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UvVOD

Mykobakterialni ATP synthasa je klicovym enzymem mykobakterie, ktery zajistuje tvorbu
adenosin trifosfatu (ATP).! ATP buiice slouzi jako univerzilni energetické platidlo, kterym
hradi nékteré ze svych Zivotné dualezitych procest. Inhibici mykobakterialni ATP synthasy je
zapriCinéno to, ze mykobakterium pfichazi o sviij primarni zdroj energie. Tim je narusen cely
mykobakteridlni metabolismus, coz usti ve smrt patogenni buriky. Diky tomuto
nekompromisnimu uc¢inku jsou inhibitory mykobakterialni ATP synthasy velmi u¢inné.

Vyhodou inhibitord mykobakterialni ATP synthasy je také to, ze mezi mykobakterialni
a savéi ATP synthasou existuje pomérné znané mnozstvi strukturalnich rozdilt.? Diky tomu
je mozné jejich uCinek sméfovat selektivné pouze na mykobakteridlni enzym. Inhibitory
mykobakterialni ATP synthasy tak neovliviiuji procesy piirozené probihajici v lidském
organismu.

Obé¢ zminéné vlastnosti, tj. ucinnost a selektivita, z inhibitord mykobakterialni ATP
synthasy ¢ini velmi efektivni antituberkulotika a mykobakterialni ATP synthasu tak pasuji
do pozice vhodného biologického cile.

Jedna z prvnich latek vyvinuta jako inhibitor mykobakterialni ATP synthasy je
bedaquiline (BDQ).? Jedna se o viibec prvni schvéaleny inhibitor mykobakterialni ATP synthasy
(FDA schvalila roku 2012). Ac¢koli je BDQ velice u€innym antituberkulotikem, jeho aplikace
s sebou pfinasi pomeérne velké mnozstvi vedlejSich ucinku, jako je napt. bolest hlavy a kloubd,
nevolnost, poskozeni ledvin nebo prodlouzeni QT srdeéni faze.* To otevira moznosti
pro optimalizaci jeho struktury, popf. syntézu strukturalné¢ uplné novych inhibitora
mykobakterialni ATP synthasy, jejichz terapeuticky efekt bude vyhodné&;si.

Z tohoto duvodu je predlozena diplomova prace zameéfena na vyvoj novych inhibitora
mykobakterialni ATP synthasy zalozenych na struktufe squaramidu. Squaramidy, nékdy také
nazyvané jako cyklobutendiony, jsou derivaty kyseliny squarové. Jedna se o latky s pomérné
Sirokym spektrem predevsim biologickych,’'* ale i syntetickych®’#19-16 yyyziti, diky ¢emuz
se v posledni dob¢ dostaly do poptedi zajmu védcu.

Predlozena prace pifimo navazuje na vysledky uvedené v mé bakalaiské praci, ktera
popisovala dvé série squarovych derivati. Prvni z knihoven bakalafské prace obsahovala

derivaty, u kterych byl squarovy kruh substituovan riznymi alifatickymi, alicyklickymi,



aromatickymi i heterocyklickymi aminy. Druha série poté zahrnovala derivaty, u kterych byl
centralni squarovy skelet substituovan pifimo aromatickym kruhem za vzniku nové C-C vazby.
Diplomova prace si obé tyto knihovny klade za cil rozsifit.

Jednou zlatek zminénych v mé bakalaiské praci byl squaramid substituovany
5-chlorobenzo[d]oxazol-2-aminem (Obr. 1). Tato struktura byla dokovana do vazebného mista
squaramidi na mykobakterialni ATP synthase s vysledkem pomémeé slibné hodnoty vazebné
energie, konkrétng -9,8 kcal.mol™!. Na z4kladé tohoto teoretického zjisténi byla navrzena série
dalsich benzoxazolovych derivati (dale uvadény jako ,,aminové derivaty®), ktera se stala
prfedmétem vyzkumu predlozené diplomové prace.

Dale se bakalarska prace zabyvala derivaty squaramidu modifikovanymi aromatickymi
substituenty (dale uvadeény jako ,arylové derivaty”). Nékteré z nich vykazaly velmi slibné
vysledky biologické aktivity (Obr. 1), na zaklad€ nichz byly navrzeny nové squaramidy tohoto

strukturalniho typu, které jsou jiz predmétem predlozené diplomové prace.

VYSLEDKY BAKALARSKE PRACE:
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Obr. 1: Navrzena témata diplomové prace a jejich navaznost na praci bakalatrskou.



CILE PRACE

Cilem predlozené diplomové prace je navrh, syntéza a studium biologické aktivity novych
derivati squaramidu cilicich na mykobakterialni ATP synthasu. Na zakladé publikované SAR
studie zroku 20177 a zavéru vyplyvajiciho zbiologickych testdi latek piipravenych
v bakalaiské praci'® byly ve spolupréci s kolegy z Katedry fyzikalni chemie PfF UP pomoci
molekulového dokovani navrzeny nové derivaty squaramidu s vysokym potencialem inhibovat
mykobakterialni ATP synthasu. Navrzeny takto byly celkem 2 série latek: aminové a arylové
derivaty. Aminové derivaty oproti arylovym disponuji ve své struktuie jednou rotovatelnou
vazbou navic. To jim dava vétsi prostorovou volnost a moznost vétSimu prizptsobeni se tvaru
vazebného mista na mykobakterialni ATP synthase.

Prace si vedle pfipravy navrzenych finalnich derivati jako jeden ze svych cilt klade
také optimalizaci syntetického pfistupu vedouciho k ptiprave arylovych derivati squaramidu,
popt. otevieni Upln€ nové syntetické cesty, ktera bude poskytovat tento strukturalni typ
squarovych derivatd. V bakalaiské praci byla pro tyto ucely vyuzivana reakce Friedel-
Craftsova typu. Ta se ale ukéazala jako pomérné malo univerzalni a poskytujici pouze velmi
malé vytézky. Pro syntézu tohoto typu latek tedy neni pfili§ vhodna. Predlozena prace se
v tomto ohledu zabyva couplingovymi reakcemi, které by Friedel-Craftsiv krok v reakcni

sekvenci mohly nahradit.

Jednotlivé dil¢i cile prace:
e Vypracovani literarni reSerSe na dané téma.
e Navrh novych latek a syntetického postupu.
e Syntéza derivatd a optimalizace reakénich podminek.
e Pfiprava série cilovych sloucenin.
e Odeslani finalnich derivati na testovani biologické aktivity.

e Zpracovani ziskanych vysledkd.
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TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast predlozené diplomové prace je ¢lenéna do dvou hlavnich kapitol. V prvni je
zminéna stavba mykobakterialni ATP synthasy a prehled nejvyznamnéjSich publikovanych
inhibitord tohoto enzymu. Druha kapitola je zaméfena na popis vybranych cross-couplingovych

reakci, které pfimo souvisi s experimentalni ¢asti diplomové prace.

1 Inhibitory mykobakterialni ATP synthasy

Tuberkuloza (TBC) je infekéni onemocnéni, jehoz plivodcem je aerobni bakterie
Mpycobacterium tuberculosis. Ta obvykle napada plice, miZze vSak postihovat i dalsi Casti téla,

).2% Aktivni formou

jako jsou napf. kosti (kostni tuberkuléza)'® nebo kiize (kozni tuberkul6za
TBC onemocni zhruba 10 % infikovanych osob. Zbylad cast je nakazena tzv. latentni
(asymptomatickou, dormantni) formou TBC, kdy nakazeny jedinec nevykazuje zadné znamky
nemoci.’! Vyznamné naruseni imunitniho systému osob s latentni infekci v§ak miize znamenat
riziko vzplanuti aktivniho onemocnéni. Fatalni disledky na organismus ma predevsim spojeni
TBC s nakazou virem HIV, které je pom&mé &asté, piedevsim v rozvojovych zemich.??> Oba
patogeny si totiz vzajemné pomérmneé notuji — virus HIV zpasobuje vyrazné oslabeni imunitniho
systému organismu, coz M. tuberculosis dava potiebny prostor pro prechod z latentni faze
do aktivni formy. Tuberkuldza je dokonce u pacienti nakazenych virem HIV vibec nejcastéjsi
pficinou umrti. Dle WHO je pocet latentné infikovanych jedincti odhadovan na 1,7 miliardy
lidi, tedy zhruba &tvrtinu celosvétové populace.?

Hlavnimi davody zavaznosti tohoto onemocnéni neni jen schopnost bakterie prezivat
v latentnim stadiu, ale 1 pomé&rmné dlouhy a slozity 1écebny rezim v pfipad€ aktivni formy TBC
a rovnéz Cim dal Cast&jsi rezistence M. tuberculosis na soucasna léCiva. Nejvice se v tomto
ohledu hovoti o multilékové rezistentni (MDR) a extenzivné rezistentni (XDR) formé& TBC.?*

SouCasna 1écba nakazy drug-rezistentnimi kmeny TBC se zakladd na uzivani
antituberkulotik v urCitych kombinacich (tzv. kombinovana terapie). Vhodna ,sestava“
medikamentt se voli pomoci propor¢niho testu, na jehoz zakladé je zjisténa citlivost daného
kmenu mykobakterie proti urCitym antituberkulotikiim, ktera jsou pro 1écbu nasledné v urcitém

poméru uzita.?
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Aktualné pouzivana lé¢iva mohou zasahovat na Grovni samotné bakterie a ovliviiovat
napi. syntézu bunécné stény bakterie, proteosyntézu nebo tvorbu nukleovych kyselin,
popt. mohou zasahovat do energetického metabolismu mykobakterie. Jedna z doposud
nejucinnéjsich latek proti rezistentnim kmenim je tzv. bedaquiline (BDQ), puasobici jako
inhibitor mykobakterialni ATP synthasy.?¢

Bedaquiline a dals§i vyznamné publikované inhibitory mykobakterialni ATP synthasy
budou rozebrany v této kapitole. Pro uplnost tématu je v kratkosti zminéna i stavba
mykobakterialni ATP synthasy. Jelikoz toto téma bylo jiz soucéasti mé bakalarské prace, bude

zde rozebrano pouze stru¢né a doplnéno o nejnovejsi data z literatury.

1.1 Mykobakterialni ATP synthasa

ATP synthasa je zakladnim enzymem energetického metabolismu (mykobakterialnich)
bunék.?’ Predstavuje hydrofilni priichod membranou mykobakteria, kterym je umoznén prostup
protonit po sméru elektrochemického gradientu. Energie uvolnéna pii tomto prachodu je
burikou vyuzivana k reakci pyrofosfatu (P;) s ADP za vzniku ATP (popf. pfi proudéni protond
opacnym smeérem i pro reakci opacnou). Molekuly ATP buiice slouzi jako univerzalni
energetické platidlo.

Jak jiz bylo zminéno v tvodu, mykobakterialni ATP synthasa je dnes z pohledu

medicinalni chemie jednim z nejatraktivn&jsich molekularnich cild.?

To je zapficinéno
predevsim dvéma faktory. Tim prvnim je, ze inhibice mykobakteridlni ATP synthasy vede
k rozvraceni energetického metabolismu mykobakteria, které usti v jeho smrt. Jedna se tedy
ovelice ufinny mechanismus ve smyslu eliminace patogenu. Druhy pak spociva v tom,
ze lidska a mykobakterialni ATP synthasa se strukturné 1isi, diky ¢emuz se nabizi moznost
selektivniho plisobeni pouze na mykobakterialni enzym. Nemély by tak byt ovlivnény
pfirozené probihajici procesy v lidském organismu.

Mykobakterialni ATP synthasa sestava ze dvou zakladnich &asti (Obr. 2).253° Jedna se
o proton-translokacni ¢ast Fo skladajici se z podjednotek a a c9 a Cast Fi obsahujici katalytické
centrum tvofené podjednotkami oz a f3. Fi Cast zahrnuje i tzv. centralni stonek (tvofen
podjednotkami y a ¢), ktery spole¢né s perifernim stonkem (podjednotky b " a b-J) ob& F-Casti
propojuje.

Podjednotka b-d, n€kdy nazyvana také jako fuzni protein, je velmi specifickym rysem
mykobakterialni ATP synthasy.?"* Jedn4 se o strukturni odlisnost mykobakterialniho enzymu

oproti ATP synthasam jinych organismu, u kterych vystupuji obé€ b podjednotky jako
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rovnocenné (tvoii podjednotku bz). Experimenty odhalily, Ze strukturni odliSnost obou b
podjednotek umoziuje jejich urcitou specializaci a ve srovnani s lidskou nebo bakterialni ATP
synthasou je pro mykobakterium vyhodou. Riaznost obou b podjednotek podle vSeho totiz
mykobakteriim umoziuje lepsi vazbu prekurzori ATP na a3f3 hexamer (to zajist'uje predevsim
fuzovana b-o podjednotka). Volna b’ podjednotka zvySuje tuhost stonku statoru, ¢cimz dochazi

k efektivnéjSimu pfenosu energie v ramci komplexu ATP synthasy.

b-5
B
w
~ [+ 8
>
o E b’
N
-, \31
Y

cytoplasma

periplasma

Obr. 2: Stavba mykobakterialni ATP synthasy M. smegmatis (obrazek vytvoren pomoci
Mol*Viewer a PDB: 7NJP).

1.2  Bedaquiline a jeho analoga

Bedaquiline (BDQ) je diarylchinolinovy derivat a jeden z nejvyznamnéjSich inhibitora
mykobakterialni ATP synthasy.®> Jedna se o aktualn& jediné schvalené antituberkulotikum
pisobici timto mechanismem uginku.?®3 Agkoli se jedna o latku velmi efektivni, jeho uzivéani
s sebou nese fadu moznych vedlejSich efekti. Jako priklad mizeme zminit nevolnost nebo
bolest hlavy a kloubt, témi nejzavaznéjsimi jsou poté mozna dysfunkce ledvin a prodlouzeni

QT srdeéni faze.**
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Ptic¢inou prispivajici k témto rizikim je jeho velmi dlouhy polocas rozpadu v bunkach
a jeho pomérmné vysoka lipofilicita. Oba tyto faktory vedou k jeho mozné akumulaci v tkanich.*
Z tohoto divodu jsou pomérné intenzivné vyvijena jeho analoga, ktera by vykazovala v tomto
ohledu vhodnégjsi vlastnosti. Publikaci, které se zabyvaji bedaquilinovymi analogy, je
mnoho."*35-38 Jedna z nejaktualngjsich se zaobira latkami oznacovanymi jako TBAJ-587
a TBAJ-876 (Obr. 3).’ Ty jsou oproti BDQ o poznani hydrofilngjsi (viz clogP; Obr. 3)
a dokonce ucinngjsi (viz MICoo; Obr. 3). Obé tyto latky vstoupily v roce 2020 do klinického

hodnoceni a v souc¢asné dob¢ jsou ve fazi L.

BDQ TBAJ-587 TBAJ-876
clogP =7,25 clogP = 5,80 clogP =5,15
MICyy = 0,03 uM MICyq = 0,006 M MICyq = 0,004 uM

Obr. 3: Struktury BDQ, TBAJ-587 a TBAJ-876 a srovnani jejich clogP a MICgp.*’

Principem mechanismu uc¢inku bedaquilinu a jeho analog je vazba na ¢ podjednotku
mykobakterialni ATP synthasy, ktera brani prichodu protont touto podjednotkou a tim syntéze
ATP.¥

Vazebné misto vcetné konkrétnich interakci, kterymi se molekuly bedaquilinu
na podjednotku ¢ mykobakterialni ATP synthasy vazou, bylo zjisténo na zaklad¢ kokrystalizace
podjednotky ¢ s navazanym bedaquilinem.** Vazebné misto bylo identifikovano jako co
podjednotka rota¢niho prstence mykobakteridlni ATP synthasy. V oblasti mykobakterialni
ATP synthasy, kde doSlo k vazbé bedaquilinu, byla detekovana vyrazné vyssi elektronova
hustota a anomalni vyskyt atoma bromu, ktery ve své struktufe bedaquiline obsahuje. Bylo
zjisténo, ze jedna molekula BDQ pokryva asi 135 A2 povrchu ¢ podjednotky mykobakterialni
ATP synthasy a vytvaii zde pomérneé velké mnozstvi van der Waalsovych interakci s celkem
deviti aminokyselinovymi zbytky (Gly®?, Leu®?, Glu%, Ala®, Ala®, Tyr%, Phe®, Ile’’ a Leu’®),
které jsou soucasti sousednich ¢ podjednotek. Mimo to hydroxylova skupina BDQ vytvari
vodikovou vazbu skrze molekulu vody, ktera specificky interaguje s karboxylovymi skupinami
Glu®. Velmi zasadni interakci poté tvori dimethylamino skupina, ktera pronika pfimo do mista

vazby iontl podjednotky ¢ mykobakterialni ATP synthasy, kde vytvaii iontovou
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intermolekularni vodikovou vazbu opét s Glu®.*° Na zakladé tohoto komplexniho interak&niho
profilu bedaquilinu je jeho ptisobeni naprosto selektivni a zasahuje pouze mykobakterialni ATP
synthasu, coz je pro jeho pouziti klicové.

Prestoze uzivani bedaquilinu s sebou nese mnoho vedlejsich ucinku, je pti nakaze MDR
kmeny M. tuberculosis vkombinaci sdal§imi pfipravky (napf. s Moxifloxacinem,

Pretomanidem, Pyrazinamidem, popt. Linezolidem) znacné€ pouzivan.

1.3  Nové inhibitory mykobakteridlni ATP synthasy

Objev BDQ a objasnéni mechanismu jeho pusobeni odstartovaly velmi intenzivni vyzkum
v oblasti inhibitori mykobakterialni ATP synthasy. Ta se, jak jiz bylo zminéno, jevi jako
vhodny biologicky cil, protoze se lisi od ATP synthasy savci,*! a zaroveii je naprosto zasadnim
proteinovym komplexem pro energeticky metabolismus buriky.

Publikace autorti Hotra a kol. uvadi novou skupinu inhibitor mykobakterialni ATP
synthasy odvozenych od derivatu GaMF1, ktery byl navrzen na zakladé in silico testu
(Obr. 4).*> Molekularnim cilem téchto latek je y podjednotka mykobakterialni ATP synthasy,
na kterou se molekula GaMF1 a od ni odvozené derivaty vazou. Vazbou na y podjednotku
mykobakterialni ATP synthasy dochazi k naruSeni spravné interakce mezi podjednotkami a a c,
v dasledku Cehoz je inhibovana syntéza ATP. Obrovskym piinosem téchto latek muze byt to,
ze si zachovavaji svou aktivitu i proti kmenim rezistentnim na BDQ. To je zptisobeno nejspise
odlisSnym mechanismem jejich pusobeni oproti diarylchinolinovym derivatim, které se vazi
pfimo na ¢ podjednotku mykobakterialni ATP synthasy. Velmi pozitivni zpravou v souvislosti
s témito latkami je také to, Ze jejich kombinace s BDQ vedla ke zvySeni jejich hodnot ICsg
i MIC, aniz by doslo k jakémukoli naruSeni zivotaschopnosti a pluripotence lidskych bunék.
Tim se otevira 1 jejich mozna budouci aplikace v kombinované terapii s BDQ. Strukturu

derivatu GaMF1 a odvozené nejaktivngjsi molekuly I uvadi Obrazek 4 nize.

H;C
Br
74 /
0} N>_\>~NHCH2CH3 >_\>7NHCH2CH3
=
O

HN

GaMF1 1

ICso (M. smegmatis) = 0,5 uM ICsy (M. smegmatis) = 0,09 pM
MICs (M. smegmatis) =11 pM MICs, (M. smegmatis) = 9,9 pM
MICs (M. tuberculosis) = 33 pyM MICsq (M. tuberculosis) = 3 pM

Obr. 4: Struktura latky GaMF1 a od ni odvozeného nejaktivnéjsiho publikovaného derivatu.*?
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Publikace z roku 2017 autord Surase a kol. uvadi knihovnu latek odvozenych od derivatu II,
které také vykazuji zajimavé hodnoty biologické aktivity jako inhibitory mykobakterialni ATP
synthasy (Obr. 5).** Sougasti ¢lanku je podrobna SAR studie, ktera poukazuje na dilezitost
benzylové a amidové skupiny ve struktute II. Prostor pro moznou optimalizaci tedy nabizi spiSe
centralni skelet. Celkem publikace uvadi 5 riznych alternativ centralni skeletdi, pomoci kterych
byla struktura modifikovana. Jsou jimi 3,4-dihydropyrrolo[1,2-a]pyrazin-1(2H)-on (skelet A),
5,6,7,8-tetrahydro-4H-pyrazolo[1,5-a][1,4]diazepin-4-on (skelet B), pyrazolo[1,5-a]pyrazin-
4(5H)-on (skelet C), D),
imidazo[1,2-a]pyrazin-8(7H)-on (skelet E). Na zaklad¢ biologickych testi byl vyhodnocen

7-hydroxy-6,7-dihydropyrazolo[1,5-a]pyrazin-4-on  (skelet

jako nejvhodnéjsi skelet C, moznosti muze byt také vyuziti skeletu E, ostatni skelety vedly
k vyraznému snizeni biologické aktivity testovanych molekul. Testované molekuly vykazovaly
stfedné vysokou aktivitu, nicméné vzhledem k tomu, ze neinhibuji zadny z enzymu cytochromu
P450, mohly by byt dobrym vychozim bodem pro dalsi vyzkum. Optimalizaci centralniho

skeletu molekul a nejaktivnéjsi derivaty uvadi Obrazek 5 nize.*’

0 <P
pro optimalizaci vhodny )JJJ
centréalni skelet N = % - /) §
K/N / NN (0]
(0}
Cl 0 skelet A skelet B ‘JJJ\N =N
N = [ §
A -
Cl N\N N (0] 0
pro aktivitu zddouct /4 /
benzylova skupina R , K/N‘N K_/N\N
pro aktivitu zadouci H
amidova skupina skelet C OH
skelet D

11

ICsq (M. tuberculosis H37Rv) = 0,27 pM
MICsq (M. tuberculosis H37Rv) = 16 uM

(0]
<
ﬂ
S O
IV - skelet E

ICso (M. tuberculosis H37Rv) = 4,7 uM
MICsq (M. tuberculosis H37Rv) =>32 pM

III - skelet C
ICso (M. tuberculosis H37Rv) = 0,28 pM
MICsq (M. tuberculosis H37Rv) =2 pM

Obr. 5: Vychozi derivat II, optimalizace centralniho skeletu a nejaktivnéj$i struktury uvadéné

v publikaci Surase a kol.**
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Dalsi publikaci zabyvajici se novymi inhibitory mykobakterialni ATP synthasy je ¢lanek z roku
2018.* Ten uvadi screeningovou studii, ze které vzesly dvé velmi zajimavé molekuly V a VI
vykazujici vysoké hodnoty biologické aktivity a indexu selektivity proti mykobakterialni ATP
synthase (Obr. 6).* Jejich velkym piinosem muize byt to, Ze si svou aktivitu zachovavaji i proti

rezistentnim kmenam, a to jak proti M. smegmatis, tak M. tuberculosis.

OCH,4 HO]@
Q\‘ 0 O HN
=
HN"\__
\ /)\S H3C7&

OH N~y

HyC 0
\% VI
IC5y (M. smegmatis) = 0,312 pM ICs¢ (M. smegmatis) = 4,0 uM
MICyq (M. tuberculosis H37Rv) = 0,5/1,0 (pg/ml)/pM MICyq (M. tuberculosis H3TRv) = 2,0/7,0 (ng/ml)/pM
CCs> 40 CCs0> 40
safety index (savéi bunééna linie) » 80 safety index (savéi bunééna linie) » 20

Obr. 6: Nejaktivngjsi struktury uvedené v publikaci s parametry popisujicimi jejich

biologickou aktivitu.*

Publikace zroku 2020 wuvadi jako nové inhibitory mykobakterialni ATP synthasy
tetrahydroisochinolinové derivaty (Obr. 7).*> V ¢lanku je diskutovana rozsahla SAR studie
tohoto typu latek, z niz vyplyva, ze substituent X sloucenin VII na aktivitu nema vyrazny vliv,
nicméné muze slouzit pro regulaci lipofilicity a rozpustnosti sloucenin; naopak pro aktivitu
téchto latek je naprosto zasadni jejich linker Y. Pro vysokou biologickou aktivitu se jako
vhodné ukazaly aromatické linkery bez -CO- a -CONHz- skupin (tj. linker A a linker B).
Zarovenl plati, ze sloucCeniny obsahujici ve své struktufe linker B vykazuji mirn€é vyssi
biologickou aktivitu oproti tém s linkerem A. Pravdépodobné je to diky jejich vyssi lipofilicité.
Pro substituent R sloucenin VII plati, Ze je pomérné dobte tolerovan, pokud je dostate¢né velky
(napf. Bn), malé substituenty snizuji biologickou aktivitu latek. Jednotlivé slouceniny byly
testovany proti replikujicim (MABA; tj. Microplate alamar blue assay) a nereplikujicim
(LORA; tj. Low-oxygen-recovery assay) se zastupcum M. tuberculosis H37Rv. Cytotoxicita
latek byla posuzovana na zakladé ICso vici opi¢im burikam ledvin (VERO). Obecnou strukturu
slouCenin, linkery uzité pifi SAR studii a nejaktivnéjsi derivaty vcetné jejich hodnot

biologickych aktivit uvadi Obrazek 7 dale.
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linker A linker B linker C
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linker D linker E linker F

Cl ﬂ Cl
OMe v(j/@\ SMe \/(j/@\
= 6) = (0]
@3‘1 N (EHs @3‘1 SN éHa
N N
() ()

X X
CH, CH,
VIII IX

MICy, (M. tuberculosis H37Rv, MABA) = 1,8 ng/ml  MICy, (M. tuberculosis H37Rv, MABA) = 3,4 pg/ml
MICy, (M. tuberculosis H37Rv, LORA) = 6,1 ug/ml  MICy, (M. tuberculosis H37TRv, LORA) = 6,0 pg/ml

ICs (opi¢i ledvinové buitky VERO) = 12 pg/ml

ICs (opi¢i ledvinové buitky VERO) = 11 pg/ml

Obr. 7: Obecna struktura, linkery a nejaktivng&jsi zastupci tetrahydroisochinolinovych

derivati jako inhibitor mykobakterialni ATP synthasy uvedené v publikaci.®’

N

OH
P
oA T
4N

Cl
X
=
Cl N

CH,

Clanek z roku 2015 se zabyva syntézou a biologickou aktivitou dalsich celkem 18 novych
inhibitord mykobakteridlni ATP synthasy u M. smegmatis.*® Jako nejlepsi z testovanych
molekul se jevi molekula X, ktera mé vedle své zajimavé hodnoty ICso také velmi vysoky index
selektivity (Obr. 8). Ten navic in vivo jes§té stoupa (SI > 200) a jeho in vivo aktivita je
dvojnasobna oproti standardné uzivanému antituberkulotiku ethambutolu (0,1007 pM).
Potencialni vyhodou latky X muze také byt jeji dlouhy polocCas rozpadu (4,2 h) a dobra

biologicka dostupnost, diky Cemuz je tato struktura povazovana za velmi zajimavé kandidatni

X

ICso (M. smegmatis) £ SEM = 0,51 £+ 0,030 pM
index selektivity (SI) » 96

CCso (VERO buiiky) > 300 pg/ml

Obr. 8: Publikovany derivat X se svymi hodnotami biologické aktivity.4®

18



Dalsi aktualni a velmi zajimavou skupinou inhibitori mykobakterialni ATP synthasy jsou
derivaty odvozené od fenothiazinti.*’ Jako nejaktivn&jsi z publikované knihovny derivatd byl
vyhodnocen derivat XI (Obr. 9), ktery dosahuje hodnot MIC = 6,25 ug/ml proti M. tuberculosis
H37Rv a ICso = 10,4 uM proti vezikulam s invertovanou membranou M. smegmatis. Velkou
vyhodou této latky je jeji naprosta selektivita. Klicovou interakci pfi jejim pusobeni totiz
sehrava Phe®®, nachazejici se na rozhrani podjednotek a a ¢ mykobakterialni ATP synthasy,

ktery u tohoto enzymu u eukaryot chybi.

XI
MIC (M. tuberculosis H37Rv) = 6,25 ng/ml
ICs¢ (M. smegmatis) = 10,4 uM

Obr. 9: Nejaktivngjsi derivat uvedeny v publikaci a hodnoty jeho biologické aktivity.*’

Clanek autort Tantry a kol. uvadi dal§i novou skupinu potencialnich inhibitort mykobakterialni
ATP synthasy, kterymi jsou derivaty pyrazolopyrimidint.'”*® Nejaktivnéjsi latkou z pfipravené
knihovny je struktura XII s hodnotou ICsp = 0,5 uM a MIC = 6,2 uM proti M. tuberculosis
H37Rv (Obr. 10). Vyhodou téchto latek je to, ze jsou aktivni i proti mykobakterialnim kmentim
rezistentnim na BDQ. Je to dano tim, ze ackoli se vazou do podobného vazebného mista jako

bedaquiline (tj. na podjednotku ¢ mykobakterialni ATP synthasy), vytvari zde jiné interakce.

F
= | O\/\N/CH3

|
N CH
N 3

N-<
<> :N\
/
F — A, =
N

XII

MIC (Mth.H37RvV) = 6,2 uM
ICso (M. tuberculosis) = 0,5 pM
SI=20

Obr. 10: Nejaktivngjsi publikovana molekula ze skupiny pyrazolopyrimiding.*®

Stejny tym autorl se také zabyval squaramidy s vyznamnou antituberkulotickou aktivitou.!”

Soucasti publikované prace je i SAR studie (Obr. 11), ze které vyplyva, ze pro biologickou
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aktivitu latek je naprosto esencialni substituce squarového kruhu na jedné jeho strané pomoci
2-aminomethylpyridinu. Dalsi substituce pyridinového kruhu dle dostupnych vysledki jiz neni
nutna. Jako zasadni se pro biologickou aktivitu téchto latek jevi dusikovy heteroatom
pyrimidinového kruhu, ktery by mél vytvaret klicovou interakci ve vazebném mists s Arg!86
na podjednotce a mykobakteridlni ATP synthasy. Druhd strana squarového cyklu nabizi
moznost zavedeni pomémé Sirokého mnozstvi potencialné vhodnych substituentd. Jako
nejlepsi volba se jevi substituce squarového cyklu riznymi aryly, které jsou podle SAR studie
pro biologickou aktivitu molekul vyhodnéjsi nez ptipadné alkylové substituenty.

Jako nejaktivnéjsi struktura je v publikaci oznaCen derivat XIII substituovany 2-
aminomethylpyridinem na jedné strané squarového kruhu a fenylmorfolinem na strané druhé
(Obr. 11). Autoti ¢lanku jako klicovou definuji ptfitomnost kyslikového atomu morfolinu, ktery
se v dokovacim modelu pomoci vodikové interakce pies molekulu vody vaze na Phe®,
nachéazejici se na rozhrani podjednotek a a ¢ mykobakterialni ATP synthasy. Interakce
pyridinového kruhu v aktivnim misté byly popsany jiz vySe. Tak dojde k ,,vmezeteni“ molekuly
mezi obé funkéni podjednotky mykobakteridlni ATP synthasy a blokaci syntézy

adenosintrifosfatu.

dalsi substituce
snizuje aktivitu

Q

- R
R= Y N
CN neaktivni 2 \ ) 74 \
CFj tolerovana N\ / g =N < dusik v kruhu H <\

morfolin nejlepsi nutny pro aktivitu

o methylova substituce 0 0
snizuje aktivitu XIII
MIC = 0,5 uM

M. tuberculosis H37TRv

Obr. 11: Vysledky SAR studie a struktura nejaktivnéjsiho derivatu uvedené v publikaci.!”
2 Cross couplingové reakce na squaramidech

Jako cross-couplingové reakce oznacujeme kovem katalyzované organické reakce, u kterych
dochazi ke spojeni dvou fragment (organickych molekul), obvykle vazbou uhlik-uhlik.*’
Jedna se o velice vyznamnou skupinu reakci, jejich dilezitost v dnesni chemii doklada fakt,
ze v roce 2010 byla za rozvoj tohoto chemického odvétvi udélena Nobelova cena za chemii.

Jejimi drziteli se stali Richard F. Heck, Ei-ichi Negishi a Akira Suzuki.*
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Vybrané cross-couplingové reakce byly studovany jako soucast teoretické Casti této
préce za ucelem otevieni nové univerzalni syntetické cesty, ktera by vedla k pfipravé arylovych
derivat squaramidu. Nize v praci jsou rozebrany celkem 4 typy couplingovych reakci. Kazdy
z couplingt je nejprve predstaven obecné, poté je diskutovana jeho primyslova uplatnitelnost
a na zaver je rozebirana jeho aplikace na squaramidech (s vyjimkou Negishi couplingu, u n¢jz
nejsou dostupné zadné publikace, které by se touto tématikou zabyvaly).

Vsechny ze zminénych couplingovych reakci za katalyzy palladnatymi slouceninami
dodrzuji stejny katalyticky cyklus (Obr. 12).°!% Prvnim krokem je oxidativni adice, pfi které
se Pd” aduje na elektrofilni reakéni komponentu. Vznikla organopalladnata sloucenina (Pd™)
dale podstupuje transmetalacni reakci s druhou z reagovanych molekul (tj. organoboronova,
organozine¢natd nebo organocinata sloudenina). Transmetalovany meziprodukt (Pd™)
dokoncuje katalyticky cyklus fazi nazyvanou jako reduktivni eliminace, pii které vznika

koneény produkt reakce a obnovuje se katalyticky aktivni Pd°.

L Pd°
REDUKTIVNI ELIMINACE " OXIDATIVNI ADICE
R!-R? RI-X
R! R!
II/ 4
L Pd L.P 11
o \Rz Pd N
—
X-Y R2-Y
TRANSMETALACE

X = odstupujici skupina, tj. halogen, triflat,
tosylat, thioester

Y =B(OR);, ZnX,, SnR,

Obr. 12: Katalyticky cyklus couplingovych reakci zminénych v teoretické ¢asti prace za

katalyzy Pd®>1->

Aktivita katalytického systému je velmi vyrazné ovlivnéna ligandem. Mezi ty nejcastéji
uzivané patii PPhs, popt. pak i P(tolyl)s, P(1Bu)s.>® U nékterych reakci lze vyuzit i bidentatnich
ligandti ve formé difosfind, napt. 1,2-bis(difenylfosfanyl)ethan znamy pod zkratkou dppe nebo

2,2"-bis(difenylfosfanyl)binaftalen znamy jako binap (Obr. 13).5

Neékdy se jako ligandy
vyuzivaji i dusikaté heterocykly. Velmi neobvyklé, avSak u nékterych reakci mozné, je pouziti

tzv. bezligandovych katalyzatort (tj. Pd/C nebo Ni/C).”’
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‘ E PPh,

P
P/\/ l ] PPh,

dppe binap

Obr. 13: Struktury vybranych difosfinovych ligand uzivanych predevsim

pro Suzuki-Miyaura coupling.

2.1 Suzuki-Miyaura coupling

Suzuki-Miyaura coupling je jednou ze zakladnich couplingovych organickych reakci, jejimiz
reakénimi komponentami jsou slouceniny boru (boronova kyselina ¢&i jeji estery®® nebo
organotrifluoroboratové soli*®), halogen derivat (mimo halogenti 1ze vyuzivat i jinych skupin
jako jsou napt. triflaty®® nebo tosylaty®') a pottebny katalyzator (Obr. 14). Jako prekatalyzatory
reakce se obvykle pouzivaji slouCeniny palladia (typicky napt. Pd(PPh3)4, Pd(PPh3)2Cl>, PACl>
atd.), které v reakci poskytuji potiebné katalyticky aktivni Pd°.%>* Alternativou k uziti

palladnatého prekatalyzatoru jsou derivaty niklu (napi. NiCla, Ni(PPhs),Br).63-66

Pd/Ni kat., baze
RI-R2

RI-X * R%Y

X = halogen, tosyl, triflat Y = B(OH),; B(OR),; BF;K R, = alkenyl, aryl
R, = alkenyl, aryl

Obr. 14: Obecné schéma Suzuki-Miyaura couplingu.5?

Suzukiho reakce je aplikovatelna nejen laboratorné, ale i primyslové. Piikladem pramyslového
uplatnéni Suzuki couplingu je pfiprava farmaceutického produktu Etoricoxibu (Obr. 15).%”
Etoricoxib je latkou pisobici jako selektivni COX-2 inhibitor.®® Latka se vyuziva jako

analgetikum, popf. pro 1écbu riznych typi artritidy.
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SCH,

B(OH), H,Cs
Pd(PPh;), NaCO;
| X c Br, AcOH, 25 °C Br | X Cl EtOH, benzen, reflux | A Cl
= = =
H,NT N 91 % H,N” N 93 % H,NT N
050y, aceton,
H,0, 25 °C
93 %
1.0
87 1) NaNO, HCI, 25 °C 420
H;C ’ H;C”
2) POCI; 150 °C
~Cl . Cl
A
| 72 % |
Z =
CclI” N HNT N

/(j/ B(OEt),
P

H;C® N ,
Pd(PPh3), NaCOj toluen, PrOH, reflux
88 %

(o)
1.0
ST
| N Cl
P
A N
»
H;C N
Etoricoxib

Obr. 15: Syntéza Etoricoxibu.®’

Co se tyCe Suzuki-Miyaura couplingu ve spojeni s derivaty kyseliny squarové, nebylo toto téma
prozatim pfedmétem velkého zajmu. Dostupnd je pouze jedna publikace, ktera se touto
problematikou zabyva.®® Ta navic neposkytuje zadné pozitivni vysledky a obsahuje jen velmi
malou Skalu optimalizaci. Suzuki-Miyaura coupling v ¢lanku je provadén pomoci
fenylboronové kyseliny a dichlor derivatu kyseliny squarové XIV za ptidavku Pd-katalyzatoru,
baze, popft. ligandu a CuTC (Obr. 16). Fenylboronova kyselina byla do reakce nasazovana vzdy
v mnozstvi 0,5 mmol, nasady ostatnich reak¢nich komponent pro jednotlivé reakce uvadi
Tabulka 1 dale. Celkem publikace uvadi tfi pokusy o optimalizaci Suzukiho reakce, vSechny

s nulovym vytézkem.

23



won. (0 ()
al cl @ (OHD,
;i\( Pd’, baze, CuTC,
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0 o popt. PPh; jako ligand °
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Obr. 16: Usporadani publikované reakce Suzuki couplingu pomoci dichloridu kyseliny

squarové XIV a fenylboronové kyseliny.%

Tab. 1: Suzuki-Miyaura coupling dichlor derivatu kyseliny squarové XIV s fenylboronovou

kyselinou.®
opt. XIV [Pd'] ligand baze CuTC t
rozp.
¢ [ekv.]? [mol%]° [mol%]®  [ekv.]? [ekv.]*  [°C]
Pd(OAc)2; NaCOs; H>O/PEG

1 2.5 - - 60

1,0 3,4 (1:1)

K3POs.
PdCl>(PPh3)»;

2 2.4 - nH>0; - 110 toluen

2.0

6,0

3 4.0 Pd(dba)2; 5,0 PPhs; 10 1,0 RT Et,O

apocet ekvivalentl reakéni komponenty vuci vychozi boronové kyseling

"poder molarnich procent prekatalyzatoru/ligandu vici vychozi boronové kyseling

Na zakladé '"H NMR surové reakéni smési bylo zjisténo, ze pokud je soudasti reakéni smési
voda (optimalizace €. 1; Tab. 1), dochazi k okamzité hydrolyze dichloridu kyseliny squarové
XIV, diky cemuz reakce neprob&hne. Pii uziti bezvodych podminek dochéazi k velmi
podobnému jevu, nicméne¢ tentokrat je ztrata vychozi reakéni komponenty XIV zplsobena jeji
blize nespecifikovanou dekompozici (optimalizace ¢. 2 a 3; Tab. 1).

Ackoli Suzuki-Miyaura coupling na cyklobutendionech nebyl doposud tuspésné
proveden, mohla by tato reakce na derivatech kyseliny squarové byt urCitym pfislibem
do budoucna. Uspé&$nou realizaci reakce by byla umozné&na syntéza nejriizngji substituovanych

cyklobutendionovych kruha.

2.2 Negishi coupling

Negishi coupling je vedle Suzuki couplingu dalsi z velmi rozsifenych cross-couplingovych

reakci. Probih4a mezi organozineénatymi slou¢eninami a halogen derivaty (Obr. 17).7° Stejné
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jako tomu bylo u Suzuki couplingu (viz kap. 2.1) i zde Ize mimo halogenovanych sloucenin
vyuzit jako jednu z reak¢nich komponent triflaty nebo tosylované derivaty. Jako katalytické
komponenty se opét vyuzivaji nejcastéji slouCeniny Pd, poptf. i Ni, které byly zminéné

v predchozi kapitole, tj. napt. Pd(PPh3)4, Pd(PPh3)>Clz, PdCla, resp. NiClz, Ni(PPh3)2Br>.

Pd/Ni Kat.
R!-ZnX + R2-Y - - RI-R2

X = halogen Y = halogen, tosyl, triflat R; = alkyl, alkenyl, aryl
R, = alkyl, alkenyl, aryl

Obr. 17: Obecné schéma Negishi couplingu.”!

Vyhodou Negishi couplingu je pomérnée vysoka reaktivita organozinecnatych sloucenin, diky
cemuz Negishi coupling Casto nachazi uplatnéni tam, kde Suzuki coupling selhava. Lze jej
vyuzit pro couplingové reakce alkyl, alkenylfi i arylovych derivati.”! Naopak nevyhodou této
reakce je nutnost striktné aprotického prostfedi, které je Suzukiho reakci velmi dobie
tolerovano, naopak Suzukiho reakce jsou asto provadény i ve vodnych smésich.”>’ Proto jsou
u Negishiho couplingu kladeny daleko vétsi naroky na bezvodé a inertni reakéni podminky, nez
je tomu tieba praveé u Suzuki couplingu.

Organozinecnaté slouceniny se obvykle pfipravuji transmetalacné pomoci bezvodého
roztoku ZnCl> (napt. v THF) a jiné organokovové slouceniny, kterd je schopna podstoupit
transmetalaci. Pro tento ucel se daji vyuzit Grignardova Cinidla, popt. i organolithné slou¢eniny,
které jsou reaktivngjsi. Organozinecnatou slouceninu lze vsak ziskat i pomoci alkylhalogenidi
(nejéastéji bromidl) reakci pfimo se Zn®.’* Pro tyto udely se nejcastéji pouziva aktivovany
Riekeho zinek.”

Vysoké naroky Negishiho couplingu na aprotické podminky tuto reakci do jisté miry
znevyhodnuji oproti Suzuki reakci v rozsahu jeho uziti v pramyslu. Piesto jeho primyslovou
aplikaci mizeme najit hned u nekolika farmaceutickych pftipravki. Jako priklad lze zminit
ptipravu latky s nazvem PDE472 (Obr. 18). Tato latka je patentovana firmou Novartis a je
uréena pro 1é¢bu astmatu.’® Zajimavosti je, ze ptivodné byla pro kli¢ovou formaci C-C vazby
v reak¢ni sekvenci uzivana Suzukiho reakce. Ta byla az na zaklad€ optimalizaCnich postupt
nahrazena Negishiho couplingem. Hlavnim divodem zmény couplingové reakce v reakénim

sledu byl vytézek, ktery v tomto pfipadé Negishi coupling poskytuje vyssi.’s”’
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OCH;,
PDE472

= /O
N s

Pd(OAc),, P(0-CgHsCHy),

SUZUKI coupling  34%

OCHj,
1 OCH; OCH; . .
B MgBr, THF Br ) n-BuLl, THF
T 2) B(OEt),
= | 2 NiCly(PPhy), THF Bry, AcOH 349
> _—
NS
I}I-ICI 93 9%, = 74 % 2
\S \S
N N
XVI XVII XVIII
1) n-BuLi, THF/pentan
2) ZnCl,
3)
Br. /N\
NEGISHI coupling 38% \N,O
Pd(PPh;),

OCH,
PDE472

Obr. 18: Syntéza farmaceutického piipravku PDE472.76

Negishi coupling ve spojeni se squaramidy doposud nebyl publikovan, v tomto ohledu tedy
nejsou k dispozici zadné experimentalni vysledky. Nicméné na zaklade substratoveé
vSestrannosti tohoto couplingu Ize soudit, ze by tato reakce mohla byt vhodnou volbou
pro zavedeni aromatického substituentu na squarovy kruh. To je hlavnim divodem, proc je

Negishi coupling tématem této prace.

2.3  Liebeskind-Srogl coupling

Liebeskind-Srogl coupling je couplingovou reakci, kterd se uplatiiuje mezi thioestery

a boronovymi kyselinami (Obr. 19).”® Reakce nese jméno po svych objevitelich — profesoru
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Lanny S. Liebeskindovi z Emory University v Atlanté a Ing. Jifim Sroglovi z Akademie véd
CR.

Dnes jsou jiz dostupné publikace, které uvadi, ze misto thioestert lze jako elektrofilni
slozku pro reakci pouzit i thioethery, thioamidy, thioalkyny nebo thiokyanaty.” I boronova
kyselina muze byt nahrazena, a to organocinatymi, organozine¢natymi nebo Grignardovymi

slougeninami.”” Mozn4 je aplikace i organokovovych slougenin india nebo kiemiku.

Pd kat.
R-X + R2-Y - = . RI-R2
X = thioester, thioethery, Y = B(OH),; SnBus, R, = alkenyl, aryl
thioamidy, thioalkyny ZnX, MgX R, =aryl

nebo thiokyanaty

Obr. 19: Obecné schéma Liebeskind-Srogl couplingu.”

Aktudlng jsou znamy jiz celkem 3 generace této reakce. Kazda z nich se 1isi ve svém reakcnim
usporadani a katalytickém sledu (Obr. 20-22). Reakéni usporadani prvni generace obsahuje
jako soucast reakcni smési katalytické mnozstvi Pd-katalyzatoru a CuTC (Obr. 20). Nutnosti
je reakci provadét bez piistupu vzduchu a s nadbytkem boronové kyseliny.”® Jedna se o plivodni

usporadani Liebeskind-Srogl couplingu.

KOORDINACE OXIDATIVNI ADICE -
u
0] 0 0 ;
CuTC PdOL !
3 R3 2 J\ N
RlJ\s’R Rlﬂ\$/ R PdR?
: L L
CuTC
-CuSR? KOORDINACE
-TC-B(OH), R2-B(OH),
REDUKTIVNI ELIMINACE
o Pd°L, Q
JJ\ _R?
R!” "R R! Pd
L L

Obr. 20: Katalyticky sled prvni generace Liebeskind-Srogl couplingu.’®

Pro druhou generaci této reakce je charakteristické uziti katalytického mnozstvi slouCeniny
meédi misto Pd-katalyzatoru (Obr. 21). Reakce se podle druhé generace provadi za pfistupu
vzduchu, jedna se o tzv. aerobni cross-coupling.®® Zadouci je stejné jako u prvni generace
nadbytek pfidavané boronové kyseliny. Ten je potiebny, protoze se pii reakci mj. podili

na regeneraci Cu-katalyzatoru.”” Na zakladé experimentti bylo navrzeno, ze k aerobnimu cross-

27



couplingu thioesteru a boronové kyseliny dochazi prostiednictvim vznikajiciho Cu/M

komplexu.

V prvni fazi navrzeného mechanismu se médny katalyzator koordinuje na thioester
s jeho naslednou aerobni oxidaci. Tim dochazi ke vzniku zmifiovaného Cu™™ komplexu.
Ten zajistuje nejen aktivaci thioesteru, ale zaroven se podili 1 na pfistupu boronové slouceniny.
Obé komponenty spolu na zakladé toho podstupuji cross-couplingovou reakci za vzniku
ketonu. Katalyticky cyklus je poté dokonéen reakci Cu”™ komplexu s druhym ekvivalentem
slouCeniny boru, ktery regeneruje méd'ny katalyzator.

Prestoze katalyza reakce probiha pomoci Cu' iontli, jako kli¢ové se pii kontrolnich
experimentech ukazalo pouziti Cul prekatalyzatoru, ktery nese kyslikaty protiiont,
napt. karboxylat.®® Pii uziti méd’natych halogenidii jako prekatalyzatorti reakce neprobiha.
Vyznam kyslikatého protiiontu spociva v in situ redukci Cu® prekatalyzatoru na katalyticky
aktivni Cu' pomoci organoboronové slougeniny. Zatimco v piitomnosti kyslikatého protiiontu

tento proces probiha velmi snadno, s halogenidovymi protiionty nikoli.

Y

RS 0
N
H
s T
0O /
0 L O\ 5
J\ Cu j)J\ Cal/
R o RN o

|
Ry 0, I R
CuI N —_— > N’ 3
@AH .

N,
(HORB  0— S R,=B. [ e
Coi l 0 O\ 0
R2 K II/III CuII/III
\S \\
| -B(OH)2 R! 0
-R; |

R]R

Obr. 21: Katalyticky sled druhé generace Liebeskind-Srogl couplingu.®°
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Nadbytek boronové kyseliny neni nutny az pii usporadani podle tieti generace (Obr. 22).7%8!
Ta totiz pro svij katalyticky cyklus vyuziva specifickych thioestera (thioester-oximi), které
jsou schopny samovolné vyvazovat méd zainkorporovanou do své struktury. Diky tomu je
udrzena zivotaschopnost katalyzatoru a nemusi pro tento ucel byt , obétovana“ ¢ast nasady
boronové kyseliny. Reakce dle usporadani treti generace opét mohou probihat 1 za pfistupu
vzduchu.

Predpoklada se, ze katalyticky cyklus zadina koordinaci Cu' na thioester-oxim.%!
Nasleduje transmetalace organoboronové (popf. 1 organocinaté) slouCeniny. Na zakladé
elektrofilni aktivace thioesteru a navazani transmetalované komponenty na koordinovany iont
medi probihd cross-couplingova reakce za vzniku ketonu. Katalyticky cyklus je zakoncen

samovolnou regeneraci Cu' katalyzatoru a vzniku benzoisothiazolu.

0
les -OCH;

H,C |
\,
S

Cu'X

X
O ]
Cu C
/ N ,OCH3 J/ 11\ OCH
S }\I R]J\S lN/ 3
o o
R2
e
u
R‘kS/ \N,OCH3 R2-B(OH),
|
R]JJ\R2 X-B(OH),

Obr. 22: Katalyticky cyklus tieti generace Liebeskind-Srogl couplingu.?!

Primyslové neni Liebeskind-Srogl coupling pfilis vyuzivan. Jeho prakticka aplikace je znama
pouze u totalnich syntéz nékterych latek, jako je napf. Goniodomin A%? (polyether izolovany
z obrnének) nebo Viridin®® (furanosteroid izolovany z houby Gliocladium virens).

Aplikace Liebeskind-Srogl couplingu na derivaty kyseliny squarové je jiz
publikovanym tématem. Zabyva se jim napt. clanek z roku 2007, ktery nastiriuje vhodnou

substituci thioesteru pro Liebeskind-Srogl coupling (Obr. 23).3* V ¢lanku nejprve dichlor
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derivat kyseliny squarové XIV podstupuje reakci s dvéma ekvivalenty thiolu za ptidavku
triethylaminu (TEA) v THF. Vysledkem reakce je pseudodithioester kyseliny squarové XIX,
ktery poté podléha reakci bud s boronovou kyselinou, nebo organocinatou slouceninou
za katalyzy Pdx(dba); a pridavku CuTC opét v THF. Produktem reakce je
bisarylcyklobutendion XX. Vytézky reakci a piehled reaktantd uvadi Tabulka 2 nize.

M

2 R-SH, 2 TEA, THF, 2,5% Pdy(dba)s, 7,5% TFP
Cl Cl RS SR 7 h(dba);, 7,5% TFP,
ﬂ 0°C,6h ﬂ 5 ekv. CuTC, THF, 55 °C, 18h
M = B(OH), SnBus;
O (0] O (0] 2, 3
viz Tab. 2 0 0
XIV XIX XX

R = p-CH;0CgH, 90 %
R = p-CH;CH,, 85 %
R =n-Bu, 76 %

Obr. 23: Liebeskind-Srogl coupling cyklobutendionovych derivat.®*

Tab. 2: Konkrétni piehled reaktantd a vytézkd pii Liebeskind-Sroglové couplingu.®*

reakce C. M R vytézek [%]
1 B(OH)> p-CH30CcH4 70
2 B(OH)> p-CH3CeHa 62
3 B(OH)2 n-Bu stopové mnozstvi
4 SnBu3 p- CH30C¢Ha 61
5 SnBus p- CH3C¢H4 51
6 SnBus n-Bu stopové mnozstvi

Velmi podobny reakéni postup je uveden i v publikaci z roku 2004, kde byl pomoci Liebeskind-

).85 Prvnim krokem je opét konverze

Srogl couplingu syntetizovan squarylferrocen (Obr. 24
dichlor derivatu kyseliny squarové XIV na pseudodithioester XXI, ktery nasledné podstupuje
couplingovy reak¢ni krok s ferrocenyltributylstannanem za vzniku finalniho squarylferrocenu

XXII.
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2 ekv. TEA, THEF,

cl Cl 0,25°C, 12h s s
j/f\( H,CO )i\( OCH;,
o o
XXI

Y 0 90 %

XI1v

FcSnBus,

72% 5% Pd,(dba)s, 5% TFP,
3 ekv. CuTC, THE, 55 °C, 2 h

NS
Y A e

XXII

Obr. 24: Syntéza bisferrocenylcyklobutendionu pomoci Liebeskind-Srogl couplingu.®’

Velmi zajimavy postup je poté uveden v publikaci stejnych autori z roku 2007 (Obr. 25).5
Tématem publikace je kombinace Liebeskind-Sroglova a Stilleho couplingu. Uzitim dvou
raznych couplingovych reakci muzeme docilit selektivni substituce jedné a druhé strany
squarového kruhu. V publikaci je nejprve dichlor derivat kyseliny squarové XIV ponechan
reakci s p-methoxythiofenolem, nicméné za takovych podminek, ze vysledkem reakce je pouze
monosubstituovany derivat XXIII. Tim je naruSena symetrie cyklobutendionového kruhu,
na kterém jsou nyni dvé reak¢ni centra schopna podstupovat selektivné Liebeskind-Srogl nebo
Stilleho coupling. Oba couplingy jsou postupné realizovany za vzniku raznymi aryly
substituovaného squarového derivatu XXV. Schéma reakce je znazornéno nize na Obrazku 25,

kompletni ptehled substituentd s vytézky finalnich derivata poté shrnuje Tabulka 3 dale.
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OCH;
0,5 ekv.

SH

0,5 ekv TEA, THF,

cl cl 0°C S cl
H,CO J/i(

(6] (6] 93 9%, (6] (0]

XIII XXIIT

1,3 ekv. ArISnBu3’
69% | 5% (CH3;CN),Pd,
MeCN, 25°C,2h

2,5 ekv Ar’-B(OH),,
1% Pd,(dba),, 3% TFP,

AR Ar' 3k CuTC, THE, 55 °C, 20 h s Ar!
)i H,CO )i
o 0

o 0 viz Tab. 3

XXV XXIV

Obr. 25: Syntéza riznymi aryly substituovaného cyklobutendionového kruhu pomoci

Liebeskind-Srogl a Stilleho couplingu.®®

Tab. 3: Prehled aromatickych substituentti navazanych na cyklobutendionovy kruh pomoci

Stilleho a Liebeskind-Srogl couplingu s uvedenym vytézkem finalni struktury %

reakce ¢. Ar! Ar? vytézek [%]
1 p-CH30CgHs- p-CH>=CHCsHs- 74
2 p-CH30CgHs- p-(CH3)2NCeHs- 44
3 p-CH3CeHas- 6-methoxy-2-naftyl- 50
4 p- CH3C¢Hs-  3,4-dimethoxyfenyl- 58
5 p-ClCeHs- 4-formylfenyl- 76
6 p-CICeHs- 4-bromofenyl- 47

O

7 { j@k 3-thienyl- 56
O
O

8 S 2-furyl- 90
O




24 Stilleho coupling

Stilleho coupling je dalsi z velmi Siroce uzivanych cross-couplingovych reakci. Reakénimi
komponentami jsou v tomto piipad€ organocinata sloucenina a organicka sloucenina obsahujici
halogen, popt. opét triflat, tosylat nebo i acetyl apod. (Obr. 26).8738 Reakce je vhodna zejména
pro cross-couplingy aryl a alkenylstannanu s aryl ¢i alkenylhalogenidy. Nevyhoda Stilleho
reakce spociva v toxicité stannant a sterické naro¢nosti substituentt na cinu.

Katalyzatory u Stilleho couplingu nejcastéji byvaji slouceniny Pd. Do reakce se vSak
jesté nékdy jako kokatalyzator pridava Cul,®*° popt. LiC1.87! Jak jodid méd'ny, tak chlorid
lithny za urcitych podminek vyrazné zvysuji vytézky Stilleho reakce a obvykle také zkracuji

reak¢ni Cas.

Pd kat.
R!-X + R2-Y _ RI-R2

X =Cl, Br, I, OTf, OTs, OAc Y = Sn(alkyl); Rl= alkenyl, aryl
R? = alkenyl, aryl

Obr. 26: Obecné schéma Stilleho coupligu.®

Pramyslové vyuziti Stilleho reakce je velmi omezené vzhledem k toxicité organostannand.

Pfesto primyslovou aplikaci této reakce miizeme najit u syntézy riiznych polymerd,”**?

nebo
v reakénich sekvencich totalnich syntéz nékterych piirodnich latek, napt. Ircinalu A% (alkaloid
izolovany  z Haliclony) nebo nékterych  oxazolomycinG®  (latky  produkované
Streptomycetami).

Publikaci, které se v minulosti zabyvaly moznosti vyuziti Stilleho couplingu
na cyklobutendionech neni mnoho. Navzdory tomu tato reakce byla se squarovymi derivaty
uspésné realizovana. Jeden z ¢lankd, které moznost substituce squarového kruhu aromatem
pomoci Stilleho couplingu publikuji, byl zminén uz vyse,*® dalsi jsou uvedeny dale.

Prvni Clanek zabyvajici se moznosti zavedeni aromatu na squarovy skelet pomoci
Stilleho couplingu je zroku 1990 (Obr. 27).°° Jako vychozi komponenty pro reakéni
sekvenci byly zvoleny 3-chloro-4-methylcyklobuten-1,2-dion XXVI,
3-bromo-4-methylcykobuten-1,2-dion ~ XXVII  (oba  pfipravené z  3-hydroxy-4-
methylcyklobuten-1,2-dion pomoci oxalylhalidu) a 3-chloro-4-isoprpoxycyklobuten-1,2-dion
XXVIIL. Oba methylové derivaty (tj. XXVI a XXVII) byly podrobeny Stilleho reakci
za katalyzy 2% (PdCH2)CIPd(PPh3)2 v THF s riznymi organostannany (Tab. 4). Obecnym

zavérem vyplynulo, ze uziti bromovaného derivatu XXVII je pro tuto reakci efektivnéjsi
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a poskytuje vyssi vytézky. Provedeni Stilleho couplingu za téchto podminek
s isopropoxidovym derivatem XXVIII nebylo uspésné. Nicméné optimalizaci podminek (5%
(PACH2)CIPd(PPh3)2, 5% Cul v acetonitrilu za zahfevu reak¢ni smési na 70 °C) bylo i1 u né¢j
docileno velmi vysokych vytézk( reakce. Kompletni piehled uzitych organostannandg,

reakCnich Cast a vytézka nabizi Tab. 4.

RSnBuz 2% (PACH,)CIPA(PPhs),
THF pro XXVI a XXVII

nebo

oipr 5% (PACH,)CIP(PPhs), OiPr
5% Cul, CH;CN pro XXVIII
nebo nebo nebo
XXVI XXVII XXVIII XXIX

Obr. 27: Reakéni podminky pro Stilleho coupling s cyklobutendiony uvedené v publikaci.”

Tab. 4: Prehled organostannand, reakcnich casti a vytézki pro Stilleho coupling

s cyklobutendiony uvedené v publikaci.”®

reakcni ¢as [h]; vytézek produktu [%]

reakce C. R

XXVI XXVII XXVIII
1 Ph- 20 h; 70 6 h; 85 20 h; 87
2 4-CH3-Ph- 20 h; 81 10 h; 83 20 h; 76
3 4-Cl-Ph- - 15 h; 81 -
4 2-thienyl- 15 h; 65 13 h; 73 -
5 TMS-C=C- 20 h; 56 20 h; 57 10 h; 57
6 n-Bu- C=C- 20 h; 50 20 h; 55 10 h; 58
7 rco )Ok g 10 h; 62 - 20 h; 70
8 THPO™ N N\e 20 h; 61 - 20 h; 49

Ve stejném roce vysla publikace stejné vyzkumné skupiny, kterd uvadi moznost opacného
usporadani reakce.® Tedy tvorbu organocinaté sloudeniny z cyklobutendionové komponenty,
ktera poté podstupuje reakci s riznymi organickymi slouCeninami substituovanymi jodem
(Obr. 28). Jako vychozi molekula pro reakéni sekvenci byl zvolen diisopropoxidovy derivat
XXXI, ktery reaguje s trimethyl(tributylstannyl)silanem za pfidavku katalytického
n-BuN*CN™ v THF. Produktem reakce je organocinata sloucenina XXXII, ktery je schopna
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podstupovat samotny Stilleho coupling za formace finalnich derivatt XXXIII (podminky
couplingu viz Obr. 28). Piehled vychozich jodida s vytézky produkti je uveden v Tab. 5.

n-Bu;SnSiMe;
n-BuN'CN', THF, g g, OiPr

iPr OiPr OiPr 5% (C¢HsCH,)CIPA(PPhy),, R
O;i 23°C,1,5h )i 7-10% Cul, DMF, RT J/f\(

o o) o 0 Y 0

XXXI XXXII XXXIII

Obr. 28: Stilleho coupling s uzitim cyklobutendionového derivatu jako organostannanu

uvedeny v publikaci.®

Tab. 5: Kompletni prehled aryljodidu s vytézky Stilleho couplingu s vyuzitim

cyklobutendionového derivatu jako organostannanu uvedené v publikaci.®

reakce C. aryljodid RI vytézek [%]
I
1 @ 99
I
2 80
OCH;
I
3 ©/COOCH3 68
I
4 CH,OH 57
5 L 75
6 NN 66

35



VYSLEDKY A DISKUZE

Jak jiz bylo popsano v uvodni Casti diplomové prace, cilem tohoto projektu je navrh, syntéza
a studium biologické aktivity novych derivati odvozenych od kyseliny squarové jako
potencialnich antituberkulotik. S ohledem na tyto cile je nasledujici kapitola rozdélena
do né€kolika cCasti. V prvni znich je struné popsan navrh novych derivati na zakladé
navrhu moznych novych syntetickych piistupt a optimalizaci jednotlivych syntetickych krokd.

Zavéreéna Cast diskuze je poté vénovana biologické aktivité pfipravenych derivatu.

3 Navrh novych derivati na zakladé molekulového

dokovani

Puvodni inspiraci pro navrh derivata kyseliny squarové jako inhibitort mykobakterialni ATP
synthasy byla v této praci opakované zmifiovana publikace autor(i Tantry a kol. z roku 2017."7
Na zakladé vysledki SAR studie uvedené v tomto clanku byly navrzeny dvé knihovny
squaramidovych derivati (Obr. 29). Derivaty aminové 1, u kterych je centralni squarovy skelet
substituovan aminy a derivaty arylové 2, u kterych je na centralni squarovy skelet pfimo

zaveden aromaticky substituent.

7 7
H H = H =
rI-N N N HO oH R2 N N
)= = =| A
(0) (0] o o (0) (0]
1 2

Obr. 29: Dva navrzené strukturni typy squarovych derivata.

Aminovymi derivaty squaramidu 1 se z velké &asti zabyvala jiz ma bakalaiska prace.'® Ta uvadi
celkem ¢trnact aminovych derivatd. Nicméné z jejich biologickych testi vyplyva, ze jsou
obecné méné aktivni nez arylové derivaty 2. To je hlavnim divodem, pro¢ se aminovym

derivatim 1 diplomova prace jiz tak intenzivné€ nevénuje a svou pozornost smetfuje predevsim
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na derivaty 2 substituované pfimo aromatickym kruhem. Presto bylo na zakladé molekulového
dokovani navrzeno celkem sedm aminovych derivatd (Obr. 30). Strukturné se jedna
0 ,.konjugaty” rizné substituovanych benzoxazoli pravé se squarovym kruhem. Tyto latky
vykazovaly pomérné zajimavé hodnoty vazebné energie pii vazbé do aktivniho mista
podjednotky a mykobakterialni ATP synthasy. Na zaklad€ toho se jejich pfiprava a biologicka
evaluace staly jednou z priorit této prace Prehled navrzenych derivati s jejich hodnotami

vazebnych energii je uveden na zavér této kapitoly v Tabulce 6.

7
H H )<
RI-N N N
o 0
1
R!'=
N H N\7/§ Iy SN
Pty Oy el (I
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. H;C b . O,N d
N N\ g
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c1\©~(?/N>JJ Qg/ N @:)/ .
cl
e f g

Obr. 30: Prehled navrzenych aminovych derivati squaramidu 1.

Arylové squaramidy 2 (Obr. 31) byly navrzeny s vizi rozsifeni fady derivati uvedenych
v publikaci Tantry a kol.!” Na zakladé molekulového dokovani bylo zpo&atku navrzeno celkem
Sest substituentil a-f (Obr. 31), které by mohly vést k derivatim vykazujicim vyznamnou
biologickou aktivitu. Dvéma z nich, derivaty 2a a 2c¢, se jiz zabyvala ma bakalarska prace.
Nicméne k jejich syntéze byl vyuzivan postup dle Tantry a kol., ktery se ukazal jako nevhodny,
protoze poskytoval finalni produkty pouze ve velmi nizkych vytézcich.

Z tohoto divodu byla jednim z cilti diplomové prace také optimalizace publikovanych
reakcnich podminek, popf. pak i otevieni alternativniho syntetického ptistupu pro syntézu
squarovych derivati arylového typu 2. Pozornost je vtomto ohledu vénovana piedevsim

couplingovym reakcim.
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R’= Navrh substituentii vychazejici z bakalafské prace

R?= Navrh substituenti pro cross-couplingové reakce
: L
ivelseNes
At CrOrw §3 0
o %
i i k vl m

g h

Obr. 31: Piehled pavodné navrzenych arylovych derivatu.

Knihovny derivati squaramidu byly navrzeny na zakladé molekulového dokovani latek do
modelu ATP synthasy ve spolupraci s kolegy z Katedry fyzikalni chemie (doc. RNDr. Karlem
Berkou, Ph.D. a Mgr. Ing. Vaclavem Bazgierem, Ph.D.). Vhodny experimentalni model ATP
synthasy M. tuberculosis vSak pro ucely dokovani nebyl v zadné adekvatni databéazi dostupny.
Proto byl pro dokovaci experimenty vyuzit homologicky model ATP synthasy M. smegmatis
sestaveny pomoci serveru SwissModel. ATP synthasy obou mykobakterii si ve své sekvenci
odpovidaji z vice nez 75 %, pouziti modelu ATP synthasy M. smegmatis bylo proto povazovano
za relevantni.

Squarové derivaty 1 a 2 byly postupné dokovany pomoci programu Autodock Vina
do mykobakterialni ATP synthasy M. smegmatis v jejich raznych stavech. Na zakladé tohoto
experimentu bylo zjisténo, ze squaramidy specificky interaguji s podjednotkou a ATP synthasy
(produkt exprese genu atpB). Presnéji feCeno se vazou do dutiny mezi podjednotky a a ¢
(c podjednotka je kodovana genem afpE). Nicméné pouze ve stavu 2 ATP synthasy. Jednotlivé
stavy 1-3 ATP synthasy se totiz li§i vzajemnou polohou obou podjednotek a tim i relativni
vzdalenosti aminokyselinovych zbytku a jejich ,sterickym odkrytim“. Ve stavu 2 ATP synthasy
dochazi ke specifickému nato¢eni aminokyselinového zbytku Glu'”’ (odpovidajici Glu!”
na ATP synthase M. tuberculosis; kddovan genem atpB) pro interakci s Lys'8! (odpovidajici
Lys'™). Diky této malé konforma¢ni zméné je umoznéna interakce squaramidii s Glu'”’ (resp.
Glu'” u M. tuberculosis). Ty zde vytvaii interakce obéma svymi dusikovymi atomy
2-aminomethylpyridinového substituentu. Druhd strana squarového kruhu ma tendenci
interagovat s aminokyselinovym zbytkem Asn!™ u M. smegmatis (odpovidajici Asn!’?

u M. tuberculosis) za podminek, ze ve své struktufe squaramid obsahuje skupinu vystupujici
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jako akceptor vodikové vazby, nejlépe dusik. S podjednotkou ¢ ATP synthasy squaramidy
vytvaii predevsim nepolarni interakce, napt. s Ile® (resp. lle™ u M. tuberculosis). Squaramidy
presné vypliiuji prostor mezi obéma podjednotkami (Obr. 32). Na zakladé interakce s Glu'”’
(Glu'™® u M. tuberculosis) pak G¢inné blokuji pohyb rotujici podjednotky a tim syntézu ATP.
Velmi dualezité je zminit, Zze vazebné misto squaramidovych derivata se lisi
od vazebného mista BDQ, diky cemuz squaramidy pravdépodobné ptisobi i na BDQ-rezistentni

kmeny.

Obr. 32: Grafické znazornéni dokované molekuly 2d se zobrazenim jejich interakci ve

vazebném misté ATP synthasy M. smegmatis.

Vyjimkou v navrhu squaramidovych derivati byl vybér substituentd pro couplingové reakce
(2g-m; Obr. 31). Ty jako jediné nebyly vybirany na zakladé in silico testi. Primarnim cilem
u couplingovych reakci bylo najit novy synteticky pfistup vedouci k pozadovanym arylovym
derivatim 2 a ovéfit jeho schiidnost. Substituenty byly proto vybirany pfedevsim na zaklade
jejich dostupnosti ve formé boronovych kyselin. Jejich potencialni pfinos co do biologické
aktivity finalnich derivatd zde byl az druhotnym hlediskem jejich vybéru. Substituenty pro
couplingové reakce proto nejsou ani soucasti prehledové Tabulky 6 nize, ktera uvadi jednotlivé

navrzené derivaty knihoven 1 a 2 s hodnotami jejich vazebnych energii.
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Tab. 6: Dokované struktury s hodnotami jejich vazebné energie.

hodnota vazebné energie

kod struktura
[kcal.mol']
H,C N 7
U\ NH N_/TN
1a o ; ; -10,6
o
74
I\{ H \N\
b e 5 NhN -9.8
o )
O,N N , 7 \
Ic @:OVNH; ;N N 29,4
o o
74
I\{ H \N\
1d on o Njf\(N -94
O O
cl N 7
Y NH NN
le o ; ; -9.8
o o
74
.
If 5 er:C N 9.9
o o
74
Ssa =
1g o VNN - 10,1
o o
H,CO /N
2a O NN 295
)
(@) (6]
2b NN 29,6
|
o Yo
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4 Aminové derivaty squaramidu

Prvni kapitola syntetické ¢asti diplomové prace se zabyva aminovymi derivaty squaramidu 1
(Obr. 33). Pipraveé aminovych squaramidu se podrobné vénovala jiz ma bakalafska prace, ktera
uvadi Ctrnact findlnich latek tohoto strukturalniho typu. Soucasti bakalarské prace byla i
optimalizace jejich syntézy. Diplomova prace v tomto ohledu na tu bakalafskou tedy ptimo
navazuje a rozsifuje knihovnu jiz pfipravenych latek z davodi uvedenych vyse.

Reak¢ni sekvence vychazi z komercné dostupné kyseliny squarové 3, ktera je prevedena
na svij dimethoxy derivat 4. Ten je poté na jedné strané selektivné substituovan
2-aminomethylpyridinem. = Druha methoxy skupina je nasledné substituovana
2-aminobenzoxazolem za vzniku finalntho produktu 1. Pro pfipravu vychozich
2-aminobenzoxazolti jako substituenti aminovych derivatd squaramidu bylo vyuzito
optimalizovaného syntetického postupu publikovaného nasi vyzkumnou skupinou v roce

2019.7 Jednotlivé reakéni kroky jsou podrobngji diskutovany dale.
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Obr. 33: Navrzena reak¢ni cesta pro syntézu aminovych derivatd squaramidu 1.

4.1  Syntéza aminovych derivatu

4.1.1 Prevod kyseliny squarové na jeji dimethoxy derivat

Prvnim krokem reakcni sekvence bylo prevedeni kyseliny squarové 3 na jeji dimethoxy derivat
4 (Obr. 34). Reakce byla provedena pomoci trimethylorthoformidtu v bezvodém MeOH
za stalého ohfevu reakce na 65 °C po dobu 24-48 h. Reakce byla monitorovana pomoci TLC
a v ptipadé neuplného odreagovani vychozi latky 3 po 24 hodinach byl do reakéni smési pridan
jeden dalsi ekvivalent trimethylorthoformiatu. Po tplném zreagovani kyseliny squarové 3 bylo
z reakCni smeési odpareno rozpoustédlo a produkt byl purifikovan pomoci sloupcové kapalinové

chromatografie s uzitim mobilni faze Hex/EtOAc 6:4 po sorpci latky na silikagel.

trimethylorthoformiat,

HO OH bezvody MeOH, H;CO. OCH;
;f\( 65 °C, 24-48 h ;i(
o] (6] 78-89 % (6] (6]
3 4

Obr. 34: Prevedeni kyseliny squarové 3 na jeji dimethoxy derivat 4.
4.1.2  Substituce methoxy skupiny 2-aminomethylpyridinem

Jedna za dvou vzniklych methoxy skupin dimethoxy derivatu kyseliny squarové 4 byla
selektivné substituovana komeréné dostupnym 2-aminomethylpyridinem za vzniku
intermediatu 5 (Obr. 35). Vysrazeny podil 5 byl po uplynuti reakéniho ¢asu odsan a promyt na

filtru za ziskani Cistého produktu reakce, ktery nevyzadoval zadnou dalsi purifikaci.
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Obr. 35: Reak¢ni schéma substituce methoxy skupiny za 2-aminomethylpyridin.
4.1.3  Substituce druhé methoxy skupiny aminem

Finalnim krokem této reak¢ni sekvence je substituce druhé methoxy skupiny na squarovém
centralnim skeletu pomoci 2-aminobenzoxazolu za formace finalniho produktu 1 (Obr. 36).
Reakce probiha v acetonitrilu za pridavku jednoho ekv. 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-enu
(DBU) a zahtevu reak¢ni smési na 50 °C po dobu 24 hodin.

Vytézky nekterych finalnich latek nejsou ideéalni (Tab. 7). Nicméné je tfeba zminit, ze
nizky vytézek neni zpisobeny pribéhem reakce. Naopak, konverze reakce odhadem z UV/VIS
spektra LC-MS byla vzdy témér 100%. Problém je se zpracovanim reakce, resp. purifikaci
ziskanych vzniklych produkta 1. Ty jsou totiz velmi §patn€ rozpustné. Diky tomu nebylo pro
Cisténi finalnich derivatd 1 mozno vyuzit klasické kapalinové chromatografie. Pro purifikaci
byla vyuzivana pouze kratka kolonka s malym mnozstvim silikagelu (S10), ptes ktery byla
reakcni smés prefiltrovana. Jako elu¢ni ¢inidlo byl vyuzit 2% roztok MeOH v DCM. Produkt 1
byl ziskan srazenim ziskaného eluentu za chladu. Vznikla srazenina byla odsata a promyta na

filtru.

XN
\
(L
R

7 MeCN, 7
H ~ 1 ekv. DBU, N H H =
H)CO N N 50°C, 24 h 20N N
~ 570
500
o o 8-50% K o o
5 1

Obr. 36: Substituce druhé methoxy skupiny na squarovém kruhu pomoci 2-

aminobenzoxazolu.
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Tab. 7: Prehled pripravenych produkta 1.

s A
7\
J N\>/§ N /SN
W - o;f\(o
. ! J
sloucenina R vytézek [%]*
la H 50
1b 5-Cl 47
1c 6-Cl 36
1d 5-CHs 21
le 6-CHj3 8
1f 5-NO: 33
1g 6-NO2 32

4zolovany vytézek po LC.
S Arylové derivaty squaramidu

Druhym strukturalnim typem derivatd kyseliny squarové, kterymi se zabyva tato prace, jsou
arylové squaramidy 2. Pro jejich piipravu bylo postupné navrzeno né€kolik syntetickych postupt
(Obr. 37).

Prvni z nich (reakéni cesta A; Obr. 37), publikovany autory Tantry a kol.,!” vychazi
z komer¢né dostupné kyseliny squarové 3, ktera je pfevedena na odpovidajici dichlor derivat 6.
Ten je nasledné podroben reakci Friedel-Craftsova typu za odstoupeni prvniho z atomt chloru
na squarovém centralnim skeletu. Poslednim krokem této reakéni sekvence je substituce
druhého chloru pomoci 2-aminomethylpyridinu za zisku finalniho produktu 2.

Dal$i navrzené syntetické sekvence zahrnuji cross-couplingovou reakci. Pro realizaci
Suzuki nebo Negishi couplingu se nabizi pouziti dichlor derivatu kyseliny squarové 6.
Coupling je teoreticky mozné realizovat pfimo na ném (reakéni cesta B; Obr. 37)
za predpokladu, ze bude vznikat pouze monosubstituovany intermediat. Popfipadé je mozné
provést methanolyzu jednoho z atomi chloru na centralnim skeletu (reakcni cesta C; Obr. 37).

Tim je zajiStén prabéh couplingové reakce pouze ,na jedné strané” squarového cyklu.
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Poslednim krokem obou téchto navrzenych sekvenci (reakcni cesta B i C; Obr. 37) je
substituéni reakce se zavedenim 2-aminomethylpyridinového substituentu.

Nicméné pro provedeni Suzuki nebo Negishi couplingu neni nutné pracovat pouze
s chlorem jako odstupujici skupinou. Moznosti je i vyuziti triflatu nebo tosylatu (reakcni cesta
D; Obr. 37). Prvnim krokem této reakéni sekvence je prevedeni kyseliny squarové 3 na jeji
monomethoxy derivat 8. Druhd hydroxylova skupina je nasledné konvertovana
na triflat/tosylat, ktery je uplatnén pro couplingovou reakci. Findln€ probiha substituce
methoxy skupiny pomoci 2-aminomethylpyridinu.

Posledni z navrzenych reakcnich cest (reakéni cesta E; Obr. 37) vyuziva premény
dichlor derivatu kyseliny squarové 6 na pseudothioester kyseliny squarové 10, ktery podstupuje
Liebeskind-Srogl coupling. Finalnim krokem je opét zavedeni 2-aminomethylpyridinového
substituentu za formace finalniho produktu 2.

Vsechny navrzené reakcni postupy byly prakticky realizovany a na néasledujicich

stranach budou podrobné diskutovany.

Cl Cl

reakéni cesta A: reakce Friedel-Craftsova typu
e - ;i ''''''''''''''''''''''''''''''''' -
: o] o]
! 6
| AN 4 )
' v reakéni cesta B: couplingova reakce 74 \
. (Suzuki, Negishi) H -
HO OH Do Tt R N N
;f\( , E cl OCH., reakéni cesta C: couplingova reakce )/i
7 o . o wkNeish) | 7y
3 R o N > 2
, (0] O \ J
| | 7
E E reak¢ni cesta D: couplingova reakce LT
5 . (Suzuki, Negishi) -~~~ A
: '\ HO OCH, LG*  OCH; A7
S e -
; o 0 o 0 S
| 8 9 ) s
. S a " reakeni cesta E: couplingova reakce
5 /@/ (Liebeskind-Srogl)
H H;CO
R A P
o) ()
LG = odstupujici skupina (4. triflat nebo tosylat) 10

pozn.: Znazornéné chemické pfemény klicovych intermediati jednotlivych reakénich sekvenci 6,7, 9 a 10
na finalni produkty 2 zahrnuji vzdy dvé v tomto pofadi po sobé& jdouci reakce: zavedeni aromatického
substituentu na squarovy centralni skelet a substituci 2-aminomethylpyridinem.

Obr. 37: Prehledové schéma uvadgjici moznosti syntetickych pfistupil pro ptipravu arylovych

squaramida 2.
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5.1 Syntéza arylovych derivatia squaramidu pomoci reakéni cesty A

Synteticka cesta vedouci k arylovym derivatim squaramidu 2, ktera vyuziva reakci Friedel-
Craftsova typu jako klicového kroku pro zavedeni aromatického substituentu, vychazi
z publikace od Tantry a kol. z roku 2017.!7 Cely synteticky piistup byl jiz podrobné& rozebran
v mé bakalaiské praci.'® Proto je zde zminén pouze stru¢né, podrobnéji je diskutovan jen
klicovy krok tvorby C-C vazby a pokusy o jeho optimalizaci.

Vychozi latkou této syntetické sekvence (Obr. 38) byla kyselina squarova 3. Ta byla
pomoci SOCI: s ptidavkem DMF pievedena na odpovidajici dichlor derivat 6. K dichlor
derivatu 6 rozpusténém v DCM a ochlazeném na 0 °C byl konsekutivné pfidan ekvivalent
prislusného aromatu a 0,25 ekvivalentu AICIl;. Reak¢ni smés byla takto ponechéna reagovat
po dobu 1,5 hodiny za RT. Po uplynuti reakcniho ¢asu byl obsah baiky nalit na led a po jeho
rozpus$téni extrahovan do DCM s naslednym odpatenim ziskaného roztoku. Odparek byl po
dikladném vysuseni dale rozpustén v dioxanu a takto pfipraveny roztok byl ochlazen na 0 °C.
Pfti této teploté byl pfidan 2-aminomethylpyridin a TEA. Barika s reakéni smési byla ponechana
na michacce za RT po dobu 30 minut. Nasledné byla reakéni smés odpafena a odparek byl
rozmichan v H>O. Pevna faze vzniklé suspenze byla odsata. Produkty 2 byly poté purifikovany
pomoci kapalinové chromatografie.

Z divodu ziskani finalnich produktd 2 pouze v nizkych vytézcich byl Friedel-Craftstuv
reakéni krok optimalizovan (Obr. 38). Optimalizace spocivala nejprve v purifikaci dichlor
derivatu 6. Ackoliv je tato latka pomé&me reaktivni, podafilo se ji uspésné krystalizovat za horka
z hexanu. Dale bylo zvySeno mnozstvi Lewisovy kyseliny (AlCl3) pro Friedel-Craftsuv reakcni
krok, a to z 0,25 ekvivalentu na 2. Pfestoze optimalizacni zdsah do reakéni sekvence neni nijak
mohutny, vytézky ziskanych finalnich produktd 2 jim byly markantné zvyseny. Piehled
finalnich produktt 2 s jejich vytézky uvadi Tabulka 8 dale.
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Obr. 38: Syntéza arylovych derivati squaramidu 2 pomoci reakéni cesty A se zelené

zaznacenou optimalizaci reakéni sekvence.

Tab. 8: Prehled pripravenych finalnich arylovych squaramidi 2 pomoci reak¢ni sekvence A.

( A
7
R2 N/ N
o; ;o
__ J
vytézek vytézek
sloucenina R? pred optimalizaci po optimalizaci
[%]? [%]?
2a mco— ) 1 64
2b ) 5 53
2d o8 1 14
Jzolovany vyté¢zek po LC.

47



Obeé dil¢i optimalizace se podili na zvySeni vytézka finalnich produktd 2. Jakym pomérem
pfispivaji, bylo analyzovano na derivatu 2a, u kterého je substituentem ,levé strany*
squarového skeletu anisol (Tab. 9). Analyza zahrnuje celkem ctyfi reakce. U dvou z nich je
vychozi latkou purifikovany dichlor derivat kyseliny squarové 6, u druhych dvou je s timto
intermediatem pracovano pouze in situ. Jak purifikovany dichlor derivat 6, tak jeho surova smeés
jsou nasazeny pro Friedel-Craftstv reakéni krok — vzdy jednou s 0,25 ekv. Lewisovy kyseliny,
podruhé s jejimi dvéma ekvivalenty.

Z vytézka finalniho produktu 2a u Ctvefice reakci vyplyva, ze parcialné obé
optimalizace pfipivaji svym dilem. VE&tsi vliv na zvyseni ziskavaného podilu finalniho derivatu
2 pomoci optimalizovaného postupu ma vSak mnozstvi Lewisovy kyseliny, purifikace
intermediatu 6 pfispiva o néco méne. Dalsi navySeni mnozstvi AlCl3 ve Friedel-Craftsove kroku
jiz nema na vytézek reakce vliv. Prehled vytézkd ziskaného finalniho derivatu 2a

pfi jednotlivych nasadach reakce uvadi Tabulka 9.

Tab. 9: Porovnani ptispévka obou dil¢ich optimalizaci reakéni sekvence vyuzivajici reakce
Friedel-Craftsova typu jako klicového kroku pro syntézu arylového derivatu

squaramidu 2a.

purifikace dichlor mnozstvi AICI3 pro Friedel-
reakce ¢.  derivatu kyseliny Craftsuv reakcni krok vuci 6 vytézek [%]?
squarové 6 [ekv.]
1 nepurifikovany 0,25 11
2 nepurifikovany 2 47
3 purifikovany 0,25 15
4 purifikovany 2 64
Jzolovany vyté¢zek po LC.

Nicméné ani pies provedenou optimalizaci se pomoci vySe uvedeného postupu nepodafilo
pripravit n¢které z navrzenych derivati (Obr. 39). Substituenty, které ve své struktuie obsahuji
NH skupinu, reakci Friedel-Craftsova typu nepodstupuji, a to ani pres protekci sekundarniho
aminu. Jako protektivni skupiny byly na amin zavadény fert-butyloxykarbonyl (Boc; ve formé
svého anhydridu), fluorenylmethyloxykarbonyl (Fmoc; jako chlorid) a acetyl (Ac; také
ve form¢ anhydridu). Molekulou, na které byla provadéna optimalizace reakce

Friedel-Craftsova typu s protekci vychozi latky byl 4-fenylpiperidin f (Obr. 39). Kazdou

48



ze zminénych chranicich skupin byla amino skupina 4-fenylpiperidinu uspé$né protekovana.

Prubéh reakce Friedel-Craftsova typu byl vyhodnocovan pomoci LC-MS.

4 7 \\
H -~ 2_
5| POCR OO
\__/
o o e f
2 y,

Obr. 39: Navrzené arylové derivaty squaramidu 2, které se nepodafilo pfipravit pomoci

sekvence vyuzivajici reakci Friedel-Craftsova typu jako kli¢ovy reakéni krok.

Boc protektivni skupina se pro ucely provedeni reakce Friedel-Craftsova typu ukazala jako
prilis labilni a pfi reakci ¢asto dochazelo k deprotekci vychozi komponenty a vzniku produktu
13 sopacné navazanym 4-fenylpiperidinem (Obr. 40). Produkt stimto , obracenym®
substituentem byl nasledné dokézan i1 pomoci NMR. Literatura uvadi, ze deprotekci vychozi
latky chranéné Boc skupinou miize zplisobovat jak Lewisova kyselina® (optimalizace
&. 1; Tab. 10), tak i vysoka teplota reakéni smési®>!® (optimalizace. ¢. 2 a 3; Tab. 10). Jako
mozna pfi¢ina deprotekce byla brana v ivahu i eventualni ptitomnost kyselych rezidui z thionyl
chloridu, ktery byl uplatiiovan jako chlora¢ni €inidlo pro konverzi kyseliny squarové 3 na jeji
dichlor derivat 6 (predesly krok reakéni sekvence; Obr. 38). Tato moznost v§ak byla vyvracena
ptidavkem TEA do reak¢ni smési pro reakce Friedel-Craftsova typu v dalSich optimalizacich.
Aby tedy nedochazelo k deprotekci vychozi latky chranéné rert-butyloxykarbonylem, musely
byt pro Friedel-Craftsiiv reak¢ni krok voleny pomérné mirné reakcni podminky bez uziti
Lewisovy kyseliny jako katalyzatoru (optimalizace. ¢. 4 v Tab. 10). Za takovych podminek

vSak nedochazi ke konverzi vychozich komponent na produkt 12.
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Obr. 40: Schéma znazornujici prubéh reakce Friedel-Craftsova typu s uzitim
4-fenylpiperidinu chranéného Boc protektivni skupinou za reak¢énich podminek

optimalizaci ¢. 1-3 v Tab. 10.

Uziti Fmoc chranici skupiny by oproti Boc protekci mélo umoziiovat pouziti Lewisovy kyseliny
jako katalyzatoru reakce a zvySeni reak¢ni teploty. Tyto dva faktory se pro prubéh reakce
Friedel-Craftsova typu ukazaly jako esencialni. Navzdory jejich uziti (minimalni teplota 80 °C,
nadbytek AlCI3) ke konverzi vychozi latky 6 na produkt 12 pii chranéni Fmoc chranici skupinou
u zadné z reakci (optimalizace €. 5-7; Tab. 10) nedoslo.

Posledni z testovanych chranicich skupin byl acetyl. Nicméné ani pii jeho zavedeni jako
chranici skupiny pozadovany produkt 12 nebyl ziskan. Nejnadéjnéji se jevila optimalizacni
reakce €. 10 (Tab. 10), tedy prabéh reakce Friedel-Craftsova typu za ptidavku 2 ekv. Lewisovy
kyseliny a zdhfevu reakéni smési na 100 °C. Za téchto podminek byl produkt 2f na UV/VIS
spektru LC-MS detekovan, nicméné vznikalo ho natolik malé mnozstvi, ze se jej ani po finalni
substituci 2-aminomethylpyridinem nepodafilo izolovat.

Prehled protekci a reak¢nich podminek pro Friedel-Craftstiv reakcni krok uvadi tabulka

¢. 10 nize. Vysledek reakce byl vyhodnocovan za zédkladé LC-MS analyzy.
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Tab. 10: Prehled zkouSenych reak¢nich podminek pro reakce Friedel-Craftsova typu

s chranénym 4-fenylpiperidinem.

opt. katalyza  baze reakéni reakcni vysledek
protekce rozpoustédlo
¢. [ekv.]? [ekv.]* teplota cas [h] reakce
AlClz; deprotekce
1 Boc DCM - RT 22
0,25 VL*¢
2 Boc toluen - - 80° C 22 deprotekce VL
1,5 ekv.
3 Boc toluen - 80° C 21 deprotekce VL
TEA
1,5 ekv.
4 Boc DCM - RT 21 ND®
TEA
AlCl3;
5 Fmoc toluen - 80° C 20 ND
0,25
AlCls;
6 Fmoc toluen ) - 80° C 20 ND
AlCls;
7 Fmoc toluen ) - 100° C 20 ND
AlCl3;
8 Ac toluen - 80° C 20 ND
0,25
AlCls;
9 Ac toluen ) - 80° C 20 ND
AlCl3; P4 detekovany,
10 Ac toluen - 100° C 20 _
2 neizolovatelny

*mnozstvi ekvivalentu katalyzatoru/baze vuci vychozi latce 6

"ND = nereaguje (neprobiha zadna reakce)

°VL = vychozi latka

P = produkt

Zavedeni aromatického substituentu, ktery ve své strukture obsahuje volnou NH skupinu tedy

ani pres jeji ruzné protekce nebylo uspé$né. Moznym vysvétlenim nezdafilého provedeni

Friedel-Craftsova reakéniho kroku s témito typy vychozich sloucenin je jejich pravdépodobna

komplexace s Lewisovou kyselinou (AICIl3). Ta by reakci teoreticky vyrazné zpomalovala

a zhorSovala tak jeji prubéh.
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5.2 Syntéza arylovych derivatia squaramidu pomoci reakéni cesty B

ProtoZze zavedeni nékterych substituenti na squarovy centralni cyklus pomoci reakce
Friedel-Craftsova typu nebylo uspésné, byly hledany nové syntetické cesty, které by v reakcni
sekvenci Friedel-Craftsiv krok nahradily. Vzhledem k faktu, ze se pii reakci formuje nova
C-C vazba, intuitivné se nabizela moznost vyuziti cross-couplingovych reakci.

Pozornost byla sméfovana na takové typy couplingti, u kterych jako odstupujici skupina
muze vystupovat atom chloru (Obr. 41). Divodem byla jiz optimalizovana pfiprava snadno
dostupného dichlor derivatu kyseliny squarové 6 (kap. 5.1). Prvnimi z vybranych
couplingovych reakci pro zavedeni aromatického substituentu na squarovy kruh byly Suzuki
coupling a Negishi coupling.

Dichlor derivat kyseliny squarové 6 nabizi celkem dvé reaktivni mista jak pro Suzuki,
tak pro Negishi coupling. Proto zakladni podminkou tohoto reakéniho postupu je, ze coupling
bude co moznd nejselektivnéji poskytovat pouze monosubstituovany derivat 15

(disubstituovany produkt je nezadouct).

( )
7
HO, OH cl cl cross-couplin, R a H =
-cou
J e R T (e |
lo} o) (0} (O O (6] ;f\(
3 6 15 o o
2
\_ J

Obr. 41: Navrh reak¢ni sekvence pro pfipravu arylovych derivati squaramidu 2 pomoci

cross-couplingové reakce.
5.2.1  Suzuki coupling dichlor derivatu kyseliny squarové

Dichlor derivat kyseliny squarové 6 byl ve smyslu Suzukiho reakce reagovan s komercné
dostupnou tolylboronovou kyselinou (Obr. 42). Ta byla do reak¢ni smési nasazovana v 1,2 ekv.
mnozstvi vuci dichlor derivatu 6. Jako baze byl do reakcni smési pridavan uhlicitan draselny
(K2CO3; Y4 ekv. vuci dichlor derivatu 6), jako prekatalyzator pak XPhosPd G2 (2,5 mol%
vuci dichlor derivatu 6). Vhodné rozpoustédlo pro reakci bylo hledano pomoci optimalizanich

reakci popsanych dale. Vysledek reakce byl vyhodnocovan pomoci TLC a LC-MS analyzy.
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Obr. 42: Reakcni schéma znazortiujici postup piipravy arylového derivatu squaramidu 17

s vyuzitim Suzuki couplingu na dichlor derivatu kyseliny squarové 6.

Provedeny byly celkem tfi optimalizacni reakce, které¢ se liSily pouzitym rozpoustédlem.
V prvni z optimaliza¢nich reakci jako rozpoustédlo figurovala smés dioxan/voda v poméru 5:1,
ve druhé pak smés toluen/voda v poméru 10:1, ve tfeti poté samotny toluen.

U prvnich dvou optimaliza¢nich reakci bylo pomoci LC-MS detekovano majoritni
zastoupeni kyseliny squarové 3, produkt 16 detekovan nebyl. To znaci, ze doslo k hydrolyze
vychoziho dichlor derivatu 6. Proto byl pro tfeti z optimalizanich reakci pouzit jako
rozpoustédlo Cisty toluen a reakce byla provadéna za inertnich podminek. Nicméné
i bez pristupu vzduchu a s uzitim cCistého organického rozpoustédla nebyla ve smési detekovana
zadna konverze vychozi latky 6 na produkt 16.

Z experimentalné ziskanych vysledki 1ze tedy soudit, ze pokud je soucasti reakcni smési
voda, dochazi k hydrolyze vychoziho derivatu 6 na kyselinu squarovou 3 a reakce neprobiha.
Zabezvodych podminek reakce by sice mélo byt zabranéno hydrolyze dichlor derivatu kyseliny
squarové 6, nicméné ten ani presto couplingovou reakci nepodstupuje.

Touto kratkou optimalizaci Suzukiho reakce s cyklobutendionovymi derivaty byly
ovéteny vysledky uvadéné v publikaci autorti Ohishi a kol.* V té je aplikovan Suzuki coupling
na squaramidy pii velmi podobném slozeni reakéni smeési jako je v predlozené praci. Jako
vysledek publikace uvadi prakticky totozné vysledky, které byly stanoveny vySe, tj. ze pfi uziti
smeési rozpoustédel, ve které figuruje voda, dochazi k hydrolyze dichlor derivatu kyseliny
squarové 6. Pti pouziti bezvodych podminek pak dochazi k blize nespecifikované dekompozici
vychozi latky 6. Ackoli jsou tedy vySe stanovené vysledky jiz publikované, bylo z mého
pohledu zadouci ovéfeni prubéhu Suzukiho reakce na dichlor derivatu 6 vzhledem k pouze

velmi malému mnozstvi experimentalnich dat, které jsou autory publikace uvadény.
5.2.2  Negishi coupling dichlor derivatu kyseliny squarové

Pro Negishi coupling na dichlor derivatu kyseliny squarové 6 byl jako druha vychozi reak¢ni

komponenta zvolen komerc¢né dostupny fenylmagnesium chlorid (uzivan vzdy v mnozstvi
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dvou ekv. vici dichlor derivatu 6; Obr. 43). Ten do reakce sice vstupuje jako organohorecnata
slouCenina, nicméné v pritomnosti ZnCl; je transmetalovan na organozine¢natou slouceninu,
kterd by poté méla podstupovat Negishi coupling. Chlorid zine¢naty byl do reak¢ni smési
pridavan ve formé svého 1M roztoku v THF nebo jako pevna latka v 3 ekv. mnozstvi
vuci vychozimu dichlor derivatu kyseliny squarové 6. Soucasti reakéni smési byl vedle obou
vychozich latek a ZnCl, také prekatalyzator (PdCl2(PPhs)z) a Cul. Prekatalyzator byl do reakcni
smési pfidavan v mnozstvi 0,02 ekv. vici vychozi latce 6, Cul pak v mnozstvi 0,04 ekv. vici 6.

Vysledek reakce byl vyhodnocovan na zakladé TLC a LC-MS analyzy.

NH2

asre
ZnCl, PdCl,(PPhs), O p
, § TEA, 1 4-dioxan,
cl Cl y
Cul, suchy THF - Cl g RT, 30 min
o; 0 o o0
s 18

Obr. 43: Reakcni schéma znazortiujici postup piipravy arylového derivatu squaramidu 19

s vyuzitim Negishi couplingu na dichlor derivatu kyseliny squarové 6.

Podobné jako tomu bylo u Suzuki couplingu, ani pomoci Negishi couplingu nebylo dosazeno
uspesného zavedeni aromatického substituentu na squarovy centralni skelet. LC-MS analyzy
vSech Ctyt optimalizacnich reakci uvedenych nize v Tabulce 11 odhalily po uplynuti reakéniho
casu vzdy pouze hydrolyzovany vychozi dichlor derivat 6. To znaci, ze v reakéni smési
pravdépodobné nedochézi k zadné reakci, a to ani za MW podminek (optimalizace €. 3 a 4;

Tab. 11).
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Tab. 11: Tabulka uvadéjici konkrétni reakéni parametry pro Negishi coupling na dichlor

derivatu kyseliny squarové 6.

reakcni reakcni
opt.c. transmetalacni ¢inidlo vysledek
podm. ¢as [min]
1 M roztok ZnCl»
1 RT 90 ND?*
v THF
2 ZnCl; (s) RT 90 ND
1 M roztok ZnCl»
3 MW, 50 °C 30 ND
v THF
4 ZnCl; (s) MW, 50 °C 30 ND

AND = nedetekovana konverze vychozi latky na produkt

5.3 Syntéza arylovych derivatia squaramidu pomoci reakéni cesty C

SouCasné scouplingy na dichlor derivatu 6 byly tyto reakce testovany
i na monochlor-monomethoxy derivatu kyseliny squarové 7. Ten byl pfipraven z dichlor
derivatu 6 pomoci 1 ekv. suchého MeOH v suchém DCM (Obr. 44). Reakce probihala po dobu
16 hodin za RT. Po uplynuti reakéniho €asu byla reak¢éni smés odfoukéna a bez dalsi purifikace
byl produkt 7 pouzit pro couplingovy reakcni krok. Zisk pozadovaného produktu byl ovéren
pomoci 'H NMR. Postup pro ptipravu slouéeniny 7 byl pievzat z patentu z roku 1999.'°!

cl c1  suchy MeOH (1 ekv.), cl OCH,
)i suchy DCM, RT, 16 h )/f\(
(6] (6] (0] (6]
6 7

Obr. 44: Prevedeni dichlor derivatu kyseliny squarové 6 na jeji monochlor-monomethoxy

derivat 7.

Vyhodou monochlor-monomethoxy derivatu 7 jako vychozi komponenty pro coupling oproti
dichlor derivatu kyseliny squarové 6 by méla byt blokace jedné z pivodnich dvou reaktivnich

poloh ve struktufe. Diky tomu by mél coupling probihat vzdy pouze ,na jedné strané*
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squarového kruhu a methoxy skupina by méla byt substituovana az v poslednim reakénim

kroku, a to 2-aminomethylpyridinem za zisku finalniho produktu 2.
5.3.1  Suzuki coupling monochlor-monomethoxy derivatu kyseliny squarové

Pro Suzuki coupling na monochlor-monomethoxy derivatu kyseliny squarové 7 byla opét jako
druha reakcni komponenta vyuzita tolylboronova kyselina (Obr. 45). Ta byla do reakéni smési
nasazovana v mnozstvi 1,2 ekv. vi¢i monochlor-monomethoxy derivatu 7. Jako baze v reak¢ni
smési byl uzit uhliitan draselny (K2COs3; 0,25 ekv. viéi vychozi latce 7), jako prekatalyzator
pak XPhosPd G2 (2,5 mol% vuci 7). Vhodné rozpoustédlo pro reakci bylo hledano pomoci
optimalizacnich reakci popsanych nize. Vysledek reakce byl vyhodnocovan pomoci TLC

a LC-MS analyzy.

NH,
H3C—©—B(OH)2, H;C () e 7
K,CO; XPhosPd G2, TEA, 1,4-dioxan O R =
cl OCH;  Miw, 100 °C, 30 min OCH3 oC_RT, 30 min N A
= - - -
I, 7 N o o
, 20 17

Obr. 45: Reakcni schéma znazortiujici postup piipravy arylového derivatu squaramidu 17

s vyuzitim Suzuki couplingu na monochlor-monomethoxy derivatu kyseliny squarové 7.

Provedeny byly opét celkem tii optimalizacni reakce, které se liSily rozpoustédlem pouzitym
pro reakci. V prvni z optimalizaCnich reakci jako rozpoustédlo figuruje smés dioxan/voda
v poméru 5:1, ve druhé pak smes toluen/voda v poméru 10:1, ve tfeti poté samotny toluen.
Bohuzel ani u jedné z nasazenych optimalizacnich reakci, obdobné jako tomu bylo
u Suzuki couplingu na dichlor derivatu kyseliny squarové 6 (kap. 5.2.1), nebyla detekovana
konverze vychozi latky 7 na pozadovany produkt 20. Za pritomnosti vody (jako soucasti
rozpoustédla) pravdépodobné dochazi k hydrolyze vychozi latky 7, nicméné ani za bezvodych
reak¢énich podminek cross-couplingova reakce neprobiha. Ani v jedné z optimaliza¢nich reakci

nebyl detekovan produkt 20.
5.3.2  Negishi coupling monochlor-monomethoxy derivatu kyseliny squarové

Vedle Suzuki couplingu byla na monochlor-monomethoxy derivatu kyseliny squarové 7
testovana také Negishiho cross-couplingova reakce (Obr. 46). Reakénimi komponentami byly

zminény monochlor-monomethoxy derivat 7 a fenylmagnesium chlorid (do reakce nasazované
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v poméru 1:2). Jako transmetalacni Cinidlo byl do reakce pfidavan ZnCl> (bud’ pevny, nebo
ve formé€ svého 1 M roztoku v THF, a to v mnozstvi 3 ekv. vi¢i monochlor-monomethoxy
derivatu 7. Katalyza reakce byla zajisténa ptidavkem PdCl»(PPh3)2 (0,02 ekv. viici vychozi latce
7) a Cul (0,04 ekv. vici 7). Vysledek reakce byl vyhodnocovan na zakladé TLC a LC-MS

analyzy.

NH2

ase
ZnCl, PACL(PPhs), O - 14 ) p
Cl; ;OCHs Cul, suchy THF OCH3 o R, 3(1)0;?2

O (6] o o)
7 21

Obr. 46: Reakcni schéma znazortiujici postup piipravy arylového derivatu squaramidu 19

s vyuzitim Negishi couplingu na monochlor-monomethoxy derivatu kyseliny squarové 7.

Bohuzel stejné jako u predeslych couplingovych experimenti ani zde nebyla u zadné
z optimalizacnich reakci pozorovana konverze vychozi latky 7 na produkt 21 (Tab. 12).
LC-MS analyzy optimalizacnich reakci uvedenych v Tab. 12 odhalily po uplynuti reakéniho
Casu pouze hydrolyzovanou vychozi latku 7. To znaci, ze v reakéni smési pravdépodobné

nedochazi k zadné reakci, a to ani za MW podminek (optimalizace €. 3 a 4; Tab. 12).

Tab. 12: Tabulka uvadéjici konkrétni reakéni parametry pro Negishi coupling na

monochlor-monomethoxy derivatu kyseliny squarové 7.

reakcni reakcni
opt.c. transmetalacni ¢inidlo vysledek
podm. ¢as [min]
1 M roztok ZnCl»
1 RT 90 ND?*
v THF
2 ZnCl; (s) RT 90 ND
1 M roztok ZnCl»
3 MW, 50 °C 30 ND
v THF
4 ZnCl; (s) MW, 50 °C 30 ND

2ND = nedetekovana konverze vychozi latky na produkt
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Pricinou neuspésné realizace Suzuki a Negishi couplingu na dichlor derivatu kyseliny squarové
6, resp. na monochlor-monomethoxy derivatu 7, mize byt nedostatecna reaktivita atomu chloru
na vychozich komponentach 6 a 7. Pokud by se podafilo na squarovy skelet zavést reaktivnéjsi
skupinu (tj. 1épe odstupujici), Sance na UspéSnou realizaci cross-couplingové reakce by se
bezesporu zvySsily. Zavedenim velmi dobfe odstupujicich skupin na squarovy skelet se zabyva

nasledujici kapitola (kap. 5.4).

54 Syntéza arylovych derivatia squaramidu pomoci reakéni cesty D

Mimo halogenti 1ze jak pro Suzuki, tak pro Negishi coupling vyuzit i triflatd a tosylatu.
Pro zavedeni téchto skupin na centralni squarovy skelet s naslednou cross-couplingovou reakci
byla navrzena nasledujici reak¢ni sekvence (Obr. 47).

Jejim prvnim krokem je prevedeni kyseliny squarové 3 na jeji monomethoxy derivat 8.
Nasleduje zavedeni odstupujici skupiny, diky které muze byt v dal§im kroku realizovana
cross-couplingovd  reakce. Na zavér dochazi ksubstituci methoxy  skupiny

2-aminomethylpyridinem za vzniku finalniho produktu 2.

O (6] O O (6] (6]
3 8 9 22
\
7
R? N /SN
2LG = odstupujici skupina, (0} (¢}
tj. -OTf nebo -OTs 2

Obr. 47: Navrzena reakéni sekvence pro realizaci Suzuki nebo Negishi couplingu
s intermediatem odvozenym od kyseliny squarové 3 se zavedenou tosylovou nebo triflylovou

skupinou.
54.1 Prevedeni kyseliny squarové na jeji monomethoxy derivat

Monomethylace kyseliny squarové 3 je prvni reakci navrzené syntetické cesty. Jedna se

o synteticky krok, ktery ma vést predevsim ke konverzi jednoho z hydroxylt na pseudoester,
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ktery je mozné v poslednim kroku reakéni sekvence snadno  substituovat
2-aminomethlypyridinem. Zaroven uspé$na monomethylace kyseliny squarové 3 usnadiuje
prubéh nasledujici tosylace intermediatu 8 (reakce nemiize probihat na bistosylovany produkt).

Syntéza monomethyl squaratu 8 z kyseliny squarové 3 byla nejprve realizovana pomoci
trimethylorthoformiatu v suchém methanolu (Obr. 48). Tato metodika byla uzita pro piipravu
dimethoxy derivatu kyseliny squarové 4 pii syntéze aminovych derivati sqaramidu 1 (kap. 4).
Pii ptipravé dimethoxy derivatu z kyseliny squarové bylo z TLC analyzy patrné, ze vedle
dimethoxysquaratu 4 se v reakcni smési formuje jesté vedlejsi produkt, ktery svou polaritou
odpovidal pravé monomethoxy derivatu kyseliny squarové 8. Pro ucely optimalizace jeho
syntézy bylo nasazeno celkem pét reakci. VSechny s mirné&jsimi podminkami, nez které vedou
ke znamé piipravé dimetyl squaratu 4 (. 2 ekv. trimethylorthoformiatu, 65 °C, 24 h), aby byl
zajistén co mozna nejselektivné)§i vznik pouze monosubstituovaného produktu 8. Vysledek

reakce byl vyhodnocovan na zékladé TLC analyzy.

trimethylorthoformiat,
HO OH OCH;,

; ; bezvody MeOH HO;

(6] (6] 0 o)
3 8

Obr. 48: Reakcni schéma znazortiujici pfipravu monomethoxy derivatu kyseliny squarové 8

pomoci trimethylorthoformiatu v suchém methanolu.

Z vysledki TLC analyz optimalizacCnich reakci plyne, ze pokud reakce probiha za RT
(optimalizace ¢. 1-3; Tab. 13), nevznika disubstituovany produkt 4, nicméné odreagovava
pouze malé mnozstvi vychozi kyseliny squarové 3. Ani prodlouzeni reakcniho casu
(optimalizace €. 3; Tab. 13) nebo nadbytek trimethylorthoformiatu (optimalizace ¢. 2 a 3;
Tab. 13) konverzi vychozi latky 3 nezvySuji. Pii zahfevu reakéni smési je konverze z pohledu
vychozi kyseliny squarové 3 lep§i, nicméné vznika znaéné mnozstvi disubstituovaného
produktu 4 (optimalizace €. 4 a 5; Tab. 13). Jako nejvhodnéjsi reakéni podminky byly nakonec
vyhodnoceny ty odpovidajici optimalizaci €. 4 (Tab. 13).

Syntéza byla za téchto podminek nasazena z vétSsiho mnozstvi vychozi latky 3
a po uplynuti reakéniho Casu a odpareni reak¢ni smési byl produkt izolovan pomoci LC.
Nicméng¢ purifikace byla opakované neuspésna. Eluovan z chromatografické kolony byl vzdy
pouze dimethyl squarat 4 a pii promyti LC kolony polarnim rozpoustédlem (MeOH) poté

kyselina squarova 3. Produkt, ktery svou polaritou odpovidal monomethyl squaratu 8, se
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pfi zadné z LC purifikaci nepodatilo izolovat. Kompletni pfehled nasad optimalizacnich reakci

a reak¢nich podminek uvadi Tabulka 13 nize.

Tab. 13: Nasady reak¢nich komponent a reakéni podminky pro piipravu monomethoxy

derivatu kyseliny squarové 8 pomoci trimethylorthoformiatu v suchém methanolu.

mnozstvi
reakéni reakcni
opt. €. trimethylortho- vysledek reakce
teplota cas

formiatu
1 ekv. viici kys. Vétsina VL2, monosubst. PP
1 RT 24 h ‘ ‘
squaroveé detekovatelny, disubst. P nevznika
2 ekv. vuci kys. Vétsina VL, monosubst. P
2 RT 24 h ‘ ‘
squaroveé detekovatelny, disubst. P nevznika
2 ekv. vuci kys. Vétsina VL, monosubst. P
3 RT 50h ‘ ‘
squaroveé detekovatelny, disubst. P nevznika
1 ekv. vaci kys. Cca 50 % VL odreagovano, monosubst.
4 55°C 24 h ‘ o
squarové P detekovatelny, disubst. P minoritné
2 ekv. vici kys. VL téméf odreagovana, ale majoritné
5 40 °C 24 h o
squaroveé vznika disubst. P

VL = vychozi latka
"monosubst. P = monomethyl squarat

“disubst. P = dimethyl squarat

Jako alternativni moznost pro dosazeni syntetické piemény kyseliny squarové 3 na jeji
monomethoxy derivat 8 byl vyuzit methyljodid (CHzl; Obr. 49). Prakticky byla reakce
realizovana vzdy rozpusténim vychozi kyseliny squarové 3 a ochlazenim ziskaného roztoku
na 0 °C. Pii této teploté byla pfidana baze a reakcni smés byla ponechana cca 5-10 minut
za stalého michani. Nasledné byl do reakcni smési po kapkach ptridan methyljodid (1 ekv.

vuci kyselin€ squarové 3). Vysledek reakce byl vyhodnocovan na zakladé TLC analyzy.

HO; ;OH CH, baze HO; ;OCHs

(0] (6] O O
3 8

Obr. 49: Reakcni schéma znazortiujici pfipravu monomethoxy derivatu kyseliny squarové 8

pomoci methyljodidu.
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Zpocatku byl jako baze pro reakci uzivan triethylamin (TEA). Nicméné v jeho pfitomnosti jako
baze produkt 8 vznikal jenom minoritné, a pouze za zvySené teploty (optimalizace ¢. 4-6;
Tab. 14), za RT (optimalizace ¢. 1-3; Tab. 14) nebyla pozorovana zadna konverze vychozi
latky 3 na produkt 8. Proto byly testovany jiné baze, které by pro prubéh reakce mohly byt
vhodnéj§i — konkrétné uhlicitan draselny (optimalizace ¢. 7; Tab. 14) a DBU (optimalizace €. 8;
Tab. 14). Pouze za pfidavku DBU jako baze byla detekovana vyhovujici konverze vychozi
kyseliny squarové 3 na jeji monomethoxy derivat 8.

Pti pfidavku methyljodidu do roztoku kyseliny squarové 3 a DBU v THF dochézelo
k okamzitému vzniku srazeniny. Proto byl reak¢ni ¢as u dalSich optimalizaci pomérné vyrazné
zkracen, kompletni konverze byla zjisténa jiz po 5 minutach prabéhu reakce (optimalizace ¢. 9;
Tab. 17). Problém nastal pfi purifikaci vzniklého produktu 8. Ten totiz vznikal ve formé své
soli s DBU. Z tohoto divodu dalsi snazeni sméfovalo k moznému snizeni mnozstvi DBU
ptidavaného do reakce (optimalizace €. 10; Tab. 17), nicméné netspeésné, za téchto podminek
nebyla pozorovana zadna konverze vychozi latky 3 na produkt 8.

Ve vétsin€ pokust o purifikaci vzniklého produktu 8 pomoci LC nedoslo vibec k jeho
eluci. Nejlepsi vysledek byl ziskan pomoci LC purifikace s vyuzitim mobilni faze DCM/MeOH
9:1 s pfidavkem AcOH. Za téchto podminek byl produkt z LC kolony alespori ¢aste¢né eluovan.
Nicméné i pres priichod kolonou zistal ve formé soli s DBU (potvrzeno pomoci 'H NMR).
Ani pomoci methyljodidu pfiprava monomethyl squaratu 8 nebyla tispéSna a navrzena reakcni

cesta D proto byla ukoncena jiz ve svém prvnim kroku.
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Tab. 14: Tabulka uvadéjici konkrétni reakéni podminky optimalizaénich reakcei pro

ptipravu monomethyl squaratu 8 z kyseliny squarové 3 pomoci methyljodidu.

opt. baze reakéni reakéni vysledek

¢ [ekv]? roep- teplota  ¢as [VL:P; %]
1 TEA; 1 MeCN RT 2h NDP

2 TEA; 1 DCM RT 2h ND

3 TEA; 1 THF RT 2h ND

4 TEA; 1 MeCN 50 °C 3h 90:10
5 TEA; 1 DCM 50 °C 3h ND

6 TEA; 1 THF 50 °C 3h 80:20
7 K>CO:s; 1 THF RT 3h ND

8 DBU; | THF RT 3h 0:100
9 DBU THF RT 5 min 0:100
10 DBU:; 0,1 THF RT 5 min ND

*mnozstvi baze uvedené v ekvivalentech viuci vychozi latce 3
"ND = nereaguje (neprobiha zadna reakce)

‘pomér VL (vychozi latky) a P (produktu) v reakcéni smési byl odhadovan na zakladé TLC analyzy
5.4.2  Tosylace/triflace kyseliny squarové

Paralelné s monomethylaci kyseliny squarové 3 byl testovan i druhy krok navrzené reak¢ni
sekvence, tj. vytvoreni triflatu nebo tosylatu na squarovém skeletu (Obr. 47; strana 58).
Prestoze triflat/tosylat by mél byt zaveden az na monomethyl squarat 8, byly tyto reakce
testovany jiz na molekule kyseliny squarové 3, ktera byla na rozdil od squaratu 8 k dispozici.
Predpokladem v tomto ohledu bylo, ze vhodné reakéni podminky pro tosylaci/triflaci kyseliny
squarové 3 by byly vyhovujici 1 pro jeji odpovidajici monomethoxy derivat 8.

Pro tosylaci kyseliny squarové 3 byl pouzit tosylchlorid (v 1 ekv. mnozstvi vii¢i vychozi
kyseliné squarové 3) za piidavku baze a DMAP (0,1 ekv. vici vychozi kyselin€ squarové 3)
v bezvodém DCM (Obr. 50). Reakce probihala po dobu 23 h za RT. Vysledek reakce byl
vyhodnocovan na zakladé LC-MS analyzy.
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(IZI
0=S=0

CH;,
DMAP, baze, suchy DCM

HO; ;OH 23 h, RT TSO; ;

0 o) (0] (6]
3 23

Obr. 50: Tosylace kyseliny squarové 3.

Optimalizace tosylace kyseliny squarové 3 se zabyvala pfedev§im vybérem vhodné baze
pro reakci, testovany byly konkrétné TEA, KoCO3 a DBU (optimalizace €. 1-3, Tab. 15).
Jedinou reakci, u které byl na UV/VIS spektru LC-MS analyzy detekovan produkt 23 byla
optimalizace €. 2 (s K2COs jako bazi), nicméné jeho obsah v reakéni smési byl nevyhovuyjici
(odhadem z UV/VIS spektra LC-MS do 5 %). U optimaliza¢nich reakci ¢. 1 a 3 produkt 23
nebyl detekovan viibec. Posledni z optimalizacnich reakci (optimalizace €. 4, Tab. 15) slouzila
k vyhodnoceni, jestli na prubéh reakce bude mit vliv mnozstvi pfidavané baze. Reakce byla
proto nasazena s dvéma ekvivalenty TEA. Nicméné ani s nadbytkem baze nebyla v reakci
detekovana konverze vychozi latky 3 na produkt 23. Piehled optimalizaénich reakci pro tosylaci

kyseliny squarové 3 s jejich vysledky uvadi tabulka nize (Tab. 15).

Tab. 15: Parametry optimalizaCnich reakci pro tosylaci kyseliny squarové 3.
baze
opt. ¢. rozpoustédlo vysledek [VL:P]*
[ekv]?
1 TEA; 1 suchy DCM NDP
2 K>CO3;1 suchy DCM 95:5
3 DBU; 1 suchy DCM ND
4 TEA; 2 suchy DCM ND

*mnozstvi baze uvedené v ekvivalentech viuci vychozi latce 3
"ND = nereaguje (neprobiha zadna reakce)

‘pomér VL (vychozi latky) a P (produktu) v reakcéni smési byl odhadovan na zakladé TLC analyzy

Triflace kyseliny squarové 3 byla realizovana pomoci N-fenylbis-trifluormethansulfonimidu

jako triflacniho Cinidla za ptidavku baze a DMAP (0,1 ekv. vici vychozi kyselin€ squarové 3;
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Obr. 51). Jako rozpoustédla reakce byly uzivany bud suchy DCM, suchy DMF nebo suchy
THF. Vysledek reakce byl vyhodnocovan na zékladé LC-MS analyzy.

O O
F;C Il Il_CF;

2N O

(O3 \ M ¢
DMAP, baze,
HO; ;OH rozpoustédlo TfO; ;OH
(e} (6] (0] (6}
3 24

Obr. 51: Triflace kyseliny squarové 3.

Prvni tfi z optimalizacnich reakci (optimalizace €. 1-3; Tab. 16) vyuzivaji jako baze pro reakci
TEA. Nicméng¢ ani v jeho nadbytku a za zdhfevu reakéni smési nedo§lo k vyraznéjsi konverzi
vychozi latky 3 na produkt 24. Z tohoto divodu byla pii dalSich optimaliza¢nich reakcich
vénovana pozornost nalezeni vhodné baze pro reakci. Zkouseny byly KoCOs3 (optimalizace €. 4;
Tab. 16) a hydrid sodny (NaH; optimalizace ¢. 5 a 6; Tab. 16). LC-MS analyza jak optimalizacni
reakce 5, tak i 6 odhalovala vznik produktu 24 ve vyhovujicim poméru k vychozi latce 3.
Za pritomnosti dvou ekvivalentt triflaéniho Cinidla byla konverze témeéf tplna (optimalizace
¢. 6; Tab. 16). Problematické se vSak ukazalo zpracovani reakce. Pro reakci s hydridem
sodnym byl totiz jako rozpoustédlo pouzit suchy DMF. Pro jeho odstranéni byla reakce
vytiepana s vodou. Po provedeni extrakce vSak nebyl produkt 24 v organické fazi detekovan.
Produkt 24 pravdépodobné diky své polarité, popt. kyselosti své hydroxylové skupiny a tvorbé
soli presel do vodné faze.

Dalsi optimalizacni reakce se proto zabyvala moznou nahradou DMF jinym
rozpoustédlem. Testovana byla moznost pouziti suchého THF (optimalizace ¢. 7; Tab. 16).
Pti pouziti suchého THF misto DMF vSak za stejnych reak¢nich podminek reakce prakticky
neprobiha.

Proto byla pozornost dale vénovana moznostem nahrady NaH jako baze v reakcni
smési. Z predeslych optimalizacnich reakci vyplyva, ze je tfeba uziti pomérné silné zasady.
Testovano bylo konkrétné DBU (optimalizace ¢. 8-10; Tab. 16). V ptfitomnosti DBU produkt
24 vznikal v solidnim mnozstvi. Zahfev reakéni smési (optimalizace €. 9; Tab. 16) a delsi
reakéni Cas nevedly ke zvySeni konverze vychozi latky 3 na produkt 24. Prubéh reakce
v posledni optimalizaci byl proto podpoten nadbytkem triflaéniho Cinidla (optimalizace ¢. 10;

Tab. 16). To vedlo k uplnému odreagovani vychozi latky 3. Ackoli se za téchto podminek
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v reakéni smési formoval 1 nespecifikovany vedlejsi produkt, byly tyto reakéni podminky
vyhodnoceny jako nejvhodnéj$i pro provedeni reakce.

Problém pfisel s purifikaci vzniklého produktu 25. Ten bylo tfeba z reakcni smési
izolovat, protoze odreagované triflacni Cinidlo, DBU a vedlejsi produkty ve smési by
narusovaly prubéh nasledujicich reakci v sekvenci, predevsim pak cross-couplingové reakce.
Bohuzel se dany produkt 24 ani krystalizacné (DCM/Hex; EtOAc/Hex), ani pomoci LC
purifikace nepodafilo ziskat. Pfehled optimaliza¢nich reakci pro triflaci kyseliny squarové 3

s jejich vysledky uvadi Tabulka 16 nize.

Tab. 16: Parametry optimalizacnich reakci pro triflaci kyseliny squarové 3.
triflacni ¢inidlo baze reakéni reakéni vysledek
opt. & [ekv.]? [ekv]® rozpoustédio teplota c¢as [h] [VL:P]*
1 1 TEA; 1 suchy DCM RT 3 95:5
2 1 TEA;3  suchy DCM RT 22 80:20
3 1 TEA;3  suchy DCM  50°C 3 80:20
4 1 K2CO3; 1 suchy DCM RT 22 83:17
5 1 NaH; 1 suchy DMF RT 22 34:66
6 2 NaH; 1 suchy DMF RT 22 5:95
7 1 NaH; 1 suchy THF RT 3 95:5
8 1 DBU; 1  suchy DCM RT 3 23:77
9 1 DBU; 1 suchy DCM 50°C 22 60:40
0:90 +
10 2 DBU;1  suchy DCM RT 22 vedlejsi
produkt

*mnozstvi baze uvedené v ekvivalentech viuci vychozi latce 3
PmnozZstvi triflacniho Cinidla (N-fenylbis-trifluormethansulfonimidu) v ekvivalentech vici vychozi
latce 3

‘pomér VL (vychozi latky) a P (produktu) v reakcni smési byl odhadovan na zakladé LC-MS analyzy

Ani jedna z dil¢ich optimalizovanych reakci reakéni cesty D nenaznaCovala, ze by navrzena
reak¢ni sekvence méla byt Gspésna. Z tohoto divodu byly snahy o otevieni nové syntetické
cesty, ktera by vedla k pfipravé arylovych derivatd squaramidu 2 Suzuki nebo Negishi

couplingem, ukonceny. Po dukladné resersi byl misto nich pro klicovy reakcni krok zavedeni
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aromatického substituentu na squarovy skelet vybran Liebeskind-Srogl coupling. Podle toho se

odvijel cely navrh nového reakc¢niho sledu.

5.5 Syntéza arylovych derivatia squaramidu pomoci reakéni cesty E

Nasledujici kapitola se tyka pripravy arylovych derivatd squaramidu 2 s vyuzitim
Liebeskind-Sroglova couplingu. Tato cross-couplingova reakce vyuziva jako odstupujici
skupiny thioesteru (zde konkrétné pseudothioesteru kyseliny squarové). Tomu byl uzptisoben
cely navrh reak¢ni sekvence, ktery znazortiuje Obr. 52 nize.

Prvnim krokem je v praci jiz zminovana reakce tykajici se pievedeni kyseliny
squarové 3 na jeji dichlor derivat 6, druhym krokem je poté methanolyza jednoho
ze zavedenych chlort. Tteti reakci v sekvenci je substituce druhého atomu chloru pomoci
p-methoxythiofenolu. Nasleduje samotna cross-couplingova reakce a cely reak¢ni sled je

zakonCen substituci methoxy skupiny pomoci 2-aminomethylpyridinu za vzniku finalniho

produktu 2.
HO OH cl caa OCH; /@,s OCH;
= = (e iy =
o o o” o o” o o° o
3 6 7 25
e
7 ¥
-~ 2
» B N R2  OCH,
hug e J
7 N o° o
5 22
.

Obr. 52: Navrzena reakéni sekvence pro pfipravu arylovych derivatd squaramidu 2

s vyuzitim Liebeskind-Srogl couplingu.

Prvni dva kroky navrzené reakcni cesty E zde nebudou jiz rozebirany, dopodrobna byly
diskutovany jiz na predchozich stranach predlozené prace (konkrétne v kapitolach 5.1 a 5.3).
Prvni podkapitola souvisejici s reakénim sledem E se tedy bude tykat az tfetiho reak¢niho

kroku, tj. substituce atomu chloru pomoci p-methoxythiofenolu.
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5.5.1 Zavedeni p-methoxythiofenolu na squarovy skelet

Zavedeni p-methoxythiofenolu na squarovy centralni kruh bylo realizovano rozpusténim
vychoziho derivatu 7 v suchém THF a ochlazenim piipraveného roztoku na 0 °C (Obr. 53).
Pti této teploté byl k vychozi komponenté 7 po kapkach pfidan p-methoxythiofenol a TEA.
Takto pfipravena reak¢ni smés byla ponechana na michacce za RT po dobu 30 minut. Po
uplynuti reakéniho Casu byla vysrazena triethylamoniova stl odsata. Ze ziskaného filtratu byl
nasledné¢ pomoci LC purifikovan produkt 25. Vytézek produktu byl stanovovan pres dva

reakcni kroky, tzn. od dichlor derivatu kyseliny squarové 6.

cl c1  suchy MeOH (1 ekv.), cl OCH, p-methoyxythiofenol, S OCH;,
suchy DCM, RT, 16 h TEA, suchy THF, RT, 30 min
H;CO
d 0 in situ o o 42-64 % (ptes 2 kroky) o o
6 7 25

Obr. 53: Priprava kli¢ového intermediatu 25 reak¢ni cesty E.

Substituce atomu chloru na squarovém skeletu pomoci MeOH a p-methoxythiofenolu lze
provadét i v opatném potadi, nez je znazornéno na reakénim schématu vyse (Obr. 53),
tzn. nejprve lze provést substituci p-methoxythiofenolem s naslednou methanolyzou druhého
atomu chloru (Obr. 54). Substituce atomu chloru na dichlor derivatu kyseliny squarové 6
p-methoxythiofenolem je dokonce publikovanou reakci.®® Ta probiha viceméné
v kvantitativnich  vytézcich, nicméné do reakce vstupuje pouze 0,5 ekvivalentu
p-methoxythiofenolu, ke kterému je publikovany vytézek vztazen. Realné je tak pfi reakci
,,Ztraceno™ pomeérne vysoké mnozstvi dichlor derivatu kyseliny squarové 6. Methanolyzu pak
1ze provést rozpusténim intermediatu 26 v bezvodém methanolu a zahifevem roztoku na 50 °C

po dobu 30 minut.

Cl Cl p-methoyxythiofenol, | suchy MeOH, OCH,
g ° 50 °C, 30
ﬂ suchy THF, 0 °C, 5 h ﬂ min H,CO ﬂ
o o) 91-96 % 45-61 %
6

Obr. 54: Moznost zameény potradi substitucnich krokii pro pripravu intermediatu 25 reakcni

cesty E.

Testovany byly obé moznosti poradi substitu¢nich krokd. Pro finalni syntézu knihovny
arylovych derivata 2 byla uzita prvni zminéna varianta, tj. ta znazornéna na Obr. 53. Z mého

pohledu je praktické provedeni sekvence v tomto pofadi mén€ manualné narocné, protoze
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reakeni intermediat 7 neni tfeba izolovat. Reak¢ni smés po methanolyze staci odfoukat. Zaroven

je synteticky pfistup znazornény na Obr. 53 i o néco malo ekonomicky vyhodnéjsi.
5.5.2  Liebeskind-Srogl coupling

Uspé&snou piipravou pseudothioesteru kyseliny squarové 25 byl ziskan kliGovy reakéni
intermediat pro realizaci Liebeskind-Srogl couplingu. Odrazovym muistkem pro volbu
reak¢nich podminek cross-couplingové reakce byla publikace od autorti Aguilar-Aguilar a kol.

).36 Publikace pro coupling vyuziva

zminéna jiz v teoretické Casti predlozené prace (Obr. 55
nadbytku boronové kyseliny (2,5 ekv. vii¢i vychozimu pseudothiesteru 25) a katalyzu Pd°,
jehoz zdrojem v reakci je Pd(dba); (v mnozstvi 1 mol% vuci vychozi latce 25). Jako ligand
pro reakci vystupuje tri(2-furyDfosfin (TFP; 1 mol%) a jako kokatalyzator reakce
thiofenkarboxylat méd'ny (CuTC; 3 ekv. vici 25). Jako rozpoustédlo je v publikaci uzivan
bezvody THF. Reakce probih4 20 h za stalého ohfevu reakéni smeési na 50 °C a bezvodych

podminek.

boronova kyselina,
CuTC, TFP, Pd(dba)s,

S OCHj, THE dre. 50 °C R? OCH;,
o] 0
25

(6} (6}
22

Obr. 55: Liebeskind-Srogl coupling pseudothioesteru squarové kyseliny 25 za podminek

uvedenych v publikaci.®

Za prevzatych reakénich podminek (Obr. 55) pti couplingu deaktivovanych boronovych kyselin
reakce poskytovala pouze nizké vytézky (resp. bylo dosahovano nizké konverze vychozi latky
25 na produkt 22). Proto bylo tfeba reakéni podminky couplingové reakce optimalizovat.
Spolecné s optimalizaci bylo také dil¢im cilem zjistit, zda je mozné misto boronovych
kyselin pro coupling pouzit i jejich estery. Pro tyto uCely byla provedena studie, jejiz vysledky
shrnuje Tabulka 17 dale. Pro jeji uskute¢néni byli vybrani rizni zastupci boronovych kyselin,
jak systémy aktivované (tj. vstup ¢. 1; Tab. 17), tak neaktivované (vstup ¢. 2 a 3; Tab. 17)
i deaktivované (vstup €. 4 a 5; Tab. 17), popf. i jejich esterd — pinakolovych (vstup ¢. 6 a 7;
Tab. 17) 1 MIDA estert (vstup €. 8; Tab. 17). Jednotlivé boronové kyseliny a jejich estery byly
vybirany predevsim na zakladé jejich dostupnosti ve formé boronovych slouc¢enin. Potencialni

ptinos substituentu co do biologické aktivity finalniho derivatu 2 byl az druhotnym hlediskem.
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Biologickéa aktivita latek by byla prioritou az po potvrzeni moznosti realizace této syntetické
cesty s uspokojivymi vytézky finalnich derivata 2.

Pro optimalizaci couplingu byly navrzeny celkem Cctyfi rizné reakcni podminky,
za kterych byly boronové kyseliny, popt. jejich estery, nechany s vychozi latkou 25 reagovat.
Testovan byl prabéh reakce za rizné teploty i MW podminek. Jako rozpoustédlo byl pro reakci
vyuzivan suchy THF pfi nizsi teploté (tj. 50 °C), pro prubéh reakce za 100 °C bylo tfeba sahnout
k vySe vroucimu rozpoustédlu, vybran byl 1,4-dioxan. Vysledek reakce byl vyhodnocovan
na zakladé LC-MS analyzy. Vyjimkou je vstup €. 4 (Tab. 17), u kterého byl vysledek reakce
vyhodnocovan pomoci TLC z divodu shody retencnich Cast vychozi latky 25 a produktu 22 na
UV/VIS spektru LC-MS analyzy.

Z optimalizacnich reakci (Tab. 17 nize) vyplyva, ze boronové kyseliny, které jsou
elektronové aktivovanymi systémy podstupuji Liebeskind-Srogl coupling za velmi dobré
konverze vychozi latky 25 1 za zahtevu reakéni smési na 50 °C (vstup €. 1; Tab. 17). Zahtev
reakéni smési s aktivovanymi boronovymi kyselinami na vyssi teplotu konverzi vychozi latky
25 na produkt 22 jiz nema kam dale posunout (konverze je uplnd), nicméné zaroven ani
nezpusobuje rozklad produktu 22 a nijak prubéh reakce negativné neovliviiuje. Naopak u
boronovych kyselin, které jsou elektronové deaktivované, je zahtev reakce na 100 °C potiebny
a pouze pii takto vysoké teploté bylo dosazeno vyhovujici konverze vychozi latky 25 na produkt
22. Provedeni reakce za MW podminek pfi kratSim reak¢nim ¢ase se ukazalo jako nezadouci.
Za takovych podminek neni dosahovano alespon stejnych chemickych konverzi jako tomu je
v ptipadé zahfevu reakéni smési na 100 °C po dobu 20 hodin.

Tyto reakéni podminky (100° C; 20 h za uziti bezvodého 1,4-dioxanu jako rozpoustédla)
byly z davodu nejvyssich detekovanych konverzi vychozi latky 25 na produkt 22 vybrany pro
praktické realizace couplingovych reakci. Jevily se jako univerzalni pro vSechny boronové
kyseliny.

Co se tyCe esteri boronovych kyselin, u pinakoli byla pozorovana konverze pouze
u 4,4,5,5-tetramethyl-2-(5-methylthiofen-2-yl)-1,3,2-dioxaborolanu (vstup ¢. 6; Tab. 17),
u N-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)fenyl)acetamidu (vstup ¢. 7; Tab. 17)
nikoli. Coupling druhého zmitiovaného boronového esteru pravdépodobné muize do jisté miry
narusovat VEP na atomu dusiku, nicméné v literatufe je mozné dohledat realizace
Liebeskind-Sroglova couplingu i s vychozimi latkami, které obsahuji obdobné chranénou
primarni aminoskupinu.'® Stejné tak je i publikovano provedeni Liebeskind-Sroglova
couplingu s nékterymi pinakolovymi estery boronovych kyselin. Ty by tedy

na zakladé  experimentalnich 1  znamych  publikovanych  vysledki ~ mohly
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byt vhodnymi vychozimi komponentami pro Liebeskind-Srogl coupling vedle
samotnych  boronovych  kyselin.!®  Pfi¢inu  toho, pro¢ reakce  konkrétng
s N-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)fenyl)acetamidem neprobihala tézko
presné urcit, zvlasté z takto uzkého poctu testovanych pinakolovych esterti boronovych kyselin.

Na rozdil od téch pinakolovych, MIDA estery jako vychozi latky Liebeskind-Sroglova
couplingu zadna dostupna publikace neuvadi. Testovana reakce s 4-pyridyl boronovym MIDA
esterem (vstup €. 8; Tab. 17) byl proveden piedevs§im pro Gplnost analyzy moznych vychozich
latek couplingové reakce. Ke konverzi vychozi latky 25 na produkt 22 nedochézi. Kompletni
prehled testovanych boronovych sloucenin s vysledkem reakce za danych podminek uvadi

Tabulka 17 nize.

Tab. 17: Tabulka uvadéjici prehled riznych boronovych kyselin a jejich esterti
s vysledkem prabéhu Liebeskind-Srogl couplingu za danych reakcnich podminek.

50 °C; 100 °C; MW; 50°C; MW; 100 °C;
vstup 20 h; suchy 20 h; suchy 1 h; 200 W; 1 h; 200 W;
struktura
¢ dioxan®® dioxan suchy THF  suchy dioxan
[VL:P]® [VL:P] [VL:P] [VL:P]
CH,
1 0:100 0:100 50:50 0:100
B(OH),
(6]
2 0 NT® 0:100 NT 60:40
B(OH),
3 NT 0:100 NT 0:100
B(OH),
F
F
4 90:10 60:40 NT NT
B(OH),
Br
5 © 70:30 0:100 NT 60:40
B(OH),
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CH,
C
6 B NT 20:80 NT nereaguje
o o
H;C——{CH,
CH,

H,C

A

(VN
NH
7 i nereaguje nereaguje NT nereaguje
B
oo

H,C CH,
H,C  CH,

N
A

=
8 0-p-0 NT nereaguje NT NT

0:‘\//1?1\}—'0

CH,4

AINT = nebylo testovano
*pomér VL (vychozi latky) a P (produktu) v reakéni smési byl odhadovan na zakladé LC-MS, popf. TLC

analyzy

Za optimalizovanych reakcnich podminek (Obr. 56) a vybéru vyhovujicich boronovych
reak¢nich komponent pro Liebeskind-Srogl coupling byla pfipravena série intermediatt 22
(Tab. 18). Vytézky, v jakych byly jednotlivé produkty 22 ziskdny odpovidaji elektronové
aktivaci vychozich boronovych kyselin. VSechny produkty uvedené v Tabulce 18 dale byly
plné charakterizovany pomoci NMR a HRMS.

boronova kyselina/pinakol,
OCH, CuTC, TFP, Pd(dba);, R2 OCH,

S
dioxan dry, 100 °C
H;CO

o 12-89 % o 0

(6]
25 22

Obr. 56: Prubéeh Liebeskind-Srogl couplingu pseudothioesteru 25 za optimalizovanych

reak¢nich podminek.
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Tab. 18: Prehled produkti 22 pripravenych pomoci Liebeskind-Srogl couplingu

pseudothioesteru 25.

slouéenina R? vytézek [%]*
CH,
22a 89
F
F.
22b 12
Br
22c¢ <> 12
7
22d Q 88

22e gﬁ 42

v

22f 61

wany

22g é 59

Vytézek cisté latky po LC.

5.5.3  Substituce methoxy skupiny 2-aminomethylpyridinem

Poslednim krokem navrzené reak¢ni cesty E je substituce methoxy skupiny na squarovém kruhu

pomoci 2-aminomethylpyridinu (Obr. 57). Ten byl do reakce ptfidavan v ekvivalentnim
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mnozstvi vuci vychozi latce 22. Reakce byla provadéna v acetonitrilu (MeCN) po dobu

30 minut za RT.

7\
2-aminomethylpyridin, H =
2 2 N
R OCH,4 MeCN. R R N
; g Q% 0, ) L
J o 65-85 % d o)
22 2

Obr. 57: Substituce methoxy skupiny 2-aminomethylpyridinem za formace finalniho

produktu 2.

V prabéhu reakce se produkt 2 v reakéni smési srazel. Izolace byla proto vzdy provedena
odsanim finalniho derivatu 2 s naslednym promytim na filtru. Pokud to bylo zadouci, byla poté
jesté provedena LC purifikace produktu 2.

Vsechny produkty 2 byly ziskany v pomérmné vysokych vytézcich (Tab. 19). Jedinou
latkou, u které nebyla uspésSné provedena substituce 2-aminomethylpyridinem na squarovém
kruhu, je derivat 22f. Pii reakci s nim nedochézelo k vysrazenim produktu, jako tomu bylo
u ostatnich derivati 22. Proto byla reakce zpracovavana odpatenim rozpoustédla a purifikaci
odpovidajiciho produktu 21 pomoci LC. Produkt 21 byl vzdy pomoci TLC bezprostiedné
po eluci pii kapalinové chromatografii detekovan jako Cisty. Nicméné uz kratkodobym stanim
eluované frakce, ve kterych byl produkt 21 obsazen, ménily barvu — z plivodni zluté na hnédou.
Po spojeni a odpafeni frakci byla vzdy provedena 'H NMR analyza, ktera sice jednoznaéné
detekovala produkt 21, avSak pomérné zna¢né zneci§tény. Stejné tak i TLC analyza provedena
s ur¢itym ¢asovym odstupem od LC purifikace. Rozklad produktu 21 naznacuje i jeho vzhled.
Zatimco vSechny ostatni finalni derivaty 2 byly ziskany jako bilé/zluté pevné latky, derivat 21
pfi substituci 2-aminomethylpyridinem tvofil hnédou viskézni kapalinu. Moznost rozkladu
finalniho derivatu 21 pii jeho odpafeni za zvySené teploty byla vyloucena. Piehled pfipravenych

derivatt 2 i s vytézky substituce 2-aminomethylpyridinem uvadi Tabulka 19 nize.
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Tab. 19: Prehled pripravenych finalnich produktd 2 s vytézky substituce 2-

aminomethylpyridinem.
f )
7

R2 NN
o; ;o

\2 y

slouéenina R? vytézek [%]*
CH,

2g <> 85

F
F
2h 81
Br
2i <> 79
f (0}
2§ g/ 60

2k gﬁ 82

v

21 produkt se rozklada

v

2m é 87

Vytézek cisté latky po LC.

Celkem bylo reak¢ni cestou E pomoci Liebeskind-Srogl couplingu pfipraveno a plné
charakterizovano Sest finalnich derivata 2 (a celkem sedm jejich prekurzora 22). Tim, alespon

z mého pohledu, byla dokazéana prakticka realizovatelnost reak¢ni sekvence a byl tak otevien
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novy piistup pro pripravu arylovych derivati squaramidu 2. Ackoli vytézky Liebeskind-Srogl
couplingu s deaktivovanymi boronovymi kyselinami nejsou vzdy velmi vysoké, pro ucely
medicinalni chemie jsou dostacujici. Vyvinutd metodika se 1 diky tomu zdd pomeérné

univerzalni a mohla by nabidnout moznost pfipravy nejriznéji substituovanych squaramidu.
6 Biologicka aktivita finalnich derivati

Pripravené finalni produkty ze série 1 a 2 byly testovany na svou in vitro antimykobakterialni
aktivitu proti M. tuberculosis H37Ra. Biologické testy derivati 2g-m pfipravenych reakcni
cestou E pomoci Liebeskind-Srogl couplingu bohuzel nestihly byt v¢as dokonceny, a proto
nejsou soucasti predlozené prace. Testy byly provadény na belgickém pracovisti v Antverpach
(Laboratory for Microbiology, Parasitology and Hygiene, University of Antwerp).

Pti posuzovani aktivity jednotlivych derivati byl nejprve proveden zakladni screening
vSech latek proti M. tuberculosis H37Ra (ATCC® 25177™). Na zaklad& tohoto experimentu
byly ur€eny primarni hity. Detek¢ni hranice byla determinovéana na zaklad€ redukce mnozstvi
jedinci mykobakteria v bunécné kultufe a byla stanovena na 60 % pfi 10 uM mnozstvi latky
pii sedmidenni inkubaci s mykobakterialni kulturou.

Jako priméarni hity byly ve v§ech piipadech identifikovany arylové derivaty squaramidu
2, u kterych na zakladé toho byla stanovena i hodnota MIC. Zadny z piipravenych aminovych
derivati la-g nevykazoval vyraznéjsi biologickou aktivitu. Pravdépodobnou pfic¢inou nizké
biologické aktivity ptipravenych aminovych derivatid 1 je jejich §patna rozpustnost.

Z vysledku stanoveni MIC vyplyva, ze nejaktivné€jsi z testovanych latek je derivat 2d,
u kterého byla naméfena submikromolarni hodnota MIC proti M. tuberculosis H37Ra. Velmi
pozitivnim zjisténim také bylo, ze latka 2d je aktivni i proti intracelularnim replikujicim se
mykobakteriim. To bylo potvrzeno pomoci experimentu s makrofagy RAW264.7. Ty pro ucely
testu byly infikovany M. tuberculosis H37Ra. Zpusobena infekce byla nasledné ,léCena“
podavanim derivatu 2d s vysledkem 90% redukce mykobakterialni intracelularni néaloze
po Ctyfech dnech podavani latky.

Dulezité je zminit, ze u zadného z arylovych derivati squaramidu nebyla zjisténa akutni
cytotoxicita. Ta byla testovana v rozmezi do 128 uM proti plicnim fibroblastim MRC-5,
hepatocytim HepG2 a makrofagim RAW264.7. Stejné tak u squarovych derivati byla
vyloucena jejich genotoxicita, opét testovana v rozsahu do 128 pM. Piehled aktivnich derivati

s jejich hodnotami MIC nabizi Tabulka 20 nize.
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Tab. 20: In vitro antimykobakterialni aktivita proti M. tuberculosis H37Ra

nejaktivngjsich z testovanych derivati 1 a 2.

sloucenina MICso [uM]
2a 9,87
2b 2,88
2c 9,44
2d 0,73
isoniazid 0,18'%

Pomoci nejaktivnéjsi z testovanych latek 2d bylo potvrzeno vazebné misto squaramidi
na mykobakterialni ATP synthase. Podavanim latky 2d v jeji desetinasobné MIC koncentraci
byli generovani spontanni mutanti. Jejich genotypizaci byl zjistén vznik dominantni mutace
v oblasti genu atpB, konkrétné Asn'”® (AAT) — Lys!” (AAG), tedy mutace thyminu na guanin
(Obr. 58). Vznikla mutace vede k rezistenci mykobakteridlnich bunék proti squarovym
derivatim. Expresi genu afpB vznika podjednotka a. Ta tedy mohla byt spolehlivé urena jako

molekulami cil squaramidi.
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GTCGGACACCCGATCAAGTTGCTGAAAGGGCACGTGACGCTCCTCGCGCCGATCAACCTTGTCGAAGAAGTCGCCAAGCCAATCTCGTTGTCGCTCCGACTTTTCGGCAACATTTTCGCCGGCGGCATTCTGGTCGCACTGAT
Il . 1 N ! . Il 4 1 . ! : Il " 1 . 1 i 1 . 1 . Il N I N Il " Il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
AGCCTGTGGGCTAGTTCAACGACTTTCCCGTGCACTGCGAGGAGCGCGGCTAGTTGGAACAGCTTCTTCAGCGGTTCGGTTAGAGCAACAGCGAGGCTGAAAAGCCGTTGTAAAAGCGGCCGCCGTAAGACCAGE GTGACTA
155 160 185 190 195

165 170 175 180 200
Val_Gly His Pro_lle Lys Leu Leu Lys Gly His Val Thr Leu Leu Ala Pro lle Asn Leu Val Glu Glu Val Al Lys Pro lle Ser Leu Ser Leu Arg Leu Phe Gly Asn lle Phe Ala Gly Gly lle Leu Val Ala Leu Il

BTCGGACACCCGATCAAGTTGCTGAAAGGGCACGTGACGCTCCTCGCGCCGATCAACCTTGTCGAAGAAGTCGCCAAGCCAATCTCGTTGTCGCTCCGACTTTTCGGCAACATTTTCGCCGGCGGCATTCTGGTCGCACTGAT

| TCGGACACCCGA TCAAGTTGCTGAAAGGGCACGTGACGCTCC TCGCGCCGATCAACC TTGTCGAAGAAG TCGCCAAGCCAA TCTCGTTGTCGCTCCGACTTTTCGGCAACA TTTTCGCCGGC GGCATTCTGGTCGCACTGA T
TCGGACACCCOATCAAGTTOCTGAAAGOGCACOTOACGETCCTCGCGCCOATCAACCTTGTCGAAGAAGTCOCCAAGCCAATCTCOTTGTCOCTCCOACTTTTCAGCAACATTTTCOCCG0COGEATTCTGATCOEACTGAT
TCGOACACCCOATCAAGTTGCTGAAAGGGCACGTGACGETCCTCECGCEOATCAACCTTGTCGAAGAAGTCGCCATECAATCTCOTTGTCOCTCCOACTTTTCGGCAACATTTTCOCCGAEAGCATTCTGATCACACTGAT

ccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc AEF CAATCTCOTTGTCOCTCCOACTTTTCGGCAACATTTTCOCCOECGGCATTCTOGTCGCACTOAT

TCGGACACCCOATCAAGTTGCTGARAGGGCACETGACEETCCTCGCGCCEATCAACETTGTCGAAGAAGTCGCCAATECAATCTCOTTGTCEETCCGACTTTTCGGCAACATTTTCOCCGECEGEATTCTGETCGCACTGAT

SL-JC-120A™ 1 |

SL-IC-120A% 2 |

TCGGACACCCOATCAAGTTGETGAAAGGGCACGTGACGCTCCTCGCOCCGATCAACCTTGTCOAAGAAGTCGCCANTECAATCTCGTTGTCGETCCGACTTTTCGGCAACATTTT CGCCGECEECATTCTCETCOCACTGAT

WT

SL-JC-120A™ 1

l x“ul Nmmnm dlhﬂmhlm. ) aM !W“”“n“.t M‘UNJN HMHI“.!

cccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc [T CAATCTCOTTGTCOCTCCGACTTTTCOOCAACATTTTCOCCGGCEGCATTCTOOTCGCACTOAT

Hmm IR LA amu_mnMﬂn‘ gy !ummu..hmww i mohum

SL-JC-120Am= 2

Obr. 58: Detekovana zména v genetickém kodu rezistentnich mutantt.

Velice dualezitym faktem pro potencial squaramidi jako inhibitord mykobakterialni
ATP synthasy je, ze jejich vazebné misto na cilovém enzymu se 1iSi od vazebného mista
bedaquilinu (BDQ). Diky tomu jsou squaramidy aktivni i proti BDQ-rezistentnim kmentm.
Na zavér biologické evaluace byly u nejaktivnéjSich derivata provedeny metabolické
studie. VSechny z testovanych latek vykazovaly nachylnost k metabolizaci mySimi enzymy
metabolické faze I (tj. pomoci cytochromu P 450; CYP450), v mensi mife pak enzymy mysi
metabolické faze II (tj. UDP-glykuronosyltransferasou; UGT). Jako nejstabilnéjsi byl urcen
fluorovany derivat 2b, u néjz bylo detekovano 41 % parentalni slouCeniny po 30 minutach
od jejiho podani. Daleko wvyS$si stabilitu pak derivat 2b vykazoval pfi opakovaném
metabolickém testu slidskymi enzymy CYP450 a UGT. V takovém piipadé bylo
po 30 minutach vystaveni latky ptsobeni metabolickych enzymt detekovano 85, resp. 95 %

parentalni slouceniny.
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ZAVER

Predlozena diplomova prace se zabyva navrhem, syntézou a biologickou aktivitou novych
derivath squaramidu cilicich na mykobakterialni ATP synthasu. V teoretické Casti prace byla
pozornost vénovana nejvyznamnéj§im publikovanym inhibitorim mykobakterialni
ATP synthasy. Dale byly diskutovany vybrané cross-couplingové reakce, které by mohly byt
vyuzity pro piipravu cyklobutendionovych derivata substituovanych aromaty.

Diskuzni ¢ast piedlozené prace je ¢lenéna do né€kolika Casti. Prvni z nich uvadi navrh
novych derivatii odvozenych od kyseliny squarové 3, které by mohly byt vhodnymi inhibitory
mykobakterialni ATP synthasy. Tato Cast prace je zalozena na uzké spolupraci s kolegy
z Katedry fyzikalni chemie PfF UP, ktefi navrh struktur podpofili jejich dokovanim
do aktivniho mista cilového mykobakteriadlniho enzymu.

Nasleduje synteticka Cast prace, ktera uvadi pfipravu celkem sedmnécti finalnich
derivatu kyseliny squarové. Prvnich sedm spada do squaramidii ,,aminového typu® 1. Pro jejich
pfipravu bylo vyuzito synteticky pomérmné snadné a univerzalni metody. Zbylych deset derivati
je ,,arylového typu“ 2. Ty byly pfipraveny bud’ pomoci reakce Friedel-Craftsova typu nebo
Liebeskind-Srogl couplingu. Soucasti této kapitoly je pomérné rozsahla optimalizacni Cast
zabyvajici se pfipravou arylovych squaramidi 2 pomoci couplingovych reakci.

Nekteré z ptipravenych finalnich sloucenin jiz byly, jiné teprve budou testovany na svou
antimykobakterialni aktivitu proti M. tuberculosis H37Ra. U né€kterych z testovanych finalnich
derivati byla detekovana pomérné€ vysoka hodnota biologické aktivity. Jedna se predevsim
o derivaty 2b (MICso = 2,88 uM) a 2d (MICso = 0,73 uM). Pomoci nejaktivnéjsiho derivatu 2d
bylo nasledné experimentalné zjisténo vazebné misto squaramidd na mykobakterialni
ATP synthase, které bylo urCeno jako podjednotka @ mykobakterialniho enzymu.

Hodnoty biologické aktivity testovanych derivatd budou dale vyuzity pro SAR studii
a navrh potencialné jesté aktivnéjSich derivati. Ob¢ nejaktivngjsi latky navic nabizeji moznost
pro dalsi optimalizaci jejich struktury. Vzhledem k zajimavym vysledkiim antimykobakterialni
aktivity bude tato prace v nejbliz§i dobé rozSifena o dalsi latky a kompletni vysledky

poté publikovany v impaktovaném Casopise.
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EXPERIMENTALNI CAST

7 Obecné informace

Rozpoustédla a chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
nebo Fluorochem (US).

LC-MS analyzy byly provedeny na UHPLC-MS systému (Waters) slozeného z UHPLC
chromatografu Acquity s PDA detektorem a hmotnostniho spektrometru s kvadrupdlem. Byla
pouzita Nucleodur Gravity C18 kolona (rozméry 1,8 pm, 2,1 x 50 mm) pfi 30 °C a rychlosti
prutoku 600 ul/min. Mobilni faze byla (A) 0,1% octan amonny ve vodé a (B) 0,1% octan
amonny v acetonitrilu, linedrné naprogramovana od 10 do 80 % B po 2,5 minuty, udrzovano
po dobu 1 minuty. Kolona byla reekvilibrovana pomoci 10% roztoku B po dobu 1 minuty. ESI
zdroj operoval pod proudem 5 pA s odpatovaci teplotou 350 °C a kapilarni teplotou 200 °C.

'"H a ®C NMR spektra byla méfena na piistroji JEOL ECA400II (400 MHz)
spektrometru za magnetické indukce 9,39 T (s uzivanymi frekvencemi 399,78 MHz pro 'H
a 100,53 MHz pro '3C). Viechna NMR spektra byla potizena za laboratorni teploty (21 °C)
v rozpoustédlech DMSO-ds. 'H a '*C signaly byly kalibrovany na signal t&chto rozpoustédel.
Chemickeé posuny 6 jsou uvedeny v ppm (parts per million) a interak¢ni konstanty (J) v hertzech
(Hz).

HRMS analyza byla provedena na systému tvofeném kapalinovym chromatografem
(Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific, MA, USA) a hmotnostnim spektrometrem
Exactive Plus Orbitrap high-resolution (Thermo Fischer Scientific, MA, USA). Jako ioniza¢ni
zdroj byl pouzit elektrosprej a snimana byla spektra v kladném modu v rozmezi 100-1000 m/z.
Chromatograficka separace byla provadéna na koloné Phenomenex Gemini (C18, 50 x 2 mm,
3 um ¢astice), eluce byla izokraticka, MF obsahovala 95 % MeOH a 5 % vody + 0,1 % HCOOH.

Vzorky byly pfipraveny rozpusténim latek v pocatecni mobilni fazi.
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8 Priprava aminovych derivati squaramidu

8.1 Prevedeni kyseliny squarové na jeji dimethoxy derivat

HO OH trlmrethylorthoforrmat, H,CO, OCH,
J/f\( suchy MeOH, 65 °C, 24 h );E
o] 0 89 % o] 0
3 4

Kyselina squarova 3 (2,053 g; 18 mmol) byla rozsuspendovéana v bezvodém methanolu (18 ml)
a ke vzniklé suspenzi byl nasledné pfidan trimethylorthoforméat (4 ml; 36,5 mmol). Takto
ptipravena reakéni smés byla ponechana 24 hodin na magnetické michacce pod zpétnym
chladicem za stalého ohfevu na 65 °C. Po uplynuti této doby bylo ze smési odpareno
rozpoustédlo. Produkt 4 byl ze ziskaného odparku purifikovan pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie (SiO2, MF Hex/EtOAc 1:2) a dosuSen na lyofilizatoru. Produkt 4 byl ziskan
jako svétle zluta pevna latka ve vytézku 2,558 g (89 %). Analyticka data produktu 4

koresponduji s literaturou.!®

8.2  Reakce dimethoxy derivatu kyseliny squarové

s 2-aminomethylpyridinem

Q_\NHZ, H 4

H,CO OCH N
3 )f\( 3 MeCN, RT, 40 min H3CC>iN
_ 0,
pr o 60-80 % pr 5
4 5

Dimethoxy derivat kyseliny squarové 3 (1,84 g; 13 mmol) byl rozpustén v MeCN (15 ml).
Do vzniklého roztoku byl pomalu za stalého michéani a chlazeni pfidan 2-aminomethylpyridin
(1,33 ml; 13 mmol). Barika s reak¢ni smési byla poté umisténa na magnetickou michacku za RT
na 40 minut. Po ochlazeni reak¢ni smési v ledové lazni byla vznikla srazenina odsata, promyta
MeCN a dosusena na lyofilizatoru. Produkt 5 byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 2,25
g (80 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8.94 (br. s, 1H), 8.54 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 7.79 (td,
J="17.7,1.8 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.30 (ddd, J = 7.7, 4.8, 1.1 Hz, 1H), 4.69 (br. s,
2H), 4.28 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO-de) & 188.98, 182.50, 177.26, 172.52, 156.86,
148.84, 136.57, 122.22, 121.05, 59.67, 48.41. HRMS: m/z vypocteno pro CiiHiiN>O3™
219.0764 [M+H]*; nalezeno: 219.0765.
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8.3 Substituce methoxy skupiny 2-aminobenzoxazolem

) Lo, 4
N H H S
HCO —N N N
3 DBU, MeCN, 50 °C, 24 h 7 Val
o
8-50 % R

O (6} O O
5 1

Prekurzor § (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Do vzniklého roztoku byl
pfidan 2-aminobenzoxazol (0,916 mmol) a DBU (137 pl; 0,916 mmol). Takto pfipravena
reakcéni smés byla ponechana na michacce po dobu 20 h za stalého ohfevu na 50 °C. Po uplynuti
reak¢niho Casu bylo zreakce odpafeno rozpoustédlo. Produkt byl ze ziskaného odparku
izolovan filtraci pfes malou stfikacku naplnénou silikagelem (Si0z) s vyuzitim 2% roztoku

MeOH v DCM jako eluentu. Produkt 1 byl ziskan krystalizaci z obdrzenych eluovanych podilt.

3-((5-Methylbenzo[d]oxazol-2-yl)amino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-
dion (1a)

7
H H )<
H;C N\>/N N N
O
o; ;o

1a
Produkt 1a byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 64.4 mg (21 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & 12.48 (br. s, 1H), 9.49 (br. s, 1H), 8.63 (d, /=4.3 Hz, 1H), 7.84 (td, J = 7.7, 1.7
Hz, 1H), 7.46 (t, J = 8.8 Hz, 2H), 7.38 — 7.29 (m, 2H), 7.07 - 6.99 (m, 1H), 5.02 (d, /= 5.9 Hz,
2H), 2.39 (s, 3H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 187.73, 181.09, 170.65, 163.74, 156.85,
156.30, 149.11, 148.45, 137.08, 134.12, 131.45 123.83, 122.60, 121.38, 114.79, 109.48, 48.09,
21.00. HRMS: m/z: vypocteno pro C1sHisN4O3*: 335.1139 [M+H]™; nalezeno: 335.1137.

3-((6-Methylbenzo[d]oxazol-2-yl)amino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-
dion (1b)

1b

Produkt 1b byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 33.3 mg (8 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de) & 12.43 (br. s, 1H), 9.48 (br. s, 1H), 8.63 (d, J=4.3 Hz, 1H), 7.83 (td, J = 7.7, 1.7

81



Hz, 1H), 7.46 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.42 — 7.37 (m, 2H), 7.37 — 7.31 (m, 1H), 7.11 (d, J = 8.1
Hz, 1H), 5.01 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.39 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 187.73,
181.55, 170.91, 160.42, 156.74, 155.83, 149.08, 148.23, 137.79, 137.06, 132.96, 125.55,
122.59, 121.41, 116.67, 110.23, 48.04, 21.08. HRMS: m/z: vypoclteno pro CisHisN4O3™:
335.1139 [M+H]*; nalezeno: 335.1139.

3-((5-Nitrobenzo[d]oxazol-2-yl)amino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-
dion (1¢)

1c

Produkt 1c¢ byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 71.4 mg (33 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & 9.41 (br. s, 1H), 8.57 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.92 (dd, J =
8.7,2.4 Hz, 1H), 7.81 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 7.8 Hz,
1H), 7.31 (dd, J = 7.0, 5.1 Hz, 1H), 4.97 (d, J = 6.3 Hz, 2H). '>*C NMR (101 MHz, DMSO-ds)
O 188.80, 188.28, 175.35, 172.24, 166.49, 158.37, 153.03, 148.98, 144.08, 143.86, 136.98,
122.31, 121.15, 116.86, 109.72, 108.44, 48.06. HRMS: m/z: vypocteno pro Ci7Hi2NsOs™:
366.0833 [M+H]*; nalezeno: 366.0833.

3-((6-Nitrobenzo[d]oxazol-2-yl)amino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-
dion (1d)

7\
N H H =
j X —N N N
O>/
O,N o; go

1d

Produkt 1d byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 68.7 mg (32 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de) 6 12.99 (br. s., 1H), 9.38 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 8.64 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 8.49 (d, J =
2.4 Hz, 1H), 8.25 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 7.84 (td, J = 7.7, 1.9 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 8.8 Hz,
1H), 7.48 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.35 (dd, J = 7.5, 4.9 Hz, 1H), 5.03 (d, J = 6.0 Hz, 2H). *C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 5 189.02, 188.12, 182.62, 172.17, 160.71, 157.37, 149.60, 148.11,
147.65, 142.99, 137.65, 123.14, 121.94, 117.16, 106.83, 105.44, 48.63. HRMS: m/z: vypocteno
pro C17H12Ns0s5": 366.0833 [M+H]*; nalezeno: 366.0833.
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3-((5-Chlorobenzo[d]oxazol-2-yl)amino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-
dion (1e)

7\
N H H S
Cl Jy—N N N
\Cj O>/
o; ;o

le

Produkt 1e byl ziskan jako bild pevna latka ve vytézku 179.4 mg (47 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de) § 12.67 (br. s, 1H), 9.33 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 8.61 — 8.58 (m, 1H), 7.83 (td, J = 7.7,
1.8 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.34
(ddd, J = 12.2, 4.9, 0.7 Hz, 1H), 7.26 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H), 5.01 (d, J = 6.2 Hz, 2H). *C
NMR (101 MHz, DMSO-de) § 187.96, 181.59, 171.10, 160.00, 157.43, 157.06, 149.04, 147.02,
141.82, 137.07, 128.77, 122.77,122.58, 121.31, 117.10, 111.28, 48.14. HRMS: m/z: vypocteno
pro C17H12CIN4O3*: 355.0592 [M+H]™; nalezeno: 355.0592.

3-((6-Chlorobenzo[d]oxazol-2-yl)amino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-
dion (1f)

7\
N H H S
N N N
(j O>/
cl o; go

1f

Produkt 1f byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 105.2 mg (36 %). '"H NMR (400 MHz,
DMSO-de) 6 12.62 (br. s, 1H), 9.40 (t, / = 5.9 Hz, 1H), 8.67 — 8.59 (m, 1H), 7.83 (td, J = 7.7,
1.8 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.47 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.36
(d, J=1.8 Hz, 1H), 7.35 - 7.31 (m, 1H), 5.02 (d, /= 6.0 Hz, 2H). '*C NMR (101 MHz, DMSO-
de) & 187.93, 181.51, 171.03, 160.01, 157.22 156.76, 149.006, 148.44, 139.46, 137.08, 126.96,
125.01, 122.59, 121.39, 118.15, 110.71, 48.06. HRMS: m/z: vypocteno pro Ci17H12CIN4+O3™:
355.0592 [M+H]*; nalezeno: 355.0592.
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3-(Benzo[d]oxazol-2-ylamino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (1g)

1g

Produkt 1g byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 108.7 mg (50 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & 12.52 (br. s, 1H), 9.50 (br. s, 1H), 8.64 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 7.84 (td, J=7.7, 1.8
Hz, 1H), 7.58 (d, J=7.9 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.37 — 7.34
(m, 1H), 7.33 - 7.29 (m, 1H), 7.24 (td, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H), 5.03 (d, J = 6.0 Hz, 2H). 3*C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) & 187.83, 181.55, 171.09, 170.89, 160.32, 156.75, 156.25, 149.10,
148.03, 140.25, 137.07, 124.78, 123.15, 122.60, 121.41, 110.04, 48.06. HRMS: m/z: vypodteno
pro Ci7H13N4O3*: 321.0982 [M + H]™; nalezeno: 321.0979.

9 Priprava arylovychderivati squaramidu

Experimentalni ¢ast zabyvajici se arylovymi derivaty squaramidu 2 je fazena chronologicky
podle kapitoly Vysledky a diskuze, nikoli podle Ciselného oznaCeni derivati. Nejprve je tedy
uvedena pfiprava arylovych derivati 2 pomoci reakce Friedel-Crafsova typu, poté je shrnuta
ptiprava prekurzorové knihovny 22 pfipravené pomoci Liebeskind-Srogl couplingu.

AZ na zaveér jsou poté uvedeny finalni arylové derivaty 2 odvozené od prekurzora 22.

9.1 Syntéza arylovych derivatia squaramidu s vyuzitim reakce

Friedel-Craftsova typu (reakcni cesta A)

9.1.1 Prevedeni kyseliny squarové na jeji dichlor derivat

socl,,

HO OH Cl Cl
;f\( DMEF, 80°C, 1h ﬂ
_64 9
d 0 46-64 % o 0
3 6

Kyselina squarova 3 (1 g; 8,77 mmol) byla po navazeni do baiky ptelita SOCl» (1,28 ml; 17,54
mmol). Ke smeési byl piikapnut DMF (katalytické mnozstvi). Takto pfipravena smés byla
michéana pod zpétnym chladi¢em za stalého ohfevu na 80 °C po dobu 1 hodiny. Po uplynuti
reakcniho Casu byla reak¢ni smes odpafena a produkt 6 byl ziskan krystalizaci z horkého

hexanu. '>*C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 189.47, 188.16.
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9.1.2 Reakce Friedel-Craftsova typu a substituce pomoci 2-aminomethylpyridinu

NH,
R 4 R
Q) o s
al ¢l RH, AICl; suchy DCM Cl 1,4 -dioxan, TEA, O g =N
0 OC-RT, 2 h 0°C, 30 3
i N min i
o] (6] o o o o
6 11 2

Dichlor derivat kyseliny squarové 6 (500 mg, 3.31 mmol) byl rozpustén v suchém DCM (10
ml). Vznikly roztok byl ochlazen na 0 °C a pii této teploté byl k roztoku pridan AlCI3 (883 mg,
6.62 mmol) a piislusna aromaticka komponenta (3,31 mmol). Po pfidani vSech reagentii byla
reakcni smés michana za RT po dobu 1,5 h. Po uplynuti této doby byl obsah baiky nalit na led
a produkt 11 byl po rozpusténi ledu extrahovan do DCM (2 x 20 ml). Spojené organické
extrakty byly poté promyty solankou (10 ml) a vodou (10 ml) a vysuSeny pomoci bezvodého
MgSOs. Finalné bylo odpateno rozpoustédlo. Ziskany surovy produkt 11 byl nasazen pro dalsi
reakcni krok bez purifikace.

Ziskany surovy produkt 11 (3,31 mmol teor.) byl rozpustén v 1,4-dioxanu (10 ml)
a ziskany roztok byl ochlazen na 0 °C. Za této teploty byl k roztoku pfidan TEA (461 pl,
3,31 mmol) a 2-aminomethylpyridin (512 pl, 4,97 mmol). Takto pfipravena reakcni smés byla
30 minut michéna za RT. Po uplynuti reakéniho Casu bylo odpafeno rozpoustédlo a odparek
byl rozsuspendovan v 5 ml vody za vzniku suspenze. Pevny podil suspenze byl odfiltrovan
a promyt na filtru vodou. Produkt 2 byl z odfiltrovaného podilu purifikovan pomoci sloupcové

kapalinové chromatografie (Si02, MF: Hex/EtOAc grad.).

3-(4-Methoxyfenyl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (2a)

H;CO

7

B SN
B
o 0

2a
Produkt 2a byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 624 mg (64 %). '"H NMR (400 MHz,
DMSO-de) § 9.50 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 8.56 (ddd, J=4.8, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 8.05 — 8.02 (m, 2H),
7.81(td, J=7.7,1.8 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.32 (ddd, J= 7.5, 4.9, 0.9 Hz, 1H), 7.14
—7.09 (m, 2H), 5.02 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H). 3°C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 192.48,
188.85, 178.54, 162.14, 161.13, 157.20, 149.24, 137.03, 128.27, 122.68, 122.08, 121.61,
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114.56, 55.44, 48.82. HRMS: m/z: vypodteno pro Ci7H1sN205%: 295.1077 [M+H]"*; nalezeno:
295.1079.

3-(4-Fluorofenyl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (2b)

2b
Produkt 2b byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 496 mg (53 %). '"H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 9.68 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 8.56 (ddd, J=4.8, 1.6, 0.8 Hz, 1H), 8.14 — 8.08 (m, 2H),
7.82 (td, J=7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.45 — 7.37 (m, 2H), 7.33 (ddd, J = 7.5,
49,09, 1H), 5.02 (d, J = 6.2 Hz, 2H). '3*C NMR (101 MHz, DMSO-de) & 193.11, 188.67,
178.98, 162.96 (d,J =250.2 Hz), 160.50, 156.96, 149.26, 137.05, 128.71 (d, J = 8.7 Hz), 125.96
(d, J =29 Hz), 122.74, 121.69, 116.24 (d, J = 21.9 Hz), 48.88. HRMS: m/z: vypocteno pro
Ci16H12FN2O2*: 283.0877 [M+H]*; nalezeno: 283.0871.

3-(4-Cyklohexylfenyl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (2c)

2¢

Produkt 2¢ byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 838 mg (73 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de) 6 9.56 (t, T = 6.1 Hz, 1H), 8.57 — 8.52 (m, 1H), 7.9 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.81 (td, J =
7.7, 1.9 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.32 (dd, J = 7.6, 4.8 Hz,
1H), 5.01 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.62 — 2.52 (m, 1H), 1.83 — 1.66 (m, 5H), 1.49 — 1.19 (m, 5H).
13C NMR (101 MHz, DMSO-de) § 193.13, 188.91, 179.10, 162.11, 157.13, 150.65, 149.26,
137.05, 127.34, 126.96, 126.39, 122.70, 121.60, 48.87,43.87, 33.60, 26.22, 25.48. HRMS: m/z:
vypocteno pro C2oH23N20»*: 347.1754 [M+H]*; nalezeno: 347.1753.
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3-(4-(Piperidin-1-yl)fenyl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (2d)

2d

Produkt 2d byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 161 mg (14 %). '"H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) § 9.32 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 8.55 (ddd, J = 4.8, 1.6, 0.8 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 9.0 Hz,
2H), 7.81 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.31 (ddd, J = 7.5, 4.9, 0.8 Hz,
1H), 7.02 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 5.00 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 3.36 (br. s, 4H), 1.59 (s, 6H). 3*C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) & 191.48, 189.00, 177.84, 163.18, 157.48, 152.28, 149.21, 137.01,
128.16, 122.61, 121.50, 118.03, 113.89, 48.75, 47.83, 24.87, 23.91. HRMS: m/z: vypodteno
pro C21H2oN302*: 348.1707 [M+H]*; nalezeno: 348.1707.

9.2 Syntéza arylovych derivatia sqauramidu s vyuzitim Liebeskind-Srogl

couplingu (reakcni cesta E)

9.2.1 Substituce chloru methanolem s naslednou substituci pomoci

p-methoxythiofenolu

al cl suchy MeOH (1 ekv.)

. cl OCH p-methoyxythiofenol, S OCH
suchy DCM > TEA, suchy THF, RT, 30 min 3
H,CO
o o in situ o o 42-64 % (ptes 2 kroky) g o
6 7 25

Dichlor derivat kyseliny squarové 6 (500 mg; 3,31 mmol) byl rozpustén suchém DCM (5 ml).
Ke vzniklému roztoku byl néasledné pfidan suchy MeOH (134 pl, 3,31 mmol). Takto pfipravena
reak¢ni smés byla ponechana na michacce po dobu 16 hodin za RT. Po uplynuti reak¢niho ¢asu
bylo rozpoustédlo z reakéni smeési odfoukano. Surovy produkt 7 byl bez dalsi purifikace pouzit
pro dalsi reak¢ni krok.

Prekurzor 7 (3,31 mmol teor.) byl rozpustén v suchém THF (5 ml) a pfipraveny roztok
byl ochlazen na 0 °C. Pfi této teploté byl po kapkach pridan p-methoxythiofenol (407 pl,
3,31 mmol) a TEA (461 pl, 3,31 mmol). Takto pfipravend reakéni smés byla ponechana
na michacce za RT po dobu 30 minut. Po uplynuti reak¢niho ¢asu byla vznikla triethylamoniova
sul odsata a produkt 25 byl z filtratu purifikovan pomoci sloupcové kapalinové chromatografie
(8102, MF: DCM). Produkt 25 byl ziskan jako zluta pevna latka ve vytézku 348-531 mg
(42-64 %). '"H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.49 — 7.43 (m, 2H), 6.94 — 6.89 (m, 2H),
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4.36 (s, 3H), 3.84 (s, 3H). '3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 192.37, 189.50, 187.94,
177.55,161.31, 135.51, 115.46, 114.93, 61.40, 55.54. HRMS: m/z: vypoéteno pro C12H1104S*:
251.0373 [M+H]"; nalezeno: 251.0373.

9.2.2  Liebeskind-Srogl coupling

boronova kyselina/pinakol,
OCH, CuTC, TFP, Pd(dba)s, R OCH,4

S
e LT P o~ g
o o 12-89 % o 0
25 22

Prekurzor 25 (100 mg, 0,4 mmol) byl spolecné s boronovou kyselinou (2,5 ekv., tj. 1,0 mmol)
rozpuStén v suchém 1,4-dioxanu (8 ml). Po zavedeni inertni atmosféry do barky bylo
k ptipravenému roztoku pridano CuTC (457 mg, 2,4 mmol), TFP (2,8 mg, 3 mol%) a Pd(dba)z
(3,7 mg, 1 mol%). Takto pfipravena reakéni smes byla umisténa na michacku po dobu 20 h za
stalého ohfevu na 100 °C. Po uplynuti reakéniho ¢asu bylo z reakce odpareno rozpoustédlo.
Ziskany odparek byl rozsuspendovan v cca 40 ml nasyceného roztoku NH4Cl a extrahovan do
EtOAc (3 x 20 ml). Spojené organické faze byly vysuSeny pomoci bezvodého MgSO4 a
odpateny. Produkt 3 byl ze ziskané¢ho odparku purifikovan pomoci sloupcové kapalinové

chromatografie (SiO2, MF: PE/EtAc grad. s ptidavkem nekolika kapek TEA).

3-Methoxy-4-(p-tolyl)cyklobut-3-en-1,2-dion (22a)

22a
Produkt 22a byl ziskan jako bledé zluta pevna latka ve vytézku 72,2 mg (89 %). '"H NMR (400
MHz, Chloroform-d) § 7.96 —7.90 (m, 2H), 7.33 — 7.28 (m, 2H), 4.59 (s, 3H), 2.43 (s, 3H). °C
NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 194.35, 192.95, 192.25, 174.07, 143.99, 129.96, 127.92,
125.09, 61.67, 22.08. HRMS: m/z: vypocteno pro Ci2H1103*: 203.0703 [M+H]*; nalezeno:
203.0707.
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3-(3,4-Difluorofenyl)-4-methoxycyklobut-3-en-1,2-dion (22b)

22b
Produkt 22b byl ziskan jako bled& zluta pevna latka ve vytézku 10,6 mg (12 %). 'H NMR (400
MHz, Chloroform-d) § 7.91 — 7.81 (m, 2H), 7.35 — 7.27 (m, 1H), 4.61 (s, 3H). 3C NMR (101
MHz, Chloroform-d) & 194.88, 192.06, 171.37, 153.20 (dd, J = 230.6, 13.0 Hz), 150.66 (dd, J
=224.2,13.0 Hz), 125.05 (dd, J = 6.9, 3.8 Hz), 124.60 (dd, J = 6.7, 4.3 Hz), 118.60 (d, J = 17.9
Hz), 116.78 (d, J = 18.1 Hz), 62.17. HRMS: m/z: vypodteno pro C1:HsF20537: 223.0201 [M-H]"
; nalezeno: 209.0042 (odpovida latce s hydroxylem misto methoxy skupiny).

3-(4-Bromofenyl)-4-methoxycyklobut-3-en-1,2-dion (22c)

Br

O OCH;4

(e} (0}
22¢

Produkt 22¢ byl ziskan jako bledé zluta pevna latka ve vytézku 12,4 mg (12 %). 'H NMR (400
MHz, Chloroform-d) § 7.92 — 7.83 (m, 2H), 7.67 — 7.61 (m, 2H), 4.60 (s, 3H). *C NMR (101
MHz, Chloroform-d) § 195.00, 192.42, 192.23, 172.54, 132.73, 129.12, 127.83, 126.49, 62.07.
HRMS: m/z: vypocteno pro C11HsBrO3™: 266.9651 [M+H]*; nalezeno: 266.9654.

3-(Furan-3-yl)-4-methoxycyklobut-3-en-1,2-dion (22d)
0

<\j>f\(0m3

(6] (6]
22d

Produkt 22d byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 62,8 mg (88 %). 'H NMR (400 MHz,
Chloroform-d) 6 8.24 (dd, J = 1.3, 0.8 Hz, 1H), 7.58 (t, / = 1.6 Hz, 1H), 6.82 (dd, J = 1.9, 0.6
Hz, 1H), 4.55 (s, 3H). >*C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 199.52, 193.38, 191.78, 191.30,
168.69, 145.04, 113.59, 107.71, 61.56. HRMS: m/z: vypocteno pro CoH704": 179.0339
[M+H]*; nalezeno: 179.0341.
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3-Methoxy-4-(5-methylthiofen-2-yl)cyklobut-3-en-1,2-dion (22¢)
H,C

7 S
= OCH,

(0} (6}
22e

Produkt 22e byl ziskan jako zluta pevna latka ve vytézku 34,6 mg (42 %). '"H NMR (400 MHz,
Chloroform-d) 6 7.72 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 6.93 (dd, J = 3.9, 1.2 Hz, 1H), 4.57 — 4.55 (m, 3H),
2.60 (s, 3H). C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 190.85, 190.56, 190.03, 168.44, 150.84,
132.65, 127.96, 125.55, 61.64, 16.06. HRMS: m/z: vypocteno pro CioHoO3S*: 209.0267
[M+H]*; nalezeno: 209.0266.

3-Methoxy-4-(naftalen-1-yl)cyklobut-3-en-1,2-dion (22f)

Ao

O (6}
22f

Produkt 22f byl ziskan jako bledé zluta pevna latka ve vytézku 58,4 mg (61 %). 'H NMR (400
MHz, Chloroform-d) 6 8.39 (dd, J = 8.4, 0.9 Hz, 1H), 8.16 (dd, / =7.3, 1.2 Hz, 1H), 8.02 (d, J
= 8.2 Hz, 1H), 7.93 — 7.88 (m, 1H), 7.67 — 7.62 (m, 1H), 7.61 — 7.55 (m, 2H), 4.65 (s, 3H). 1*C
NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 194.79, 192.74, 192.45, 176.35, 133.99, 133.55, 130.35,
128.85, 128.47, 127.72, 126.91, 126.55, 125.61, 125.36, 62.00. HRMS: m/z: vypocteno pro
Ci5H1105™: 239.0703 [M+H]"; nalezeno: 239.0705.

3-(4-(Benzyloxy)fenyl)-4-methoxycyklobut-3-en-1,2-dion (22g)

22¢g
Produkt 22g byl ziskan jako zlutd pevna latka ve vytézku 69,1 (59 %). 'H NMR (400 MHz,
Chloroform-d) 6 8.07 — 7.97 (m, 2H), 7.47 — 7.32 (m, SH), 7.12 — 7.03 (m, 2H), 5.14 (s, 2H),
4.57 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 193.48, 193.02, 191.66, 173.56, 162.53,
136.02, 130.13, 128.81, 128.42, 127.59, 120.90, 115.60, 70.32, 61.57. HRMS: m/z: vypodteno
pro CisHi504%: 295.0965 [M+H]*; nalezeno: 295.0963.
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9.2.3  Substituce methoxy skupiny 2-aminomethylpyridinem

7
R OCH, 2-amino$:t(1:1]}\1]1pyridin, R § =N
0; ;O 65-85 % O/: ;O
22 2

Prekurzor 3 (20 mg) byl rozpustén v MeCN a ke vzniklému roztoku byl po kapkach pfidan
2-aminomethylpyridin (1 ekv.). Takto pfipravena reakcni smeés byla ponechana na magnetické
michacce za RT po dobu 30 min. Produkt 2 byl ziskan odfiltrovanim vzniklé srazeniny a jejim
promytim na filtru pomoci MeCN. Pokud to bylo zadouci, byl produkt navic preci§tén pomoci
sloupcové kapalinové chromatografie (Si02, MF: DCM/MeOH 9:0,7 s pifidavkem né¢kolika
kapek TEA).

3-((Pyridin-2-ylmethyl)amino)-4-(p-tolyl)cyklobut-3-en-1,2-dion (2g)

2g

Produkt 2g byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 23,4 mg (85 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 9.56 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 8.55 (ddd, J =4.8, 1.6, 0.8 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 7.81 (td, J=7.6, 1.8 Hz, 1H), 7.45 (d, J =7.8 Hz, 1H), 7.37 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.32 (ddd,
J=17.5,4.8,1.2Hz, 1H), 5.02 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 2.38 (s, 3H). 1*C NMR (101 MHz, DMSO-
de) 8 193.06, 188.90, 179.02, 162.00, 157.09, 149.25, 140.81, 137.04, 129.59, 126.57, 126.21,
122.70, 121.64, 48.88, 21.25. HRMS: m/z: vypocteno pro Ci7HisN2O2*: 279.1128 [M+H]*;
nalezeno: 279.1125.

3-(3,4-Difluorofenyl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (2h)

F.

7\
FE\N

2h
Produkt 2h byl ziskan jako bil4 pevna latka ve vytézku 21,7 mg (81 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) § 9.79 (s, 1H), 8.61 — 8.47 (m, 1H), 8.08 — 8.00 (m, 1H), 7.97 — 7.90 (m, 1H), 7.82
(td, J=7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.64 (dt, J = 10.7, 8.6 Hz, 1H), 7.47 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.33 (ddd, J
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=7.5,4.8, 1.1 Hz, 1H), 5.02 (s, 2H). '3C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 193.16, 188.45, 178.87,
158.79, 156.75, 150.19 (dd, J = 251.6, 12.6 Hz), 149.70 (dd, J = 246.9, 13.1 Hz), 149.29,
137.08, 126.59 (dd, J = 6.8, 3.8 Hz), 123.75 (dd, J = 6.5, 3.3 Hz), 122.80, 121.79, 118.50 (d, J
= 17.6 Hz), 114.82 (d, J = 18.1 Hz), 48.96. HRMS: m/z: vypocteno pro CigHi1F2N20>":
301.0783 [M+H]*; nalezeno: 301.0782.

3-(4-Bromofenyl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (2i)

RelBe
RS~
N
0O (6]
2i

Produkt 2i byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 20,2 mg (79 %). '"H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 9.70 (br. s, 1H), 8.54 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 7.99 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.80 (td, J =
7.7,1.9 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.46 (d, J/ = 7.8 Hz, 1H), 7.31 (dd, /= 7.6, 4.9 Hz,
1H), 5.01 (s, 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-de) § 195.58, 188.41, 178.57, 159.69, 157.80,
149.12,136.91, 131.91, 128.93, 127.55, 123.04, 122.49, 121.67, 50.06. HRMS: m/z: vypocteno
pro CigH12BrN20»*: 343.0077 [M+H]*; nalezeno: 343.0075.

3-(Furan-3-yl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (2j)

0 7
<\J>:\[§ =N
0 0

2j
Produkt 2j byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 17,3 mg (60 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 9.40 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 8.56 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 8.49 (s, 1H), 7.96 — 7.88 (m,
1H), 7.82 (td, J=7.7, 1.9 Hz, 1H), 7.45 (d, J=7.9 Hz, 1H), 7.33 (dd, /= 7.6, 4.6 Hz, 1H), 7.15
—7.11 (m, 1H), 4.99 (d, J = 6.1 Hz, 2H). '*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 192.22, 187.96,
178.43, 157.00, 156.66, 149.30, 145.07, 142.82, 137.10, 122.78, 121.73, 114.73, 107.46, 48.75.
HRMS: m/z: vypocteno pro C14H11N203™: 255.0764 [M+H]"; nalezeno: 255.0764.
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3-(5-Methylthiofen-2-yl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (2Kk)

H,C p
/s \
— i N

o o
2k

Produkt 2k byl ziskan jako bledé zluta pevna latka ve vytézku 22,4 mg (82 %). 'H NMR (400
MHz, DMSO-ds) 6 9.49 (s, 1H), 8.56 (ddd, J=4.8, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 7.82 (td, J = 7.7, 1.8 Hz,
1H), 7.71 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.33 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.2 Hz, 1H),
7.06 (dd, J = 3.7, 1.0 Hz, 1H), 5.00 (s, 2H), 2.55 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) &
190.70, 186.69, 176.61, 157.05, 157.00, 149.26, 145.95, 137.06, 128.92, 127.39, 127.02,
122.74, 121.68, 48.85, 15.25. HRMS: m/z: vypocteno pro CisHi3N202S*: 285.0692 [M+H]™;
nalezeno: 285.0691.

3-(4-(Benzyloxy)fenyl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (2m)

2m

Produkt 2m byl ziskan jako bil4 pevna latka ve vytézku 21,9 mg (87 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de) § 9.50 (s, 1H), 8.55 (ddd, J = 4.7, 1.8, 0.9 Hz, 1H), 8.07 — 8.00 (m, 2H), 7.81 (td, J
=7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.49 — 7.38 (m, 5H), 7.37 — 7.30 (m, 2H), 7.23 — 7.17 (m, 2H), 5.21 (s, 2H),
5.01 (d, J = 5.0 Hz, 2H). '*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 192.49, 188.82, 178.55, 162.03,
160.19, 157.18, 149.24, 137.03, 136.53, 128.45, 128.24, 127.96, 127.80, 122.67, 122.25,
121.60, 115.40, 69.44, 48.82. HRMS: m/z: vypocteno pro C23Hi9N203™: 371.1390 [M+H]";
nalezeno: 371.1366.
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SEZNAM ZKRATEK

Ac
AcOH
ADP
ATP
BDQ
binap
Boc
CuTC
DBU
DCM
DMAP
DMF
DMSO
dppe
EtOAc
EtOH
Fmoc
Hex
IC

LC
MDR
MeCN
MeOH
MF
MIC
MS
MW
NMR
PE

acetyl

kyselina octova

adenosindifosfat

adenosintrifosfat

bedaquiline

2,2’ -bis(difenylfosfanyl)binaftalen
tert-butyloxykarbonyl
thiofen-2-karboxylat méd'ny
1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en
dichlormethan
dimethylaminopyridin
dimethylformamid
dimethylsulfoxid
1,2-bis(difenylfosfanyl)ethan
ethylacetat

ethanol
fluorenylmethyloxykarbonyl
hexan

inhibi¢ni koncentrace

kapalinova chromatografie
multilékové rezistentni (forma tuberkul6zy)
acetonitril

methanol

mobilni faze

minimalni inhibi¢ni koncentrace
hmotnostni spektrometrie
mikrovinné (zéafeni)

nuklearni magneticka rezonance

petrolether



PEG
PrOH
RT
SAR
TBC
TEA
TFP
THF
THP
TLC
uv
VIS
WHO
XDR

polyethylenglykol

propanol

laboratorni teplota

vztah mezi strukturou a aktivitou
tuberkuloza

trimethylamin

tri(2-furyl)fosfin
tetrahydrofuran

tetryhydropyran

tenkoverstevna chromatografie
ultrafialové zafeni

viditelné zareni

svétova zdravotnicka organizace

extenzivné rezistentni (forma tuberkulozy)
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