hydroxybenzotriazol (HOBt), DMAP, DIC,
DMF/DCM (1:1), rt, 16 h; ii) 50% piperidin/DMF, rt, 15 min; iii) 4,6-dichloro-5-
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nitropyrimidin, DIEA, suchy DMF, rt, 2 h; iv) cyklohexylamin, DIEA, DMF, rt, 16 h;
V) Na2S20., KoCOs, ethyl viologen dijodid, H:O/DCM (1:1), rt, 16 h; vi) karboxylova
kyselina, N-hydroxybenzotriazol (HOBt), DMAP, DIC, DMF/DCM (1:1), nebo DMF,
rt, 16 h; vii) 50% TFA/DCM, rt, 1 h.

Tabulka 3: Piehled ptipravenych produkti 2 a jejich vytézky

Slou¢enina R3 Vytézek [%0]

2a o)

Y
%(NJ 43
20 L, 18
2C Tn
7 14
3
2d (0] (@]

2e T
@L 26
NO,

2f T
| N 45
N/
2 X
g [ 47
N
2h (6] H (6]

I% NI*
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| NI
F7ON
2] /—NH

S\)}H NI

*NI = neizolovano.

5.1.2.2 Biologicka aktivita

Finalni latky 2 byly testovany na jejich in vitro antibakterialni aktivitu proti M.
tuberculosis H37Rv, Gram-pozitivni a Gram-negativni kmeny (S. aureus, P.
aeruginosa, E. coli a E. faecalis) a proti dvéma fungalnim kmentim C. albicans a A.

niger.

Z4dna ztestovanych slou¢enin 2 nevykazovala aktivitu vaci S. aureus, P.
aeruginosa, E. coli, E. faecalis, ani via¢i fungalnim kmenim. Naproti tomu

antimykobakterialni aktivity téchto latek byly docela slibné (Tabulka 4).

Tabulka 4: In vitro antimykobakterialni aktivita slou¢enin 2 (MIC hodnoty v pg/ml)

Mycobacterium

Sloudenina tuberculosis
H37Rv
2a 1024
2b 128
2c 256
2d NA*
2e NA
2f 32
29 NA
INH 0.25

*NA = neaktivni v rozmezi koncentraci 1024 — 0,0312 pg/ml.

Negkteré  ztestovanych sloufenin  vykazovaly nepatrnou aZ mirnou
antimykobakterialni aktivitu vic¢i M. tuberculosis H37Rv. Sloudenina 2f s4-
pyridinylovym substituentem ukézala mirnou antimykobakteridlni aktivitu s MIC
hodnotou 32 pg/ml. Zajimavym zjisténim je, Ze hetero-izomer pyrimidin 2g se ukazal

byt neaktivnim. Pozice heteroatomu a jeho vliv na antimykobakteridlni aktivitu byl také
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pozorovan pro thiofenové derivaty 2b a 2c. Oba tyto piiklady naznacuji, Ze pozice
heteroatomu hraje dilezitou roli v biologické aktivite.
5.2 Derivaty odvozené od benzoxazolu

Pro pfipravu benzoxazolovych derivati 3 byla navrzena syntetickd cesta

uvedena ve Schématu 3:

2 ot
R 13 N\ﬁ)kN {R'=a)0
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, - R2©/o H | b)CHO

Schéma 3: Navrzena synteticka cesta vedouci k benzoxazolovym derivatim 3

Prvni tfi kroky syntézy vychézeji z publikace od Kima a kol. z roku 2017%,
Dalsim, a zaroven poslednim krokem je acylace rtizné substituovanou benzoxazol-2-
karboxylovou kyselinou v poloze 5. Jelikoz benzoxazol-2-karboxylové kyseliny nejsou

komercné dostupné, soucasti syntetického planu byla rovnéz ptiprava téchto derivati.

5.2.1 Nukleofilni substituce 4-fluorobenzonitrilu

Prvni krok je nukleofilni substituce 4-fluorobenzonitrilu 4-hydroxypiperidinem,
respektive 4-piperidylmethanolem za vzniku slouceniny 10a, respektive 10b. Tato
reakce probihd v DMSO za teploty 120 °C. Po 6 hodinach bylo moZno izolovat tyto
latky nalitim na led a odsatim vzniklé srazeniny. Produkty byly pokazdé obdrzeny ve
vysokych vytézcich (az 90, respektive 95 %) a popsané podminky nebylo nutné

optimalizovat.

5.2.2 Mitsunobu reakce

Nasledovala reakce s 4-trifluoromethoxyfenolem za Mitsunobu podminek.
V publikaci od Kima a kol.®® uvadi, Ze k roztoku 1,4 ekvivalentu PPhs, 1 ekvivalentu
fenolu v DCM bylo pomalu pfidano 1,2 ekvivalentu DIAD a reak¢ni smes byla michana
ptes noc. Pokusy zreprodukovat tuto reakci byly vSak neuspésné a vedly K tvorbé
vedlejSich produktd. Bylo proto nutné tyto podminky optimalizovat. Pro oba substraty
10a a 10b bylo vyzkouseno né€kolik podminek, které jsou pro piehlednost shrnuty
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v Tabulce 5 a 6. Bylo zménéno rozpoustédlo, teplota, ekvivalenty ¢inidel i koncentrace
diisopropyl azodikarboxylatu. VSechny reakce a zmény byly analyzovany po 1 hodiné
pomoci LC-MS. Nékteré zmény byly monitorovany i po del$i dobu (az 1 nebo 2 dny) a
bylo zjisténo, Ze zastoupeni jednotlivych latek se s Casem pfili§ neméni. Z tohoto
divodu jsou v tabulkach uvedeny hodnoty z analyz provedenych po 1 hodiné¢ od

zacatku reakce/zmény podminek.

Béhem téchto optimalizaci bylo také zjiSténo, Ze pti reakci jako vedlejsi produkt
vznika adukt vychozi latky 10a, respektive 10b s diisopropyl azodikarboxylatem.
Zajimavé bylo také pozorovani, ze pouze pii reakci latky 10a vznika jesté dalsi

nedistota s hodnotou [M+H]" 131 dle LC-MS, kterou se nepodatilo identifikovat.

Nejprve byla vyzkouSena reakce latky 10b za podminek uvedenych v publikaci.
Témét veskera vychozi latka zreagovala na nezadouci produkt 14b, proto byla tato
reakce provedena znovu za teploty 0 °C. To vedlo pouze ke zpomaleni reakce. ZKkusili
jsme tedy zménit rozpoustédlo na suchy THF. Vysledkem bylo, Ze vznik nezadouciho
produktu 14b jiz nebyl pozorovan, nicméné v reakci stale zistaval nadbytek vychozi
latky 10b. Kazdopadné pro tuto reakci se jako rozpoustédlo osveéd¢il 1épe suchy THF,
proto byl pouzivan i v reakci s latkou 10a. Pro oba substraty zvyseni teploty na 60 °C,
ani nasledné¢ piridani 1 ekvivalentu fenolu nevedlo ke zvySeni podilu Zzadouciho
produktu 1la a 11b. Pro vychozi latku 10a byl jesté navic testovan vliv vét§iho
mnozstvi fenolu. Byly pro to pouzity dva ekvivalenty misto pivodniho jednoho
ekvivalentu. Reak¢ni rovnovahu to smérem k zadoucimu produktu 11a sice posunulo,

ale stale to nebylo dostatecné uspokojujici.

Ptelomové pro tyto optimalizace byla idea vnuknutd RNDr. Jitim PospiSilem,
Ph.D. pouzit zcela jiné podminky: ekvivalenty PPhs a DIADu upravit na 1,5, reakci
pted pfidavkem DIADu zchladit na 0 °C a DIAD neptfiddavat koncentrovany, nybrz
piikapavat ziedény. Tyto podminky byly vyzkouSeny pro substrat 10a S pfiznivym
vysledkem. Pozadovany produkt 11a se v reakéni smési jiz nachazel v nadbytku. Snaha
posunout tuto rovnovahu jesté dal upravou ekvivalentit PPhz a DIADu na 2 vedlo sice
k zreagovani veskeré vychozi latky 10a, nicméné s vyskytem vedlejsich produktd 14a a
15. Tyto podminky (1,5 ekvivalentu PPhz a DIADu a zfedény DIAD a 2 ekvivalenty
PPhs a DIADu a zfedény DIAD) byly také aplikovany na substrat 10b s tim rozdilem,

ze se pracovalo za laboratorni teploty. Bohuzel to mélo za nasledek vznik vedlej$iho
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produktu 14b v nadbytku. To vedlo k napadu vyzkouset ADDP misto DIADu kvuli
sterické narocnosti, ktera by mohla zamezit vzniku aduktu 14b. Nanestésti ani reakce
s ADDP pfi riznych teplotach (laboratorni teplota, 60 °C, 0 °C) témet nebézela. Proto
jsme se vratili zpét k DIADuU a ptivodnim poméraim jednotlivych komponent a postupné
jsme zkouseli ménit jejich poméry pro reakci substratu 10a. Postupné piidavky PPhs a
DIADu vedly k mirnym navys$enim zastoupeni zadaného produktu 11a, nebylo to vSak
stale dostacujici. Pro reakci substratu 10b byla vyzkouSena Uprava pomérid vSech
komponent na 1 ekvivalent. Rovnovaha byla vtomto pfipadé posunuta smérem
k vychozi latce 10b. Ve snaze tuto rovnovahu obratit opacnym smérem byly do reakce
pfidany dalSi podily DIADu, které ale nepomohly. Poslednim pokusem byla reakce
vychazejici ze stejnych ekvivalentll reagentli za laboratorni teploty, pficemz byl do
reakéni smési pfikapavan ziedény DIAD, ktery byl pfedtim 15 minut chlazen
v mrazaku. Po 2 hodinach bylo do reakce ptidano po pul ekvivalentech PPhz i DIADu
(opét ziedény a 15 minut chlazeny v mrazaku). Vysledkem bylo uspokojivé zastoupeni
pozadovaného produktu 11b v 83 % dle porovnani ploch piki z HPLC analyzy.
Totozné podminky byly aplikovany i1 na substrat 10a a vtomto piipadé pozadovany

produkt 11a vznikal v 78 % dle porovnani ploch pikid z HPLC analyzy.

NC\@\ 4-trifluoromethoxyfenol, NC\@\ \©\
N
. PPhs, DIAD . ocFs | O\ i L4 neenamatatia
OH 0 HN__O
10a 11a 14a Y 15

g

NC

Schéma 4: Mitsunobu reakce latky 10a

Tabulka 5: Optimalizace Mitsunobu reakce latky 10a

Vedlejsi Vedlejsi  Vychozi
produkt produkt latka
14a [%]° 15 [%]°¢  10a [%]°

Ekv. Ekv. Konc./zied. Ekv. Produkt

Pokus  Teplota  ppp = piaD: DIAD® fenolud  1la [%]°

. 1 31 0 18 50
r
+0,2¢ 26 0 21 53
1 — 14 1,2 konc.
1,2 26 0 21 53
60 °C
+1 26 0 19 55
2 rt 1,4 1,2 konc. 2 41 0 9 49
0 OC, A d
3 pak rt 15 15 zired’. 1 60 0 11 28
0 OC, 2 d
4 pak rt 2 2 zied’. 1 68 15 17 0
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1,2 zied'. 49 0 16 35

1,4
+0,2 zred. 57 0 13 31
5 rt 1
+02 +0,2 zred. 59 0 15 26
+05 +05 zied. 67 13 20 0
1 1 zied:. + 46 0 12 42
zchlaz.®
6 rt tod + 1
+05 +05 zrec: 78 0 22 0
zchlaz.

4pocet ekvivalentl vic¢i vychozi latce 10a

bDIAD byl pouzit bud’ koncentrovany, anebo zfedény na koncentraci 0,4516 mol/l
°HPLC procentualni zastoupeni latky ziskané z UV-spektra porovnanim ploch pikt
dptidavek daliiho podilu po provedeni LC-MS analyzy

*roztok DIADu byl pied pouzitim chlazen v mrazaku

N " hd
NC 4-trifluoromethoxyphenol, \©\ \©\ 0.__0
\©\ PPhs, DIAD '\O\/ "O\j(/
OCF,4

10b 11b 14b O/&O

A

Schéma 5: Mitsunobu reakce latky 10b

Tabulka 6: Optimalizace Mitsunobu reakce latky 10b

Vedlejsi  Vychozi

Produkt
vex Ekv. Ekv. Konc./zted. Ekv. produkt latka
Pokus  Rozpoustédlo  Teplota oo e biaps  plaD®  fenolu [%’/%351 14b 10b
[%]° [%]°
1 suchy DCM rt 1,4 1,2 konc. 1 7 93 0
2 suchy DCM 0°C, 14 1,2 konc. 1 7 44 49
pak rt
rt 1,2 29 0 71
3 suchy THF 1,4 1,2 konc. 1,2 14 0 86
60 °C
+ 19 2 0 98
1 11 39 50
4 suchy THF rt 15 15 zied.
+0,5 20 40 40
5 suchy THF rt 2 2 zied'. 1 26 74 0
5 19 THE rt 9 2 fodt 1 15 0 85
suc - zrea.
y 60 °C ADDP® 8 0 92
, 0°C, 2 _
7 suchy THF pak rt 2 ADDP zied'. 1 12 0 88
1 zired'. 25 0 75
8 suchy THF rt 1 +0,5 zied. 1 39 0 60
+0,5 zied. 43 0 57
1 1 zied. + 41 1 58
9 suchy THF rt zchlaz. 1
+05 +05 zfed. +zchlaz. 83 13 4
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pocet ekvivalentt vii¢i vychozi latce 10b

PDIAD byl pouzit bud’ koncentrovany, anebo ziedény na koncentraci 0,4236 mol/l
°HPLC procentualni zastoupeni latky ziskané z UV-spektra porovnanim ploch pikt
dptidavek daliiho podilu po provedeni LC-MS analyzy

*misto DIAD byl pouzit ADDP

froztok DIADu byl pfed pouzitim chlazen v mraziku

Nalezené optimalni reak¢ni podminky byly pouzity pro oba substraty 10a a 10b
a reakce byla jesté ponechdna na michacce do druhého dne. Nésledné byla reakéni smés
zakoncentrovdna na RVO a surovy produkt byl Ccistén pomoci sloupcové
chromatografie. Produkty 11a a 11b byly poté obdrzeny jako amorfni pevné latky ve
vytézcich az 83 %.

5.2.3 Redukce nitrilové skupiny

Ttetim krokem syntézy byla redukce nitrilové skupiny na odpovidajici amin
pomoci tii ekvivalentd LiAlHa, které byly pfidany do roztoku vychozi latky 11a,
respektive 11b v suchém THF za 0 °C. Poté byla smés 2 hodiny refluxovana. Konec
reakce byl indikovan pomoci tenkovrstevné chromatografie. V literatuie® je popsano
zpracovani ochlazenim na laboratorni teplotu a pfidanim vody. Poté byly nerozpustné
Castice odfiltrovany za pouziti kiemeliny, filtrat byl ziedén nasycenym vodnym
roztokem Na,COsz a extrahovan EtOAc. Organicka faze byla promyta solankou,
vysusena MgSQO4 a zakoncentrovana pomoci vakua. Surovy produkt byl pak pouzit pro

dalsi reakci bez dodate¢né purifikace.

Zpracovani tedy bylo provedeno stejnym zptisobem, jak je uvedeno v publikaci,
vytézek byl vSak nulovy. Produkt s nejvétsi pravdépodobnosti zlistal ve vodné fazi,
ktera byla bohuzel jiz zlikvidovdna. Divodem mize byt, Ze nasyceny vodny roztok
Na2COs nebyl dostate¢né bazicky na to, aby pievedl protonizovany produkt do neutralni

formy, a tim do organické faze.

To vedlo k myslence zpracovat reakci bez provedeni extrakce a bez rizika ztraty
produktu ve vodné fazi. Po ochlazeni reakéni smési na laboratorni teplotu byla ptidana
Glauberova stl (Na:SO4-10H20) a par kapek vody. Jednotlivé molekuly vody maji
takto za kol rozlozit pfebytecny a nezreagovany LiAlH4. Nésledné€ byl do smési pfidan
bezvody Na>S04, ktery na sebe navazal prebyte¢nou vodu a tim padem nebylo potieba

provadeét extrakci. Tato suspenze byla zfiltrovana pies kiemelinu a filtrat byl odpatren do
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sucha. Oviem nasledna *H NMR analyza ukazala, Ze podet protontl zcela neodpovida
pozadované struktufe, zejména v aromatické oblasti, coz by mohlo naznacovat, ze na
produktu zlstala nakoordinovana Al stl. Proto byl produkt prec¢istén pomoci sloupcové
chromatografie. *H NMR spektrum pie¢isténého produktu jiz bylo reprezentativni a
odpovidalo zadané struktute. Touto metodou bylo dosazeno vytézkt 73 % pro latku 12a

a 78 % pro latku 12b.

Aby doSlo k odstranéni Al soli bez nutnosti cCiSténi pomoci sloupcoveé
chromatografie, bylo vyzkouseno zpracovani za pouziti NaOH. K reakéni smési bylo
pfidano par kapek 1M NaOH a bylo ponechano 15 minut na michacce. Poté byl pfidan
bezvody Na>SOs a suspenze byla zfiltrovana pies kiemelinu. Filtrat byl vysusen a bylo
zméfeno 'H NMR spektrum surového produktu. Z analyzy bylo zjisténo, ze Al soli

zlstaly nakoordinovany.

Dalsi odzkousenou modifikaci zpracovani bylo pii pouziti 1 mg LiAlH4
ptikapani 1 pl vody, poté 1 ul 15% vodného roztoku NaOH a nakonec 3 ul vody. Tato
smes byla ponechana na michacce ptfes noc a dalSi den byl ptfidan bezvody MQgSOs,
suspenze byla poté michéana jest¢ 15 minut a nakonec zfiltrovana ptes kiemelinu. Filtrat
byl vysusen na RVO a bylo zméfeno H NMR spektrum, které ukazalo, Ze tato metoda
pro zpracovani a odstranéni Al soli byla uspéSna. Timto zpusobem bylo dosazeno

vytézku 90 % pro latku 12a a 89 % pro latku 12b.

5.2.4 Pokusy o pripravu benzoxazol-2-karboxylové kyseliny a jejiho funk¢niho
derivatu
V této chvili uz zbyvalo jen pfipravit benzoxazol-2-karboxylové kyseliny,
substituované v poloze 5 (CHz, NO2, OCH3s, H) pro provedeni posledniho kroku syntézy
za vzniku findlnich produktii 3. Zde ale nastal problém. Reakce uskutecnéna podle
podminek uvedenych v jediné publikaci®®* popisujici piipravu benzoxazol-2-

karboxylové kyseliny 13 z 0-aminofenolu 16 (Schéma 6) neprob¢hla uspésné.

R NH, 0 0 4M HCI R N o}
OH HO OH 80°C,4h o} OH

16 17 13

Schéma 6: Priprava benzoxazol-2-karboxylové kyseliny z o-aminofenolu dle

Rajakumara a kol.%

o1



Dokonce i pokusy o optimalizace selhaly. Vyzkousené reakéni podminky jsou
shrnuty v Tabulce 7.

Tabulka 7: Netspésné pokusy o piipravu benzoxazol-2-karboxylové kyseliny z o-

aminofenolu
R Cas Teplota E(kc\:/g/ gllir)]zy Rozpoustédlo Vysledek
H 2h 80 °C 1 4M HCI Nereaguje
H 24 h 80 °C 1 4M HCI Nereaguje
H 1h 100 °C 1 4M HCI Nereaguje
H 24 h 100 °C 2 4M HCI Nereaguje
H, NO, 24 h 80 °C 1,5 35% HCI Nereaguje
H, NO, 24 h 120 °C 1,5 35% HCI Nereaguje

Z toho poté vyvstal napad misto benzoxazol-2-karboxylové kyseliny ptipravit
jeji reaktivngjsi derivat, acylchlorid (Schéma 7). Pro tuto reakci se opét vychazelo z o-
aminofenolu. Ten byl rozpustén v dioxanu a k nému byl piikapan oxalylchlorid 18.
Reakce byla zahtivana na 100 °C.

NH, o 0 dioxan, 100 °C N O
o 3 oA
OH cl’ o

16 18 19

Schéma 7: Piiprava benzoxazol-2-karbonyl chloridu z o-aminofenolu

Tento reaktivni benzoxazol-2-karbonyl chlorid (M = 181) je obtizné analyzovat,
protoze muze snadno reagovat a ménit svou strukturu. Nicméné bylo zméfeno LC-MS
spektrum a bylo zjisténo, ze se ve vzorku nachazely dvé latky s hodnotami [M-H] =
134 a 162. Prvni z nich by mohl odpovidat benzoxazol-2-0lu 20 a druhy by mohl byt
benzoxazol-2-karboxylova kyselina 13 i izomerni 2H-1,4-benzoxazin-2,3(4H)-dion 21
(Obr. 6).

C O, CLC

Exact Mass: 135 :
xact Mass Exact Mass: 163 Exact Mass: 163
20 13 21

Obr. 6: Mozné produkty cykliza¢ni reakce s oxalylchloridem

V publikaci z roku 1985% se dokonce uvadi piiprava 1,4-benzoxazin-2,3-dionu

21 z o-aminofenolu a oxalylchloridu, proto nemtizeme vznik tohoto produktu vyloucit.
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Aby mohla byt struktura produktu identifikovana, byla provedena testovaci
reakce s benzylaminem (Schéma 8). Reakéni smés s produktem 19 byla odpafena do
sucha, poté rozpusténa v suchém THF a k tomu byl ptidan benzylamin 22 a nakonec

TEA. Reakce byla uskute¢néna za laboratorni teploty.

N O

N 0 TEA, suchy THF, rt
SESALAS -
S ol O HN

19 22 23

Schéma 8: Testovaci reakce s benzylaminem

Dalsi den LC-MS analyza ukazala tvorbu produktu s hodnotou [M-H] = 269,
coz je Cislo o 18 vyssi, nez by se dalo u produktu 23 (M = 252) ocekavat. Pro tuto
hodnotu teoreticky odpovidaji struktury 24, 25 a 26 (Obr. 7).

H
N OHO H
O HN
CL o -
o o H
Exact Mass: 270 Exact Mass: 270 Exact Mass: 270
24 25 26

Obr. 7: Mozné produkty reakce s benzylaminem

Pro v8echny ti struktury by se dalo o¢ekavat, Ze budou snadno eliminovat vodu
a tudiz preferovat aromaticky stav. OvSem prvni z téchto zminénych by mohla byt

stabilizovana tvorbou vodikovych vazeb:

Obr. 8: Vodikové vazby ve struktufe hypotetické latky 24

Tato latka byla izolovdna pomoci sloupcové chromatografie a analyzovana

s vyuzitim NMR spektroskopie (Spektrum 1, 2 a 3).
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Spektrum 1: *H NMR spektrum neznamé latky 24, 25, nebo 26
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Spektrum 2: 33C NMR spektrum neznamé latky 24, 25, nebo 26
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Spektrum 3: *H NMR spektrum neznamé latky 24, 25, nebo 26 po ptidavku D20

Pocet protond i uhlikii odpovida latkam 24, 25 i 26, nicméné posuny v ppm
neukazuji jednozna¢né na jednu z nich. Po pridavku deuterované vody zmizely v 'H
NMR spektru tfi protony v oblasti kolem 10 ppm. To ovSem také neukazuje pouze na
jednu moznost. Pozoruhodny je signal v 8,11 ppm v *H NMR (Spektrum 1), protoze je
vyrazn¢ posunuty k vy$sim hodnotam ppm oproti ostatnim aromatickym protontim.
Bohuzel nelze s jistotou fici, o kterou strukturu se jedna, kazdopadné ale miizeme
konstatovat, Ze izolovana latka neodpovida pozadované slouceniné 23, proto bylo od

této metody upusténo.

Dal$im studiem literatury se ukazalo, Ze v roce 2017 byl publikovan ¢lanek, ve
kterém byl porovnavan vznik benzoxazol-2-karboxylatu versus benzoxazin-3-
onu/benzoxazin-2,3-dionu cyklokondenzaci 0-aminofenolu s ethyl glyoxalatem/diethyl
oxalatem. Bylo zjisténo, ze vSeobecné je preferovany vznik Sestietného cyklu. S ethyl
glyoxalatem vznikal vzdy ve velkém nadbytku benzoxazin-3-on. Ovsem reakci 4-nitro-
2-aminofenolu s diethyloxalatem byl ziskan benzoxazol-2-karboxylat v izolovaném
vytézku 93 % (Schéma 9)%.
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Schéma 9: Cyklizace na ethyl benzoxazol-2-karboxylat podle Chakrabortiho®

Snad&ji na uspéch byla reakce 4-nitro-2-aminofenolu s diethyloxalatem
vyzkousena dle podminek uvedenych v jiz zminéné publikaci. Dle TLC po 2 hodinach i

LC-MS po 3 dnech se ale ukazalo, ze reakce neprobiha.

Byla tedy zvolena jina strategie k ziskani benzoxazol-2-karboxylové kyseliny,
ktera nezahrnuje problematickou cyklokondenzaci. Vychazelo se pifi tom z2-
chlorobenzoxazolu. Myslenkou bylo provést Grignardovu reakci, ktera se nasledné
nechala probublavat CO2 (Schéma 10).

1. Mg, suchy THF, 65 °C, 2 h
2.CO,

N 3.H* N 0
Ly goss
0] (@) OH

30 13

Schéma 10: Pokus o pfipravu benzoxazol-2-karboxylové kyseliny z 2-

chlorobenzoxazolu

Reakce byla provedena za inertnich podminek v suchém THF s krystalem jodu
pii teplot¢ 65 °C. Po dvou hodinach byl do reakce zavadén plynny oxid uhlicity
sublimaci suchého ledu pies MgSOa4 jakoZto suSiciho ¢inidla po dobu 20 minut. Poté byl
odebran vzorek, ktery byl podroben miniextrakci s vodnym roztokem NH4Cl a EtOAc.
Organicka faze byla zanalyzovana (LC-MS, NMR). Podle LC-MS analyzy byla ve
vzorku piitomna latka s hodnotou [M-H] = 225 a [M+H]" = 227, coz neodpovida ani
vychozi latce 30 (Mr = 154), ani kyselin¢ 13 (M, = 163), ani jejimu methyl esteru (M; =
177). V3C NMR spektru zase nebyl pozorovan karbonylovy uhlik, tudiz reakce byla

neuspeésna.

5.2.5 Alternativni cesta k finalnim produktiim
Po né¢kolika neuspésnych pokusech pripravit benzoxazol-2-karboxylovou

kyselinu, jeji acylchlorid, ptipadné ethylester jsme se rozhodli zvolit jiny zpisob
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propojeni benzoxazolového jadra s aminy 12a a 12b. Byl pro to pouzit benzoxazol-2-

thiol a bromoctova kyselina (Schéma 11 a 12).

o

Br\)kOH (0]

H N 31 BF\)&N
OCF; _ H
Q\ ©/ DIC, DIEA, DCM
R1

Schéma 11: Acylace amint 12 bromoctovou kyselinou

R1

Nejprve byla provedena acylace aminu 12 bromoctovou kyselinou za ti¢asti DIC
a DIEA v DCM (Schéma 11). Po hodin¢ LC-MS analyza potvrdila vznik pozadovaného
produktu. Reakéni smés byla poté zahusténa na RVO a k surovému produktu byl pfidan

benzoxazol-2-thiol, TEA a DCM (Schéma 12).

O N
Br\)k @E %SH
/\©\ OCF; ——— \]/ OCF,
Q\R1/©/ TEA, DCM @ Q\R1©/

Schéma 12: Substituce benzoxazol-2-thiolem za tvorby finalnich produktt

Po hodin¢ dle LC-MS analyzy byl pozorovan vznik finalniho produktu 34.
Reakéni smés byla tedy zahusténa na RVO a surovy produkt ¢istén pomoci sloupcové
chromatografie. Nasledn¢ byl jesté piecistén rozpusténim v ACN a vysrazenim vodou.
SraZenina byla odsata a vysuSena na lyofilizatoru. Takto byly obdrzeny bilé krystalické
latky 34a a 34b ve vytézcich 20 %, respektive 23 %. Kvili ¢asovym moznostem jiz

vsak nebyla pfilezitost k optimalizaci reakénich podminek, a tim ke zvySeni vytézki.

Nakonec byla struktura findlnich produktt 34a a 34b potvrzena pomoci NMR
spektroskopie a ty pak byly ptipraveny pro biologické testovani, které prob&hne
Vv nejblizsi dobé.
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6 Experimentalni ¢ast

6.1 Obecné informace

Rozpoustédla, chemikalie a polystyrenové pryskyfice byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). Syntéza na pevné fazi (kapitola 6.2) byla
provedena V polypropylenovych stfikackach opatfenych poréznimi fritami za pouziti
Domino block syntetizéru (Torvig, Niles, MI). Objem promyvaciho rozpoustédla byl 10
ml na 1 g pryskyfice. Pfi promyvani byla pryskyftice tfepana s ¢erstvym rozpoustédlem
1 minutu pted zménou rozpoustédla. Po ptidani reakéni smési byla pryskyftice tiepana
energicky tak, aby se rozbily potencialni shluky. Meziprodukty navazané na pryskytici

byly vysuSeny proudem dusiku pro delsi skladovani a kvantitativni analyzu.

Vsechny reakce probihaly za laboratorni teploty (21 °C), pokud neni uvedeno
jinak.

LC-MS analyzy byly provedeny na UHPLC-MS systému slozeného z UHPLC
chromatografu Accela s PDA detektorem a hmotnostniho spektrometru s trojitym
kvadrupolem TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, CA, USA). Byla pouzita
Nucleodur Gravity C18 kolona (rozméry 1,8 um, 2,1 X 50 mm) pii 30 °C a rychlosti
prutoku 800 ul/min (Macherey-Nagel, Némecko). Mobilni faze byla (A) 0,1% octan
amonny ve vodé¢ a (B) 0,1% octan amonny v acetonitrilu, linedrn€ naprogramovana od
10 do 80 % B po 2,5 minuty, udrzovano po 1,5 minuty. Kolona byla reckvilibrovana
pomoci 10% roztoku B po dobu 1 minuty. APCI zdroj operoval pod proudem 5 pA
s odparovaci teplotou 400 °C a kapilarni teplotou 200 °C.

Cisténi latek pomoci semipreparativni HPLC bylo provedeno za pouziti C18
kolony s reverzni fazi (19 x 100 mm, 5 pm ¢astice). Gradient byl tvofen od 10 mM

octanu amonného ve vodé€ a acetonitrilu s priitokovou rychlosti 15 ml/min.

'H a 3C NMR spektra byla méfena na piistroji Varian UnityPlus (500 MHz,
'H). Vsechna NMR spektra byla potizena za laboratorni teploty (21 °C) v
rozpoustédlech DMSO-ds, CD30D, nebo CDCls. H a '3C signaly byly kalibrovany na
signal téchto rozpoustédel. Chemické posuny o jsou uvedeny v ppm (parts per million) a

interak¢ni konstanty (J) v hertzech (Hz).

HRMS analyza byla provedena na systému tvofeném kapalinovym

chromatografem a hmotnostnim spektrometrem Orbitrap high-resolution (Dionex
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Ultimate 3000, Thermo Exactive plus, MA, USA). Jako ioniza¢ni zdroj byl pouzit
elektrosprej (150 °C, zdroj napéti 3,6 kV) a snimana byla spektra v kladném modu
v rozmezi 80 — 1200 m/z. Ziskana data byla vnitiné kalibrovana pomoci ftalatu jako
kontaminantu v methanolu (m/z 297,15909). Vzorky byly zifedény na konecnou
koncentraci 0,1 mg/ml v roztoku H2O/ACN (1:1, v/v). Vzorky byly nastfikovany do
hmotnostniho spektrometru s naslednou HPLC separaci na Kinetex C18 koloné (2,6
pm, 100 A, 50 x 3,0 mm) za pouziti izokratické mobilni faze 0,01M ACN/octan
amonny (80/20) s pritokovou rychlosti 0,3 ml/min.

6.2 Priprava pyrimidinovych derivati

6.2.1 Postup pfipravy vzorku pro LC-MS analyzu

Pro analyzu reakci byl odebran vzorek pryskyiice (5 mg) do Eppendorfovy
zkumavky. K nému byl ptidan 1 ml 50% TFA v DCM a smés byla tiepana 30 minut za
laboratorni teploty. Stépici koktejl byl poté odpafen proudem dusiku a odparek byl
rozpustén v 1 ml HoO/MeOH (1:1, v/v). Suspenze byla piefiltrovana do vialky pro

samotnou LC-MS analyzu.

6.2.2 Postup stanoveni loadingu pryskyrice

Vzorek pryskytice (30 mg) byl promyt 2x MeOH. Poté byl vysuSen proudem
dusiku a nasledné¢ zné&j bylo dvakrat odvazeno piesné mnozstvi (10 — 15 mg) do
Eppendorfovych zkumavek. Ke kazdému vzorku byly ptidany 2 ml 50% TFA v DCM a
ty pak byly tiepany 30 minut za laboratorni teploty. St&pici koktejly byly poté odpateny
proudem dusiku a odparky byly rozpustény v 1 ml H,O/MeOH (1:1, v/v). Z nich bylo
odebrano 250 pl do novych Eppendorfovych zkumavek a k tém bylo pfidano 750 pl
H>O/MeOH (1:1, v/v). Vzorky byly ptefiltrovany do vialek a zanalyzovany na LC-MS.
Signaly pro Fmoc skupinu byly zintegrovany a porovnany se signalem Fmoc skupiny
standardu (Fmoc-B-Ala).

6.2.3 Acylace Wangovy pryskyfice

Qo

Wang resin 4
L: Wang linker
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Wangova pryskyfice (1 g, loading 0,9 mmol/g) byla promyta 3x DCM.
K pryskytici byl poté pridan roztok Fmoc-aminokyseliny (2 mmol), HOBt (2 mmol),
DMAP (0,5 mmol) a DIC (2 mmol) v DMF/DCM (1:1, v/v, 10 ml). Reakéni smés byla
ttepana 16 hodin pfi laboratorni teploté. Nasledné byla pryskyfice promyta 3x DMF a
3x DCM.

6.2.4 Odstranéni Fmoc chranici skupiny a reakce s4,6,-dichloro-5-

nitropyrimidinem

? NHFmoc Q H NG
, N Cl
O/L\O)J\R,I _— L\OJJ\R1/ Wl)\/
O NVN
4 5

Fmoc chranici skupina byla odstranéna promytim Wangovy pryskyfice (1 g) 3x
DMF a naslednym tfepanim s 50% piperidinem v DMF (v/v, 10 ml) po dobu 15 minut
za laboratorni teploty. Pryskyfice pak byla promyta 3x DMF a 3x DCM.

Wangova pryskytice (1 g) byla promyta 3x suchym DMF a poté byl k ni pfidan
roztok 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinu (5 mmol) a DIEA (5 mmol) v suchém DMF (10
ml). Smés byla tiepana 2 hodiny pti laboratorni teploté. Pryskyfice pak byla promyta 5x
DMF a 5x DCM.

6.2.5 Reakce s aminy

j\ N I cl j\ N I R?
L\ - AN - L\ ’ AN
N Slls S o
N\¢N N\¢N
5 6

Wangova pryskytice (250 mg) byla promyta 3x suchym DMF. K pryskytici byl
piridan roztok aminu (1,25 mmol, nebo 5 mmol) a DIEA (1,25 mmol, nebo 5 mmol)
v DMF (2,5 ml, nebo 10 ml) a reakéni smés pak byla tfepana 16 hodin pii laboratorni
teploté. Pryskyftice byla promyta 3x DMF a 3x DCM.

6.2.6 Redukce nitro skupiny
O
0 NO H H
O ) — 9 LIl O
NN NN
6 7
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Pryskytice (250 mg) byla promyta 3x DCM. K pryskyfici byl ptfidan roztok
Na2S204 (2,5 mmol), KoCOz (3,0 mmol) a ethylviologendijodidu (0,25 mmol) ve vodé
(2,5 ml) a DCM (2,5 ml). Reakéni smés byla tiepana 16 hodin pfi laboratorni teploté.
Pryskytice byla promyta 3x DCM/H20 (1:1, v/v), 3x DMF a 3x DCM.

6.2.7 Acylace karboxylovymi kyselinami
O _R?
NH
*/Q Y — Q" VY
X
|
0 ﬁ R0

8

Pryskyfice (250 mg) byla promyta 3x DCM. K pryskyfici byl pfidan roztok
karboxylové kyseliny (0,75 mmol), HOBt (0,75 mmol) a DIC (0,75 mmol)
v DMF/DCM (1:1, vlv, 2,5 ml). Reakéni smés byla tiepana 16 hodin pfi laboratorni
teploté. Pryskyfice byla nasledné¢ promyta 3x DMF a 3x DCM.

6.2.8 Stépeni z pryskyfice

Pryskyfice (250 mg) byla promyta 5x DCM a poté tiepana s 3 ml roztoku
TFA/DCM (1:1, vlv) po dobu 1 hodiny za laboratorni teploty. Nasledné byl $tépici
koktejl ze stiikacky vypustén do lahvicky, pryskyftice byla jesté promyta 2 ml 50% TFA
v DCM a nakonec 2 ml DCM. Tato smés pak byla odpafena proudem dusiku a surovy

produkt byl ¢istén pomoci HPLC s obracenymi fazemi.

6.2.9 Analyticka data
3-((5-Nitro-6-(propylamino)pyrimidin-4-yl)amino)propanova kyselina 1a

Os, ,O
A ~ N
Y
0 NN

Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 37,0 mg (80 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
9.52 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 9.43 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 8.08 (s, 1H), 3.75 (dd, J = 12.8, 6.7
Hz, 2H), 3.50 (dd, J = 14.1, 6.2 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.64 — 1.55 (m, 2H),
0.88 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 173.06, 159.35, 156.68,
111.99, 42.60, 36.84, 33.34, 21.99, 11.19. HRMS: m/z: vypoéteno pro CioH16NsO4":
270.1197 [M+H]"; nalezeno: 270.1197.
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3-((6-(Cyklohexylamino)-5-nitropyrimidin-4-yl)amino)propanova kyselina 1b
Oy, ,O"
H N H
HO\H/\/Nw)\/N
0 N|\¢N \O
Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 35,7 mg (78 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
12.35 (s, 1H), 9.53 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 9.19 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.09 (s, 1H), 4.15 (dt, J
= 9.6, 8.0 Hz, 1H), 3.75 (dd, J = 12.8, 6.7 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.93 — 1.84
(m, 2H), 1.68 (dd, J = 9.3, 3.9 Hz, 2H), 1.61 — 1.53 (m, 1H), 1.45 - 1.29 (m, 4H), 1.28 —
1.15 (m, 1H). ¥C NMR (126 MHz, DMSO-dg): & 173.04, 159.50, 156.69, 155.91,

111.88, 49.50, 36.84, 33.31, 31.76, 24.95, 24.24. HRMS: m/z: vypolteno pro
C13H20N504": 310.1510 [M+H]"; nalezeno: 310.15009.

3-((6-(Benzylamino)-5-nitropyrimidin-4-yl)amino)propanova Kkyselina 1c
O4, O
H Y H
HOWN%\YNV@
o NN
Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 44,3 mg (80 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
12.36 (s, 1H), 9.82 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 9.52 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.07 (s, 1H), 7.35 — 7.28
(m, 4H), 7.23 (ddd, J = 8.5, 5.5, 2.6 Hz, 1H), 4.78 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 3.76 (q, J = 6.6
Hz, 2H), 2.58 (t, J = 6.8 Hz, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 173.06, 159.38,

156.71, 156.65, 138.74, 128.30, 127.21, 126.85, 112.19, 44.15, 36.87, 33.33. HRMS:
m/z: vypo&teno pro C1aH1sNsO4*: 318.1197 [M+H]*; nalezeno: 318.1194.

3-((6-Morfolino-5-nitropyrimidin-4-yl)amino)propanova kyselina 1d
Ox, ,O"
g W)\(
o] NN
Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 54,7 mg (62 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
8.97 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 8.05 (s, 1H), 3.67 — 3.63 (m, 6H), 3.50 — 3.41 (m, 4H), 2.36 (t,
J = 6.5 Hz, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 173.07, 157.36, 157.31, 156.44,

112.82, 65.84, 47.59, 37.03, 33.49. HRMS: m/z: vypoéteno pro C11H1sNsOs"™: 298.1146
[M+H]"; nalezeno: 298.1145.
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(5-Nitro-6-(propylamino)pyrimidin-4-yl)fenylalanin le

Os, O
N

o H H

NN

Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 34,9 mg (70 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
9.42 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 9.37 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.31 — 7.26 (m, 2H), 7.25
—7.15 (m, 3H), 5.03 (td, J = 6.9, 5.3 Hz, 1H), 3.50 (dd, J = 14.1, 6.2 Hz, 2H), 3.23 (ddd,
J=20.7, 13.9, 6.0 Hz, 2H), 1.64 — 1.52 (m, 2H), 0.88 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 1*C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): 6 171.94, 159.31, 156.45, 156.19, 136.46, 129.26, 128.36,
126.81, 112.08, 55.00, 42.67, 36.52, 21.96, 11.18. HRMS: m/z: vypoéteno pro
C16H20Ns504": 346.1510 [M+H]*; nalezeno: 346.1510.

(6-(Cyklohexylamino)-5-nitropyrimidin-4-yl)fenylalanin 1f
O\\ +o-
o, N
NN

Zluta amorfni pevna latka. Vyt&zek: 48,5 mg (75 %). H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
9.37 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 9.14 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.10 (s, 1H), 7.32 — 7.15 (m, 5H),
5.08 — 4.99 (m, 1H), 4.18 — 4.12 (m, 1H), 3.28 — 3.18 (m, 2H), 1.93 — 1.82 (m, 2H), 1.73
— 1.64 (m, 2H), 1.62 — 1.53 (m, 1H), 1.45 — 1.29 (m, 4H), 1.27 — 1.16 (m, 1H). 3C
NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 171.89, 159.46, 156.19, 155.67, 136.45, 129.24, 128.36,
126.81, 111.97, 55.02, 49.65, 36.47, 31.70, 24.93, 24.25. HRMS: m/z: vypocteno pro
C19H24N504": 386.1823 [M+H]"; nalezeno: 386.1825.

(6-(Benzylamino)-5-nitropyrimidin-4-yl)fenylalanin 1g

Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 27,6 mg (50 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
9.81 (t, J=6.0 Hz, 1H), 9.52 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.32 — 7.30 (m, 4H), 7.25
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—7.22 (m, 3H), 7.19 — 7.15 (m, 3H), 4.88 (dd, J = 12.0, 5.9 Hz, 1H), 4.77 (d, J = 6.0 Hz,
2H), 3.29 - 3.17 (m, 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 5 171.82, 159.35, 156.59,
155.76, 138.68, 137.08, 129.36, 128.31, 128.11, 127.22, 126.86, 126.45, 112.11, 55.78,
44.17, 36.77. HRMS: m/z: vypoéteno pro CaoH20Ns04": 394.1510 [M+H]*; nalezeno:
394.1512.

(6-Morfolino-5-nitropyrimidin-4-yl)fenylalanin 1h
O4, .0
L i

NN

Zlutd amorfni pevna latka. Vytézek: 13,1 mg (25 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
8.69 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 8.05 (s, 1H), 7.17 (dq, J = 14.3, 7.1 Hz, 3H), 7.10 (d, J = 7.0
Hz, 2H), 4.74 — 4.66 (m, 1H), 3.64 (t, J = 4.7 Hz, 4H), 3.51 (dt, J = 13.0, 4.6 Hz, 2H),
3.38 (dt, J = 13.2, 4.6 Hz, 2H), 3.25 (dd, J = 13.5, 5.3 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 13.5, 5.6
Hz, 1H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 171.95, 157.37, 157.21, 155.42, 137.63,
129.34, 127.91, 126.17, 112.84, 65.82, 56.23, 47.53, 36.91. HRMS: m/z: vypocéteno pro
C17H20NsOs*: 374.1459 [M+H]*; nalezeno: 374.14509.

(5-Nitro-6-(propylamino)pyrimidin-4-ylhprolin 1i

Oé\\OH N\7N

Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 47,0 mg (90 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
8.37 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.02 (s, 1H), 4.62 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 3.44 (ddd, J = 12.9, 7.0,
1.8 Hz, 2H), 3.20 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 3.04 (s, 1H), 2.34 — 2.24 (m, 1H), 2.06 — 1.95 (m,
1H), 1.94 — 1.83 (m, 2H), 1.65 — 1.49 (m, 2H), 0.87 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C NMR (126
MHz, DMSO-ds): 6 172.71, 156.85, 155.61, 154.70, 113.54, 61.81, 50.12, 42.64, 28.40,
24.64, 22.19, 11.16. HRMS: m/z: vypoéteno pro Ci2HigNsOs": 296.1353 [M+H];
nalezeno: 296.1356.
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(6-(Cyklohexylamino)-5-nitropyrimidin-4-yl)prolin 1j

O_
SN
Qo

HO/§~O N\¢N

Zluta amorfni pevn latka. Vytézek: 95 mg (86 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-de):
8.03 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 4.62 (dt, J = 5.7, 4.7 Hz, 1H), 4.08 (ddd, J = 17.9, 10.2, 4.0 Hz,
1H), 3.19 (s, 1H), 3.03 (s, 1H), 2.34 — 2.24 (m, 1H), 2.04 — 1.95 (m, 1H), 1.94 — 1.81
(m, 4H), 1.68 (dd, J = 8.0, 3.8 Hz, 2H), 1.62 — 1.54 (m, 1H), 1.36 (dqd, J = 14.7, 11.8,
3.0 Hz, 4H), 1.26 — 1.15 (m, 1H). C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 172.58, 157.05,
155.60, 154.79, 113.31, 61.83, 50.24, 49.56, 31.85, 24.98, 24.64, 24.40. HRMS: m/z:
vypoc&teno pro CisH22NsO4™: 336.1666 [M+H]*; nalezeno: 336.1666.

(6-(Benzylamino)-5-nitropyrimidin-4-yl)prolin 1k

0.0
H
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Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 48,0 mg (85 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
12.58 (s, 1H), 8.79 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.31 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 7.25 —
7.20 (m, 1H), 4.71 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 4.62 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 3.25 — 3.19 (m, 1H),
3.05 (s, 1H), 2.34 — 2.24 (m, 1H), 2.05 — 1.95 (m, 1H), 1.94 — 1.82 (m, 2H). 3C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): 6 172.53, 156.92, 155.61, 154.56, 139.16, 128.27, 127.14,
126.78, 113.74, 61.79, 50.08, 44.09, 28.55, 24.65. HRMS: m/z: vypocteno pro
C16H18N504": 344.1353 [M+H]"; nalezeno: 344.1355.

(6-Morfolino-5-nitropyrimidin-4-yl)prolin 11

HO/:\\O N\¢N

Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 43,2 mg (80 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
7.96 (s, 1H), 4.65 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.77 — 3.63 (m, 6H), 3.59 — 3.47 (m, 3H), 3.40
(dd, J = 11.3, 6.1 Hz, 1H), 2.38 — 2.27 (m, 1H), 2.06 — 1.83 (m, 3H). 3C NMR (126
MHz, DMSO-ds): 6 172.51, 158.27, 156.55, 155.89, 111.64, 66.18, 61.76, 51.00, 49.24,
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28.88, 24.42. HRMS: m/z: vypocteno pro Ci3Hi1gNsOs': 324.1302 [M+H]"; nalezeno:
324.1301.

(5-Nitro-6-(propylamino)pyrimidin-4-yl)methionin 1m

o. ,0
O L, N
N._N

_S

Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 35,0 mg (50 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
10.01 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 9.4 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.04 (s, 1H), 4.39 (dd, J = 11.2, 5.4
Hz, 1H), 3.55 — 3.43 (m, 2H), 2.47 — 2.35 (m, 2H), 2.17 — 2.01 (m, 2H), 1.99 (s, 3H),
1.59 (h, J = 7.3 Hz, 2H), 0.89 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 3
171.84, 159.36, 156.79, 155.25, 111.82, 55.55, 42.53, 31.89, 29.37, 22.00, 14.66, 11.22.
HRMS: m/z: vypocteno pro C12H20N504S™: 330.1231 [M+H]"; nalezeno: 330.1234.

(6-(Cyklohexylamino)-5-nitropyrimidin-4-yl)methionin 1n
HO)?/ jl)\/ \O
NN
_S
Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 45,9 mg (68 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
10.02 (d, J =6.2 Hz, 1H), 9.22 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.05 (s, 1H), 4.39 (dd, J = 11.1, 5.4
Hz, 1H), 4.20 - 4.09 (m, 1H), 2.47 2.39 (m, 2H), 2.15 — 2.00 (m, 2H), 1.99 (s, 3H), 1.92
- 1.86 (m, 2H), 1.72 — 1.63 (m, 2H), 1.58 — 1.53 (m, 1H), 1.45 — 1.30 (m, 4H), 1.28 —
1.19 (m, 1H). ¥C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 171.98, 159.49, 156.01, 155.24,

111.80, 55.59, 49.39, 43.38, 31.87, 29.36, 24.97, 24.25, 14.66. HRMS: m/z: vypocteno
pro Ci1sH24Ns04S™: 370.1544 [M+H]"; nalezeno: 370.1540.
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(6-(Benzylamino)-5-nitropyrimidin-4-yl)methionin 10

‘0. ,0
1o NN
NN
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Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 52,3 mg (66 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
10.08 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 9.82 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 8.03 (s, 1H), 7.37 — 7.28 (m, 4H),
7.25 — 7.21 (m, 1H), 4.84 — 4.71 (m, 2H), 4.33 (dd, J = 11.6, 6.4 Hz, 1H), 2.48 — 2.36
(m, 2H), 2.15 — 2.01 (m, 2H), 1.98 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 5 172.08,
159.38, 156.84, 155.08, 138.80, 128.31, 127.25, 126.85, 112.07, 55.93, 44.10, 32.06,
29.37, 14.69. HRMS: m/z: vypoéteno pro CisH20Ns04S™: 378.1231 [M+H]"; nalezeno:
378.1232.

(6-Morfolino-5-nitropyrimidin-4-yl)methionin 1p
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Zluta amorfni pevna latka. Vyt&zek: 33,9 mg (45 %). H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
9.00 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 8.05 (s, 1H), 4.47 (dd, J = 11.7, 5.7 Hz, 1H), 3.65 (t, J = 4.8
Hz, 4H), 3.51 — 3.42 (m, 4H), 2.47 — 2.43 (m, 2H), 2.12 — 2.02 (m, 2H), 2.00 (s, 3H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 172.31, 157.37, 157.33, 155.48, 112.84, 65.83,
54.89, 47.55, 31.62, 29.38, 14.63. HRMS: m/z: vypo¢teno pro C13H2Ns05S™: 358.1180
[M+H]"; nalezeno: 358.1176.

(5-Nitro-6-(propylamino)pyrimidin-4-yl)valin 1q

Os O
o N
ot
NN
Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 25,1 mg (57 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
9.90 (d, J=7.6 Hz, 1H), 9.46 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.02 (s, 1H), 4.46 (dd, J = 7.7, 3.9 Hz,
1H), 3.56 — 3.44 (m, 2H), 2.20 (dtd, J = 13.8, 6.9, 4.1 Hz, 1H), 1.64 — 1.54 (m, 2H),
0.95 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.92 — 0.82 (m, 6H). *C NMR (126 MHz, DMSO-de): &
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172.04, 159.56, 156.83, 155.69, 111.79, 60.73, 60.47, 42.55, 30.92, 21.99, 18.81, 11.24.
HRMS: m/z: vypoc&teno pro C12H20Ns04™: 298.1510 [M+H]"; nalezeno: 298.1508.

(6-(Cyklohexylamino)-5-nitropyrimidin-4-yl)valin 1r

Zluta amorfni pevna latka. Vyt&zek: 27,7 mg (57 %). H NMR (500 MHz, DMSO-dg): &
9.66 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 9.21 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.07 (s, 1H), 4.65 (dd, J = 7.8, 4.3 Hz,
1H), 4.21 — 4.12 (m, 1H), 2.30 — 2.21 (m, 1H), 1.93 — 1.85 (m, 2H), 1.70 — 1.67 (m,
2H), 1.61 — 1.53 (m, 1H), 1.46 — 1.30 (m, 4H), 1.28 — 1.18 (m, 1H), 0.97 (d, J = 6.9 Hz,
3H), 0.91 (d, J = 6.9 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 171.99, 159.48,
156.32, 155.85, 111.93, 59.39, 49.63, 49.47, 31.72, 30.42, 25.00, 24.28, 18.69, 18.08.
HRMS: m/z: vypoc¢teno pro CisH24NsO4™: 338.1823 [M+H]"; nalezeno: 338.1821.

(6-(Benzylamino)-5-nitropyrimidin-4-yl)valin 1s

Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 39,4 mg (79 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
9.86 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 9.60 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.35 - 7.29 (m, 4H), 7.25
—7.22 (m, 1H), 4.83 — 4.74 (m, 2H), 4.70 (dd, J = 7.8, 4.4 Hz, 1H), 2.31 — 2.22 (m, 1H),
0.98 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 6.9 Hz, 3H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): &
172.02, 159.49, 159.36, 156.60, 156.44, 138.66, 128.41, 128.17, 127.32, 127.09,
112.32, 59.10, 44.19, 30.35, 18.72, 18.02. HRMS: m/z: vypoéteno pro CisH20Ns04":
346.1510 [M+H]"; nalezeno: 346.1513.

(6-Morfolino-5-nitropyrimidin-4-yl)valin 1t

Zluta amorfni pevna latka. Vytézek: 36,4 mg (77 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
8.98 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 8.02 (s, 1H), 4.39 (dd, J = 7.5, 3.9 Hz, 1H), 3.64 (t, J = 4.8 Hz,
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4H), 3.53 — 3.41 (m, 4H), 2.21 2.16 (m, 1H), 0.94 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.84 (d, J = 6.9
Hz, 3H). ®*C NMR (126 MHz, DMSO-dg): § 172.06, 157.47, 155.66, 112.61, 65.85,
60.59, 47.56, 30.83, 18.78, 18.59. HRMS: m/z: vypoéteno pro CisH20NsOs™: 326.1459
[M+H]*; nalezeno: 326.1461.

(6-(Cyklohexylamino)-5-(2-(2,4-dioxothiazolidin-3-yl)acetamido)pyrimidin-4-
ylvalin 2a

)

Y\
L\(

Bild amorfni pevna latka. Vytézek: 23,6 mg (43 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): §
9.20 (s, 1H), 7.91 (s, 1H), 5.62 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.55 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.51 — 4.47
(m, 1H), 4.37 — 4.28 (m, 4H), 3.86 — 3.76 (m, 1H), 2.08 (dq, J = 13.5, 6.8 Hz, 1H), 1.87
—1.79 (m, 2H), 1.76 — 1.66 (m, 2H), 1.63 — 1.55 (m, 1H), 1.35 — 1.08 (m, 5H), 0.91 (dd,
J = 6.8, 1.1 Hz, 6H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 173.74, 172.43, 171.87,
165.57, 157.27, 157.20, 155.35, 94.65, 58.58, 48.78, 44.04, 34.13, 32.85, 30.03, 24.84,
19.12, 18.36. HRMS: m/z: vypocteno pro CaoH27NeOsS™: 463.1769 [M-H]"; nalezeno:
463.1749.

(6-(Cyklohexylamino)-5-(thiofen-2-karboxamido)pyrimidin-4-yl)valin 2b
%S

Bila amorfni pevna litka. Vytézek: 9,1 mg (18 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-de): &
9.31 (s, 1H), 8.03 — 7.94 (m, 2H), 7.83 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 7.25 — 7.19 (m, 1H), 6.02
(br. s, 1H), 5.56 (br. s, 1H), 4.43 (dd, J = 8.3, 5.7 Hz, 1H), 3.87 (br. s, 1H), 2.09 (dq, J =
13.1, 6.6 Hz, 1H), 1.81 (br. s, 2H), 1.67 (br. s, 2H), 1.59 — 1.56 (m, 1H), 1.34 — 1.18 (m,
4H), 1.16 — 1.03 (m, 1H), 0.87 (dd, J = 9.1, 7.0 Hz, 6H). *C NMR (126 MHz, DMSO-
de): 6 174.04, 161.05, 157.77, 155.49, 140.03, 131.76, 130.19, 128.46, 95.90, 58.73,
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49.52, 33.26, 30.85, 25.88, 25.51, 19.40, 18.75. HRMS: m/z: vypoéteno pro
C20H2sN503S™: 418.1907 [M+H]"; nalezeno: 418.1909.

(6-(Cyklohexylamino)-5-(thiofen-3-karboxamido)pyrimidin-4-yl)valin 2c

S
%

Bil4 amorfni pevna litka. Vytézek: 7,2 mg (14 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-de): &
9.12 (s, 1H), 8.33 (dd, J = 2.8, 1.4 Hz, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.63 (qd, J = 5.0, 2.1 Hz, 2H),
5.86 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.50 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.41 (dd, J = 8.3, 5.6 Hz, 1H), 3.94 —
3.80 (m, 1H), 2.15 — 2.03 (m, 1H), 1.84 — 1.76 (m, 2H), 1.70 — 1.64 (m, 2H), 1.59 — 1.56
(m, 1H), 1.36 — 1.16 (m, 4H), 1.15 — 1.04 (m, 1H), 0.87 (t, J = 6.5 Hz, 6H). 3C NMR
(126 MHz, DMSO-ds): 6 173.60, 161.32, 157.48, 157.20, 155.17, 137.43, 129.85,
127.62, 126.37, 95.67, 58.20, 48.84, 32.76, 30.35, 25.35, 24.96, 18.83, 18.26. HRMS:
m/z: vypocteno pro CaoH2sNs03S™: 481.1907 [M+H]*; nalezeno: 418.19009.

(6-(Cyklohexylamino)-5-(2-oxo-2H-chromen-3-karboxamido)pyrimidin-4-yl)valin
2d

0]
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Bila amorfni pevna litka. Vytézek: 15,9 mg (28 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
9.41 (s, 1H), 8.85 (s, 1H), 8.03 (dd, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.81 — 7.75 (m,
1H), 7.56 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.47 (td, J = 7.6, 1.0 Hz, 1H), 6.01 (t, J = 8.2 Hz, 2H),
4.41 (dd, J = 8.3, 6.5 Hz, 1H), 3.93 - 3.81 (m, 1H), 2.17 — 2.06 (m, 1H), 1.88 — 1.78 (m,
2H), 1.77 — 1.65 (m, 2H), 1.62 — 1.54 (m, 1H), 1.37 — 1.16 (m, 4H), 1.16 — 1.05 (m,
1H), 0.92 (dd, J = 6.8, 3.4 Hz, 6H). °C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 173.83, 161.48,
160.59, 157.15, 157.06, 155.44, 153.70, 145.99, 133.95, 130.13, 125.29, 121.17,
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118.40, 116.16, 95.03, 58.64, 48.84, 32.87, 29.99, 25.39, 24.88, 19.15, 18.58. HRMS:
m/z: vypo&teno pro CzsHaoNsOs': 480.2241 [M+H]*; nalezeno: 480.2242.

(6-(Cyklohexylamino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)pyrimidin-4-yl)valin 2e

)iN/N

Bild amorfni pevna latka. Vytézek: 14,3 mg (26 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): §
8.78 (dd, J = 7.3, 2.2 Hz, 1H), 8.43 (ddd, J = 8.7, 4.2, 2.3 Hz, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.76
(dd, J = 11.0, 8.7 Hz, 1H), 6.02 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.77 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.31 (dd, J
= 7.8, 5.8 Hz, 1H), 3.92 — 3.82 (m, 1H), 2.07 (tq, J = 14.0, 7.0 Hz, 1H), 1.84 — 1.76 (m,
2H), 1.70 — 1.64 (m, 2H), 1.59 — 1.56 (m, 1H), 1.33 — 1.15 (m, 4H), 1.08 (dt, J = 20.9,
7.5 Hz, 1H), 0.85 (dd, J = 6.8, 1.8 Hz, 6H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 173.74
(s), 162.75 (s), 157.39 (d, J = 22.0 Hz), 156.18 (d, J = 265.9 Hz), 155.39 (s), 136.50 (d,
J = 7.8 Hz), 136.04 (d, J = 9.7 Hz), 131.46 (d, J = 3.2 Hz), 126.12 (s), 118.38 (d, J =
21.0 Hz), 95.19 (s), 58.52 (s), 48.94 (s), 32.82 (s), 30.18 (S), 25.38 (S), 25.06 (S), 18.98
(s), 18.57 (s). HRMS: m/z: vypoéteno pro C22H2sFNeOs™: 475.2100 [M+H]*; nalezeno:
475.2100.

(6-(Cyklohexylamino)-5-(isonikotinamido)pyrimidin-4-yl)valin 2f

N
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Bila amorfni pevna latka. Vytézek: 22,5 mg (45 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
9.54 (br. s, 1H), 8.77 (dd, J = 4.5, 1.6 Hz, 2H), 7.96 (s, 1H), 7.93 (dd, J = 4.5, 1.6 Hz,
2H), 5.98 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.72 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.31 (dd, J = 7.7, 5.6 Hz, 1H),
3.90 - 3.84 (m, 1H), 2.08 (dqg, J = 13.6, 6.8 Hz, 1H), 1.84 — 1.76 (m, 2H), 1.70 — 1.64
(m, 2H), 1.59 — 1.56 (m, 1H), 1.34 — 1.16 (m, 4H), 1.15 — 1.02 (m, 1H), 0.85 (dd, J =
6.8, 3.5 Hz, 6H). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg): § 174.20, 164.72, 157.90, 157.75,
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155.97, 150.53, 141.85, 122.57, 95.60, 59.21, 49.41, 33.36, 30.90, 25.93, 25.58, 19.43,
19.08. HRMS: m/z: vypocteno pro C21H27NeO3: 411.2150 [M-H]; nalezeno: 411.2136.

(6-(Cyklohexylamino)-5-(pikolinamido)pyrimidin-4-yl)valin 2g
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Bila amorfni pevna latka. Vytézek: 23,4 mg (47 %). "H NMR (500 MHz, DMSO-ds): &
9.63 (s, 1H), 8.74 (ddd, J = 4.8, 1.6, 0.9 Hz, 1H), 8.11 — 8.07 (m, 1H), 8.03 (td, J = 7.6,
1.7 Hz, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.66 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.3 Hz, 1H), 5.82 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
5.60 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.40 (dd, J = 8.1, 5.8 Hz, 1H), 3.85 (tdt, J = 11.6, 7.6, 3.8 Hz,
1H), 2.08 (dh, J = 13.6, 6.8 Hz, 1H), 1.85 — 1.76 (m, 2H), 1.72 — 1.62 (m, 2H), 1.59 —
1.52 (m, 1H), 1.33 — 1.14 (m, 4H), 1.13 — 1.02 (m, 1H), 0.86 (t, J = 6.6 Hz, 6H). °C
NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 173.58, 163.51, 157.30, 157.00, 155.13, 150.10, 148.34,
137.65, 126.57, 122.37, 95.63, 58.36, 48.88, 32.71, 30.30, 25.35, 24.93, 18.81, 18.42.
HRMS: m/z: vypocteno pro C21H27NsO3™: 411.2150 [M-H]; nalezeno: 411.2137.

6.3 Priprava benzoxazolovych derivata

6.3.1 Nukleofilni substituce

NC 4-hydroxypiperidin, K,COs, NC
\©\ DMSO, 120 °C, 6 h
F

9

L
OH

Suspenze 4-fluorobenzonitrilu 9 (4,15 mmol), 4-hydroxypiperidinu (4,55 mmol;
1,1 ekv.) a KoCOs (12,4 mmol; 3 ekv.) v5 ml DMSO opatfend magnetickym

10a

michadlem byla michana 6 hodin pifi 120 °C. Reakce byla monitorovana pomoci
tenkovrstevné chromatografie. Produkt byl izolovan nalitim na led a odsatim vzniklé
srazeniny. Nasledné byl pies noc lyofilizovan. Produkt 10a byl ziskan jako svétle zluta
krystalicka latka ve vytézku 754,2 mg (90 %). *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 7.53
(d, J =9.1 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 4.71 (s, 1H), 3.70 (dt, J = 10.0, 4.2 Hz,
3H), 3.06 (ddd, J = 13.1, 9.8, 3.1 Hz, 2H), 1.82 — 1.75 (m, 2H), 1.39 (dtd, J = 12.9, 9.5,
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3.8 Hz, 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) § 152.77, 133.33, 120.12, 113.89, 97.24,
65.63, 44.39, 33.27. HRMS: m/z: vypoéteno pro Ci2HisN2O*: 203.1179 [M+H];
nalezeno: 203.1180.

NC 4-piperidylmethanol, K,COj, NC
\©\ DMSO, 120 °C, 6 h
F

9

N
OH

Suspenze 4-fluorobenzonitrilu 9 (4,15 mmol), 4-piperidylmethanolu (4,55

10b

mmol; 1,1 ekv.) a KoCO3 (12,4 mmol; 3 ekv.) v5 ml DMSO opatfena magnetickym
michadlem byla michdna 6 hodin pfi 120 °C. Reakce byla monitorovana pomoci
tenkovrstevné chromatografie. Produkt byl izolovan nalitim na led a odsatim vzniklé
srazeniny. Nasledné byl ptfes noc lyofilizovan. Produkt 10b byl ziskan jako bila
krystalicka latka ve vytézku 849,5 mg (95 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.49
(d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.95 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 4.43 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 3.92 — 3.86 (m,
2H), 3.23 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.80 (td, J = 12.7, 2.7 Hz, 2H), 1.71 — 1.65 (m, 2H), 1.63 —
1.54 (m, 1H), 1.12 (qd, J = 12.5, 4.1 Hz, 2H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-Ds) &
153.56, 133.89, 120.73, 114.46, 97.71, 66.13, 47.20, 38.77, 28.36. HRMS: m/z:
vypocteno pro Ci3Hi17N20": 217.1335 [M+H]"; nalezeno: 217.1334.

6.3.2 Mitsunobu reakce

NC 4-trifluoromethoxyfenol, NC
PPhs, DIAD OCF;
N > N
suchy THF, rt, 20 h
OH (@]

10a 1a

Smés slouéeniny 10a (2,23 mmol), PPhs (2,23 mmol; 1 ekv.) a 4-
trifluoromethoxyfenolu (2,23 mmol; 1 ekv.) opatiena magnetickym michadlem byla
rozpusténa v 18 ml suchého THF za inertnich podminek. Vznikla reakéni smés byla
michana za laboratorni teploty. Poté byl béhem 20 minut pfes septum piikapavan roztok
DIAD (2,23 mmol; 1 ekv.) v 4,5 ml suchého THF, ktery byl pfedtim 15 minut chlazen
v mrazaku. Po 2 hodinach byl do reakéni smési pridan dalsi PPhs (1,12 mmol; 0,5 ekv.)
a roztok DIAD (1,12 mmol; 0,5 ekv.) v 2,5 ml suchého THF, ktery byl pfedtim 15
minut chlazen v mrazaku, byl opét piikapavan po dobu 20 minut. Reakce byla

monitorovana pomoci LC-MS. Po 18 hodinach od pridavku dalSich reagent uz nebyla
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ptitomna vychozi latka 10a. Reakéni smés byla poté zahusténa na RVO. Odparek byl
rozpustén v DCM, nasorbovan na silikagel a ¢istén pomoci sloupcové chromatografie
(Si02, MF hex/EtOAc 7:1). Frakce obsahujici produkt 11a byly spojeny a odpateny do
sucha. Produkt 11a byl jesté¢ dosuSen na lyofilizatoru do dal§iho dne. Produkt 11a byl
ziskéan jako svétle zlutd amorfni pevna latka ve vytézku 666,2 mg (83 %). *H NMR (400
MHz, DMSO-ds) 6 7.57 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.28 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.09 (d, J = 9.1
Hz, 2H), 7.05 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.66 (tt, J = 7.8, 3.7 Hz, 1H), 3.71 (ddd, J = 12.8, 5.9,
3.8 Hz, 2H), 3.28 (ddd, J = 12.8, 8.9, 3.2 Hz, 2H), 2.01 (dg, J = 9.3, 3.1 Hz, 2H), 1.65
(dtd, J = 12.5, 8.5, 3.6 Hz, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 155.84, 152.68,
141.76, 133.42, 122.59, 120.09, 117.05, 114.13, 97.77, 72.29, 43.93, 29.52. HRMS:
m/z: vypocteno pro CigH1sF3sN20,*: 363.1315 [M+H]"; nalezeno: 363.1316.

NC
NC 4-trifluoromethoxyphenol, \©\
PPhs, DIAD N
N > o
OH suchy THF, rt, 20 h \@\
OCF3

10b 11b

Smés slouceniny 10b (2,08 mmol), PPhs (2,08 mmol; 1 ekv.) a 4-
trifluoromethoxyfenolu (2,08 mmol; 1 ekv.) opatfend magnetickym michadlem byla
rozpusténa v 18 ml suchého THF za inertnich podminek. Vznikla reak¢ni smés byla
michana za laboratorni teploty. Poté byl béhem 20 minut pies septum piikapavan roztok
DIAD (2,08 mmol; 1 ekv.) v 4,5 ml suchého THF, ktery byl pfedtim 15 minut chlazen
v mrazaku. Po 2 hodinach byl do reakéni smési piidan dalsi PPhs (1,04 mmol; 0,5 ekv.)
a roztok DIAD (1,04 mmol; 0,5 ekv.) v 2,5 ml suchého THEF, ktery byl pfedtim 15
minut chlazen v mrazaku, byl opét prikapavan po dobu 20 minut. Reakce byla
monitorovana pomoci LC-MS. Po 18 hodinach od ptidavku dalSich reagent uz nebyla
pfitomna vychozi latka 10b. Reakéni smés byla poté zahusténa na RVO. Surovy
produkt 11b byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, MF petrolether/EtOAC
4:1). Frakce obsahujici produkt 11b byly spojeny a odpafeny do sucha. Produkt 11b byl
jesté dosusen na lyofilizatoru do dalsiho dne. Produkt 11b byl ziskan jako bila amorfni
pevna latka ve vyt&zku 653,3 mg (83 %). *H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.50 (d,
J=8.8Hz, 2H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.87 (d, J = 9.2 Hz,
2H), 3.91 (d, J = 13.5 Hz, 2H), 3.83 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 2.94 (td, J = 12.7, 2.7 Hz, 2H),
2.13 — 2.01 (m, 1H), 1.97 (dd, J = 14.3, 3.6 Hz, 2H), 1.58 — 1.45 (m, 2H). *C NMR
(101 MHz, Chloroform-d) & 157.53, 153.38, 142.78, 133.58, 122.52, 120.64 (q, J =
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256.0 Hz), 120.31, 115.21, 114.39, 99.50, 72.57, 47.47, 35.94, 28.35. HRMS: m/z:
vypocteno pro CaoH20F3N20,": 377.1471 [M+H]"; nalezeno: 377.1472.

6.3.3 Redukce nitrilové skupiny

NC\©\ LiAlH,4, suchy THF, H,N
OCE 0 °C, pak reflux, 2 h
(e] 12a (6]

Do vysuSené a argonem vyfoukané baiky opatiené magnetickym michadlem

11a

byla navazena latka 11a (1,82 mmol; nebo 0,98 mmol), ktera byla nasledné za inertnich
podminek rozpusténa v 11 ml suchého THF. Vznikly roztok byl michan a ochlazen na 0
°C. Poté byl ptidan LiAlH4 (5,47 mmol; nebo 2,93 mmol; 3 ekv.) a reakce prestala byt
chlazena. Po ohtati na laboratorni teplotu byla reakce umisténa pod zpétny chladic a po
dobu 2 hodin byla refluxovana (80 °C). Reakce byla monitorovdna pomoci
tenkovrstevné chromatografie. Jakmile jiz vychozi latka 1la nebyla pfitomna, byla

reakce odstavena z tepla a ukoncena (byly vyzkouseny dva ruzné postupy):
Izolace 1:

Do reakéni smési bylo opatrné ptikapano 208 pl vody, poté 208 pul 15% vodného
roztoku NaOH a nakonec 624 ul vody. Smés byla ponechana na michacce za
laboratorni teploty pies noc a dalsi den byl pfidan bezvody MgSOa4. Tato suspenze byla
michana jesté¢ 15 minut a pak byla zfiltrovana pies kiemelinu. Filtrat s produktem 12a
byl zahustén na RVO a suSen na lyofilizatoru do dalSiho dne. Produkt 12a byl ziskan
jako svétle zluta amorfni pevna latka ve vytézku 598,2 mg (90 %). *H NMR (400 MHz,
Chloroform-d) 8 7.23 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.92 (t, J = 9.0 Hz,
4H), 4.43 (tt, J = 7.6, 3.7 Hz, 1H), 3.81 (s, 2H), 3.48 (ddd, J = 11.4, 7.3, 3.8 Hz, 2H),
3.09 (ddd, J = 12.2, 8.2, 3.6 Hz, 2H), 2.51 (s, 2H), 2.10 (ddt, J = 11.1, 7.3, 3.8 Hz, 2H),
1.93 (dtd, J = 12.0, 7.8, 3.7 Hz, 2H). C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 155.81,
150.15, 142.65, 134.30, 127.96, 122.39, 120.52 (g, J = 256.6 Hz), 116.76, 116.63,
72.80, 46.79, 45.72, 30.32. HRMS: m/z: vypocteno pro CioH2oF3N202": 367.1628
[M+H]"; nalezeno: 367.1625.

Izolace 2:

Bylo pfidano asi 5 1zicek NaSO4-10 H20O a par kapek vody, az Sedé zbarveni
zesvétlalo. Poté byly pridany asi 3 1zicky bezvodého NaSOs. Suspenze byla michana 5
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minut a poté zfiltrovana pies kiemelinu. Filtrat s produktem 12a byl zahustén na RVO a
susen na lyofilizatoru do dalSiho dne. Surovy produkt byl ¢istén pomoci sloupcové
chromatografie (SiO2, MF DCM/MeOH 7:3 + 1% TEA). Frakce obsahujici produkt 12a
byly spojeny a odpafeny do sucha. Produkt 12a byl ziskan jako svétle Zlutd amorfni
pevna latka ve vytézku 262,3 mg (73 %). Naméfena analyticka data odpovidaji

hodnotam uvedenym v postupu Izolace 1.
NC LiAlH,4, suchy THF, H,N
\©\ 0 °C, pak reflux, 2h -

N N
L L
11b OCF, 12b OCF;

Do vysuSené a argonem vyfoukané baiiky opatfené magnetickym michadlem

byla navazena latka 11b (1,70 mmol; nebo 0,54 mmol), ktera byla nasledné za inertnich
podminek rozpusténa v 11 ml suchého THF. Vznikly roztok byl michan a ochlazen na 0
°C. Poté byl ptidan LiAlH4 (5,10 mmol; nebo 1,61 mmol; 3 ekv.) a reakce prestala byt
chlazena. Po ohiati na laboratorni teplotu byla reakce umisténa pod zpétny chladic¢ a po
dobu 2 hodin byla refluxovana (80 °C). Reakce byla monitorovdna pomoci
tenkovrstevné chromatografie. Jakmile jiz vychozi latka 11b nebyla piitomna, byla

reakce odstavena z tepla a ukoncena (byly vyzkouseny dva ruzné postupy):
Izolace 1:

Do reak¢ni smési bylo opatrné ptikapano 194 ul vody, poté 194 ul 15% vodného
roztoku NaOH a nakonec 582 ul vody. Smés byla ponechana na michadce za
laboratorni teploty pies noc a dalsi den byl ptidan bezvody MgSOa. Tato suspenze byla
michana jesté¢ 15 minut a pak byla zfiltrovana ptes kiemelinu. Filtrat s produktem 12b
byl zahustén na RVO a suSen na lyofilizatoru do dalsiho dne. Produkt 12b byl ziskan
jako svétle zlutd amorfni pevna latka ve vyt&zku 578 mg (89 %). *H NMR (400 MHz,
Chloroform-d) 6 7.21 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.14 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.93 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 6.88 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 3.83 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 3.79 (s, 2H), 3.71 (d, J = 12.9
Hz, 2H), 2.74 (td, J = 12.1, 2.3 Hz, 2H), 2.30 (s, 2H), 1.99 — 1.90 (m, 3H), 1.53 (qd, J =
12.9, 3.7 Hz, 2H). C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 157.70, 151.08, 142.77,
132.63, 128.44, 122.56, 120.69 (q, J = 256,4 Hz), 116.92, 115.25, 72.99, 49.87, 45.44,
35.97, 29.02. HRMS: m/z: vypo¢teno pro CaoH24FsN20,": 381.1784 [M+H]"; nalezeno:
381.1783.
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Izolace 2:

Bylo pfidano asi 5 1zicek Na2SO4-10 H20 a par kapek vody, az Sed¢ zbarveni
zesvétlalo. Poté byly ptidany asi 3 1zi¢ky bezvodého NaSOs. Suspenze byla michana 5
minut a poté zfiltrovana pies kifemelinu. Filtrat s produktem 12b byl zahustén na RVO a
susen na lyofilizatoru do dal§itho dne. Surovy produkt byl Cistén pomoci sloupcové
chromatografie (SiO2, MF nejprve DCM/MeOH 18:1, R = 0, po vymyti necistot zména
MF na DCM/MeOH 7:3 + 5% TEA). Frakce obsahujici produkt 12b byly spojeny a
odpafeny do sucha. Produkt 12b byl ziskan jako svétle Zlutd amorfni pevna latka ve
vytézku 158,6 mg (78 %). Naméiena analyticka data odpovidaji hodnotam uvedenym
v postupu lIzolace 1.

6.3.4 Acylace aminu bromoctovou kyselinou
O

N : LOCF4 oCF
(6]
12a 32a o

Do polypropylenové stiikacky opatfené¢ fritou byla navazena kyselina
bromoctova (0,55 mmol; 2 ekv.). Do stfikacky byl ptidan roztok DIC (0,27 mmol; 1
ekv.) v2 ml DCM. Reakéni smés byla tiepana 10 minut a poté byla suspenze
zfiltrovana do kadinky opatfené magnetickym michadlem s navazenou latkou 12a (0,27
mmol). K reakéni smési byl piidin DIEA (0,55 mmol; 2 ekv.). Smés byla ponechana na
michacce a byla monitorovana pomoci LC-MS. Po hodinég, kdy stupen konverze doséahl
60 % dle integrace z HPLC analyzy, byla reak¢éni smés zahusténa na RVO a surovy

produkt 32a byl bez jakéhokoliv ¢isténi pouzit pro dalsi reakci.

(6]
HzN/\©\ Br\)J\N
O\©\ O\/
(0]
32b
12b OCF, \©\00F
3

Do polypropylenové stfikacky opatfené fritou byla navaZena kyselina
bromoctova (0,27 mmol; 2 ekv.). Do sttikacky byl pfidan roztok DIC (0,13 mmol; 1
ekv.) v1 ml DCM. Reakéni smés byla tiepana 10 minut a poté byla suspenze
zfiltrovana do kadinky opatfené magnetickym michadlem s navazenou latkou 12b (0,13
mmol). K reakéni smési byl ptidan DIEA (0,27 mmol; 2 ekv.). Smés byla ponechana na
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michacce a byla monitorovana pomoci LC-MS. Po hodin¢, kdy stupen konverze dosahl
100 % dle integrace z HPLC analyzy, byla reakéni smés zahusténa na RVO a surovy
produkt 32b byl bez jakéhokoliv ¢isténi pouzit pro dalsi reakci.

6.3.5 Substituce benzoxazol-2-thiolem

(e}

(0]
Br\)J\N /\@\ N\\I/S\)J\N /\@\

H I H
32a o 34a o]

K surovému produktu 32a (0,27 mmol) bylo pfidano magnetické michadlo,
benzoxazol-2-thiol (0, 32 mmol; 1,2 ekv.) a TEA (0,32 mmol; 1,2 ekv.). Smés byla
rozpusténa v 2 ml DCM a ponechdna na michacce za laboratorni teploty. Reakce byla
monitorovana pomoci tenkovrstevné chromatografie. Po 1 hoding, kdy veskera vychozi
latka 32a byla zreagovana, byla reakéni smés zahusténa na RVO a surovy produkt 34a
byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, MF hex/EtOAc 2:3). Frakce
obsahujici produkt 34a byly spojeny a odpafeny do sucha. Produkt 34a byl poté
piecistén rozpusténim v ACN a vysrazenim vodou. Srazenina byla odsata a vysusena na
lyofilizatoru do druhého dne. Produkt 34a byl ziskan jako bild krystalicka latka ve
vytézku 30,3 mg (20 %). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.70 (t, J = 5.8 Hz, 1H),
7.64 —7.61 (m, 2H), 7.37 —7.31 (m, 2H), 7.30 — 7.26 (m, 2H), 7.13 — 7.06 (m, 4H), 6.87
(d, J=8.7 Hz, 2H), 4.57 (tt, J = 8.2, 3.8 Hz, 1H), 4.22 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 4.17 (s, 2H),
3.47 (dt, J = 10.8, 4.5 Hz, 2H), 3.01 (ddd, J = 12.5, 9.2, 3.2 Hz, 2H), 2.07 — 1.99 (m,
2H), 1.70 (dtd, J = 12.6, 8.7, 3.6 Hz, 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 165.92,
163.86, 155.93, 151.29, 149.76, 141.70, 141.27, 128.91, 128.16, 124.61, 124.26,
122.52, 120.17 (q, J = 256.4 Hz), 118.21, 117.01, 115.69, 110.18, 72.64, 46.04, 42.13,
35.53, 29.85. HRMS: m/z: vypoclteno pro CazgHo7F3N3OsS™: 558.1669 [M+H];
nalezeno: 558.1672.

(]

0
Br\)’LN N\\]/S\)'LN
H o H
T - T
0 o
OCF3 OCF;

K surovému produktu 32b (0,13 mmol) bylo pfiddno magnetické michadlo,
benzoxazol-2-thiol (0,16 mmol; 1,2 ekv.) a TEA (0,16 mmol; 1,2 ekv.). Smés byla

rozpusténa v 1 ml DCM a ponechdna na michacce za laboratorni teploty. Reakce byla
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monitorovana pomoci tenkovrstevné chromatografie. Po 1 hodiné, kdy veskera vychozi
latka 32b byla zreagovana, byla reak¢éni smés zahusténa na RVO a surovy produkt 34b
byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, MF hex/EtOAc 2:3). Frakce
obsahujici produkt 34b byly spojeny a odpafeny do sucha. Produkt 34b byl poté
precistén rozpusténim v ACN a vysraZzenim vodou. Srazenina byla odsata a vysusena na
lyofilizatoru do druhého dne. Produkt 34b byl ziskan jako bila krystalicka latka ve
vytézku 17,6 mg (23 %). *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) § 8.69 (t, J = 5.8 Hz, 1H),
7.64 —7.61 (m, 2H), 7.38 — 7.30 (m, 2H), 7.29 — 7.25 (m, 2H), 7.12 — 7.08 (m, 2H), 7.03
(d, J=9.1 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.21 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 4.17 (s, 2H), 3.88
(d, J=6.3 Hz, 2H), 3.72 - 3.63 (m, 2H), 2.65 (td, J = 12.2, 2.5 Hz, 2H), 1.95 — 1.88 (m,
1H), 1.87 — 1.80 (m, 2H), 1.46 — 1.33 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) &
165.90, 163.85, 157.59, 151.28, 150.36, 141.64, 141.26, 128.77, 128.10, 124.59,
124.24, 122.45, 120.17 (q, J = 256.0 Hz), 118.20, 115.77, 115.61, 110.17, 72.39, 48.64,
42.14, 35.53, 35.22, 28.05. HRMS: m/z: vypoéteno pro CogHF3N304S™: 572.1825
[M+H]*; nalezeno: 572.1830.
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7 Zavér

V ramci této diplomové prace byla vénovdna pozornost dvéma zndmym
heterocyklickym farmakofordm - pyrimidinu a benzoxazolu. V zavislosti na tom je

prace rozdélena do dvou hlavnich ¢asti, kazda z nich vyuzivajici jiny synteticky ptistup.

V prvni ¢asti diplomové prace bylo piipraveno 27 novych derivati pyrimidinu
s vyuzitim rychlé a efektivni syntézy na pevné fazi. Zvoleny ptistup zavadi strukturni
rozmanitosti z bézné se vyskytujicich a komer¢né dostupnych vychozich materialt
S minimalnim mnozstvim syntetickych operaci. Tento piistup miize napomoci rychlé
identifikaci vztahu mezi strukturou a aktivitou (SAR) a vyvoji dalSich medicindIné

chemickych projektl zaloZenych na slibném pyrimidinovém jadre.

Dale byla testovana jejich antimikrobialni aktivita proti M. tuberculosis,
vybranym druhim Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakterii a dvéma fungédlnim
kmendm. Sloucenina 2f vykazala mirnou antimykobakterialni aktivitu s MIC hodnotou
32 pg/ml, zatimco MIC hodnoty n¢kolika dalsich latek se pohybovaly v rozmezi 128 —
1024 pg/ml a ukazaly se tedy byt neaktivni. Vedle toho nékteré z testovanych slou¢enin
ukazaly nepatrnou antibakterialni aktivitu proti S. aureus a E. faecalis (MIC hodnota
512 pg/ml). Nejvyssi aktivita byla pozorovana u latky 1b proti P. aeruginosa s MIC
hodnotou dokonce nizsi (2 pg/ml) nez MIC hodnota standardu gentamicinu (4 pg/ml).
Tyto tdaje naznacuji, ze tfida pyrimidin ma zna¢ny potencial, protoze se strukturné
odliSuji od znamych anti-TB 1é¢iv a mohou mit dokonce jiny mechanismus uUc¢inku.
Nicméné, je potfeba vyvinout dalsi usili, abychom prokézali potencial naSich slouc¢enin

a objevili nova lé¢iva proti tuberkuldze, kterd by mohla ptedejit vzniku rezistence.

Druha c¢ast prace se vénuje syntéze derivatii benzoxazolu odvozenych od latky
Q203, vykazujici vysokou antimykobakteridlni aktivitu, a kterd je v soucasné dobé ve
fazi klinického testovani. Pro ptipravu téchto derivati byl zvolen klasicky synteticky
ptistup v roztoku inspirovany reakéni sekvenci popsanou v literatufe. Bylo vSak nutné
nékteré kroky optimalizovat, ¢i modifikovat. Problém poté nastal ve chvili, kdy bylo
potieba pfipravit benzoxazol-2-karboxylovou kyselinu, pfipadné benzoxazol-2-karbonyl
chlorid, ¢i ethyl benzoxazol-2-karboxylat pro reakci samino skupinou struktury
odvozené od latky Q203 za tvorby amidické vazby, coz pifedstavuje posledni krok
syntézy. Byly vyzkouSeny rtizné metody, bohuzel ani jedna z nich nebyla UspéSna.

Proto byla zvolena alternativni cesta pouZzit benzoxazol-2-thiol, ktery je komeréné
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dostupny a propojit ho s kostrou zakladni struktury pomoci bromoctové kyseliny. Timto
zpusobem byly ptipraveny dvé findlni latky, které budou v nejbliz§i dobé testovany

Z hlediska jejich biologickych vlastnosti.
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