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1 UVOD

Benzimidazol 1ze zafadit mezi nejvyznamnéjsi heterocyklus tvofeny imidazolovym a
fenylovym kruhem. Jeho derivaty patii mezi slouceniny, jejichz vlastnosti se vyuZzivaji
v medicindlni chemii diky rGznym farmakologickym aktivitam. Jednd se o jednu
z deseti nejcastéji pouzivanych heterocyklickych slouc¢enin mezi 1€Civy, ktera jsou
schvalena Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv. Diky Sirokému spektru uéinkd se
derivaty benzimidazolu vyuzivaji také v ramci onkoterapie.

Rakovina patii mezi onemocnéni, které je rozSifené po celém svété. Velkym
problémem pfi 1é€be¢ je rezistence vici 1éktim. Tato rezistence muize byt vrozena, ale
také ziskana, proto je nutné pokraovat ve vyzkumu a vyvoji dalSich latek, jejichz
biologicka aktivita by byla vyuzita prave pii 1écbé riznych variant tohoto onemocnéni.

V ramci své bakalarské prace navazuji na predchozi vyzkum Mgr. Jany PospiSilové,
kdy byla nasyntetizovana série 29 latek, které byly testovany na 7 nadorovych
bunécénych liniich a normélnich buiikach. Vysokou toxicitu vii¢i nddorovym bunkdm
vykazovaly latky JP-5I1, JP-5m, JP-5n (Obr. 1), které se lisily v substituentem R2? (I,
CN). (Pospisilova et al., n.d.)

L0 L0 OO

cl I CF; I Cl > CN

JP-51 JP-5m JP-5n
Obr. 1: Nejaktivnéjsi struktury
Latka JP-5n prokazovala nejsilnéjsi uinek ze vSech pfipravenych derivatt, bohuzel
vsak byla také toxicka vi¢i normélnim bunkam. Vymeénou nitrilu za jod vznikla latka
JP-5I, ktera vykazovala biologickou aktivitu vic¢i nadorovym bunéénym liniim a
nepusobila toxicky na normalni buiky RPE-1 nebo BJ (Tab. 1).

Tab. 1: Cytotoxické aktivity benzimidazolovych derivata

R! R? R® | MV4-11 HelLa G-361 A2780 RPE-1 BJ

51 -Cl |-l -Ph | 8.4+1.1 7.3+0.6 58+25 17.1£3.8 >50 449+ 04




Tab. 1: Cytotoxické aktivity benzimidazolovych derivatd (pokracovani)

(-)-51 -Cl |-l -Ph | 7.4£0.7 6.2+0.1 50+0.2 >50 >50 >50

(+)-5l -Cl | -l -Ph | 72+04 7.4+0.2 8.6+1.1 18.3+£5.0 >50 >50

5n -Cl | -CN | -Ph | 8.0+1.0 51+1.0 49+0.6 15.5+2.3 23.4+0.6 | >50

(-)-5n -Cl | -CN | -Ph [ 30.7+13 |32+1.0 25+£02 7.0+£0.3 10.5 £ |>50
1.1

(+)-5n -Cl |-CN |-Ph [41x14 49+0.7 6.6+1.1 11.3£1.9 173 £ |>50
0.3

Benzimidazolovy derivat JP-5n vykazoval rozdily v aktivitich mezi jednotlivymi
atropoisomery. (+)-JP-5n vykazoval 7,5 krat vyssi cytotoxicitu nez (-)-JP-5n vuci
bunkam MV4-11. Derivaty JP-5I a JP-5n mély za nasledek blokaci buné¢ného cyklu a
ovlivnéni organizace mikrotubult lidskych buné€k karcinomu délozniho hrdla HeLa.

Na zékladé¢ té€chto poznatki byly navrzeny struktury, které obsahuji
elektronakceptorovou skupinu v poloze 5, ktera nebyla pfili§ prozkoumana, avsak
existuji latky, které vykazovaly aktivitu va¢i rakovinnym bunkam. Piikladem je
parbendazol, ktery se vaze hluboko do kolchicinového misto a vykazuje Géinky vaci
bun&né linii rakovinnych bunék HNSCC. Benzimidazolové derivaty se lisi R!
substituentem, ktery byl zvolen na zaklad¢ predeslych studii a jedna se o jod a nitril.
Struktury obsahujici bud’'to jod nebo nitril se liSily v toxicité¢ vi¢i zdravym bunkam.
Déle bude prozkoumén vliv R? substituenti, které obsahuji elektronakceptorni nebo

elektrondonorni skupinu.




2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Benzimidazol

Benzimidazol nebo také 1,3 benzdiazol je benzo derivat imidazolu. (Chen et al.,
2015) (Digwal et al., 2016) Jedna se o heterocyklickou aromatickou slou¢eninu, jehoz
derivaty vykazuji biologickou aktivitu. Heterocyklus obsahuje dva atomy dusiku, které
jsou umistény v poloze 1 a 3. Kyselost je zpusobena pfitomnosti vodiku v poloze 1
v molekule, ktery muze reagovat s vodou, za vzniku kyseliny. Dusikaty atom, ktery je
soucasti aromatického kruhu muize byt protonovan. Vytvofeny kation je stabilizovan
aromatickym charakterem benzimidazolového jadra. Benzimidazol 1 (Obr. 2) tedy
vykazuje miru kyselosti, ale v porovnani s anorganickymi kyselinami, je kyselost

mnohem slabsi. (B. Wright, 2002)

Obr. 2: Struktura benzimidazolu.
2.2  Fyzikalni vlastnosti benzimidazolu

Zavedenim substituentu do polohy 1 se obecné snizuje teplota tani. Rozpustnost
benzimidazoll se vztahuje k vodiku, ktery je navazan na dusik v poloze 1. V pfipad¢, ze
je vodik navazan na imidovy dusik, tak jsou tyto heterocyklické slouceniny rozpustné
lépe v polarnich rozpoustédlech a hiife rozpustné v organickych rozpoustédlech. Dale je
benzimidazol rozpustny v horké vodé¢, ale $patné rozpustny napi. v benzenu. VIiv na
rozpustnost ma také navazany substituent. Napi. 2-methylbenzimidazol se snadno
rozpousti v nepolarnich rozpoustédlech, kdezto 2-aminobenzimidazol je dobfe

rozpustny v polarnich rozpoustédlech. (B. Wright, 2002)

2.3 Chemické vlastnosti benzimidazolu

V poloze 1 je navazany na dusiku atom vodiku, ktery miize reagovat s aprotickymi

rozpoustédly. Tato  skuteCnost vede ktautomerii na  N-nesubstiovanych



benzimidazolech. Diky této skutecnosti vykazuje urCity stupen stability. (Singh &
Silakari, 2018)Neni ovlivnén koncentrovanou anorganickou kyselinou pii zahtati, ani
pusobenim horké kyseliny chlorovodikové nebo zasad. Dale je heterocyklus odolny
vuci redukei. Oxidaci je benzimidazolovy kruh stépen pouze za radikalnich podminek.

S kyselinami benzimidazoly snadno tvofi soli. (B. Wright, 2002)

2.4 Axialni chiralita

Jedna se 0 termin, ktery se pouzivad pro oznaceni stereoizomerie, kterd vznika
v disledku neplanarniho uspotadani substituentti kolem osy chirality. (P. G. Moss,
2009) Tento typ izomerie se Casto vyskytuje v biologicky aktivnich latkach. (Hu & Xia,
2023)Substituenty jsou tedy navazany kolem osy tak, Zze nejsou totozné se svym
zrcadlovym obrazem. (Svobodova, 2009)Jednim typem axidlné chirdlnich sloucenin
jsou atropoizomery, mezi které¢ patii napt. biaryly (Obr. 3). Tyto slouceniny maji
zablokovanou rotaci kolem jednoduché vazby. Dal§im typem jsou alleny 2 (Obr. 3) ¢i
spirany 3. Konfigurace v chiralnich centrech je popsana stereodeskriptory Ra a Sa. (P.
G. Moss, 2009)

b, b
c=c=C
/
a a
2 3

Obr. 3: Struktura allenu (1) a biarylu (2)
2.5 Syntéza benzimidazoli

Historie syntézy prvniho benzimidazolu spadéd az do roku 1951. Vychozi latkou pro
syntézu benzimidazolovych slouéenin jsou vétSinou ortho-diaminobenzenové derivaty

4, které reaguji s cyklizacnimi ¢inidly (Schéma 1). (B. Wright, 2002)

NH2 N
@ _— . ©: \>_R
NHR N
R
4 5

Schéma 1: Obecna syntéza benzimidazolovych derivatt, (B. Wright, 2002)
4



2.5.1  Prvni priprava benzimidazolového derivatu

Prvni benzimidazolovy derivat byl poprvé syntetizovan redukci aminoskupiny a
naslednou dehydrataci z 2-nitro-4-methylacetanilidu 7 (Schéma 2). (B. Wright, 2002)

Sn - Hzo

F3C NOZ _— F3C NH2 _— F3C N
I N O CLS-on
NHCOCH; NHCOCH; N

\

6 7 8 H

Schéma 2: Schéma ptipravy prvniho benzimidazolového derivatu. (B. Wright, 2002)

2.5.2  Priprava derivati benzimidazolu z o-fenylendiamini

Velmi pouzivanou metodou piipravy benzimidazolovych derivati je kondenzace
o-fenylendiamint s aldehydy. Oxidace se provadi pomoci riznych oxidaénich ¢inidel a
za téchto podminek vznikaji 2-substituované benzimidazoly. Vybranym ptikladem
pro demonstraci tohoto pfistupu je reakce o-fenylendiaminu se substituovanym
aldehydem, a to alkylovym, arylovym nebo heterocyklickym. Katalyzatorem muize byt
palladium, pfipadné sloucenina na bazi médi. Ke katalyze, respektive oxidaci, muze
postacit také vzduch. Konkrétnim ptikladem je reakce katalyzovand octanem méd’natym

(Schéma 3). (Saha et al., 2009)

NH §
2 (CH3CO0),Cu
NH, N

9 10 1

Schéma 3: Schéma reakce katalyzované octanem méd’natym (Saha et al., 2009)

Dalsi reakci spadajici mezi reakce s aldehydy je napt. reakce o-fenylendiaminového
derivatu 12 s 2,4-dichlorbenzaldenydem 13. Reakce je katalyzovana disifi¢itanem
sodnym (Schéma 4). (Ozbey et al., 2002)

e
FD:NHz Cl O Na,S,05 /@:N o
+ -, />—<\ >*
N NH, /©)\ H N N
@ Cl o

12 13 14

Schéma 4: Syntéza benzimidazolového derivatu. (Ozbey et al., 2002)



Dalsim zpGsobem, jak pfipravit benzimidazolové derivaty, kondenzaci
s karbonylovymi slouc¢eninami, je zpisob podle Alageel a kol. Vychozi latkou je opét

o-fenylendiamin 9, ktery reaguje s riznymi ketony 10 (Schéma 5). (Alageel, 2017)

N
: + 2
NH, R § N
N )\ ><R1 12 13
0~ "R? R2 H
NH, N

N 1
H + R'H
° 10 11 @N/%RZ

14 15
Schéma 5: Obecna syntéza derivatii kondenzaci s ketony, (Alageel, 2017)

Vysledkem reakce jsou nestabilni 2-disubstiuované benzimidazoliny, které nasledné
podléhaji rozkladu na smés benzimidazolovych derivati. Pomér vzniklych derivath
zavisi na tom, ktera z alkylovych skupin je eliminovana. Krom¢& vzniku smési derivatu je
také omezujicim faktorem kondenzace s ketony dlouha reakéni doba a obtizné postupy
zpracovani.(Alageel, 2017) Piikladem reakce, jejimz vysledkem je derivat
benzimidazolu, je reakce o-fenylendiaminu 9 s 1,3-dikarbonylovymi slou¢eninami
za mirného zahiivani v alkoholu (Schéma 6). (Abdallah et al., 2018; Mohareb et al.,
2020)

NH,  CH3;COCH,COCH; H
©i 120 °C ©: /)~ CH,COCHs
NH, N

9 16

Schéma 6: Syntéza s 1,3-dikarbonylovymi slou¢eninami. (Mohareb et al., 2020)

Posledni variantou pfipravy benzimidazolovych derivati z o-fenylendiaminu 9 je
kondenzace s karboxylovymi kyselinami 17. Nejbéznéjsi reakci je reakce
o-fenylendiaminu s karboxylovou kyselinou v pfitomnosti kyseliny chlorovodikové
(Schéma 7). (Alageel, 2017)
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Schéma 7: Obecna syntéza prostifednictvim kondenzace s karboxylovymi kyselinami.(Alageel,
2017)

Konkrétnim ptikladem je syntéza 2-substituovanych benzimidazolovych derivati
refluxovanim ekvimolarniho poméru o-fenylendiaminu 9 a kyseliny p-aminobenzoové
19 v xylenu a kyseliné polyfosforeéné. Reak¢ni €as je 6 hodin (Schéma 8). (Alam et al.,
2017)

COOH
NH, PPA/Xylene N
@ : 6h @\> < > NH;
NH, N
9 NH, 20
19

Schéma 8: Syntéza 2-substituovaného derivatu benzimidazolu. (Alam et al., 2017)

2.5.3  Priprava benzimidazolu pfesmykem

V porovnéni s kondenzacemi, které jsou popsany v podpodkapitole 2.5.3. je pfiprava
benzimidazolovych derivati pfesmykem heterocyklickych slouc¢enin u¢innéjsi. Jedna se
vSak 0 raritni reakci, ktera neni typickd pro pfipravu téchto latek.(Mamedov &
Zhukova, 2017)

Prvnim popsanym zpiisobem je pfeskupeni benzodiazepinond. Reakce byla zapocata
refluxovani smési o-fenylendiaminu 9 s ethylacetoacetatem 21 v xylenu. Tato reakce
poskytla derivat benzodiazepinonu 22. Jiny produkt, konkrétné
1-isopropenylbenzimidazol-2-on 23, poskytla stejna reakce v pfitomnosti hydroxidu
draselného. Reakce zacina eliminaci molekuly ethanolu a naslednym pferusenim vazby
uhlikéi C2-C3? s naslednou intramolekuladrni nukleofilni adici (Schéma 9). Reakce mize
probihat mimo jiné i s dal$imi dikarbonylovymi slou¢eninami. (Mamedov & Zhukova,
2017)
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Schéma 9: Obecnd syntéza benzimidazolonu pfeskupenim benzodiazepinoni. (Mamedov &

Zhukova, 2017)

Dalsi zpusob ptipravy je presmyk 1,2,3-triazolu 24. Benzimidazolovy derivat 25
vznikl po 4hodinovém refluxu roztoku substituovaného triazolu 24 (Schéma 10).
(Mamedov & Zhukova, 2017)
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Schéma 10: Obecnd syntéza benzimidazolonu preskupenim 1,2,3-triazolu.(Mamedov &
Zhukova, 2017)

2.6  Biologicka aktivita benzimidazolu

Benzimidazol a jeho derivaty se vyuzivaji Vv medicindlni chemii pro své
farmakologické uc¢inky. Derivaty, které maji v poloze 2 navazanou NH> skupinu, se
strukturn€ podobaji heterocyklické bazi purinu. Skutec¢nost, ze se strukturné podobaji

nukleotidiim, umoznuje benzimidazolovym derivatli snadno integrovat s biopolymery



Vv zivém organismu. Pfitomnost dusikovych atomii v molekule benzimidazolu zplisobuje
vznik slabych vazebnych interakci, diky kterym se rozSifuje spektrum pro vazbu
S riznymi terapeutickymi cili. Farmakologicky profil benzimidazolu a jeho derivata
substituovanych v polohach 1, 2, 5 a/nebo 6, je diky této skute¢nosti rozsahly a lze zde
zatadit jejich antimikrobialni (Gilingérdii et al., 2013), antituberkulotické(Alam et al.,
2017), antivirové(Lamorte et al., 2013) a protizanétlivé ucinky(Eswayah et al., 2017).
Kromé¢ vyjmenovanych vlastnosti se nesmi opomenout také jejich protinadorova

aktivita, ktera je cilem vyzkumu také v této praci. (El-Masry et al., 2000)
2.6.1  Antimikrobialni u¢inky

Rada derivati benzimidazolu vykazuje antimikrobidlni u¢inky (piisobi proti
mikrobim jako jsou bakterie nebo houby). Duvodem antibakterialniho ucinku je
pfitomnost objemnych skupin v poloze 1 a 2 a malych alkylovych skupin, které jsou

navazané v ostatnich polohach (Obr. 4). (Glingérdii et al., 2013)

mala alkylova skupina

malé N/\ objemna elektronova skupina
heteroatomické — ©: />/
skupiny T N

mala alkylova skupina

Obr. 4: Navazané skupiny v jednotlivych polohach. (Giingérdii et al., 2013)

Gowda a kol. vyvinuli novou sérii 1,2-disubstiovanych derivatd benzimidazolu
(Schéma 11). Antibakterialni aktivita proti gramnegativnim bakteriim Escherichia. coli
a grampozitivnim bakteriim Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa ¢inila
50-250 pg/ml MBC. Tato hodnota je o néco vyssi v porovnani S MBC standardniho
ampicilinu, ktery vykazoval 50-100 pg/ml. (Gowda et al., 2010)
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Schéma 11: 1,2-disubstiované derivaty benzimidazolu vykazujici antimikrobialni aktivitu
((Gowda et al., 2010)

2.6.2  Antivirotika

Diky dal$im studiim se prokazala také antivirotickd aktivita derivatl benzimidazolu.
Trembley a kol. syntetizovali derivaty 5-(5-furan-2-yl-pyrazol-1-yl)-1H-benzimidazolu
30, které pusobily jako inhibitory tvorby kapsidy HIV. Antivirovou ucinnost zlepsilo
zavedeni pyridinového postranniho fetézce na N?, 2-hydroxyfenylu na C? a

trifluormethylového skupiny na C® (Obr. 5). (Lamorte et al., 2013)

3_
R’= CF; 30

Obr. 5: Modifikovany 5-(5-furan-2-yl-pyrazol-1-yl)-1H-benzimidazol na N' pro inhibici
HIV-1. (Lamorte et al., 2013)

Dalsi skupinu latek vyvinul Tonelli a kol.. Jedna se o benzimidazolové derivaty, které
pasobi proti viru Coxsackie B5, proti respiranim syncytickym virim a proti
bakteriofagu stafylokokd. Studie ukézala, 7e 2-[(benzotriazol-1/2-
yl)methyl]benzimidazoly, které maji v poloze 1 navazanou dialkylaminoalkylovou nebo
chinolizidin-1-yl-alkylovou skupinu, vykazuji silnou aktivitu proti respiraénimu

syncytialnimu viru (Obr. 6). (Tonelli et al., 2014)
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Obr. 6: Modifikovany 5-(5-furan-2-yl-pyrazol-1-yl)-1H-benzimidazol na C? a C*°. (Tonelli et
al., 2014)

Zavedenim  heterocyklickych jader na C? byly syntetizoviny sady
2-substituovanych-5-amidinobenzimidazolovych derivatd, které na uhliku Cislo 5 maji
navazanou amidovou skupinu (Obr. 7). Jejich antivirova aktivita byla potvrzena vuci
coxsacki virum a echo virum. Nejsilngjsi aktivitu vykazovala struktura s pyridinovym

kruhem na C2. (Starevi¢ et al., 2007)

H
N
R1
H,N N/>_

0 35

R'= heterocyklicky susbtituent

Obr. 7:2-substituovany-5amidinobenzimidazolovy derivat. (Staréevi¢ et al., 2007)

2.6.3  Protizanétlivé a analgetické ucinky

Kromé vySe zminénych ucinkd benzimidazolové derivaty vykazuji také
protizanétlivou a analgetickou aktivitu. Eswayah a kol. pfipravili N-substituované
derivaty reakci benzimidazolu 1 a benzoylchloridu 36 a naslednou adici riznych amint

(Schéma 12). Slouceniny vykazovaly dobrou inhibi¢ni aktivitu ve srovnani s aspirinem,

‘‘‘‘‘
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Schéma 12: Syntéza aktivnich N-substituovanych benzimidazolovych derivata. (B. Wright,
2002; Eswayah et al., 2017)

Dalsi slouceniny pfipravili Monika Gaba a kol.. Uvedli sérii derivatd, které slouzily
Na zékladé studie in vivo a in vitro dosli k zavéru, ze ve srovnani se standardnim
lécivem, tedy kyselinou acetylsalicylovou, maji pfipravené latky lepsi ucinek.
Protizanétlivy ucinek s nejvétsi pravdépodobnosti zvySuji elektrondonorni skupiny.
(Gaba et al., 2015)

2.7 Rakovina

Rakovina v dne$ni dob¢ patfi mezi nejcastéjsi pfi¢inou umrti. Divodem vysoké
umrtnosti je hlavné rezistence na 1é€iva, proto je dillezité pokracovat ve vyvoji latek,
které cili na maligni bunky. Nadorova rezistence, toxicita 1€kt a nizka uspésnost 1€kt
pomérn¢ vysokou umrtnost. (Adams et al., 2016)

Zjednodusen¢ by se dalo fict, ze dochdzi k nekontrolovanému rdstu nadorovych
bunék, které nésledné putuji do dalSich casti téla. Zdravé bunky rostou normalné a
mnozi se béhem bunétného de€leni, ¢imz vznikaji buniky nové. V pfipadé, ze dojde
K poskozeni v procesu bunécného déleni, tak vznikaji abnormalni a poskozené buiky:.
Tyto bunky rostou a nekontrolovateln¢ se mnozi, az dojde ke vzniku nadorti. Nadory
nasledné mohou cestovat do blizkych tkani, kde mohou metastazovat. (Adam et al.,
2011)

RozliSujeme 2 druhy rakovinovych bun¢k, a to maligni a benigni. Rozdil spociva
Vtom, Ze benigni nddory se dale neSifi do blizkych tkéni a tim padem nedochazi

k napadani ostatni tkan¢. Ve srovnani se zdravymi buiikami rakovinné vykazuji rust
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bez iniciativniho signalu, nekontrolovatelné se déli, vyrabi energii pro rast odliSnym
zpusobem a také dokazou oklamat imunitni systém natolik, Ze imunitni buiiky necili

na nadorové lozisko. (Biichler & a kol., 2019)
2.7.1  Protirakovinné ucinky benzimidazolovych derivata

Benzimidazolové derivaty ziskaly pozornost také ve vyvoji protinddorovych 1é¢iv
diky své minimalni toxicité a struktufe, kterd tvoii zaklad pro vyvoj derivati s riznymi
biologickymi aktivitami. (Adams et al., 2016) (B. Wright, 2002) Farmakofor
benzimidazolu s cilovymi misty vytvaii slabé vazebné interakce, napt. vodikové vazby,
hydrofobni interakce ¢i polarni vazby. Samotny benzimidazol spolu s jeho derivaty hraji
klicovou roli jako inhibitory topoisomerasy, interkalacni a alkylac¢ni latky DNA,
antagonist¢ androgennich receptorti, inhibitory PARP, inhibitory proteinkinasy,
dihydrofolatreduktasy a inhibitory mikrotubult.. (Shimomura et al., 2019)

Dle nékolika studii se uvadi protinddorovy ucinek derivati benzimidazolu, které
obsahuji substituenty v poloze 2. Pfikladem jsou bis-benzimidazoly, které vykazuji
cytotoxické u€¢inky na MCF7 a A431. Hanan M. Refaat na zdkladé¢ této studie ptipravil
disubstituované derivaty benzimidazolu, které obsahovaly v poloze 5 chlor nebo
karboxylovou skupinu (Obr. 8) a tyto slouceniny vykazovaly silnou protinadorovou
aktivitu. (Refaat et al., 2010)

R N CN R N
T T
39 40
O
N CN
H

R = Cl, COOH “

Obr. 8: Disubstiované derivaty benzimidazolu. (Refaat et al., 2010)

V soucasnych lécich se nachazi struktury na bazi indolu a benzimidazolu, které jsou
ucinnymi latkami proti riznym nadorovym bunkam. Studie prokazaly, ze fenylindolové
derivaty inhibuji rakovinu prsu. Fikriye a kol. prokazali, ze indolové benzimidazoly,

lidici se R! a elektrodonornimi R? substituenty, maji vysokou uéinnost proti nadorovym
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bunkam. Tyto derivaty obsahuji maji vysokou uc€innost proti nadorovym builkdm

(Schéma 13). (Karadayi et al., 2020)

R2
H
|/N O\\S/C2H5
+ 1 /
R? ﬁ CoH5 HN N
(0] R’1
42 43 44

R'= p-fluorbenzyl, CHg3, cyklohexyl, benzyl
R2?=Cl, Br

Schéma 13: Nové protinadorové derivaty indol-benzimidazolu. (Karadayi et al., 2020)
2.7.2  Protinadorové latky necilené na onkogeny
2.7.2.1 Inhibitory topoizomerasy

DNA topoizomerasa je velmi duilezity enzym, ktery je spojeny s integritou genomu,
coz zahrnuje replikaci DNA, transkripci, rekombinaci a remodelaci chromatinu.
(Champoux, 2001) Bunkou je tento enzym vyuzivan kudrzovani segregace
chromozoml a topologie DNA. Inhibitory topoizomeraSy potlacuji jeji aktivitu a
aktivuji funkci enzymu vic¢i jinému substratu nebo tento enzym pieménuji na enzym
pro buiku toxicky (McClendon & Osheroff, 2007) (Schneider et al., 1990) Cilem je
tedy vyvoj topoizomerasovych inhibitori nebo topoizomerasovych jedi
s benzimidazolovym skeletem, které budou piisobit proti nekontrolovatelnému déleni
rakovinnych bunék. Bis-benzimidazolové derivaty se vazou na DNA, coz vede
ke zméné konformace DNA a inhibici tvorby §tépného komplexu. Bielawski a spol.
pouzili bis-benzimidazoly s chloroalkylovymi a bromoalkylovymi ¢astmi pfi vyvoji
inhibitort Topo I a Topo II. Tyto latky inhibuji syntézu DNA, které interaguji s parem
bazi guanin a cytosin v mensim zlabku DNA. Tato interakce vede k nevratné inhibici
proliferace u rakovinnych bun€k karcinomu prsu MDA-MB-231 negativnich na

estrogenové receptory. (Bielawski et al., 2004)
2.1.2.2 Interkalace DNA a alkyla¢ni Cinidla

Interakce mezi bilkovinami a DNA se casto podileji na riiznych nadorovych
onemocnénich, coZ je spojeno s pfimym nebo nepfimym kontaktem bilkoviny s DNA.
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(Bhaduri et al., 2018; Gromiha & Nagarajan, 2013) Interakce mezi bilkovinou a DNA
hraje roli v transkripci gent, replikaci DNA, baleni chromozom® a opravach DNA.
(Thirumal Kumar et al., 2019) (Wong et al., 2016)V piipadé pieruSeni protein-DNA
interkalatorem by doSlo ke zméné konformace DNA a zméné biologické funkce
navazanych proteint, mezi které¢ patii transkripéni faktory, topoizomerasy, polymerasy a
proteiny, opravujici DNA.(Karimi Goftar et al., 2014) Tato skuteCnost se uplatiiuje
v chemoterapii, kde 1é¢iva zaméfena na interakci proteind s DNA funguji vytvofenim
kovalentni nebo nekovalentni vazby. (Soni et al., 2017)

Prvni skupinou jsou metalointerkalatory, které vytvaii dualni inhibi¢ni rezim.(\WWong
et al.,, 2016) To znamena, ze dochazi k interkalaci a koordinaci kovl, coz vede
K ireverzibilni, kovalentni vazbé a nasledné apoptéoze nadorovych bunck. (Karimi

Goftar et al., 2014)(Soni et al., 2017)
2.7.3  Specificky cilené protinadorové latky
2.7.3.1 Inhibitory kinas

Kinasy jsou enzymy, které jsou nezbytné pro signdlni kaskady a pro regulaci
biologickych procest, které zahrnuji rist, proliferaci, diferenciaci a apoptézu bunky.
Benzimidazolovy skelet je vyuzivan pro syntézu inhibitorti kinaz. (Ardito et al., 2017)

Piikladem  ATP-kompetitivnich inhibitora je  TIBI neboli 456,7-
tetrajodobenzimidazol, ktery cili jako inhibitor proteinkinasy CDK2 odvozeny od 5,6-
dichlorbenzimidazol-1-B-ribofuranosidového skeletu.(Ardito et al., 2017) Navazané
atomy jodu na bezimidazolovém kruhu jsou pfi¢inou lepsi afinity k ATP-vazebné kapce
CDK2 v porovnani s navazanymi atomy bromu nebo chloru.(Gianoncelli et al., 2009)
Koronkiewicz a kol. uvedli, ze TIBI (Obr. 9) piisobi proapoptoticky a cytostaticky na
buné¢nou linii promyelocytarni leukemie prostiednictvim inhibice CDK2. (Karadayi et

al., 2020)
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Obr. 9: Struktura TIBI. (Karadayi et al., 2020)

Dals8im inhibitorem je Dovitinib (Obr. 10). Jedna se peroralné dostupnou laktatovou
stl benzimidazol-chinolinové slouceniny, kterd plsobi jako inhibitor kinasy receptoru

rustového faktoru. (Trudel et al., 2005)

H
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H
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Obr. 10: Dovitinib. (Karadayi et al., 2020)
2.7.3.2 Inhibitory poly(ADP-rib6za)polymerasy-1

Obecné je poly(ADP-ribéza)polymerasa-1 jaderny enzym, ktery se uplatiluje
v okamzité odpovédi na poskozeni DNA a podporuje opravu dvousroubovice.
(Hoeijmakers, 2007) PARP také udrzuje integritu genomu a usnadiiuje pieziti bungk.
Inhibici PARP-1 dochazi ke genomové nestabilité, zvySeni aktivity bunééného cyklu,
zastavé bunécného cyklu, ktera je nasledovana apoptdzou. (Ba & Garg, 2011)

Komeréné dostupné inhibitory PARP jako jsou olaparib, rukaparib, niraparib a
veliparib jsou zkoumany na rakovinnych bunkach. (Min et al., 2019)Veliparib 47 (Obr.
11) a Rucuparib 48 (Obr. 12) jsou odvozeny od benzimidazolkarboxiamidu, kde je
vyhodna jeho nizka molekulova hmotnost a také moznost tvorby vodikové vazby

s nikotinamidovym vazebnym mistem PARP. (Min et al., 2019)(Tong et al., 2009)

)

N
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Obr. 11: Veliparib (Min et al., 2019)
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Obr. 12: Rucuparib (Min et al., 2019)
2.7.3.3 Antagonisté androgenniho receptoru

Androgenni receptor patii do skupiny steroidnich receptordi, které se podili
na  regulaci  transkripce gentt  vreakci na  vazbu  testosteronu a
dihydrotestosteronu.(Pihlajamaa et al., 2015) Jedna se o kriticky marker v ramci
diagnozy rakoviny prsu a prostaty. (Heinlein & Chang, 2004; Ricciardelli et al., 2018)

Galeteron (Obr. 13) 49 blokuje vazbu androgeni na androgenni receptor. (Handratta
et al., 2005; Schayowitz et al., 2008) Protinadorovy ucinek je zptsoben inhibici CYP17
lyazy nebo degradaci androgenniho receptoru. Galeteron (Obr. 13) cili na dva
homologni deubikvitinaéni enzymy (USP12 a USP46), které se podili na pozitivni
signalizaci drahy AR-AKT-MDM-p53. Lécba galeteronem muze inhibovat rust
nadorovych bun¢k, které jsou citlivé na androgeny, nezdvislych na androgenech,
rezistentnich na androgeny a androgen-negativnich prostatickych bunék. (Mcclurg et al.,

2018)

N\
N
CHN
CH

HO
49

Obr. 13: Galeteron (Schayowitz et al., 2008)
2.8 Mikrotubuly jako cil 1é¢by rakoviny
2.8.1 Cytoskelet

Cytoskelet je dynamicka soustava skladajici se ze tfi typu, kterd zahrnuji aktinova

filamenta, intermedidrni filamenta a mikrotubuly sloZené z tubulinovych dimerd.
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Protein reguluje délku, stav polymerace a Groven zesitovani. Mezi jeho hlavni funkce
patii bunécny transport, také udrzuje tvar bunky a podili se na buné&ném d¢leni.
V ramci 1écby rakoviny se cili na mikrotubuly, konkrétné na tubulin. Latky ovliviiujici
mikrotubuly se déli na inhibitory a stabilizatory. Inhibitory inhibuji neboli pozastavuji
polymeraci mikrotubuld, stabilizatory naopak podporuji jejich polymeraci. (Wickstead
& Gull, 2011)

2.8.2  Mikrotubuly

Mikrotubuly fadime mezi hlavni ¢asti eukaryotického cytoskeletu bun¢k. Diky témto
komponentiim se mtize uskutecniovat plno bunécnych funkci, mezi které patii bunéna
signalizace, bunétné déleni (konkrétné¢ mitoticka faze), udrzovani tvaru bunky a
bunéna pohyblivost uskuteénéna motorickymi proteiny kinesinem a dyneinem. Tyto
proteiny se také podili na déleni buiiky. (Ren et al., 2021) Jedna se o duté valce
o pruméru 25 nm. Hlavni slozkou je heterodimer tubulin, ktery se skladd ze dvou
podjednotek, konkrétné o- a B- tubulinu. (Sept, 2007) Izotypy se li§i sekvenci
aminokyselin kédovanou riznymi geny. (Binarova & Tuszynski, 2019)Heterodimery se
pfipojuji zpisobem tzv. head to tail, tedy hlava Kk ocasu, kdy vznikaji polarni
protofilamenta a 13 z téchto protofilament se spoji a vytvofi utvar podobny trubici.
B-tubulin sméfuje k plusovému konci mikrotubulu a dodava strukturni polaritu. (Sept,

2007)
2.8.3  Struktura tubulinu

Tubulin je bilkovina, kterd se podili na tvorbé dé€liciho vieténk. Tvofi dimerni
podjednotky, konkrétné¢ a- a B- tubulin, které jsou strukturné témét identické. Maji
podobnou hmotnost a jsou tvofeny pfiblizné¢ stejnym poctem aminokyselinovych
zbytkl. Struktura monomeru obsahuje 3 funkéni domény. Prvni doménou je N-koncova
doména, kde se vaze nukleotid, dal§i doména obsahuje vazebné misto pro Taxol a
pravdépodobné se podili na hydrolyzye GTP. Posledni doménou je C-koncova doména,
ktera vytvaii prostor pro pohyb molekulovych motort. Existuje mnoho izotypt, které

podléhaji posttranslaénim tipravam. (Zelazkova, 2008)
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2.8.4  Polymerace mikrotubuli

Mikrotubuly nepatii mezi jednoduché rovnovdzné polymery kvili své slozité
polymeraéni dynamice, ktera je klicovda pro bunéfnou funkci. (Li et al.,
2017)Podminkou pro polymeraci je vazba GTP na tubulin. Navazany nukleotid je také
dilezitym faktorem v rastu a stabilit¢. Mikrotubuly podléhaji obdobim rdstu a
smrstovani, které je znamé jako dynamicka nestabilita. (Sept, 2007) Béhem polymerace
dochazi nejprve k pomalému formovani jadra, které je nasledovano reverzibilni
nekovalentni adici tubulinovych dimerti na koncich mikrotubuli. (Zelazkova, 2008)
K polymeraci dochazi vzdy na konci mikrotubulu ozna¢eném plus, kde se nachazi
B-tubulin, druhy konec je oznaen znaménkem minus a zde nikdy nedochézi k rustu
mikrotubulu. Pravidelny rist se uskute¢iiuje do té doby, dokud neni dosazen tzv. bod
katastrofy, coz je bod, kdy dojde k rozpojeni spojenych protofilament mikrotubulu
(Obr. 14). Naslednym krokem neboli zachranou dojde k obnoveni ristu mikrotubulu.
Rychlost katastrofy a zachrany je modulovana zménou podminek polymerace. Stabilitu
mikrotubulti zajistuje ,,Cepicka* GTP-tubulinu na koncich mikrotubulu. Hydrolyzou
GTP na GDP dochazi k depolymerizaci.

Growing Shrinking

D GTP-tubulin I GDP-tubulin

Current Biology

Obr. 14: Rust a rozpad mikrotubull v pribéhu polymerace. Prevzato z (Sept, 2007)

2.8.5  Inhibitory mikrotubuli

Inhibitory mikrotubulli nebo také antimitotické léky funguji tak, Ze potlacuji

dynamiku mikrotubuli. Dochazi k pfichyceni mikrotubulit k chromozomim
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v kinetochorech a k nedokonalému vytvofeni metafaznich vietének. (Azarenko et al.,
2008) V ramci 1écby pomoci inhibitord dochazi k zastaveni mitézy béhem piechodu
mezi metafazi a profazi a nasleduje apoptoza. (Azarenko et al., 2008)(Khwaja et al.,
2021)(Wilson & Jordan, 1995)

MBIC 50 obsahuje v poloze 2 hydroxy skupinu a v poloze 5 fluor na fenylovém
zbytku (Obr. 15). V poloze 5 na benzimidazolovém kruhu se nachazi methylkarboxylat.
Jedna se o inhibitor mikrotubulli, ktery ma cytotoxicky uc¢inek na bunky karcinomu
prsu.(Hasanpourghadi et al., 2017)(Karthikeyan et al., 2017) Nadorové bunky odebrané
z délozniho hrdla osettené MBIC vykazovaly zastavu prechodu mezi fazi G2 a
mitotickou fazi s naslednou apoptézou. MBIC inhibuje také polymeraci mikrotubul
pomoci up-regulace cyklinu B1, cyklin-dependetni kinazs 1 a proteinu BubR1 a
down-proteinu Aurora B. (Dai et al., 2017) V ramci mé bakalatské prace je prozkouman
vliv substituentu v poloze 5. Na zakladé tohoto faktu lze predpokladat, ze obsazenim

polohy 5 by se mohla zvysit aktivita vii¢i rakovinnym bunikam.

HO

z._ ZT

50
Obr. 15: MBIC (Hasanpourghadi et al., 2017)

Nocodazol (Obr. 16) nebo také (methyl [5-(2-thienylkarbonyl)-1H-benzimidazol-2-
yl]karbamat) 51 rovnéz piisobi jako destabilizator mikrotubuld, pfesnéji feceno narusuje
tvorbu mikrotobulu v profazovych bunkach a narusuje jejich pfipojeni ke kinechorim
chromozomu, coz vede k zastavé bunéného cyklu a nasledné bunééné smrti.(Choi et
al., 2011)(Zhao et al., 2020) Blajeskim a spol. prokazali, Ze buniky karcinomu prsu,
konkrétné¢ MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-453, HS0578T, SKBr3 a
ZR-75-10 jsou po oSetieni nocodazolem nachylné k apoptoze. (Blajeski et al., 2002)

s N
[ S—NH
N O}fOH

51

Obr. 16: Nocodazol (Choi et al., 2011)

20



2.8.6  Vazebné domény na mikrotubulech

MTA se zamétuji na 3 domény prostiednictvim stabilizace a destabilizace (Obr. 17).
Jedna se o misto pro paklitaxel, vinca alkaloidy a kolchicin. (Dogra et al., 2018)

Vinca alkaloidy byly zavedeny jako chemoterapeutické latky pred vice nez 40 lety.
Z listu rostliny Catharanthus roseus byly izolovany vinblastin a vinkristin.(Johnson et
al., 1960) (Noble et al., 1958) V ramci vyvoje 1é¢iv doslo k syntéze novych analogu,
mezi které patii vindesin, vinorelbin a vinflunin. Nevyhodou nové syntetizovanych
derivatu je neuropatie a reverzibilni myelosuprese. (Gidding et al., 1999)

Cilem vinca alkaloidii jsou mikrotubuly, u kterych zpisobuji depolymerizaci,
dochdzi k poskozeni mitotického vieténka, coz vede k blokaci mitézy nadorovych
bunék. (Jordan, 2002) Vinblastin se vaze na B-podjednotku tubulinu, konkrétné
do oblasti, kterd se nazyva jako vinca doména. Dochazi ke konformacni zméné
tubulinu.(Abelson et al., n.d.) (Bai et al., 1990) (Na & Timasheff, 1980) Krom¢ tubulinu
se muze vinblastin navazat pfimo na mikrotubuly. Vazba jedné nebo dvou molekul
vinblastinu na plus konec mikrotubulu miize vést ke sniZeni stability az 0 50 %. Néktera
lé¢iva potlacuji dynamiku mikrotubull,, coZz zabranuje mitotickému vieténku jeho
sestaveni a snizuje se napéti v kinetochorech chromozomt. Nasledkem je apoptéza.
(Abelson etal., n.d.)

Paklitaxel a jeho semisynteticky analog docetaxel patfily na konci 20. stoleti
K nejcastéji pouzivanym lé¢ivim v chemoterapii. V dne$ni dobé se pouziva k 1écbé
karcinomu prsu a vajecniki, nemalobunééného karcinomu plic ¢i Kaposiho sarkomu.
Mezi hlavni vedlejsi ucinky patii, stejné jako u vinca alkaloidl, neurotoxicita a
myelosuprese. (Boichuk et al., 2022) (Rowinsky et al., 1993)

Taxany se obecné Spatné vdZou na samotny tubulin. VaZou se podél po celé délce
mikrotubulu. Vazebné misto se nachdzi v B-podjednotce, které se nachazi uvnitf
mikrotubulu.(Nogales et al., 1995) Ke svym vazebnym mistim na mikrotubulu se
dostava pomoci difize nebo fluktuacemi v mikrotubulech. Vazbou paklitaxelu
na vazebné misto se zvySuje polymerace mikrotobulu ¢imZz se zvySuje stabilita.
(Nogales, 2001) Na kazdé molekule tubulinu se jedno vazebné misto
pro paklitaxel.(Derry et al., 1995) Navazanim taxanu na vazebné misto ve vnitini dutiné
mikrotubulu dochazi k potlaeni dynamiky dé&liciho vieténka, coz zabranuje déleni
nadorovych bunék a je zablokovany postup z metafaze do anafaze bunécného cyklus.

Posledni fazi je apoptéza. (Okouneva et al., 2008; Yvon et al., 1999)Na zaklad¢
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klinickych tspéchi taxani doslo k objevu dalSich latek, které stimuluji polymeraci
mikrotubulu. Mezi tyto latky tfadime naptiklad epothilony, discodermolidy, laulimalid
nebo eleutherobin. (Pryor et al., 2002)

Vinca

Taxan

GDP GTP

Obr. 17: Vazebné domény tubulinu. Pievzato (Zelazkova, 2008)
2.8.7 Kolchicinova doména

Kolchicin, konkrétné jeho slouceniny se pouZivaji pii 1écbé dny. Jedna se
o tricyklicky alkaloid. Ptikladem slouceniny, ktera slouzi k 1é¢bé dny, je Probenecid 52
(Obr. 18). Jedna se o kolchicinovy sulfat, ktery zvysSuje vylucovani kyseliny mocové

ledvinami, ¢imz snizuje jeji koncentraci v Krvi. (Bane Hastie, 1991)

OH

Obr. 18: Probenecid
Prozatim se kolchicin, pravdépodobné diky své silné toxicité, nepouziva k lécbé
rakoviny, avSak latky vézajici se na kolchicinové misto jsou zkoumdny pro své
protirakovinné ucinky. (Bane Hastie, 1991; Wilson & Jordan, 1995).

Kolchicinova doména je obecné pojmenovani pro vazebné misto kolchicinu, které je
slozené z hlavniho mista a dal$ich kapes. Interakce kolchicinu s tubulinem zptisobuje
stejné jako u vinca alkaloidii depolymeraci mikrotubuld a jejich stabilizaci. Samotny

kolchicin se vSak pfimo nevdze na kolchicinové misto, ale nejprve vytvoii vazbu
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s rozpustnym tubulinem, ktery nasledné vyvola pomalé konformacni zmény v tubulinu
az vznikne kone¢ny komplex tubulin-kolchicin, (Bane Hastie, 1991; Wilson & Jordan,
1995) ktery v malém mnozstvi kopolymerizuje do koncti mikrotubula spolu s uréitym
mnozstvim volnych molekul tubulinu. (Skoufias & Wilson, 1992)

Vazebné misto pro kolchicin se nachazi na rozhrani a- a B-podjednotce.Velikost
kolchicinového mista je 10 A x 10 A x 4-5 A. (Nguyen et al., 2005) Kolchicin se vaze
na B-tubulin na rozhrani s a-tubulinem ¢imz se nasledn¢ inhibuje polymerace tubulinu.
Trimethoxyfenylova skupina kolchicinu se nachéazi blizko Cysp241, Thr179 a Vall81
v o — tubulinu tvofi vodikové vazby s tropolonovym kruhem. (Prota et al., 2014)

2.8.7.1 Latky vazajici se do kolchicinového mista

Parbendazol 53 (Obr. 19) se navazuje hluboko do CBS. Interaguje vSak pouze
s B podjednotkou tubulinu. Jedna se o nejucinngjsi latku z fady benzimidazolovych
derivatt, kam patii také nocodazol, fendazol, mebendazol a oxibendazol. Parbendazol je
destabilizator tubulinu. MiZze vyvolat poskozeni DNA a v zavislosti na davce také
pozastavit sestaveni mikrotubli. (Lei et al., 2021) Tato slou¢enina ma potencial se stat
terapeutickou molekulou pro svoji nizkou toxicitu a vykazuje dobrou inhibici
proliferace bunécnych linii HNSCC. (Liang et al., 2022)

/\/\©::/>7N;70

g \
53
Obr. 19: Struktura parbendazolu

Studie ukézaly, Ze kochicin uvoliuje fluorescenci v piipad€, Ze se vdZe na tubulin.
Jestlize vSak dojde ke kompetici mezi kolchicinem a molekulou, tak dochdzi ke snizeni
fluorescence komplexu kochicin-tubulin. Po inkubaci parbendazolu a kolchicinu doslo
ke sniZeni intenzity fluorescence tim, Ze tyto dvé molekuly soutézi o vazebné misto. Lze
tedy povazovat CBS za pfimé vazebné misto parbendazolu. Vazbou parbendazolu na
tubulin dochdzi k inhibici polymerace tubulinu. Po 24 hodinach inkubace buné&k
s parbendazolem doslo k poskozeni mikrotubuli ve srovnani s kontrolni skupinou.
Parbendazol také indikuje zastavu bunécného cyklu, migraci buné€k, kterd hraje zdsadni
roli v nadorovém procesu a apoptozu. Se zvySujici se koncentraci dochazi ke zvyseni

apoptotickych bun€k ve srovnani s kontrolni skupinou. Vzhledem K nizké toxicité se
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jevi, v porovnani s toxickym kolchicinem, jako potencialni terapeuticka latka. (Liang et
al., 2022)

Syntetick¢é ¢inidlo BAL27862 54 (Obr. 20) pusobi na mikrotubuly. Zpusobuje
destabilizaci mikrotubull, zastavu G2/ M faze bunécného cyklu a plsobi jako silny
inhibitor ristu nadorovych bunck. Na zdkladé¢ molekulového dokovani bylo zjisténo, ze
1 pfesto, ze se jednd strukturné o odliSnou latku nez samotny kolchicin, tak se velmi
dobie vaze do kolchicinového mista. Jednotlivé ¢asti molekuly interaguji s molekulou
kolchininu a piekryvaji se. Benzimidazolova a 3-amiooxadiazolova ¢ast se dobie
ptekryje kruhy C a B kolchicinu. Tato sloucenina je znama jako Avanbulin a vyskytuje
se v klinickych studiich. (Esteve et al., 2010)

O~-N
HoN N N
\©Y\ /Z/kNM
H
NN

54
Obr. 20: Syntetické ¢inidlo BAL27862. (Esteve et al., 2010)

Dalsi slouceninu, uz nebenzimidazolového charakteru, Quinolin 55 (Obr. 21), se
vaze do kolchicinového mista a vykazuje nejsilnéjsi aktivitu proti leukemickym bunkam
K562, kdy se hodnoty ICso vV rozmezi od 5 do 11 nM. (Patil et al., 2016)Tato latka

snizila hmotnost nadoru o skoro 65 % bez zjevné toxicity. (Li et al., 2019)

Obr. 21: Struktura Quinolinu. (Patil et al., 2016)
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Reak¢ni schéma a pouzité reaktanty

V ramci experimentalni ¢asti jsem pomoci jedné syntetické cesty pfipravila 2 sady
derivati, které se lisily vV navazanych substituentech. Ob¢ sady pfipravenych cilovych
latek maji v poloze 5 navazanou CFs skupinu. Navrzené substituenty se liSily
substituenty R'a R? (Schéma 14). Viechny piipravené derivity byly zkoumany na jejich
protirakovinné ucinky.

Benzimidazolové derivaty se syntetizovaly pomoci jedné syntetické cesty Viz
Schéma 14, diky které byly pfipraveny dvé sady derivath, které se liSily substituentem
R!. Tento substituent byl volen sohledem na nejaktivngjsi struktury z doposud
provedené SAR studie. Syntéza zahrnovala celkem tii kroky. Podminky pro jednotlivé
kroky vychazi z diplomové prace Mgr. Jany Pospisilové (Pospisilova, 2019)a vzhledem
k rozdilnosti vychozich latek musely byt nékteré reakéni kroky optimalizovany.

Prvnim krokem syntézy je aromaticka nukleofilni substituce, kterd byla nasledovana
redukci nitroskupiny. Vznikly diamin byl poté podroben cyklizaci za pouziti rizné
substituovanych aldehydt. Substituent R? v poloze para vychoziho aldehydu
pfedstavuje elektrondonorni ¢i elektronakceptorni skupinu, kterd muize mit vliv jak
na rychlost cyklizaéniho kroku, tak na biologickou aktivitu finalnich benzimidazoli.
V sadé derivatd s jodem jako substituentem R byl pouzit aldehyd, ktery obsahoval
substituenty CF3 v polohach meta z divodu zajimavosti této latky pro jiny projekt v nasi

vyzkumné skupiné.
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_ R1 R
NO, NH, nukleofilni NO, NH,
E R! aromaticka H duk H
+ substituce _redukce
F3C FsC FsC
® 3 I s v
F3C N
TGO
N
©R1

Va-c

czklizace

CF;

N
N .
R1 CF, cyklizace
R'=CN, I

R? = H, NO,, OCH; CN
* vd

Schéma 14: Obecné reakéni schéma syntézy benzimidazolovych derivata

3.2 Priprava  benzimidazolovych  derivati s jodem  jako

substituentem R!

Syntetickou cestu pfipravy derivat znazoriiuje (Schéma 15). Prvnim krokem syntézy
byla nukleofilni  aromaticka  substituce, kdy reagoval 1-fluor-2-nitro-4-
(trifluormethyl)benzen | s 2-jodanilinem Il za vzniku latky I11. Nasledovala redukce
nitroskupiny, kdy vznikla latka 1V. Diamin byl posléze podroben cyklizaci za tcasti
cykliza¢nich ¢inidel za vzniku findlnich latek V, které se 1i$i substituentem R?. Pro jiny
projekt byl nasyntetizovan derivat Vd, ktery ma dvé CFz skupiny v poloze meta, ¢imz

se lisi od ostatnich substituenti, které maji R? substituent v poloze para.

NO, NH, nukleofilni

ilni NO, I NH, H |
F I aromaticka H duk N
+ substituce _redukee
—_—
FsC FsC
11 v

| 1]
FsC N —
N
o1

Vv

chIizace

R? = H, NO,, OCH3 CF3, CN
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Schéma 15: Navrzené schéma piipravy derivatu s jodem

3.2.1 Nukleofilni aromaticka substituce

Jedna se o prvni krok syntézy cilovych benzimidazolovych derivati (Schéma 16).
Vychozimi latkami pro piipravu byl 1-fluor-2-nitro-4-(trifluormethyl)benzen 1, ktery
reagoval s 2-jodanilinem 11, za vzniku latky IlIl. Vychozi latky byly rozpustény
v DMSO a byly kni ptidany 4 ekvivalenty KOH. Reak¢ni smés byla michana za
laboratorni teploty 1,5 hodiny. Reakéni smés byla poté nalita do ledové vody a pro
upravu pH byla pouzita zfedénd HCI, kdy doslo k vysrazeni oranzové sraZeniny Ve
zlutém roztoku. Produkt byl poté filtrovan a vytéZznost reakce byla 78 %. Nukleofilni
aromatickd substituce byla provedena dvakrat, kdy podruhé byla provedena
V desetindsobném mnozstvi (4080 mg). Vytéznosti reakci byly témeért stejné. V prvnim

ptipadé se jednalo o 78 %, v druhém ptipade 73 %.
NO, NH, NO, |

Fo, I 4ekv. KOH ¥
DMSO, rt, 1,5 h
F3C F3C

[ I I (78 %)

Schéma 16: Nukleofilni aromaticka substituce

3.2.2  Redukce nitroskupiny

Vznikly diamin 111 byl poté redukovan pomoci zinku v kyselém prostiedi (Schéma
17). Latka 111 byla rozpusténa v methanolu, ke smési byly poté piidany 4 ekvivalenty
zinku a kyselina octova. Reakce probihala 30 minut za laboratorni teploty. Po ukonceni
reakce byl zinek prefiltrovan a filtrdt nakapan do vody. Nasledné¢ bylo pH roztoku
pomoci KOH na hodnotu asi 12 a poté byl produkt extrahovan do dichlormethanu.
Po pfecisténi produktu pomoci sloupcové chromatografie byla vytéznost reakce 54 %.
Reakce byla provedena dvakrat, podruhé v desetinasobném mnoZzstvi, kdy vytéZnost
reakce byla 42 %. Nizka vytéznost byla pravdépodobné z divodu nedoreagovani, kdy
se v reak¢ni smési nachazely také vychozi latky.

NO [ NH, [

2
H 4 ekv. Zn, MeOH, AcOH H
30 min, rt
FsC Fs;C

1 IV (54 %)
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Schéma 17: Redukce nitroskupiny

3.2.3  Cyklizacni reakce

Finalni benzimidazolové derivaty byly pfipraveny pomoci cyklizac¢ni reakce, ktera
spoc¢ivala v reakci latky IV sriznymi aldehydy za tvorby derivati benzimidazolu

(Schéma 18).

FsC
NH, I : N; <:;
H 2
N 1,2 ekv. aldehydu N R
|
0,5 ekv. pTSA,
FsC toluen, 24 h, 80 °C

\'

R2= NOy, H, OCH; CF;
Schéma 18: Cyklizace s 4-nitrobenzaldehydem

Prvni benzimidazolovy derivat Va byl pfipraven pomoci 4-nitrobenzaldehydu.
Vychozi diamin 1V (1 ekv.) reagoval s 1,2 ekv. 4-nitrobenzaldehydu a 0,5 ekv. kyseliny
p-toluensulfonové (PTSA). Jako rozpoustédlo byl pouzit toluen. Reakce probihala 24
hodin pfi teplot¢ 80 °C. Na zdkladé¢ hodnoceni pribéhu reakce pomoci TLC, kdy
v reakéni smési byly stale vychozi latky, bylo po 3 hodinach k reakéni smési ptidano
dalsi mnozstvi kyseliny p-toluensulfonové (pTSA), celkové tedy 1 ekvivalent, aby doslo
klepsi konverzi. VytéZnost reakce po precisténi produktu pomoci sloupcové
chromatografie ¢inila 50 %. Molekula obsahuje CF3 skupina, kterd zpisobuje odtah
elektront, coz mize mit za nasledek pomalejsi pribéh reakce. Zaroven byla pouzita
stéricky naro¢né vychozi latka, kterd opét zptisobuje pomalejsi priibéh reakce.

Dalsi cilové benzimidazolové derivaty byly pfipraveny stejnou metodou.
Procentualni vytéZnost reakce po cyklizaci s benzaldehydem cinila 43 % a
S p-anisladehydem 57 %. Posledni derivat s jodem Vd, ktery ma obsazené polohy meta
CF3 skupinou, byl ptipraven za stejnych podminek jako derivaty Vb a Vc. K cyklizaci
byl pouzit 3,5-(bisfluormethyl)benzaldehyd. Procentudlni vytéZznost reakce €inila 53 %.

VSechny finalni produkty jsou zndzornény na Obr. 22.
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Obr. 22: Vysledné produkty po cyklizaci

3.3  Priprava benzimidazolovych derivata s nitrilem jako

substituentem R!

Postup piipravy benzimidazolovych derivatii obsahujici nitril jako substituent R!
zahrnoval stejné kroky piipravy jako u derivatl obsahujicich jod. Syntéza byla zahdjena
nukleofilni aromatickou substituci, kterou nasledovala redukce nitroskupiny a
poslednim krokem syntézy byla cyklizace za vzniku pozadovanych benzimidazolovych

derivath. Syntézu znézortiuje Schéma 19.

NO, NH, nukleofilni NO, H
F CN aromaticka
/J::i:]/ + [:f::r/ substituce /J::i:]/ \I:i:] redukce /J::i:]/ \I:i:]
—_—
Vi Vil Vil

3C N
O
N
CN

czklizace

= H, NO,, OCHs
Schéma 19: Obecné reakéni schéma

331 Nukleofilni aromaticka substituce

Syntézu druhé sady derivatt s nitrilem jako substituentem R! znazortiuje Schéma 20.
Prvnim krokem syntézy byla nukleofilni aromatické substituce, kdy vychozimi latkami

byl 2-aminobenzonitril V11, ktery reagoval s 1-fluor-2-nitro-4-(trifluormethyl)benzenem

29



V1. Reakéni smés byla rozpusténa v DMSO, poté byly pfidany 4 ekv. KOH. Reakce
probihala za laboratorni teploty a po kontrole na TLC byla po 1 hodiné ukoncena.
Reakéni smés byla poté nakapéana do ledové vody a okyselena zfedénou HCI. Doslo ke
vzniku Zlutych krystald. Produkt byl poté zfiltrovan a vytéZnost reakce byla 97 %.
Reakce byla provedena dvakrat. Pii druhém pokusu bylo pouzito pétkrat (1045 mg) vice
vychozi latky a vytéznost reakce byla 88 %.

NO> NH, NO, ,  CN
F . CN 4 ekv. KOH N
DMSO, rt, 1h
FsC FsC
vI vii

VI (97 %)

Schéma 20: Nukleofilni aromaticka substituce

3.3.2  Redukce nitroskupiny

Pokus o redukci nitroskupiny byl proveden tfemi rlznymi metodami. Prvnim
zpisobem byla redukce pomoci zeleza Schéma 21. Bohuzel pfi této reakci vychozi latka
prakticky nereagovala a spolu s malym mnozstvim produktu vznikala tada
neidentifikovatelnych vedlejSich produkti. Vysledek analyzy latky pomoci HPLC se

nachazi v ptiloze.
CN NH,

NO, CN
% H l Fe, MeOH f H f
F4C AcOH F4C
IX

vill 24 h, rt

Schéma 21: Redukce Zelezem
Po neuspesné redukci pomoci Zeleza jsme pfistoupili k redukci vodikem Schéma 22.

Tato reakce byla také netispéSna z dlivodu vzniku slozité smési latek.

NO CN NH, CN

2
H Hy, 5% Pd/C H
AcOH
FsC 2h,rt FsC

VIl IX

Schéma 22: Redukce vodikem

Jako neucinnéjsi se nam jevila redukce za pouziti zinku v kyselém prostiedi, ackoliv
vznikl jeden vedlejsi produkt ve vétsim mnozstvi. Cilova latka 1X od n¢j vSak byla
dobfe separovatelnd na chromatografické kolon&.Vychozi latka VIII byla rozpuSténa
v methanolu, k reak¢ni smési byly pfidany 4 ekv. zinku a po kapkach kyselina octova.
Reakce probihala 30 minut za laboratorni teploty (Schéma 23). Na zakladé¢ TLC bylo
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zjiSténo, ze vznikla smés dvou produktl, konkrétn€é diamin spole¢né se slouceninou,
kterou neslo, vzhledem k nerozpustnosti v rozpoustédlech k méfeni NMR a HPLC,
analyzovat. S nejvétsi pravdépodobnosti vznikla latka 1Xa, ¢imz se odkazuji na
bakalarskou praci Anny Chladkové (Chladkova, 2021). Po redukci vychozi latky
zinkem v kyselém prostiedi ziskala strukturné podobnou slouceninu. Vytéznost

produktu po pfecisténi na chromatografické kolon¢ byla 59 %.

NH,
NOz ,, CN NH; . CN N
4 ekv. Zn, MeOH, AcOH -
N N JC
30 min, rt N
Fs;C F3;C H
VIl IX (59 %) IXa

Schéma 23: Redukce zinkem

3.3.3  Cyklizacni reakce

Cyklizacni reakce slouZily k pfipravé cilovych benzimidazolovych derivath
s nitrilem (Schéma 24). Reakce probihaly 24 hodin za zvySené teploty na 80 °C.
Vhodnymi aldehydy jakoZto cyklizaénimi ¢inidly byl zaveden rizny substituent R? do

cilovych derivata.

FsC
NH2 H CN ® N\ R2
N 1,2 ekv. aldehydu N
CN
0,5 ekv. pTSA,
FsC toluen, 24 h, 80 °C

IX X

R? = NO,, H, OCHj4

Schéma 24: Cyklizace s riznymi aldehydy

Prvni cykliza¢ni reakci byla reakce s 4-nitrobenzaldehydem. 1 ekv. vychozi latky IX,
1,2 ekv. 4-nitrobenzaldehydu a 0,5 ekv. pTSA bylo rozpusténo v 1,5 ml toluenu. Reakce
probihala 24 hodin za zvySené teploty na 80 °C za vzniku produktu Xe. Pribéh reakce
byl kontrolovan pomoci TLC. Po ptecisténi produktu pomoci sloupcové chromatografie
byla vytéznost reakce 65 %. Pfiprava finalnich latek Xf a Xg probihala za stejnych
podminek jako syntéza benzimidazolového derivatu Xe. Prib¢h reakci byl kontrolovan
pomoci TLC a produkty byly poté pfecistény pomoci sloupcové chromatografie.
Vytéznosti reakci ¢inily u produktu Xf 50 % a u derivatu Xg 75 %. Finalni produkty

znazoriuje Obrazek 23.
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FaC N F3C N FsC N
LSO 0 Lo
N? CN N? CN N? CN
Xe Xg Xf

Obr. 23: Vysledné produkty po cyklizaci

3.3.4  Finalni produkty

K zisku cilovych benzimidazolovych derivati byly pouzity riizné aldehydy, které
obsahovaly elektrodonorni ¢i elektroakceptorni skupinu v para poloze. K ptipravé
derivatu s jodem pro tcely jiného vyzkumu byl pouzit 3,5-(bisfluormethyl)benzaldehyd,
ktery obsahoval dvé CFz skupiny v polohach meta. Procentudlni vytéznosti reakci
shrnuje (Tab. 2).

Pribéh reakce je kromé reakénich podminek ovlivnén také pfitomnosti piipadné
neptitomnosti elektrondonorni ¢i elektronakceptorni skupiny, kterd mize mit posléze
také vliv na antiproliferacni aktivitu pfipraveného benzimidazolového derivatu.

Nitro skupina patii mezi elektronakceptorni skupiny. To znamena, ze diky
pritomnosti dvou atomu kysliku navazanych na dusik odtahuje elektrony ze systému.
Methoxyskupina se fadi mezi elektrondonorni skupiny. Kyslik ma dva volné
elektronové pary, které zvysuji elektronovou hustotu na aromatickém jadte. CF3z skupina
ma zase tendenci odtahovat elektrony od aromatického jadra, coz zplsobuje snizeni
elektronové hustoty a elektrofilniho charakteru aldehydové skupiny. Aldehyd obsahujici
elektronakceptorni skupinu muize byt méné reaktivni vici vychozimu diaminu, coZ
muze vést kniz§im vytéZkim reakce. Naopak aldehyd obsahujici elektrondonorni
skupinu bude reagovat pomaleji diky umisténi elektrondonorni skupiny v para poloze,
coz by melo vést k vys$sim vytézkiim reakce. Posledni aldehyd, ktery byl pouzit k zisku
derivatu Vd obsahoval ve své struktufe dvé CFz skupiny, které diky obsahu fluoru
zpusobuji odtah elektronil, ¢imZ se snizuje elektronova hustota na aromatickém jadre.
3,5-(bisfluoromethyl)benzaldehydu mize diky své stérické narocnosti $patné reagovat
s vychozimi latkami, avSak v reakci, ktera vedla k zisku finalni latky Vd tento aldehyd
poslouzil k dosaZzeni pomérné vysokého procentudlniho vytézku. VSechny Ctyfi
aldehydy lze charakterizovat jako u¢inna cykliza¢ni Cinidla s vytéZnosti ve vétSing

piipadd nad 50 %.
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3.4  Cilové benzimidazolové derivaty

Finalni latky byly ziskany pomoci tii krokové syntézy, ktera zahrnovala nukleofilni

aromatickou substituci, redukci nitroskupiny a naslednou cyklizaci s vhodnymi

cyklizaénimi ¢inidly, ktera zavedla R? substituenty do molekuly. Nejlepsi procentualni

vytézek odpovida latce Xg (75 %). Rozmezi vytéznosti ostatnich cilovych produkti je

49-70 %. V tabulce (Tab. 2) jsou zaznamenany vSechny cilové produkty, které byly
analyzovany pomoci 1H a 13C NMR a HRMS.

Tab. 2: Prehled finalnich produktt

Finalni produkty | VVzorec Vytéznost (%) HPLC ¢istota*
F3C N
T
Va N? | 49 % >99 %
F3C N
TS~
Vb N 57 % >99 %
F3C N
\©: > OCH;
Ve N? | 70 % 95 %
CF,
FsC N
s
vd Y 64 % 96 %
@ CF,
F3C N
O
N 65 % 96 %

Xe ) CN
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Tab. 2: Ptehled finalnich produktt (pokracovani)

FsC N
— )

Xf N
? CN 50 % >99 %

Xg FsC N
T )-oen
N? CN 75 % >99 %

*procentualni Cistota vypocitana z UV-VIS spektra (220-500 nm)

3.5 Chiralni separace

Pro prokéazani axialni chirality byly vybrany latky Va (R? substituent v podob& NO3),
Vb (R? substituent v podobé vodiku) a Vd (s dvéma CFs skupinami v poloze meta). Z
vybranych tii latek se podafilo zatim rozliSit vzniklé atropoizomery pouze u findlni
latky Vb (Obr. 24). K separaci byla nalezena vhodna analytickd metoda v podobé HPLC
Agilent 1260 Infinity Il a kolona Daicel 1A-3 (4.6 x 100 mm, 3 pum), ethanol/voda
70:30, 0.6 ml/min, 35 °C. U testovanych latek byla potvrzena chiralni osa, ¢imz se

prokézalo, Ze jsou latky axialné chiralni.

Obr. 24: Chiralni separace latky Vb

3.6 Antiprolifera¢ni aktivita

Finalni latky byly zaslany na pracovisté rustovych regulatort v Holici, kde jsou
testovany pro své protirakovinné ucinky na bunécnych liniich HeLa, MV4-11, Eol-1.
Testovani bude provedeno také na normalnich lidskych buiikkdch RPE-1, BJ. Prozatim

byla provedena prvni sada testii a pokracuje se v dalSim testovani. Zacileno je na
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zaklad¢ predchozich vysledkid na tubulin, konkrétn€ na kolchicinové vazebné misto. Po
provedeném molekulovém dockingu do kolchicinového mista na mikrotubulech se jevi
jako potencialn¢ u¢inny derivat Xe.

Prvnim krokem biologického testovani je pfiprava bunécnych linie, které byly
vhodné natedény. Tyto buiiky byly spocitany a pomoci pipety umistény do mikrotitracni
desticky. Druhy den byla k buitkam ptidana testovana latka o riznych koncentracich.
Inkubac¢ni doba byla 3 dny. Nasledujicim krokem bylo pfidéni fluorescencni barvivo
Alamar Blue, diky kterému bylo mozné spektrofotometricky zméfit proliferaci bunék.
Z naméfenych hodnot byla sestavena kiivka viability bun€k na koncentraci testované

latky. Poslednim krokem byl vypodet 1Cso [umol-17].

3.7  Molekulovy docking

Ve spolupréci s katedrou fyzikdlni chemie byl proveden molekulovy docking pomoci
programu AutoDock Vina. Uprava struktur prob&hla v programu Pymol. Jako cil byl
vybran tubulin, na kterém se nachazi riznd vazebna mista napt. vazebné misto pro
paklitaxel, vinca alkaloidy ¢i kolchicin. Docking byl proveden do kolchicinového mista
(Obr. 25,26), kde byly navazany dva benzimidazolové derivaty, konkrétné latka JP-5n
(¢erna molekula) a Xe. Vznikly dvé varianty vazby, tedy pro oba atropoizomery danych
sloucenin. V Tabulce ¢. 2 je zaznamenana vazebna afinita jednotlivych atropoizomeri
ke kolchicinovému mistu, kdy oba atropoizomery latky Xe maji zapornéjsi hodnotu
[-8,7 kcal-mol™] v porovnani s vazebnou energii latky JP-5n [-7,6; -8 kcal-mol™]. Dle

vysledkt se latka Xe vaze do kolchicinového mista Iépe nez latka JP-5n.
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Obr. 26: Atropoizomery S-Xe; S-(-)-JP-5n (¢erné)

36



Tab. 3: Vazebné energie vybranych benzimidazolovych derivati navazanych na kolchicinovém

misté

Benzimidazolovy derivat Vazebna energie (kcal-mol™)
(R)-Va -8,4
(S)-Va -8,5
(R)-Vb -8,1
(S)-Vb -8,5
(R)-Vc -8,1
(S)-Vc -8,1
(R)-Xe -8,7
(S)-Xe -8,7
(R)-Xf -8,1
(S)-Xf -8,2
(R)-Xg -8,5
(S)-Xg -8,4
(R)-(+)-JP-5n -7,6
(S)-(-)-JP-5n -8
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Finalni latky byly charakterizovany pomoci **C a 'H NMR spektrometrie, teploty
tani a HRMS. K identifikaci pomoci NMR analyz byl pouzit spektrometr JEOL ECA
40011 (*H: 399,78, ¥3C: 100,53 MHz). Chemické signaly byly referencovany na
rezidualni signal rozpoustédla (DMSO-ds: 2,50 ppm, 39,51 ppm a CDCls: 7,27 ppm,
77,00 ppm). Dalsi analyza probéhla pomoci HRMS (Orbitrap Elite high-resolution
hmotnostni spektrometr) firmy Thermo. K chirdlni separaci byla nalezena vhodna
analyticka metoda v podobé HPLC Agilent 1260 Infinity Il a kolona Daicel 1A-3 (4.6 X
100 mm, 3 um), ethanol/voda 70:30, 0.6 ml/min, 35 °C. Analyza prib¢hu chemickych
reakci a jednotlivych kroku ptipravy derivaty probéhla pomoci chromatografie na tenké

vrstvé (TLC) a UHPLC-MS systému firmy Waters (Acquity Waters SQ Detector 2).

4.1 Syntéza
41.1 Pouzité chemikalie

1-fluor-2-nitro-4-(trifluormethyl)benzen
2-jodanilin
2-aminobenzonitril
Zinek

Zelezo

Palladium

Vodik

Hydroxid draselny
Methanol

Kyselina octova
Dimethylsulfoxid
Toluen
Dichlomethan
Hexan

Aldehydy

Kyselina p-toluensulfonova
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4.1.2  N-(2-jodofenyl)-2-nitro-4-(trifluormethyl)anilin (I111)

NO,

Beae

209 mg 1-fluoro-2-nitro-4-(trifluormethyl)benzenu (1 mmol) a 219 mg 2-jodanilinu
(1 mmol) bylo rozpusténo v 5 ml DMSO. Posléze bylo k reak¢éni smési piidano 224 mg
KOH (4 mmol). Smés byla michana 1,5 hodiny za laboratorni teploty. Po ukonceni
reakce byla smés nalita do ledové vody a pomoci HCI bylo upraveno pH na hodnotu
1-2. Produkt byl filtrovan. Vytéznost reakce byla 78 % coz odpovida 320 mg oranzové
praskovité latky.

'H NMR (400 MHz; CHLOROFORM-d) & = 7,00 (d, J=8.85 Hz, 1 H); 7,07 (td, J=7,63, 1,83
Hz, 1 H); 7,40 (dd, J=7,70, 1.70 Hz, 1 H); 7,46 (td, J=7,70, 1,40 Hz, 1 H); 7,56 (dd, J=8.85,
2.14 Hz, 1 H); 8,00 (dd, J=7,93, 1,53 Hz, 1 H); 8,55 (dd, J=1,83, 0,92 Hz, 1 H); 9,62 (br. s., 1

H) ppm.
HRMS (ESI) m/z vypocitano [M+H]* 408,9655; nalezeno 408,9633. [M-H] 406,9499; nalezeno

406,9507.
4.1.3  N!-(2-jodofenyl)-4-(trifluormethyl)benzen-1,2-diamin (1V)

NH, [

Nene

204 mg (0,5 mmolu) N-(2-jodofenyl)-2-nitro-4-(trifluormethyl)anilinu  bylo
rozpusténo ve 4 ml methanolu a poté bylo pfidano 131 mg (2 mmol) zinku. Po kapkach
byl pfidan 1 ml kyseliny octové. Reakéni smés byla michdna za laboratorni teploty 30
minut. Po ukonceni reakce byl zinek filtrovan a filtrat byl nakapan do 50 ml vody,
obazi¢tén KOH na pH = 12 a extrahovan tiikrat do 50 ml dichlomethanu. Koncentrace
hydroxidu odpovida 0,25 mol-ml™. Dale byl promyt vodou a solankou. Dichlormethan
byl odpafen pomoci RVO. Produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie.
Jako mobilni faze byla pouzita hexan:dichlormethan v poméru 2:1, kdy rozpoustédlo
bylo poté odpafeno pomoci RVO. Po precisténi byla ziskana rizova krystalicka latka

jejiz procentudlni vytéznost byla 54 %, coz odpovida 132 mg finalni latky.
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'H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 4,03 (br. s., 2 H); 5,65 (br. s., 1 H) 6.61 — 6,66
(m, 1 H); 6,68 (dd, J=8.09, 1.37 Hz, 1 H); 7,01 — 7,04 (m, 1 H); 7,07 (d, J=1,83 Hz, 1 H); 7,16 —
7,22 (m, 2 H); 7,78 (dd, J=7,93, 1,53 Hz, 1 H)

HRMS (ESI) m/z vypo¢itano [M+H]* 378,9914; nalezeno 378,9901. [M-H] 376,9757; nalezeno
376,9766.

Teplota tani: 137 °C-140 °C

4.1.4  1-(2-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-5-(trifluormethyl)-1H-benzo[d]imidazol
(Va)

FsC N
Qe
b I

151 mg (0,4 mmolu) vychozi latky N!-(2-jodofenyl)-4-(trifluormethyl)benzen-1,2-
diaminu, 73 mg (0,5 mmol) 4-nitrobenzaldehydu a 38 mg (0,2 mmol) p-toluensulfonové
(pTSA) bylo rozpusténo ve 2 ml toluenu. Reakce probihala 24 hodin pfi teploté 80 °C.
Finalni produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie, kdy jako mobilni faze
byl pouzit dichlormethan, ktery byl poté odpafen pomoci RVO. Bylo ziskano 51 mg
oranzové  krystalické  latky, coz  odpovidd  procentudlnimu  vytézku

50 %.

IH NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 7,13 (d, J=8,55 Hz, 1 H); 7,35 (td, J=7.71, 1.68
Hz, 1 H); 7,44 (dd, J=7.63, 1.53 Hz, 1 H); 7,57 — 7,62 (m, 2 H); 7,79 — 7,83 (m, 2 H); 8,08 (dd,
J=7,93, 1,22 Hz, 1 H); 8,18 — 8,22 (m, 2 H); 8,23 (d, J=1,53 Hz, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & = 151,34; 148,45; 142,30; 141,01; 138,78; 138,60;
135,46; 130,51; 130,29; 129,80; 129,53; 127,23; 126,30 (q, J=32,50 Hz, 1 C), 124,54 (q,
J=272,00 Hz, 1 C), 123,73;121,31 (g, J=3,85 Hz, 1 C); 118,23 (q, J=4,60 Hz, 1 C), 111,54;
98,21 ppm.

HRMS (ESI) m/z vypocitano [M+H]* 509,9921; nalezeno 509,9918.

Teplota tani: 213 °C-216 °C
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415  1-(2-jodofenyl)-2-fenyl-5-(trifluoromethyl)-1H-benzo[d]imidazol (\Vb)

F3C N
=0
)

126 mg (0,3 mmolu) vychozi latky N!-(2-jodofenyl)-4-(trifluormethyl)benzen-1,2-
diaminu, 42 mg = 40,38 ul (0,4 mmol) benzaldehydu, 32 mg (0,2 mmol) pTSA bylo
rozpusténo v 1,5 ml toluenu. Reakce probihala 24 hodin pfi teplot¢ 80 °C. Finalni
produkt byl precistén pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byl pouzit
dichlormethan, ktery byl poté odpatfen pomoci RVO. Po piecisténi bylo ziskano 43 %
krémové krystalické coz odpovida 71 mg finalni latky.

IH NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & = 8,19 (br. s, 1 H); 8,06 (dd, J=8,0; 1,37 Hz; 1 H);
7,60 — 7,64 (m, 2 H); 7,51 - 7,56 (m, 2 H); 7,31 — 7,43 (m, 4 H); 7,29 (dd, J=7;63; 1,53 Hz; 1
H); 7,08 (d, J=8;55 Hz; 1 H) ppm.

3C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & = 154,03; 142,44; 140,67; 139,42; 138,49; 131,18;
130,11; 129,93; 129,78; 129,40; 129,10; 128,51; 125,63 (g, J=32,00 Hz; 1 C); 124,75 (q,
J=271,80 Hz; 0 C); 120,30 (g, J=3,85 Hz; 1 C); 117,67 (g, J=3,85 Hz; 1 C); 111,25; 98,38 ppm.
HRMS (ESI) m/z vypoéitano [M+H]* 465,0070; nalezeno 465,0063.

Teplota tani: 196 °C

4.1.6  1-(2-jodofenyl)-2-(4-methoxyfenyl)-5-(trifluoromethyl)-1H-
benzo[d]imidazole (Vc)

F3C N
oo
b I

126 mg (0,3 mmolu) vychozi latky N-(2-jodofenyl)-4-(trifluormethyl)benzen-1,2-
diaminu, 55 mg = 48,58 ul (0,4 mmol) p-anisaldehydu, 32 mg (0,2 mmol) pTSA bylo
rozpus$téno v 1,5 ml toluenu. Reakce probihala 24 hodin pfi teploté 80 °C. Latka byla
preciSténa pomoci sloupcové chromatografie a jako mobilni faze byl pouzit
dichlormethan:methanol v poméru 4:1. Rozpoustédlo bylo poté odpafeno pomoci RVO.
Procentudlni vytéznost reakce je 57 % coz odpovidd 88 mg. Findlni produkt byl

V podobé oranzové krystalické latky.
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'H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 3,81 (s, 3 H); 6,82 — 6,87 (m, 2 H); 7,04 (dd,
J=8,24; 0,61 Hz; 1 H); 7,27 — 7,31 (m, 1 H); 7,37 (dd, J=7,63; 1,53 Hz; 1 H); 7,49 (dd, J=7,93;
0,92 Hz; 1 H); 7,52 - 7,57 (m, 3 H); 8,06 (dd, J=7,93; 1,53 Hz; 1 H); 8,16 (d, J=0,92 Hz; 1 H);
3C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & = 161,05; 154,00; 142,47; 140,68; 139,62; 138,50,
131,14; 130,59; 129,96; 129,81; 125,48 (g, J=32,00 Hz; 1 C); 124,81 (q, J=271,80 Hz; 1 C);
121,76; 119,96 (g, J=3,33 Hz; 1 C); 117,28 (g, J=4,61 Hz; 1 C); 114,01; 110,99; 98,48; 55,26
ppm.

HRMS (ESI) m/z vypocitano [M+H]* 495,0176; nalezeno 495,0184.

Teplota tani: 150 °C-154 °C

4.1.7  2-(3,5-bis(trifluoromethyl)fenyl)-1-(2-jodofenyl)-5-(trifluoromethyl)-1H-
benzo[d]imidazol (Vd)

151 mg (0,4 mmolu) vychozi latky N!-(2-jodofenyl)-4-(trifluormethyl)benzen-1,2-
diamin, 116 mg = 79,11 pl (0,5 mmol) 3,5-bis(trifluormethyl)benzaldehydu a 38 mg
(0,2 mmol) pTSA bylo rozpusténo ve 2 ml toluenu. Reakce probihala 24 hodin pfi
teploté 80 °C. Produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie, kdy byla pouZita
mobilni faze dichlormethan:hexan v poméru 1:1. Rozpoustédlo bylo poté odpatreno
pomoci RVO. Procentualni vytéZnost reakce je 53 %, coZ odpovida 96 mg finalni latky.

Produkt byl v podob¢ svétle hnédé krystalické latky.

'H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & = 8,23 — 8,25 (m, 1 H); 8,07 — 8,11 (m, 3 H); 7,89
(s, 1 H); 7,58 — 7,65 (m, 2 H); 7,47 (dd, J=7,63; 1,53 Hz; 1 H); 7,36 (td, J=7,71; 1,68 Hz; 1 H);
7,16 (d, J=8,85 Hz; 1 H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & = 150,50; 142,14; 141,04; 138,50; 132,09 (q,
J=34,00 Hz; 1 C); 131,57; 130,37; 129,51; 128,85 (q, J=3,80 Hz; 1 C); 126,41 (q, J=32,00 Hz;
1 C); 124,55 (q, J=271,80 Hz; 1 C); 123,47 (q, J=3,60 Hz; 1 C); 123,44 (q, J=3,60 Hz; 1 C);
122,79 (g, J=273,00 Hz; 1 C); 121,46; 118,25 (q, J=3,80 Hz; 1 C); 118,27 (q, J=3,80 Hz; 1 C);
111,51; 111,48; 98,22 ppm.

HRMS (ESI) m/z vypocitano [M+H]* 600,9818; nalezeno 600,9817.
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Teplota tani: 125 °C-130 °C
4171 2-((2-nitro-4-(trifluormethyl)fenyl)amino)benzonitril (V111)

NO CN

2 H
ﬁj Nf)
FsC

1045 mg (5 mmolu) vychozi latky 1-fluoro-2-nitro-4-(trifluormethyl)benzenu bylo
smichano s 591 mg (5 mmol) 2-aminobenzonitrilu. K reak¢éni smési bylo ptidano 40 ml
DMSO. Poté bylo pridano 1122 mg (20 mmol) KOH. Reakce probihala 2 hodiny za
laboratorni teploty. Po ukonceni reakce byla reakéni smés nakapana do ledové vody a
poté¢ bylo pH upraveno pomoci ziedéné HCI. Produkt byl filtrovan. Procentudlni
vytéznost produktu (Zluta praSkovita latka), ktery byl dale pouZit k nésledujici reakei,

byla 97 %, coz odpovida 1490 mg.

IH NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & = 9,84 (br. s., 1 H); 8,56 (d, J=1,53 Hz; 1 H); 7,79
(dd, J=7,63; 1,53 Hz; 1 H); 7,70 (td, J=7,90; 1,40 Hz; 1 H); 7,65 (dd, J=8,85; 2,14 Hz; 1 H);
7,52 (d, J=7,93 Hz; 1 H); 7,41 (td, J=7,63; 0,92 Hz; 1 H); 7,22 (d, J=8,85 Hz; 1 H) ppm.
HRMS (ESI) m/z vypocitano [M+H]* 308,0641; nalezeno 308,0639. [M-H] 306,0485; nalezeno
306,0495.

41.7.2 2-((2-amino-4-(trifluormethyl)fenyl)amino)benzonitril (1X)

NH, CN

Neas

1000 mg vychozi latky 2-((2-nitro-4-(trifluormethyl)fenyl)amino)benzonitrilu (3
mmol) bylo rozpusténo ve 26 ml methanolu. K reakéni smési bylo pfidano 851 mg (13
mmol) zinku. Poté bylo ptidano 6 ml kyseliny octové. Reakce probihala za laboratorni
teploty pfi laboratorni 30 minut. Po ukonceni reakce byl zinek zfiltrovan a filtrat byl
nakapan do vody a obaziétén pomoci KOH (koncentrace 0,02 mol-ml™?) a extrahovan
tiikrat 50 ml, poté byl promyt vodou a nasledné solankou. Dichlormethan byl poté
odpafen pomoci RVO. Produkt byl poté piecistén pomoci sloupcové chromatografie.

Byla pouZita mobilni faze dichlomethan:hexan v poméru 1:1.
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'H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & = 7,53 (dd, J=7,78; 1,68 Hz; 1 H); 7,38 (td, J=7,78;
1,83 Hz; 1 H); 7,22 (d, J=7,93 Hz; 1 H); 7,07 (d, J=1,70 Hz; 1 H); 7,03 (dd, J=7,93; 1,83 Hz; 1
H); 6,87 (td, J=7,55; 1,07 Hz; 1 H); 6,66 (d, J=8,24 Hz; 1 H); 5,98 (br. s., 1 H); 3,98 (br. s., 2 H)

HRMS (ESI) m/z vypocitano [M+H]* 278,0900; nalezeno 278,0909. [M-H] 276,0743; nalezeno

276,0743.

4.1.7.3 2-(2-(4-nitrofenyl)-5-(trifluormethyl)-1H-benzo[d]imidazol-1-

yl)benzonitril (Xe)
FsC N
N? CN

92 mg 0,3 mmol) vychozi latky 2-((2-amino-4-
(trifluormethyl)fenyl)amino)benzonitril, 61 mg 4-nitrobenzaldehydu (0,4 mmol), 32 mg
(0,2 mmol) pTSA bylo rozpusténo v 1,5 ml toluenu. Reakce probihala pii 80 °C 24
hodin. Produkt byl precistén pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byl
pouzit samotny dichlormethan. Dichlormethan byl poté odpafen pomoci RVO. Bylo

ziskano 79 mg bilych krystalli, coz odpovidéa procentudlni vytéznosti 65 %.

'H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 8,24 — 8,25 (m, 1 H); 8,20 — 8,24 (m, 2
H); 7,88 — 7,93 (m, 2 H); 7,73 — 7,78 (m, 3 H); 7,60 — 7,65 (m, 2 H); 7,23 - 7,27 (m, 1
H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) § = 151,83; 148,64; 142,60; 138,68; 138,28;
134,85; 134,77; 130,57; 130,08; 129,17; 128,68; 126,83 (g, J=32,50 Hz; 1 C); 124,37
(g, J=271,00 Hz; 1 C); 123,88; 121,78 (q, J=3,85 Hz; 1 C); 118,64 (q, J=4,61 Hz; 1 C);
114,52; 112,56; 110,81 ppm.

HRMS (ESI) m/z vypocitano [M+H]* 409,0907; nalezeno 409,0905.

Teplota tani: 207 °C-210 °C
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41.7.4 2-(2-phenyl-5-(trifluormethyl)-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)benzonitril

(Xf)
\)
N? CN

92 mg 0,3 mmol) vychozi latky 2-((2-amino-4-
(trifluormethyl)fenyl)amino)benzonitril, 42 mg = 40 ul (0,4 mmol) benzaldehydu,
32 mg (0,2 mmol) pTSA bylo rozpusténo v 1,5 ml toluenu. Reakce probihala pii 80 °C
24 hodin. Produkt byl precistén pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze
byl pouzit samotny dichlormethan, ktery byl nasledné odpafen pomoci RVO. Bylo

ziskano 55 mg oranzovych krystalil, coZ odpovida procentualni vytéZznosti 50 %.

'H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 6 = 8,19 — 8,22 (m, 1 H); 7,86 (dd, J=7;63; 1,53 Hz; 1
H); 7,82 (td, J=7,90; 1,50 Hz; 1 H); 7,67 (td, J=7,70; 1,20 Hz; 1 H); 7,53 — 7,58 (m, 3 H); 7,51
(dd, J=7,93; 0,61 Hz; 1 H); 7,40 — 7,45 (m, 1 H); 7,33 — 7,38 (m, 2 H); 7,21 (d, J=8,55 Hz; 1
H); ppm.

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & = 154,52; 142,77; 139,01; 138,62; 134,47; 134,45;
130,39; 129,94; 129,48; 129,33; 128,70; 120,82 (q, J=3,70 Hz; 1 C); 124,72 (q, J=273,00 Hz; 1
C); 118,18 (g, J=4,00 Hz; 1 C); 114,81; 112,68; 110,47 ppm.

HRMS (ESI) m/z vypocitano [M+H]* 364,1056; nalezeno 364,1055.

Teplota tani: 158 °C-162 °C

4.1.7.5 2-(2-(4-methoxyfenyl)-5-(trifluormethyl)-1H-benzo[d]imidazol-1-

yl)benzonitril Xg
F3C N
T oo
N? CN

92 mg 0,3 mmol) vychozi latky 2-((2-amino-4-
(trifluormethyl)fenyl)amino)benzonitril, 55 mg = 49 ul (0,4 mmol) p-anisaldehydu a
32 mg (0,2 mmol) pTSA bylo rozpusténo v 1,5 ml toluenu. Reakce probihala 24 hodin
pii teploté 80 °C. Produkt byl ptecistén pomoci sloupcové chromatografie, kdy byla

pouzita mobilni faze dichlormethan, ktery byl poté odpaten pomoci RVO. Procentualni
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vytéznost reakce byla 75 %, coz odpovida 98 mg findlni latky. Produkt byl v podobé
bilé krystalické latky.

'H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 6 = 8,17 — 8,19 (m, 1 H); 7,87 (dd, J=7,78; 1,07 Hz; 1
H); 7,83 (td, J=7,90; 1,50 Hz; 1 H); 7,68 (td, J=7,70; 1,40 Hz; 1 H); 7,51 — 7,55 (m, 2 H); 7,45 —
7,50 (m, 2 H); 7,17 (d, J=8,55 Hz; 1 H); 6,84 — 6,89 (m, 2 H); 3,83 (s, 3 H) ppm.

3C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & = 161,21; 154,52; 142,80; 139,17; 138,59; 134,47;
130,82; 129,87; 129,47; 129,30; 126,04 (g, J=32,00 Hz; 1 C); 124,63 (m, J=271,80; 271,80;
271,80 Hz; 1 C); 121,02; 120,45 (q, J=3,85 Hz; 1 C); 117,73 (q, J=4,10 Hz; 1 C); 114,84;
114,19; 112,68; 110,25; 55,31 ppm.

HRMS (ESI) m/z vypocitano [M+H]* 394,1162; nalezeno 394,1159.

Teplota tani: 195 °C-200 °C
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5 ZAVER

Bakalatrskd prace se zaméfuje na syntézu novych axidlné chirdlnich derivata
benzimidazolu modifikovanych v poloze 5, kde se nachazi elektronakceptorni skupina.
Tyto derivaty by mohly mit na zéklad¢ pfedchozich studii potencial v 1é€bé rakoviny.

V ramci teoretické Casti jsem se zabyvala zdkladnim strukturnim motivem cilovych
derivatii, coz je benzimidazol samotny. Byla popsdna jeho struktura, chemické a
fyzikalni vlastnosti spole¢né s charakteristikou axialni chirality. V nasledujici ¢asti jsem
se zaméfila na moznosti pfipravy benzimidazolovych derivatd, kdy jsem popsala
historicky zpiisob spole¢né¢ s moznostmi syntézy V dnesni dobé. Prvnim zptisobem byla
ptiprava z o-fenylendiaminti, kterou nasledovala ptiprava pfesmykem.

Benzimidazol a jeho derivaty se Siroce uplatiuji ve zdravotnictvi. Z tohoto diivodu
byla na ucinky zamétfena kapitola 2.6, ve které jsem popsala rizné ucinky

benzimidazolovych derivati. Do této kapitoly spadaji antimikrobialni, antivirotické,

vvvvvvvvvvv

protirakovinna aktivita.

Cilem navrzenych derivati jsou mikrotubuly, kterym se vénovala kapitola 2.8, ve
které byly shrnuty obecné informace o cytoskeletu, jehoz jsou mikrotubuly soucasti.
Dale jsem se zabyvala strukturou tubulinu, coz je bilkovina, ktera je zdkladni stavebni
jednotkou mikrotubulli, dynamikou mikrotubult a latkami, které plisobi na polymeraci
mikrotubuld. V posledni ¢asti byly popsdny domény, které jsou soucasti mikrotubull a
konkrétné jsem se zaméfila na kolchicinovou doménu a inhibitory, které se vazi do
kolchicinového mista, protoZe do tohoto mista byly dockovany i mnou pfipravené latky.

V ramci experimentalni ¢asti bylo pfipraveno celkem 7 derivatl, které se liSily
substituenty R! a R2. Jedna sada obsahovala jako R! substituent jod, druha nitril. R
substituent byl zvolen bud’to elektrondonorni ¢i elektronakceptorni. V zavislosti na
vybéru substituentu R? bylo sledovéno, jaky vliv maji tyto skupiny na pribéh reakce.
Cilové produkty a meziprodukty byly analyzovani pomoci 'H a *C NMR, HRMS a
teploty tani. Byla také nalezena vhodna analytickd metoda pro separaci jednotlivych
atropoizomert latky Vb a dikazu axialni chirality.

VSechny findlni latky byly zasldny na biologické testovani ve spolupraci s LRR,
které probéhlo na nékolika bunéénych liniich, konkrétné na HelLLa, MV4-11 a EoL-1 a

také normalnich bunkach.
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Ve spolupraci s katedrou fyzikalni chemie byl proveden molekuldrni docking
konkrétn¢ do kolchicinového mista, které je soucasti tubulinu. Nejlepsi vazebnou
energii vykazovala latka Xe [-8,7 kcal-mol'1l) v porovnani s vazebnou energii derivatu
JP-5n, kdy hodnota vazebné afinity atropoizomeru ¢inila pro (R)-(+)-JP-5n
[-7,6 kcal-mol™] a pro (S)-(-)-JP-5n obou atropoizomeri ¢&inila [-8 kcal-mol™], coz
muze byt dobry piedpoklad pro biologickou aktivitu této latky, ktera by mohla pusobit

protinadorové.
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CDK2
CYP17
Cysp241
DMSO
DNA
Eol-1
G2
G361
GDP
GTP
HCI
HelLa

HNSCC
HPLC/MS

HRMS

HS0578T
ICs0
K562
KOH
MBC
MBIC
MCF-7

7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Avanbulin

fibroblasty z ktize

buddin inhibited by benzimidazole-related 1
kolchicinové vazebné misto

lidské T-lymfoblasty izolované z periferni krve
zeny

cyklin-dependentni kinaza 2

cytochrom 17 (lyaza)

cystein na pozici 241

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

buiky eosinofilni leukémie

faze bunééného cyklu konéici mitézou
bunécna linie izolovana z epitelu klize
guanosindifosfat

guanosintrifosfat

kyselina chlorovodikova

bunécna linie izolovana z epitelu karcinomu
dé€lozniho hrdla

skvamoézni karcinom hlavy a krku

kapalinovd  chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

hmotnostni spektrometrie s vysokym
rozliSenim

bunécna linie karcinomu prsu

poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace
lymfoblastické bunky izolované z kostni diené
hydroxid draselny

minimdlni bakteridlni koncentrace

inhibitor mikrotubult

bunééna linie izolovana z karcinomu prsu
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MDA-MB-231

MDA-MB-436

MDA-MB-453
MTA
MV4-11
NH>

nM

nm
NMR
PARP
pH
pTSA
RPE-1
RVO
SAR

SKBr3

Thrl79
TIBI
TLC
Topo- |
Topo Il
USP12

USP46

Val181
ZR-75-10

bunka izolovana  zepitelu  prsni
(adenokarcinom)

buiika izolovana  zepitelu  prsni
(adenokarcinom)

burika izolovana z epitelu prsni zlazy
¢inidla cilena na mikrotubuly

makrofagy izolované z blastovych bun¢k
amino skupina

nanomolarni (koncentrace)

nanometr (délka)

nukledrni magnetickd resonance

poly (ADP-ribéza)polymeraza

vodikovy exponent
para-toluensulfonova kyselina
pigmentovvé epitelidlni buiiky

rotacni vakuova odparka
structure-activity  relationship  (vztah
strukturou a aktivitou)

zlazy

zlazy

mezi

rakovinné  builky izolované  z pleuralniho

vypotku

threonin na pozici 179 v proteinu
4,5,6,7 -tetrajodobenzimidazol
tenkovrstva chromatografie
topoizomeraza |

topoizomeraza II

ubiquitin specificka peptidaza 12 (odstrafiuje

ubiquitin z proteint)

ubiquitin specifickd peptidaza 46 (odstranuje

ubiquitin z proteint)
valin na pozici 181 v proteinu

bunécna linie izolovana z mlécné zlazy
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8 PRILOHY

8.1 Priloha I: HPLC redukce Zelezem

PC-AS-09 3: Diode Array
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8.2 Priloha II: NMR spektra

H NMR spektra (CHLOROFORM-d) N-(2-jodofenyl)-2-nitro-4-
(trifluormethyl)anilinu (111)
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'H NMR spektra (CHLOROFORM-d) N*-(2-jodofenyl)-4-(trifluormethyl)benzen-
1,2-diaminu (1V)
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'H NMR a 3C spektra (CHLOROFORM-d) 1-(2-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-5-
(trifluormethyl)-1H-benzo[d]imidazolu (\Va)
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'H NMR a 1C spektra (CHLOROFORM-d)

(trifluoromethyl)-1H-benzo[d]imidazol (Vb)
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'H NMR a *3C spektra (CHLOROFORM-d) 1-(2-jodofenyl)-2-(4-methoxyfenyl)-5-
(trifluoromethyl)-1H-benzo[d]imidazolu (Vc)
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'H NMR a 3C spektra (CHLOROFORM-d) 2-(3,5-bis(trifluoromethyl)fenyl)-1-(2-
jodofenyl)-5-(trifluoromethyl)-1H-benzo[d]imidazolu (Vd)
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H NMR spektra (CHLOROFORM-d) 2-((2-nitro-4-
(trifluormethyl)fenyl)amino)benzonitrilu (V111)
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H NMR spektra (CHLOROFORM-d) 2-((2-amino-4-
(trifluormethyl)fenyl)amino)benzonitrilu (1X)
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'H NMR a %3C spektra (CHLOROFORM-d) 2-(2-(4-nitrofenyl)-5-(trifluormethyl)-
1H-benzo[d]imidazol-1-yl)benzonitrilu (Xe)
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'H NMR a 3C spektra (CHLOROFORM-d) 2-(2-phenyl-5-(trifluormethyl)-1H-
benzo[d]imidazol-1-yl)benzonitrilu (Xf)
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'H NMR a 3C spektra (CHLOROFORM-d) 2-(2-(4-methoxyfenyl)-5-
(trifluormethyl)-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)benzonitrilu (Xg)
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