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1. Uvod

Vzhledem k podobnosti derivati 3-hydroxy-4(1H)-chinolonu (v textu dale jako
,hydroxychinolony*) se zdkladnim skeletem flavonoidi, je mizeme povazovat za jejich
aza-analoga (schéma 1). Flavonoidy obecn¢ zahrnuji asi 60 latek, které jsou nekdy

oznacovany jako vitamin P. Jsou zndmy zejména pro své antioxidacni ucinky.
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(schéma 1)

Srovnéni zékladnich struktur flavonoidii (1) a hydroxychinolonti (2)

Pravdépodobné pravé na zékladé této strukturni podobnosti jsou
hydroxychinolony v poslednich letech hojné studovany. Mezi pracovisté, kterd se
derivaty hydroxychinolonli zabyvaji, patii zejména katedra organické chemie PiF UP,
ktera jiz n€kolik let zkouma jak jejich optimalni syntézu, tak ve spolupraci s laboratoii
Experimentalni Mediciny v Olomouci i cytotoxickou aktivitu proti nadorovym bunkam
(v€etné linii resistentnich proti chemoterapii). Vyzkum poodhalil i neméné vyznamnou
antibakterialni, antivirdlni, antiprotozoalni a imunosupresivni aktivitu. V poslednich
letech navic tym z katedry organické chemie pracuje na vyuziti fluorescence derivati
hydroxychinolonl. Pfedlozend bakalatfska prace se vénuje prevazné syntéze na pevné

fazi derivata 3-hydroxy-4(1H)-chinolonu.

2. Cil bakalarské prace

Mezi hlavni cile ptedlozené bakaldiské prace patii syntéza prekursord
kondenzovanych bisheterocyklickych derivati  3-hydroxy-4(1H)-chinolonti (2a)
metodou na pevné fazi. Samotna syntéza bude po krocich vedena piedevSim pies
imidazolovy skelet, zkondenzovany spolu s hydroxychinolonovym heterocyklem.

Syntéza na pevné fazi umoziuje efektivni a rychlou pfipravu mnoha diverznich



sloucenin, které budou nasledné systematicky podrobeny testovani své biologické
aktivity. Jeji studium je jednim z dalSich cili. Diraz je kladen i na optimalizaci

dilezitych krokti v ptipravé cilového prekursoru.
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3. Teoreticka ¢ast

3.1. Metody pripravy vedouci ke znamym derivatim 3-hydroxy-
4(1H) chinolonu

Metod, jak lze pfipravit hydroxychinolony, existuje cela fada. Snadno se vSak

daji rozdélit podle typu a pribehu samotné syntézy.

3.1.1. Cykliza¢ni metody

Za jednu z nejstarSich metod je povazovana modifikace Darzensovy reakce L2

diky které ziskdvame intermediat 2-nitrofenylethylenoxid (5). Jeho reakce se suchym
chlorovodikem v suchém diethyletheru poskytuje derivaty 3-hydroxy-4(1H)-chinolonu
(6) (schéma 2). Tato metoda je vSak vzhledem ke své narocnosti - obtiznd dostupnost

derivath nitrobenzaldehydu (3) - a nizkym vytéZkiim velmi nevyhodna.

0 0 0
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© @ O OH O
NO,
(5) (6)

(schéma 2)

K velice vyznamnému objevu v historii syntézy hydroxychinolonii doslo v roce

1995. Tehdy byly popsany reakce fenacylhalogenidi (8) (Br ptfedevsim) s kyselinou
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anthranilovou (7), kterd vede ke vzniku sady rtizné substituovanych fenacylanthranilati
(9). Tyto estery kyseliny anthranilové byly poté podrobeny termické cyklizaci
Vv polyfosfore¢né kyseliné (120 °C; 1h). Produktem vSak nebyl 2-aryl-1H-
benz[e][1,4]oxazepin-5-on (11), jak se pivodns uvad&lo®?, ale 2-aryl-3-hydroxy-4(1H)-

chinolon (10)°, coZ bylo ovéfeno *H a *C NMR analyzou (schéma 3).

R=H, Cl, Br, NO,, NH,

(schéma 3)

Tato syntéza predstavuje dodnes nejefektivnéjs$i a nejsnazsi zplsob, jak
hydroxychinolony syntetizovat, a to s velkymi vytézky. Detailngjsi prubéh reakce je
naznacen nize (schéma 4). Nejprve je tieba prevést vychozi derivat kyseliny
anthranilové (7) na anorganickou sul pouzitim K,COs; ¢i organickou siil napf.
triethylaminem. Nasleduje esterifikace haloketonem za vzniku ptislusnych derivati (9).
Pro ziskani pozadovanych hydroxychinolont (10) je nutné je termicky zacyklizovat
vhodnou kyselinou (v zavislosti na derivatu) — velice obstojné se jevi PPA, avSak lze
pouzit i kyselinu fosfore¢nou, kyselinu sirovou, kyselinu trifluoroctovou nebo kyselinu

octovou. Jednim z hlavnich faktort, které reakci ovliviiuji, je volba rozpoustédla.
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R1=H, OH, NO,, X, COOH |
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R2=H, OH, NO,, X, Me, -O-Me Rl |
X =Cl,Br

(schéma 4)

Ze lze cyklizaci provést i za refluxu v N-methylpyrrolidonu popisuije lieratura®.
Od sirsiho uplatnéni se ale vzhledem Kk nedostate¢né univerzalnosti a problémim
s izolaci produkta upustilo.

Dalsi vyzkum' na katedfe nabidl zajimavou syntézu derivatu hydroxychinolonu
s vyuzitim ptresmyku. Vychazi se z meziproduktu vyse uvedenych reakci, Cili esteru
kyseliny anthranilové (12), reagujicim s octanem amonnym za vzniku 2-fenyl-2-
hydroxymethyl-1,2,3,4-tetrahydrochinazolin-4-onu (13). V poslednim kroku je pak
proveden zmiflovany presmyk na hydroxychinolon (14) zahtivanim v kyselin€ octové.

Reakce (schéma 5) vSak pfili§ velké vyuziti nepfinasi.

(13)
(14)

(schéma 5)
Varianta® reakce s haloketonem (15), kdy je misto kyseliny anthranilové

V prvnim kroku pouzit derivat kyseliny nitrobenzoové (16), vyzaduje v druhém kroku

redukci (napf. chloridem zine€natym) produktu esterifikace (17). Findlni cyklizace
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vzniklého esteru kyseliny anthranilové (18) probiha dobfe zejména v polyfosforecné

kyseling nebo N-methylpyrrolidonu (schéma 6).

(0] (0]
MeO
OH RcocH,x  Me© o) MeO 0
MeO NO, TEA MeO NO, g MeO NH, 5
R1 R1 R
(16) a7 (18)
R =alkyl, aryl
- a)PPA
R,=H, -OMe
. o J b)NMP
MeO OH
MeO N" R
H
R1
(19)
(schéma 6)

Pro zavérecnou cyklizaci 1ze za uréitych podminek zvolit xylen. Tento zpusob
synté:zy9 vyuziva Friedel-Craftsovu acylaci. Reakci intermedidtu (20) s derivatem
anilinu (21) a naslednym podrobenim cyklizace v xylenu za teploty v rozmezi 150 - 300
°C vznika substituovany derivat hydroxychinolonu (23) (schéma 7). Duraz je kladen na
substituent vychoziho synthonu (19).

(21)
O o MeNH,

MeOH
RO R —= —
Xylen
OH PPTS \@ 7

(19) (20) CH,CI,
(22)
o]
0 |
0 SO,Me Rl N R
R1= -OM = « 23
e e @3
(schéma 7)
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Existuje reakce (schéma 8), vyuzivajici m-derivat anilinu (24). Nejprve
provedeme katalyzovanou (TiCl,) acylaci acetonitrilem do ortho polohy. Nadchazejici
acylace benzoylhalogenidem je sméfovana na amino skupinu vzniklého ketonu (25),
diky cemuz ziskavdme meziprodukt (26). Pisobenim ethanolatu sodného za zvySené
teploty a tlaku pak dojde ke vzniku derivatu chinolin-4-(1H)-onu™ (27). Pro zisk 3-

hydroxy derivatu je tieba ptidat na zavér HBr.

o

cl (0]

NH, O

R3CH,CN R3 Ra NH O
= | R3 EtONa

T'C' Yo e T | EtOH
NaOH  R1 R2
(24) HCl R2 p
R1,R2 = H, OH, OMe, X

R3 = OH, OMe
R4 = H, OH, OMe, X, NH,, COOH, COOEt

@7)

(schéma 8)

Piipravu N-amino derivatu hydroxychinoloni popisuje nasledujici schéma
(schéma 9). V prvnim kroku se esterifikuje N-acetyl ¢i N-benzoylhydrazinobenzoova
kyselina (29) za vzniku fenacyl ester N-acetyl/N-benzoylhydrazinobenzenové kyseliny
(30). V kroku druhém se pusobenim PPA a zvySené teploty dosahne cyklizace na
hydroxychinolon (31). Na zavér se v 50% kyselin€ sirové pii 60 °C odstrani chranici

skupina a vysledkem je derivat N-amino-3-hydroxy-2-fenyl-4(1H)-chinolonu (32)*,

12



PhCOCH,Br
—_— > O
K,CO o]
NH 273
| DMF NH
HNWR HNWR
0 0
(29) (30)
R= Ph, Me
(schéma 9)

Zajimavou syntézu a zaroven lépe rozpustné derivaty hydroxychinolonu uvadi
literatura. Jako vychozi slouGenina je pouzita 2-aminotereftalové kyselina (33) a k jeji
dvojité esterifikaci jiz nékolikrat zminény bromoacetofenon. Vzniklé bisfenacylestery
(34) poskytuji pti termické cyklizaci PPA pfisluSné fenacylestery 7-karboxychinolinonti
(35), ale také castecnou hydrolyzou 7-karboxychinolinon (36). Rozpustnost vétSiny

derivatd, které maji v poloze 7 karboxylovy substituent, vzrostla (schéma 10).

cooH ArCOCH,Br
HOOC
°C

33
(33) a4 120

R=X, NO,, NH,

(schéma 10)
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Velice vyhodny zptsob syntézy na pevné fazi byl popsan v roce 20072, Ke
komeréné dostupnému polymernimu nosi¢i s jiz pfedem navazanym linkerem byl
acylaci navazan  1-methyl-2-aminotereftalat  (37). Naslednou  saponifikaci
trimethylsilanolatem draselnym dochézi k odstranéni chraniciho methylesteru (38) a je
tak umoznéna jiz znama esterifikace substituovanym bromoacetofenonem. Takto
navazany meziprodukt (39) lze pak snadno odstépit od polymerniho nosi¢e 0,5 h
protiepavanim v 50% roztoku TFA v DCM a zacyklizovat tentokrate ptisobenim TFA
pii teploté¢ 80 °C. Ziskem reak¢éniho schématu je derivat 2-aryl-3-hydroxy-4(1H)-
chinolon-7-karboxamidu (40) v pomémé vysokém vytézku. Syntéza navic byla

optimalizovana tak, Ze cela pfiprava netrva déle nez dva dny (schéma 11).

Q DIC 0
~ HOBt
S (TRt o - /'-\N TMSOK
Pol 2 DCM Pol |
HOOC NH, DMF COOCH THE
(37) :
NH,
o} Q 0
L L
P ~
Pol H . o B Pol H -
-
TEA COOH
NH, O DMF NH,
(38)
TFA (39)
DCM
o}
H,N o} TFA
o} —
go°c H
NH, O

(schéma 11)

Byla také pripravena sada N-derivatizovanych karboxamidi (41) se dvéma
diverznimi pozicemi. Ty byly ovlivnény vybérem nékolika rizné€ substituovanych
reagentd, a to za pouziti bromoacetofenont (schéma 12) a nekterych derivati aminti

(schéma 13).
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OH

Ar

I=

NH @)

Ar = Br
©\ H_N

cl Cl\

T 4w o

(schéma 12)

R- e ,
J - &ﬁgﬁ ~

(schéma 13)

Cl

DalSi pouzivané metody syntézy

Jak je jisté ziejmé, pro syntézu 3-hydroxy-4(1H)-chinolonu jsou nejvhodnéjsi a
nejhojnéji vyuzivané metody cyklizacni. Existuji vSak i jiné metody, které svij
prakticky vyznam maji znacné¢ omezeny, at’ uz kvili Spatné dostupnosti vychozich
latek, narocnosti syntézy, ¢i ¢asto mizivym vytézkim. VéEtSinou se jedna o modifikace

Vv poloze €. 3 chinolového skeletu.
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3.1.2. Metoda rozsireni kruhu

Vyjimkou ve trendu modifikace polohy €. 3 je metoda rozsifeni péti¢lenného
kruhu na hydroxychinolonovy skelet™ (schéma 14). V prvnim kroku dojde k halogenaci
na dvojitou vazbu a nasledn¢ piidavkem methanolatu sodného vznika piesmykem
derivat aza-cyclopropa[a]indenu (44). Ten je na zavér preveden kyselinou octovou na

vysledny 2-aryl-3-hydroxychinol-4(1H)-onu (45).

o o)
X2 X X MeONa
— —_—
N > (0]
R N R N \
R

(44)

i 0 AcOH
R = substituovane Ph ©f€[OH
N R
H

(45)

(schéma 14)

3.1.3. Metody oxida¢né-redukcni

v

Pro derivat obsahujici v poloze €. 2 heptylovy zbytek lze jako oxida¢niho
&inidlo vyuzit peroxid vodiku®®. Dochazi ke vzniku derivatu 2-heptyl-3-hydroxychinol-
4(1H)-onu (47) (schéma 15).

9 0
H,0, OH
N~ "R
H N R
(46) (47)
R=heptyl

(schéma 15)
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Naopak redukéni ucinky na karbonylovou skupinu chinolového skeletu (48)

popisuje literatura™® (schéma 16).

O O e}
H,0, OH

pd

Py
I=
Py

H
(48) (49)

R =H, Me, Ph

(schéma 16)

Analogickd oxidace piisobenim jiného oxidacniho cinidla - peroxodisiranu

draselného byla také popséana’’(schéma 17).

O 0 0
K,S,04 SO3K H
| — | — |
N R N R H* R
H H

(50) (51) (52)
R=H, Me, Ph, COOH

Iz

(schéma 17)

3.1.4. Metody substituéni

Existuje pouze jedind zminka o substitu¢nich reakcich vedoucich ke vzniku
hydroxychinolového skeletu®® (schéma 18). Vychozi derivat iodinium ylidu (53) reaguje
s organickou ¢i anorganickou kyselinou. Produkt (54) je pak tteba v poslednim kroku

hydrolizovat za vzniku derivatu (v poloze €. 2 neni aryl) cilové slouceniny (55).
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OH OH
CF,COOH @) O H,0
oz olrre ol
CF,CO CF
( )0 H o 3

(53)

Iz
@)

(54) (55)

(schéma 18)

3.2.  Biologicka aktivita 3-hydroxy-4(1H)-chinoloni

Jak bylo naznaceno v Givodu, hydroxychinolony jsou v poslednich letech ¢im
dal tim vice zkoumany, kvuli jejich podobnosti se zakladnim skeletem flavonolt, jejichz
siroké spektrum biologickych G&inké bylo pfedmétem mnoha studii®. Biologické
ucinky hydroxychinolonﬁ vSak doposud nebyly dikladné prozkoumany patrné kvali
izolovan z rostliny ruta chalepensis). Tato podkapitola obsahuje stru¢ny piehled téch
nejvyznamngj$ich objevii rozdélenych z hlediska rtiznych antimikrobidlnich a jinych
ucinkl doposud syntetizovanych derivati hydroxychinolonu a naznaku jejich ptisobeni

v organismech.

3.2.1. Cytotoxicka aktivita

Pomérné vysoké hodnoty (tabulka 1) cytoxické aktivity uvaddi mimo jiné
literatura™. Testovani in-vitro metodou MTT? na tkanich a malignich nadorech: K562
(lidska myeloidni leukémie), v€etné linii resistentnich na paclitaxel — K562-tax, CEM
(T-lymfoblasticka leukémie), CEM-DNR-bulk (T-lymfoblasticka leukémie resistentni
na doxorubicin a postradajici topoisomerasa Ila gen) a A549 (plicni nador).
Nejucinngj$imi derivaty proti t€émto liniim se ukazaly aminodichloroderivaty (56b) a
methylderivaty (56a) hydroxychinolon-7-karboxylové kyseliny. Aktivita jesté zesilila
po substituci na volné karboxylové skupiné a vytvoreni pfislusnych fenacylestert

(57a,b).
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OH OH
| Il |
/[K/O
HOOC N Ar Ar N Ar
H o H
(56) (57)
Cl
Ar= a) \©\ b)
NH,
Cl
ICso nékterych testovanych derivat( na nasledujicich liniich [uM]
K 562 K 562-tax CEM CEM-DNR-bulk A 549
56a 172,0 172,0 195,2 158,6 190,7
56b 11,0 11,7 12,3 12,0 9,8
57a 2,9 2,8 3,8 4,9 2,8
57b 1,10 1,20 0,76 3,60 0,68

Tabulka 1 : Vypsané hodoty ICsp V uM pro dané slouceniny

Ze studii®® vyplynulo, 7¢ mononitrofenylderivaty jsou inaktivni. Avsak pfi
zaméfeni se na vhodnou substituci pozice ¢. 3" a 4" 2-fenylderivatu hydroxychinolonu
doslo ke zjisténi zajimavych hodnot aktivity. Mezi ty nejvyznamnéjsi patii kombinace

37-nitro a N-substituované 4 "-aminofenyl derivaty (58a,b).

l OH R= a \N/\/ b \N/\/OH

|
N O NO, H
H
. OH

(58)
ICso nékterych testovanych derivatl na nasledujicich liniich [uM]
K 562 K 562-tax | CEM CEM-DNR-bulk A 549
58a 0,6 1,2 0,7 2,2 1,1
58b 187,0 198,0 0,3 143,0 225,0
Tabulka 2
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Nevyznamnd protinddorova aktivita byla v minulosti popsana jesté u dichloro
derivatd hydroxychinolonu®. Nejvyssi vykazoval derivat 5,8-dichloro-2-fenyl-3-
hydroxychinolin-4(1H-)onu (59). Studované monochloro derivaty v porovnani s nimi
Jiz nestoji za zminku. Celé testovani probihalo na tfech vybranych nadorovych liniich:

MCF7 (karcinom prsu), NCI-H460 (karcinom plic) a SF-268 (nador mozku).

(59)

Nedavno viak byl publikovan vyzkum? cytotoxické aktivity karboxamidi
substituovanych v polohéch ¢. 7, 8 a 6 hydroxychinolonového skeletu (60) (v posledni
zminované poloze vykazovaly derivaty aktivitu vyssi neZz v ostatnich polohach), ktery
systematickym a postupnym vyvojem nejucinnéjSich derivati piinesl doposud
nejvyznamngj§i  hodnoty ICsp (tabulka 3). Diky tzv. chemickym knihovnam,
syntetizovanych v né€kolika generacich se nasla vhodnd kombinace substituenti
Vv zavislosti na rozliSnych chemickych vlastnostech pouzitych synthonii — ve finale se
V substituci amidll nejvic osvédc¢ily lipofilni uhlovodikové zbytky. U nékterych
uspésnych derivatii byl pak navic zjistovan terapeuticky index (rozdily mezi toxicitou
na nadorovych liniich a zdravych). Testovani probihalo na liniich CEM, K562, HCT116
— karcinom kone¢niku a pro CEM IC50 < 1 pM normadlnich lidskych fibroblastech — BJ
a PBMC — krevni lymfocyty.

9 " R:a)\AA/\/\N

OH
RHN |
O .

N b) c)

(60) NH,
Cl
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IC5o nékterych testovanych derivatll na nasledujicich liniich [uM]
K 562 CEM HCT116 BJ PBMC
60a 0,37 0,25 0,56 90,1 98,3
60b 0,62 0,75 0,75 12,4 27,0
60c 0,77 0,26 0,69 36,2 56,5
Tabulka 3

Nékteré hydroxylové derivaty 4-(1H)-chinolond poskytly velmi vyznamné
hodnoty cytotoxickeé atktivity10 zpusobené inhibici topoisomerasy II. Nejvyssi aktivity

vykazovala latka kde R1 =R;=R3=R4=Rs=0OH (61a) .

RS
e

R4
(61) R3

ICs, nékterych testovanych derivatd na nasledujicich liniich [ug/mL]

R R, R3 R, Rs DNA - gyrasa Topoisomerasa ll
6la OH OH OH OH OH 472 0,01
61b OH OH F H F 131 0,12
61c | CH, | CHy | H | OH | OH 113 0,07
Tabulka 4
3.2.2. Antibakterialni aktivita

Jiz n&jakou dobu jsou znamy derivaty 4-(1H)-chinoloni vykazujici
antibakterialni aktivitu. Mezi komeréné znamé 1éky patii naptiklad Norfloxacin (62) ¢i
Gatifloxacin (63). Ve vétsing téchto derivati flourochinolonu se v poloze €. 3 vyskytuje
karboxylova skupina a mechanismus ucinku funguje nejcastéji na zdklad¢ inhibice
bakteridlni DNA-gyrasy (bakterialni typ topoisomerasy II). K inhibici eukaryotni

topoisomerasy Il vSak v tomto ptfipadé nedochézi vlivem absence hydroxylové skupiny.
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(62) (63)

Na sklonku milénia bylo uvedeno studium hydroxychinoloni V jiz zminované
publikaci'®. Nahradou karboxylové skupiny v poloze &. 3 za skupinu hydroxylovou byl
mechanismus ucinku antibakteridlni aktivity pozorovan pouze inhibici gyrasy.
Nejucinngjsi  derivat 2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3-hydroxy-5,7-difluoro-4(1H)-chinolonu
(64) dosahoval hodnot ICsp = 190 puM. Pro aktivitu vici gyrase jsou nezbytné

hydroxylové skupiny fenylového substituentu.

(64)

I zde na katedfe byly nckteré derivaty, zkoumané na jejich protinddorovou
aktivitu, podrobeny in-vitro testovani proti nasledujicim gram-pozitivnim i gram-
negativnim kmendim bakterii?; CCM 4224 - Enterococcus faecalis, CCM 3953 -
Staphylococcus aureus, CCM 3954 - Escherichia coli, CCM 3955 - Pseudomonas
aeruginosa, MRSA - methicillin resistentni Staphylococcus aureus, Staphylococcus
haemolyticus, Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Testovanou latkou byly
derivaty 3-hydroxy-2-(3-nitrofenyl)-4(1H)-chinolonu (65). V tabulce 5 jsou uvedeny
nejvyssi naméfené hodnoty vybranych derivati. I presto se jedna o nepfili§ vyznamné

vysledky.
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R =a) J b)  ~_OH 0 H d) ClI
/N
)
Minimalni inhibi¢ni koncentrace [mg/I]
CCM Staphylococcus|Escherichi|Pseudomonas
4224 |CCM 3953 | CCM 3954 | CCM 3995 [MRSA| haemolyticus acoli aeruginosa
65a 32 64 128 128 64 64 128 128
65b| 128 64 X 128 64 64 128 128
65c| 128 64 64 128 64 64 128 128
65d X 128 64 128 64 X X 64
Tabulka 5
Posledni jmenovany kmen Pseudomonas aeruginosa je schopen produkovat na
50 derivati 4-chinolonu. Jednim z dilezitéjsich je 2-heptyl-3-hydroxy-4(1H)-chinolon

(66), jehoz syn‘[éza15 je vypséana v kapitole oxida¢né-redukcénich metod. Zajimavym

faktem je, Ze tato produkce mé pro kmen své vyhody i nevyhody. Tzv. PQS —

pseudomonas quinolone signal - je zodpovédny za produkci chinolont, které bakterii

bud’ poskytnou anti-oxidativni ochranu, ¢i naopak ucini citlivou vii¢i oxidaci a dalSim

stresiim. Malou davkou jedu vlastn& bakterie vyeliminuji nejslabsi &lanky® .

@)

OH

(66)
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3.2.3. Antiviralni aktivita

Doposud nebylo na antiviralni aktivitu testovano mnoho derivati
hydroxychinolond. AvSak na principu inhibice reverzni transkriptasy existuje derivat
3,5,8-trihydroxy-4(1H)-chinolonu (67) izolovany z motské houby Verongia Aerophoba
jako jeji Zluty zoochrom. Tato latka®* se ukazala jako obstojna substance v boji proti

viru HIV typu 1 a 2.

OH O
OH
N
H
OH
(67)

3.2.4. Imunosupresivni aktivita

Schéma ¢. 7 popisuje syntézu derivatu 6-(oxazol-5-yl)-3-hydroxy-4(1H)-
chinolonu (68), ktery se vyznacuje inhibici inosinmonofosfat dehydrogenasy (IMPDH) -
jeden z hlavnich enzymt bunééné proliferace a diferenciace. Z toho vyplyva, ze nachazi
své vyuziti jako imunosupresivum pii komplikacich po transplantaci darcovského

orgénu9 .

(68)

Dal$imi moZznymi derivaty k 1écb& imunitniho systému a proliferacnich chorob
jsou derivaty 3-hydroxy-2-(3-nitrofenyl)-4(1H)-chinolonu (65). Latka se zaméfuje

zejména na ty aktivni a proliferujici lymfocyty na rozdil od téch v klidovém stavu.
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3.3.  Fluorescencni vlastnosti 2-aryl-3-hydroxy-4(1H)chinoloni

K vyse uvedenym ptikladim biologickych aktivit hydroxychinolond se
Vv poslednich letech pifidava 1 aktivita fluorescencni. Ta je zpusobena tzv.
intramolekularnim pfenosem excitované¢ho protonu (ESIPT), coz vede ke tvorbé dvou
tautomernich forem. Prvni studie®® pfinesla zajimavé spektralni hodnoty riznych
derivata 2-aryl-3-hydroxy-4(1H)-chinolonu (3HQ) (69). V zavislosti na substituci se
témer u vSech vyskytovali intenzivni fluorescencni vlastnosti. Podstatnym faktorem pro
velikost kvantového vytézku se ukazala volba rozpoustédel, ze kterych byl nakonec na
zéklad¢ porovnani spektroskopickych vlastnosti 3HQs vybran nejvhodnéjsi kandidat

DMSO.

R=H, Me
OH Ar=

' L
NR Ar X

s
\@
(69) X= H, F, CH,,OCH,, NMe,, \NQ ’\O

Nésledujici navazujici vyzkum 3HQs na katedife se zacal zaméfovat na
optimalizaci kvantovych vytézkd a predev§im vyuZiti derivati jako potencialni
fluorescenéni sondy, vcetn€ popisu vhodného raménka k jejimu pfipojeni na
biomolekuly. Nejprve byly popsany vlastnosti karboxamida hydroxychinolonu26
v riznych pozicich (3HQ6Cs, 3HQ7Cs, 3HQS8Cs). Nasledovala selekce v zavislosti na
velikosti kvantového vytézku, pii které byl vybran nejslibnéjsi derivat (70)
k prozkoumani dalSich vlastnosti, jako je vliv rozpoustédla ¢i urCovani hodnoty pH
(pozdéji byla opravdu latka ptihlaSena jako uzitny vzor pro sondu na méfeni pH).
Derivat byl vybran 1 mimo jiné diky obecné znamym vlastnostem ethylenoxy skupiny:

dobra rozpustnost ve vod¢, biokompatibilita a dostupnost riiznych délek fetézce.
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HO

H OH

HN Cl

I=

NH
(70) Cl

Pro modifikaci druhé ¢asti molekuly a zlepSeni fluorescencnich vlastnosti byly
pozdéji piipraveny 4’ -aminosubstituované nitroderivaty 3HQs (71). PiiliSnym
prodluzovanim fetézce substituentu vSak dochazelo k zadsadnim poklesim kvantovych
vytézku fluorescence, které uz tak nebyly piili§ vysoké v porovnani s hodnotami ze
studie 3HQCs. Opét bylo urceno i rozpoustédlo s nejvyssimi dosazenymi kvantovymi

vytézky — toluen?’.

H o)
O | ° R1= H,Me, Et, Pr, EtOH, ﬁN/\/ ~"OH
. g
NR ? N

e
‘ N Ry= H, EXOH, (CH,),NH,, (CH,)NH,, (CH,),NH,, (CH,),OH

w

4. Vysledky a diskuze

Jak vyplyva z reSersni Casti, je mozné pripravovat derivaty hydroxychinolonti
jak pomoci tradicni syntézy v roztoku, tak s pouzitim syntézy na polystyrenové
pryskyfici. V této praci byl pouzit druhy zminény zpisob, nebot v piipadé uspésné
optimalizace se oteviraji moznosti efektivni pfipravy vétsiho mnoZstvi derivatii pomoci
HTOS a jejich nésledna studie biologické aktivity v zavislosti na struktufe (SAR).

Jak je v teoretické Casti naznaceno, n¢kolik typt derivatti hydroxychinolonu jiz
bylo podrobeno detailnéjSimu vyzkumu a optimalizaci syntetické cesty, avSak
kondenzované bisheterocyklické derivaty, kterym se vénuje tato pfedlozend bakaléaiska

prace, byly studovany ojedinéle.
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4.1.  Syntéza na pevné fazi

Pevnou fazi je obecné myslen velmi jemné ,,granulovany* kopolymer styrenu a
1-2 % divinylbenzenu. Existuje mnoho druht téchto tzv. pryskyfic (Pol), u kterych je
Casto tieba pied samotnou syntézou navazat spojeni mezi polymerem a atomem, ktery je
na zékladé volby strategie pfipravy tfeba ukotvit k pevné fazi. Takovéto spojeni
nazyvame Linker (L) a jeho vyznam spocivd prevazné ve specificnosti naslednych
$tépeni syntetickych intermediati. Rada komer&nich pryskyfic linker jiz obsahuje. Jedna
z nich - Rinkova pryskyfice (Rink amide resin)28 zvolena pro tuto praci obsahuje
trialkoxy-benzhydrylaminovy linker (I).

Na zékladé rozsdhlého vyzkumu syntézy bisheterocyklickych derivati na
pevné fazi® se odraZi moZny postup v pipravé modelovych kondenzovanych
bisheterocykll. Co se ty€e samotné strategie a logistického pfistupu, je tieba si zvolit ze

dvou variant, jak je ve studii také naznaceno.

4.1.1. Obecna strategie pripravy cilovych latek

Pro syntézu modelovych latek (XVIII) bylo nejprve nutné odstranéni
protektivni Fmoc skupiny z Rinkovy pryskyfice. Teprve poté mohlo dojit k arylaci
velice vyhodného building blocku 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoové kyseliny (V), ktery
svou strukturou otevird moznosti dal§im substitu¢nim nebo adiénim modifikacim jak
uvadi literatura®. Takto pripraveny intermediat byl podroben dal$i substituci za vzniku
4-amino-5-nitroanthranilové kyseliny (VII) a tudiz prvniho diverzniho mista (moznost
pouziti riznych amintl). V této ¢asti byly ozkouSeny rtizné logistické ptistupy, pficemz
se postupovalo nejprve pies esterifikaci karboxylové skupiny 2-brom-1-fenyl-ethanony
za zisku prekurzoru hydroxychinolonu (XI) a druhého diverzniho mista, nasledné
redukce nitro- skupiny z druhé strany molekuly, ¢imZ vznika vyhodna vychozi struktura
pro tvorbu tietiho diverzniho mista — p¥ikondenzovaného heterocyklu® (XII). Byla
ovéfena i moznost zac¢it modifikovat molekulu nejprve na nitro substituentu a teprve
poté esterifikovat za vzniku prekurzorti urenych k zavérecné cyklizaci na modelovy

bisheterocyklus (XIV) (schéma 19).
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4.1.2. Odstranéni chranici skupiny pryskyrice

Rinkovu pryskyfici (I) je tfeba nechat protfepat v 50% roztoku piperidinu
v dimethylformamidu (DMF) po dobu 10 min (schéma 20). Néasledkem toho odstranime
chranici skupinu Fmoc, jez se za katalyzy rozklada na derivaty fluorenu (II, III), a
polymer (IV) je poté piipraveny k nasazeni dalSich reak¢nich krokt. Vzhledem

k pfedchozim zkuSenostem vyhodnoceni reakce nebylo zapotfebigl.

Fabotye

o~ DMF, 10 min

0,

(I (IV)

(|||)

(schéma 20)

4.1.3. Navazani vhodného building blocku

Regioselektivni nukleofilni substituci pryskyfice s primarnim aminem (IV) do
polohy 2 vychozi 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoové (V) kyseliny dojde k imobilizaci
building blocku (bb) na polymerni nosi¢ (VI). Arylace probiha za soucasného plisobeni
baze diisopropylethylaminu (EDIPA), které je tfeba ptidat dvojnasobek ekvivalentu
piidaného bb (1 ekvivalent pro karboxylovou skupinu a druhy k odebirani vzniklé
fluorovodikové kyseliny). Smés je protfepavana pres noc v dimethylsulfoxidu pii
teplot¢ 50 °C (schéma 21). Loading pryskyfice pfed reakci odpovidal hodnoté 1,1
mmol/g. Cistota produktu byla uréena pomoci HPLC na 99 %.

)\NJ\ ./L\NH

am + ON COOH | COOH
2
° Tr
cl F cl

IV
(V) W) o
(V1)

(schéma 21)
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4.1.4. Nukleofilni substituce primarnim aminem

Pro dalsi nukleofilni substituci byl jako modelovy nukleofil zvolen pentylamin
(10% roztok v dimethylsulfoxidu). Vychozi intermediat ukotvené 4-chloro-5-
nitroanthranilové  kyseliny (VI) tak modifikujeme na  4-pentylamino-5-

nitroanthranilovou kyselinu (VII) (schéma 22).

Lo
@® ™ COOH

COOH + DMSO + HCI

Iz

O,N
2 NH, NO,

cl
V) (V1)

(schéma 22)

Reakeni teplota a ¢as byl nejprve stanoven na 100 °C pies noc. AvSak dle
vyhodnoceni LC-MS spektra byla vjedné z analyz prokazana pfitomnost 15 %
vedlejSiho produktu. Dle analyzy hmotnostniho spektra se jednalo o pentylamid
kyseliny 4-pentylamino-5-nitroanthranilové (VIII). Vzhledem k této nezadouci reakci

byla navrhnuta teplota mezi 80 — 90 C° se stejnym reak¢énim ¢asem.

HN

5 NO,
/\/\/
HN N
H

(VI

Vyse uvedena zména teploty a ponechani reakéni doby 24 h pfinesli

~~~~~~

nezreagované vychozi pryskyfice (VI). Reakce proto byla za stejnych podminek
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opakovéna pro doreagovani a tudiz zisk co nej€istSiho produktu. Dle analyzy vSak doslo
opet k vytvoreni necistoty v podobé intermediatu (VIII) a to v téméf ekvivaletnim
mnozstvi k produktu o ¢istoté 50 %. Nasledkem toho byl navrzen pokus o provedeni
substituce pomoci mikrovinného zahiivani. Zvolena teplota byla ponechana na 90 °C a
smés pryskyfice (VI) s 10% roztokem pentylaminu v DMSO byla promichavana po
dobu 20 min. Vysledkem bylo velké mnozstvi nezreagované vychozi pryskytice (79 %)
i produkt o Cistot¢ 15 %. Jelikoz byl opét zaznamendn vznik necistoty (VIII), byl
shledan pokus v mikrovince jako neuspéSny. Tato skutecnost vedla k opétovnému
nasazeni reakce konven¢nim zahfivanim, tentokrate pii snizené teplot¢ 70 °C a
prodlouzeni reakéni doby na 68 hodin. Analyzou byl potvrzen vysledny produkt o

Cistote 95 % a evidentni byla i absence vychozi pryskyfice.

4.1.5. Redukce nitro skupiny

V této Casti syntézy jsme se rozhodli otestovat oba logistické piistupy na
zaklad¢ postupné modifikace substituenti. Jednim z nich je redukce nitro skupiny
vychoziho intermediatu za vzniku 5-amino-4-pentylaminoanthranilové kyseliny (IX).
Ta je zprostfedkovana pisobenim redukéniho €inidla - chloridu cinatého - rozpusténého
v dimethylformamidu za ptitomnosti diisopropylethylaminu (schéma 23). Rozpoustédlo
je tfeba fadn¢ odplynit dusikem, aby nedochdzelo ke vzniku necistot. Takto upravenym
dimethylformamidem se zarovenn promyva pryskyfice (VII) pfed nasazenim samotné
reakce. Pro reakci postaCuje laboratorni teplota a reakéni doba 24 h. Pii téchto
podminkach bylo kromé detekce malého mnoZstvi pfedchoziho nezddouciho produktu
(VIII) ovefeno kvantitativni zredukovani (90% Ccistota produktu) vychozi latky (VID).
Ve snaze zkrétit celkovy cas potiebny na vesSkeré syntetické kroky, byla reakce
provadéna 1 po dobu 1 h. Analyza ale odhalila blize neidentifikovatelny meziprodukt
sretenénim casem 1,41 o Cistot¢ 34 %. Navic vzorek obsahoval pouze 55 %

pozadovaného produktu.
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(schéma 23)

4.1.6. KEsterifikace nezredukované formy pomoci substituovaného

acetofenonu

Naopak pokud se nejprve vyddme modifikaci druhé strany molekuly, bude se
jednat o zdsadni esterifikaci pro budouci vytvofeni chinolonového skeletu. Reakce jiz
byla nékolikrat provadéna a popsana i pro tento building block®. Nezredukovany
intermediat (VII), ziskany substituci pentylaminu, je za pomoci ethyldiisopropylaminu
mechanismem nukleofilni substituce vystaven reakci s modelovym synthonem 2-
bromo-4’-methylacetofenonem (X) (schéma 24). Produktem je odpovidajici ester (XI) o
90% cistoté (zbytek tvoti necistota ve formé& latky VIII z minulého reakéniho kroku).

Jako rozpoustédlo pro tuto reakci byl pouzit dimethylformamid.

./L\NH o)

L.
®
COOH 0 0
4B EDIPA N o
N H
N DMF NO
NO,

X)
(VI1) (X1)

(schéma 24)
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4.1.7. Redukce nitro skupiny na jiz esterifikovaném meziproduktu

Jakmile byla provedena esterifikace potfebna k budoucimu uzavieni na
chinolonovy skelet, bylo nutné se zaméfit na modifikaci druhé strany molekuly.
Redukci nitro skupiny na ukotveném esteru (XI) dochédzi k tvorbé jeho redukované
formy (XII). Tato nova struktura (XII) je pfipravena na kondenzaci za vzniku
heterocyklu a tudiz tvorbu tfetiho diverzniho mista (schéma 25). Kromé piidané baze
(EDIPA) i zde byl dimethylformamid nejprve dusikem odplynén a nasledné timto DMF
byla promyvana pryskyfice pfed nasazenim reakce. Pomineme-li 15% obsah necistot

(napt. meziprodukt VIII) byla latka zredukovana kvantitativné

SNH O
/@)‘\ SnCI /@)k
EDIPA
DMF
(XI) )/|/ (X1

(schéma 25)

4.1.8. Vznik benzimidazolového skeletu

Pro kondenzaci ptislusnych amino skupin (XII) na benzimidazolovy skelet byl
jako modelovy synthon pouZzit 4-nitrobenzaldehyd (XIII). Pryskyfice byla pifes noc
protfepavana pii laboratorni teplot¢ v 0,2M roztoku aldehydu v DMF (schéma 26).
V analyze byl opravdu detekovan pik odpovidajici produktu (XIV) o ¢istoté 85 % spolu

S malym mnozZstvim nezreagované vychozi latky.
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(schéma 26)

V ramci ovéfeni schidnosti reakce i pro jiné typy aldehydd byly provedeny
totozné kondenzace za laboratorni teploty s benzaldehydem (X1Va), furfuralem (XI1Vb),
pyridin-4-karbaldehydem (XIVc), anisaldehydem (XIVd) a acetaldehydem (XIVe)
(schéma 27). U vSech byl detekovan vznik pozadovaného derivatu benzimidazolu,

avsak produkty byly znecistény znaénym mnozstvim nezreagované vychozi latky.

(XIV)

@] NT
R=a)©/ b) U ) @L d) \OQ &)L

(schéma 27)

V této fazi optimalizace byl nejprve vybran pyridin-4-karbaldehyd,
reprezentujici sadu aldehydt, a poté bylo navrhnuto zvyseni reakéni teploty. Pivodni
laboratorni teplota byla zaménéna za teplotu 50 °C. AvSak i tento krok pfinesl témér
totozné vysledky jako pfi teploté pivodni. K doreagovani byla ta sama pryskyfice
(XIVc) podrobena opétovnému pusobeni roztoku pyrydin-4-karbaldehydu za teploty 50
°C a reak¢ni doby 24 h. SoubéZzné nasazend reakce vychozi latky (XII) za stejnych

podminek slouzila pro srovnani. Reakce vSak kvantitativné neprobéhly. Teprve az
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zaménou rozpoustédla a prodlouzeni reakéniho Casu se dosdhlo vétSich vytézka.
Pivodni  dimethylformamid byl  postupné  nahrazen  tetrahydrofuranem,
dimethylsulfoxidem a dichlormethanem. Z analyzy téchto reakci pro vybrany
karbaldehyd (XIVc) byl rozpoznat lepsi prubéh v dichlormethanu, nicméné ve vSech
rozpoustédlech byly v téméi ekvivalentnim mmnozstvi jako potiebny produkt reakce
zaznamenany dva dalsi piky intermediatt (XV, XVI), jejichz struktura byla predikovana
na zakladé hmotnostniho spektra (schéma 28). Opakovanym nasazenim reakce
nedorecagované pryskyfice s pyridin-4-karbaldehydem a nové scelym souborem
aldehydt (k diskuzi ohledné riznych mezomernich efekti a jejich vlivii na reakci)
v dichlormethanu byl zcela odstranén pik nezreagované vychozi latky (XII) a navic ani
nebyly detekovany intermediaty (XV, XVI). Reakce byla zkousena nejprve s aldehydy
poskytujici derivaty (XIV, XIVa, XIVd) a produkt (XIVc), testovany opét na reakéni
Cas jeden den a na jeho opétovném nasazeni (48 h). Diky této optimalizaci byla reakce
kvantitativni. Cistota produktu (XIVc) byla z LC-MS spektra stanovena na 95 %
(optimalizace probihala na rozdilnych Sarzich pryskyfice — proto rozdily v Cistotach).
Pozdé&ji byla pro Gplnost potvrzena schlidnost reakce i pro zbyvajici pouzivané aldehydy

(XIVb, XIVe)

N~ | o) o}
N N (0] N (@]
= (0] 7 \ (@]
N
NN — N
H NH, NH,
(XV) (XVI)
(schéma 28)

Ackoliv se jednd o velmi podobnou reakci, je nutné uvést schidnost
kondenzace na benzimidazolovy skelet i pro ptipad, kdy je reakéni sekvence po
substituci aminu vedena nejprve ptes redukci nitro skupiny (IX). Reakce za vzniku
latky (XVII) (schéma 29) probéhla, pomoci LC-MS byla stanovena ¢istota produktu na

70 %. Spektrum navic obsahovalo bliZe neidentifikovatelné necistoty.
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4.1.9. Esterifikace benzimidazolového skeletu

Poslednim krokem pied pokusem o cyklizaci na hydroxychinolon byla pro
latku (XVII) vyse zminéna obdobna esterifikace pouzitim bromoacetofenonu (X)
(schéma 30). Az na drobné necistoty v podobé vychozi latky byl detekovan pik
produktu (XIV) o cistot¢ 55 % a zbytek tvofily blize neidentifikovatelné piky

nezadoucich meziproduktt.
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(schéma 30)

4.1.10. Zavéretna cyklizace za vzniku modelového tricyklického
bisheterocyklu

Je jiz dobfe zndmo, Ze finalni cyklizace na derivat hydroxychinolonu nemusi
patfit mezi snadné reakce vlivem sterickych faktor a struktury intermediati. Nejprve
byla na vychozi pryskyfici (XIV) vyzkousena metoda cyklizace piisobenim kyseliny
octové a kyseliny trifluoroctové (TFA) za refluxu pii teploté¢ 130 °C, respektive 90 °C,
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po dobu jedné hodiny. Byl otestovan reflux postupné po dobu 1,5 h, 3 h, 5,5h a9 h.
Z prubézné odebranych vzorkii u HAc se vesmés ve vSech spektrech vyskytoval pik
vychozi latky o Ccistote¢ 50 %), krom¢ toho byla déle detekovana sloucenina
s molekulovou hmotnosti odpovidajici acetylované vychozi latce (ziejmé N-acetyl
derivat XXIX) o obsahu 25 %. Zadany produkt byl sice detekovan pomoci sledovani
ptislusného iontu v hmotnostnim spektru, nicméné dochéazelo k jeho vyraznému
rozmyvani na kolon¢ a proto nebylo mozné vyhodnotit jeho procentudlni obsah ve

smeési..

/\/\/N@_{ O /\/\/N/\NQ_/{Z

NH NH W
o:< o o
F F
(XXIX) F
(XXX)

U TFA byly cistoty produktu cyklizace v hmotnostnich spektrech nejvyssi pfi reakéni
dobé¢ 5,5 h, avSak presné vyhodnoceni Cistoty bylo nemozné vlivem opétovného
rozmyvani. Vzorek navic obsahoval pik trifluoracetyl derivatu vychozi latky (XXX).
Zminéné rozmyvani jsme se snazili eliminovat zdménou mobilni faze nejprve za
kyselinu mravenc¢i, poté za 0,01% roztok kyseliny trifluoroctové. Vysledkem byly
opravdu citelnéjsi spektra s vyrazn€j$imi piky produkt. Nasledné se preSlo k jiné
metodé - pokusu o cyklizaci piisobenim kyseliny sirové na vychozi pryskyfici (XIVa).
Ta byla spole¢né¢ s pokusem o cyklizaci pomoci PPA testovana pti 100 °C na olejové
lazni po dobu 1 a 3 h. JelikoZ zejména konzistence smési v PPA komplikovala nasledné
vysrazeni vodou, byla po promichéani na chvili odstavena v lednici. Vzniklé srazeniny
z PPA i kys. sirové byly 3x centrifugovany a 2x promyty destilovanou vodou. Poté byly
vzorky rozpuStény v adekvatnim mnozstvi EtOH pro LC-MS analyzu. Vysledné
hmotnostni spektra obsahovaly fadu neidentifikovatelnych necistot ¢i vychozi latky, a
ackoliv K cyklizaci produktu doslo, markantnéjsi pik latky (XVIIla) byl zaznamenan
pouze v piipad¢ ptusobeni PPA po dobu 3 hodin. Nasledoval pokus o cyklizaci vychozi
latky pomoci oxidu fosfore¢né¢ho. Odparek vychozi pryskytice (XIV) po Stépeni TFA
byl rozpustén v butanolu s ptidavkem cykliza¢niho média a ponechan na olejové 1azni
pii 130 °C. V opakovanych analyzich vSak bylo objeveno mnoZstvi fragmentl a

necistot. V hmotnostnim spektru sice byl nalezen iont odpovidajici cilové latce (XVII),
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ktera vSak byla rozmyta na kolon¢ natolik, ze nebylo mozné vyhodnotit jeji Cistotu

(schéma 31).

O,N

(XVIIN)

(schéma 31)

4.2.  Syntéza na aminomethylové pryskyfici s BAL linkerem

Krom¢ Rinkovy pryskyfice byla vramci vyzkumu vyuzita také
aminomethylova pryskyfice s BAL linkerem. Cilem byl pokus o zavedeni dalSiho
diverzniho mista - substituce na dusiku anthranilové kyseliny (resp. cilového
hydroxychinolonu). Z ¢asovych divodi vSak nebyla tato vyzkumna vétev detailngji

rozpracovana.

4.2.1. Navazani linkeru

Jelikoz se vySe zminénd pryskyfice dodava ve stabilizované formé
hydrochloridu (XIX), bylo nezbytné nechat ji protiepat v 10% roztoku triethylaminu
V dimethylformamidu na dobu 10 min (schéma 32). Po fadném promyti doslo

k odstranéni soli a uvolnéni potfebné amino (XX) skupiny k nasledné acylaci.

@ \H,HCI+ \/’\L - \/l\g; + @ "N,
(XIX) cr (XX)

(schéma 32)
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Samotna acylace BAL linkerem 4-(4-formyl-3-methoxy-fenoxy)butanové
kyseliny (XXI) byla uskute¢néna diky vytvofeni aktivovaného HOBt esteru za
soucasného odebirani vody dehydratacnim c¢inidlem (DIC). Jako rozpoustédlo byla
zvolena smés dimethylformamidu, ktery dobfe rozpousti reagencie a dichlormethanu,
znamym diky dobrému bobtnani pfitomné pryskyfice (schéma 33). Kvalitativnim
zhodnocenim prubéhu acylace byl test vyskytu primarni aminoskupiny. Odebran byl
vzorek pryskytice (XXII) (1 mg), ktery byl smichan s roztokem bromfenolové modie ve
smesi N-methylpyrrolidonu a DCM (1 ml). Jelikoz se pryskyfice nezabarvila do modra,
byla prokazana absence primarniho aminu ve vzorku. Loading vychozi pryskyfice byl
pfed jejim pouzitim uvadén 1,12 mmol/g, ¢imz byl pfi uvazovani kvantitativniho

prabéhu acylace loading systému polymer — linker (XXII) pfepoc¢ten na 0,9 mmol/g.

0]
./\NHZ + MO (l) BtOH
HO DIC ./\N/LYO
(XX) DCM/DMF "o
(XX1) CHO (XX
(schéma 33)

4.2.2. Reduktivni aminace

Pro vytvoteni zdkladniho kamene budouciho cilového hydroxychinolonu byla
zapotiebi imobilizace ndmi vybraného primarniho aminu. Pryskyfice s navazanym BAL
linkerem (XXII) byla smichana sroztokem propylaminu v syst¢ému 10% Kkyseliny
octové v bezvodém dimethylformamidu a protfepavana ptes noc. Po uplynuti reakéniho
¢asu se vznikly aldimin (XXIII) redukuje za pomoci redukéniho cinidla
triacetoxyborohydridu sodného. Ten je ke smési suchého DMF a kyseliny octové
pfidavan na tfi etapy. Kvili vzniku molekuly vodiku bylo zvoleno vertikalni
protiepavani s propichnutou jehlou (schéma 34). Loading systému polymer — linker byl

po reduktivni aminaci zapomoci derivatizace Fmoc-OSu stanoven na 0,41 mmol/g.

39



10% HAc /DMF
PN L ) NH - PN L N\/\
O P M oy
: H

: (XXIIN)
(XXII) NaBH(OAc),

H
./\N/L\/N\/\
H

(XXIV)

(schéma 34)

S takto imobilizovanym propylaminem (XXIV) byly nasledn¢ testovany reakce
(pozdéji optimalizované na Rinkové pryskyfici) vedouci az ke vzniku substituovanych
latek (XXVIL, XXVIII) (schéma 35). Arylace i nukleofilni substituce pentylaminu
probihaly bez vétSich problémti. Hmotnostni spektrum vykazovalo latky (XXV, XXVI)
v Cistoté veétsi nez 95 %. Komplikace nastaly az u nasledné redukce za vzniku produktu
(XXVIII) o Ccistot¢ 45 % a blize neidentifikovatelné latky (55 %). Analyza déle
potvrdila pfitomnost produktu esterifikace (XXVII) o dcistot€é 20 %, avSak vzorek
obsahoval 42 % vychozi pryskyfice (XXVI). Definitivné se tak pteslo k syntéze na
Rinkové pryskyfici.

./\H/L\/NHz/\ HOOC;©:NOZ HOOC;@:NOZ
L ~Ls
(XXIV) ® cl ® NH
H (XXV) H (XXVI)
0 /
NO,
o 0 HOOC NH,
L
o L X
(XXVIN) @ NH
H (XXVIII)

(schéma 35)
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5. Experimentalni ¢ast

Syntéza na pevné fazi ma dnes jiz fadu metod, pfi nichz vyuziva rizné typy
nadob a pfistroji. To vSak nebylo pfedmétem této prace. Aby se celd reakéni smés
dikladn¢ promyvala, byla protiepavana na laboratornim shakeru v plastovych
injekénich stfikackach adekvatnich objemii vi¢i mnozstvi pryskyfice, které jsou
vybavené polypropylenovou fritou k zamezeni uniku pevné faze nejen béhem reakce.
do reaktoru Biichi Syncore, a to uzaviené¢ gumovou zatkou, nebo pro mensi mnozstvi

pryskyfice vialky se septem a uzavérem.

Pouzité pristroje a metody:

Pro analyzu latek byla pouzita metoda LC-MS, zaznamy byly vyhodnoceny

pomoci softwaru Excalibur'™.

= UPLC chromatograf (Accela Thermo Scientific) s termostatem (30 °C)
= Parametry UPLC.:
o nastiik — 5 pl
o mobilni fdze — acetonitril (A) : amonium acetat 0,1% (B)
o gradientova eluce — 10 A : 90 B (0 min); 80 A : 20 B (2,5 min);
80 A:20B (4 min); 10 A:90 B (4,5 min); 10 A: 90 B (5 min).
* Hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlovym analyzatorem

= Detektor TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, USA, SN: TQU01482)

Proces standardniho $tépeni

Pted analyzou kazdé reakce bylo zapotiebi uvolnit produkty ukotvené k pevné
fazi, a to pomoci roztoku trifluoroctové kyseliny v dichlormethanu v objemovém
poméru 1 : 1. K cca 5 mg pryskyfice postacil pfidavek 1 ml §tépiciho koktejlu a smés se
nechala protiepavat po dobu 30 minut. Poté se necha vzorek odpafit pod proudem
dusiku, aby byl zase zpét rozpustén pridavkem cca 1 ml methanolu. Do malych vialek

pak putuje az prefiltrovany roztok v methanolu pfipraveny k analyze na LC-MS.
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Syntéza na Rinkové pryskyrici

Odstranéni protektivni skupiny pryskyfice (I): 922 mg navazené Rinkovy
pryskyfice bylo smichano s9 ml 50% roztoku piperidinu v dimethylformamidu a
trepano po dobu 10 minut. Nasledné byla pryskyftice (IV) promyta 3x v DMF, DCM,

MeOH a susena pod proudem dusiku.

Arylace vedouci ke vzniku 4-chloro-5-nitroanthranilové kyseliny (VI)

K vychozi pryskyfici (IV) byl pfidan roztok 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoové
kyseliny (V) (1,098 g, 5 mmol) a baze diisopropylethylaminu (1,74 ml, 10 mmol)
v DMSO (10 ml). Smés byla protfepavana pii 50 °C po dobu 24 hodin, nasledné
promyta 3x v DMF, DCM, MeOH a vysusena pod proudem dusiku. Vzorek byl déle

zpracovan k analyze LC-MS procesem standardniho Stépeni.

LC-MS:
4-chloro-5-nitroanthranilova kyselina: [M - H]" = 215,00; ¢istota 99 %

4-pentylamino-5-nitroanthranilova kyselina (VII)

Do sklenéné zkumavky byla vpravena pryskytice z pfedchoziho kroku (VI) a
smichéana s ptipravenym 10% roztokem I1-pentylaminu (1 ml) v DMSO (9 ml). Cela
smés byla za teploty 90 °C protfepavana po dobu 24 hodin. Po vychlazeni a nasledném

promyti 3x v DMF, DCM se vzorek procesem standardniho Stépeni upravil k analyze.

LC-MS:
4-pentylamino-5-nitroanthranilova kyselina: [M - H ] = 265,91; Cistota 85 %
2-amino-5-nitro-N-pentyl-4-(pentylamino)benzamid: [M +H]" = 337,04 [M - H] =
335.37; Cistota 15 %

10 - 20 mg pryskyftice (VI) bylo smichano s roztokem 1-pentylaminu (100 pl)
v DMSO (900 pl) a ptevedeno do specialni zkumavky s plastovym uzavérem, urcené
pro provadéni reakci v mikrovince. Smés byla michéna po dobu 20 minut za teploty 90

°C a vykonu 300 W. Po uplynuti reakéni doby byla pryskyfice promyta 3x DMF, DCM

a procesem standardniho $tépeni podrobena analyze.
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LC-MS:
4-pentylamino-5-nitroanthranilova kyselina: [M | = 265,80; Cistota 15 %

Vychozi pryskyfice opatiena bb (VI) (100 mg) byla ptes vikend (68 h)
protifepavana v 10% roztoku 1-pentylaminu (100 ul) v DMSO (900 pl) a zahfivana pfi
70 °C. Po vychladnuti a promyti 3x DMF, DCM se vzorek procesem standardniho
Stépeni pfipravil k analyze.

LC-MS:
4-pentylamino-5-nitroanthranilova kyselina: [M - H] = 265,83; Cistota 95 %

5-amino-4-pentylaminoanthranilova kyselina (IX)

Smichanim 100 mg pryskyfice (VII) s roztokem dihydratu chloridu cinatého (2
mmol, 451 mg) a diisopropylethylaminem (2 mmol, 348 pl) v odplynéném DMF (1 ml)
a ponechanim na shakeru po dobu 24 hodin dojde za laboratorni teploty k redukci nitro
skupiny a k zisku prekurzoru (IX).

LC-MS:
5-amino-4-pentylaminoanthranilova kyselina: [M + H]" = 238,08; ¢&istota 90 %

2-0X0-2-(p-tolyl)ethyl 2-amino-5-nitro-4-(pentylamino)benzoat (XI)

K 50 mg vychozi pryskyfice po nukleofilni substituci (VII) byl ptidan 0,2
molarni roztok 2-bromo-4’-methylacetofenonu (X) (42,6 mg) vDMF (1 ml — pfi
dodrZzovani pravidla na mnozZstvi 100 mg pryskyfice a méné vzdy pouzit 1 ml
rozpoustédla) za soucasného piidavku diisopropylethylaminu (0,2 mmol, 35 pul).
Reakeéni smés byla ponechdna na shakeru za pokojové teploty na 24 hodin. Nasledovalo
obdobné promyti 3x v DMF, DCM a standardnim S§tépenim byl vzorek podroben

analyze.

LC-MS:
2-0x0-2-(p-tolyl)ethyl 2-amino-5-nitro-4-(pentylamino)benzoat: [M + H]" = 400,03;
Cistota 90 %
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2-0x0-2-(p-tolyl)ethyl 2,5-diamino-4-(pentylamino)benzoat (XII)

Radné odplynénym DMF byla pied nasazenim promyta vychozi pryskyfice
(XI). Poté byl piipraven roztok dihydratu chloridu cinat¢ho (2 mmol, 451 mg),
diisopropylethylaminu (2 mmol, 348 pl) v odplynéném DMF (1 ml). Po smichani
S ptipravenou pryskyfici byla smés protiepavana pii RT po dobu 24 hodin a na zavér

promyta 3x v DMF, DCM a standardné¢ Stépena.

LC-MS:
2-0x0-2-(p-tolyl)ethyl 2,5-diamino-4-(pentylamino)benzoat: [M + H]" = 370,10; &istota
85 %

2-0x0-2-(p-tolyl)ethyl  6-amino-2-(4-nitrofenyl)-1-pentyl-1H-benzo[d]imidazole-5-
karboxylat (XIV)

Do injekéni stiikacky byla vpravena ptipravena pryskyfice (XII) (50 mg) spolu
s roztokem 4-nitrobenzaldehydu (0,2 mmol, 30,22 mg) v DMF (1 ml) a za laboratorni
teploty protfepavana ptes noc (24 h). Jakmile byla pevna faze promyta 3x v DMF,
DCM, bylo zapotiebi podrobit vzorek (5-10 mg) procesu standardniho Stépeni a
vyhodnotit pomoci LC-MS spekter.

LC-MS:

2-0Xx0-2-(p-tolyl)ethyl 6-amino-2-(4-nitrofenyl)-1-pentyl-1H-benzo[d]imidazole-5-
karboxylat : [M + H]" = 501,06; &istota 85 %

2-0x0-2-(p-tolyl)ethyl 2,5-diamino-4-(pentylamino)benzoat: [M + H]* = 370,03; &istota
15%

K cyklizaci ptredchoziho produktu (XII) byla polystyrenovad pryskyftice
podrobena reakci s roztokem aldehydu (XIII) (0,2 mmol) v DCM (1 ml) za zvySené
reakéni teploty 50 °C. Po 48 hodinach nésledovalo promyvani 3x v DCM, DMF, MeOH
a vysuSeni pod proudem dusiku. Typickym procesem standardniho Sté€peni byl vzorek

pripraven k analyze.

LC-MS:
2-0X0-2-(p-tolyl)ethyl 6-amino-2-(4-nitrofenyl)-1-pentyl-1H-benzo[d]imidazole-5-
karboxylat: [M + H]" = 500,98; ¢istota 95 %
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Esterifikace benzimidazolového skeletu byla provedena rozpusSténim
modelového bromoacetofenonu (X) (0,2 mmol, 42,6 mg) v DMF, pfidanim baze EDIPA
(0,2 mmol, 35 pl) a 24 hodinovym protfepavanim reak¢ni smési s vychozi pryskyftici
(XVII). Reakce probihala za laboratorni teploty. Zavére¢né promyti 3x v DMF, DCM,

MeOH a vysuseni pryskyfice nasledoval proces standardniho Stépeni.

LC-MS:

2-0x0-2-(p-tolyl)ethyl 6-amino-2-(4-nitrofenyl)-1-pentyl-1H-benzo[d]imidazole-5-
karboxylat : [M + H]" = 501,06; ¢istota 70 %
6-amino-2-(4-nitrofenyl)-1-pentyl-1H-benzo[d]imidazol-5-karboxylova kyselina : [M +
H]" = 369,04; &istota 20 %

2-0X0-2-(p-tolyl)ethyl 6-amino-1-pentyl-2-(pyridin-4-yl)-1H-benzo[d]imidazole-5-
karboxylat (XIVc)

Vybrany pyridin-4-aldehyd (0,2 mmol, 18 pul) byl smichén s vychozi pryskyfici
(XII) v roztoku DCM (1 ml) a ponechan v reaktoru Biichi po dobu 24 hodin a zvySené
teploty 50 °C. Promytim 3x v DCM, DMF byl nasledné vzorek procesem standardniho
Stépeni upraven k analyze. Ta vSak obsahovala pik intermediatd (XV) spolu s (XVI).

Jejich rozliseni ze spekter vSak nebylo realné.

LC-MS:

2-0x0-2-(p-tolyl)ethyl 6-amino-1-pentyl-2-(pyridin-4-yl)-1H-benzo[d]imidazole-5-
karboxylat: [M + H]" = 457,04; ¢istota 55 %

2-0x0-2-(p-tolyl)ethyl 6-amino-1-pentyl-2-(pyridin-4-yl)-2,3-dihydro-1H-
benzo[d]imidazol-5-karboxylat: [M + H]" = 459,00; &istota 45 %
(E)-2-0x0-2-(p-tolyl)ethyl 2-amino-4-(pentylamino)-5-((pyridin-4-
ylmethylen)amino)benzoat: [M + H]" = 459,00; ¢istota 45 %

Obdobnym postupem byly pfipraveny také derivaty XIVa o Cistoté 80 %, XIVb
o Cistoté 75 %, XIVd o Cistot€ 75 % a XIVe o Cistot€ 55 % .
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6-amino-2-(4-nitrofenyl)-1-pentyl-1H-benzo[d]imidazol-5-karboxylova kyselina
(XVII)

Vychozi pryskyfice (IX) byla za laboratorni teploty protfepavana s 4-
nitrobenzaldehydem (0,2 mmol, 30,22 mg) rozpusténym v DMF (Iml). Po skonceni
reakce doslo k promyti 3x v DMF, DCM a procesem standardniho S§tépeni byl vzorek

podroben analyze.

LC-MS:
6-amino-2-(4-nitrofenyl)-1-pentyl-1H-benzo[d]imidazol-5-karboxylova kyselina [M +
H]" = 369,06; &istota 55 %

7-hydroxy-3-pentyl-2-phenyl-6-(p-tolyl)-3H-imidazo[4,5-g]quinolin-8(5H)-one
(XVI1l1a)

VysuSend vychozi pryskyfice (XIVa) (100 mg) byla podrobena procesu
standardniho S$tépeni a pifed odpaienim Stépiciho koktejlu rozdélena do dvou
Erlenmayerovych ban¢k na ekvivalentni smési. K témto odparkim byly pfidany
kyseliny (TFA, HAc) a ponechény na rexlufu (90 °C, 130 °C) po dobu 9 h. Vzorky
odebirané po 90 min, 180 min, 330 min a 540 min byly odpafeny a pfipraveny k LC-
MS analyze.

LC-MS: produkt rozmyvan na koloné (TFA 1 HAc)

2-0x0-2-(p-tolyl)ethyl 6-amino-1-pentyl-2-phenyl-1H-benzo[d]imidazole-5-
carboxylate: [M + H]" = 456,09; ¢&istota 50 %
7-hydroxy-3-pentyl-2-phenyl-6-(p-tolyl)-3H-imidazo[4,5-g]quinolin-8(5H)-one: [M +
H]* = 438,08

Cca 150 mg vysuSené vychozi pryskytice (XIVa) bylo v injekéni stiikacce
podrobeno procesu standardniho Stépeni. Po uplynuté dobé byl roztok rovnomérné
rozdélen do 3 vialek a pod dusikem odpaften.

Vzorek byl rozpustén kyselinou sirovou (1 ml), nac¢ez byla smés ve vialce za
stalého michani ponofena v olejové lazni a zahtivana na teplotu 100 °C. Prvni vzorek
byl odebran po uplynuti 1 h a druhy po uplynuti 3 h. K vzorkiim bylo pfidano adekvéatni

mnozstvi destilované vody pro vytvofeni srazeniny, kterd byla nasledné 3x
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centrifugovdna a 2x promyta vodou. Vzorek byl analyzovan po rozpusténi sedliny v

MeOH.

LC-MS: produkt rozmyvan na koloné

K odparku ve vialce byla vpravena gelovita PPA (4,7 g, cca 1,5 ml) a celd smés
byla ponechana za stadlého michani v olejové lazni pfi teplote 100 °C. Po uplynuti
reakéni doby 1 h a 3 h byly odebrany vzorky a ptfevedeny do kadinky s adekvatnim
mnozstvim destilované vody. Vzniklé srazeniny pak byly trojnasobnou centrifugaci a

naslednym promyvanim vodou rozpustény v MeOH a podrobeny analyze.

LC-MS: produkt rozmyvan na koloné

V kadince byla pfipravena smés butanolu (1 ml) a oxidu fosfore¢ného (20 mg).
Tento roztok byl poté piidan k odparku ve vialce a podroben michani v olejové lazni pii
teploté¢ 130 °C. Po tfech hodinach byl odebrany vzorek zfedén smési MeOH a vody
(1:1) a touto smeési vzdy po centrifugaci (3x) promyvan. Pfidavkem methanolu na zavér

byla smés piipravena k analyze.

LC-MS: produkt rozmyvan na koloné

Acylace Linkeru

Aminomethylova pryskyfice (XIX) (1 g; 0,78 mmol) byla smichana s 10%
roztokem triethylaminu v DMF (10 ml) a smés byla protiepdvana 10 minut za RT.
Nasledné byla pryskyfice promyta 3x v DMF, DCM. K pryskyfici (XX) byla pfidana
acylatni smés pfipravena rozpusténim 4-(4-formyl-3-methoxy-fenoxy)butanové
kyseliny (XXI) (553,6 mg; 2,24 mmol) a 1-hydroxybenzentriazol hydratu (302,7 mg;
2,24 mmol) v DMF (5 ml) a za ptidavku diisopropylkarbodiimidu (0,35 ml; 2,24 mmol)
a DCM (5 ml). Po 24 hodinach byl naacylovany polymer (XXII) promyt 3x v DMF,
DCM, MeOH a vysusen pod dusikem.

Reduktivni aminace

Vychozi pryskytice (XXII) (0,5 g; 0,45 mmol) byla nejdiive promyta suchym

DMEF a nasledné byla protiepana s roztokem propylaminu (180 pl; 2,25 mmol) ve smési
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kyseliny octové (0,5 ml) a suchého DMF (4,5 ml). Po 24 hodinach tfepani za laboratorni
teploty byl k pryskyfici pfiddn roztok triacetoxyhydroboridu sodného (156 mg; 0,75
mmol) ve smési kyseliny octové (125 pl) a suchého DMF (2,5 ml). Reakéni nadoba
byla pfesunuta do vertikalni polohy a propichnuta, aby dochéazelo k odvodu vznikajiciho
vodiku. Po 1 hodiné tfepani za RT byl piisypan pevny triacetoxyhydroborid sodny (156
mg; 0,75 mmol) a po opétovném protiepavani po dobu 1 h byl ptfidavek stejného
mnozstvi redukéniho Cinidla opakovan. Po ub&hnuti reakéni doby 2 h byla pryskyfice
promyta 3x v DMF a nasledn¢ protifepana ve smési piperidinu (1 ml) v DMF (4 ml). Na
zavér byl polymer s imobilizovanym propylaminem (XXIV) promyt 3x v DMF, DCM,
MeOH a poté vysusen pod dusikem.

Stanoveni loadingu po reduktivni aminaci

Pryskyfice s imobilizovanym propylaminem (XXIV) (30 mg) byla smichana
s N-(9-fluorenylmethyloxykarbonyl)sukcinimidem ( 0,5 mmol) a
diisopropylethylaminem (0,5 mmol) v DCM (0,5 ml). Po 30 minutach tfepani za
pokojové teploty byl vzorek promyt 5x v DCM, 3x v MeOH a vysusen pod dusikem.
Nasledn¢é byly odebrany dva vzorky po 10 mg a smichany se $tépicim koktejlem
kyseliny trifluoroctové (0,5 ml) v DCM (0,5 ml), pficemz bylo provedeno standardni
Stépeni a piiprava vzorkli na LC-MS analyzu spolu s vngj$im standardem, kterym byl
fluorenylmethyloxykarbonylalanin (1 mg) v MeOH (1 ml). Na zédkladé LC-MS analyzy

bylo zjisténo, Ze loading pryskyfice po imobilizaci aminopropanolu ¢ini 0,41 mmol/g.
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6. Zavér

V tivodni ¢asti reSerse predlozené bakalarské prace byly popsany nékteré dosud
znamé syntetické postupy vedouci k derivatim 3-hydroxy-4(1H)-chinolonu, zejména
pak metody cykliza¢ni. Dale byla pozornost zaméfena na rtznorodou biologickou
aktivitu vybranych derivati 3-hydroxy-4(1H)-chinolonu, doplnéna o jejich vyznamné
fluorescen¢ni vlastnosti.

Hlavni pfedmét této prace — syntéza novych typid kondenzovanych
bisheterocyklickych derivati metodou na pevné fazi — je rozebran v Casti vysledky a
diskuse. Prvnim ukolem tak bylo ovéfeni a pfipadnd optimalizace reakcnich kroki
vedoucich k modelovému prekursoru (XIV).

Po deprotekei Rinkové pryskyfice (I) byla nejprve provedena arylace 2-fluor-4-
chlor-5-nitrobenzoové kyseliny (V). S takto imobilizovanym prekurzorem (VI) byla
testovana nukleofilni substituce vybraného 1-pentylaminu. Vlivem opakovanych
ptfipadti nedoreagovani a vzniku nezéddouciho produktu (VIII) byla reakce nékolikrat
modifikovana postupnym sniZenim reakéni teploty a prodlouzenim casu na 48 hodin.
Reakce byla otestovana i za podminek mikrovinného zahtivani.

V této fazi vyzkumu jsme se z vetSi Casti zaméfili nejprve na modifikaci
karboxylové skupiny, ackoliv provéiena byla i schiidnost reakei, pti kterych je nejprve
modifikovana nitro skupina (IX). Nukleofilni substituce modelového 2-bromo-4'-
methylacetofenonu (X) vedla opravdu k zisku esteru (XI) ve velmi dobré (Cistoté.
Nasledujici redukce, realizovana prostfednictvim chloridu cinat¢ho za vzniku
redukované formy esteru (XII) prob¢hla u vétSiny vzorktl kvantitativné (v prabéhu
prace se vyskytl problém se Spatnou G€¢innosti jedné z Sarzi redukéniho Cinidla).

Pomémé znatna pozornost byla vénovana pokusim o vytvofeni
benzimidazolového skeletu. Zprvu byla schidnost ovéfena modelovym synthonem 4-
nitrobenzaldehydu (XIII). Rozsahlejsi informace o pribéhu a vytézku kondenzace byly
ziskany provedenim reakce se sadou dalSich aldehydt, ze kterych byl kviili pfitomnosti
velkého mnozstvi vychozi pryskyfice (XII) pro dalsi fazi optimalizace vybran aldehyd
poskytujici derivaty (XIVc). Navrzena zvysena teplota a zaména rozpoustédla za DCM
s prokdzanym nejlepSim pribéhem odhalila pfitomnost vedlejSich meziproduktt (XV,
XVI). Teprve az paralelnim zvySenim teploty, reakéni doby a pouzitim DCM analyza

prokézala absenci jak nezreagované pryskyfice, tak nezadoucich intermediati. Tyto
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podminky se osvédcili 1 pro zbyvajici aldehydy. Abychom se v pribéhu cyklizacnich
pokusti vyhnuli vlivu substituentd, byl pro tyto reakce pfipraven prekursor (XIVa).

Pro cyklizaci na cilovy chinolon (XVIIIa) byla otestovana fada metod.
V kyselin€ octové byl pribéh velmi pomaly a byla detekovana vychozi latka (XIVa).
Podobné tomu bylo také v pfipadé kys. sirové, kde byl sice detekovan produkt
poskytovalo zahiivani v PPA, kterym jsme ziskali ostiejsi pik vysledné latky (XVIlla),
ale také necistotu ve formé nezadouciho trifluoracetyl derivatu. Pouziti oxidu
fosforecného sice produkt cyklizace rozmyvany na kolon¢ pfineslo, ale doslo ke vzniku
blize neidentifikovatelné necistoty. I pfes znacné rozmyvani na koloné¢ a vyskyt
trifluoracetyl derivatu byla jako nejobstojnéj$i cyklizatni metoda urena metoda
pusobenim TFA na vychozi pryskyfici (XIVa). V dalsi fazi vyzkumu vSak bude tieba
vyslednou latku podrobit procesu ¢isténi.

Detailngjsi optimalizace cykliza¢nich pokust, izolace a studium biologické
aktivity pfipravenych kondenzovanych bisheterocyklickych derivati je z ¢asovych

divoda predmétem budouciho vyzkumu.
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8. Seznam pouzitych zkratek

bb — building block

BtOH — N-hydroxybenzontriazol

DCM - dichlormethan

DIC — N,N-diisopropylcarbodiimid
DMF — N,N-dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

EDIPA - N,N-diisopropylethylamin
EtOH — ethanol

HTOS — high troughput organic synthesis
MeNH; — methylamin

MeOH — methanol

NMP — N-methyl-2-pyrrolidon

NMR — nuklearni magneticka resonance
PPA — polyfosfore¢na kyselina

PPTS — pyridinium p-toluensulfonat

Py — pyridin

SAR - structure activity relationship
TEA — triethylamin

TFA — trifluorooctova kyselina

THF - tetrahydrofuran

TMSOK - trimethylsilanolat draselny
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Priloha 1: Zaznam spektra vzniku latky (VII) a necistoty (VIII) pied optimalizaci
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Priloha 2: Zaznam spektra vzniku latky (VII) po optimalizaci reakce (zanedbatelné

mnozstvi necistoty VIII)
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Priloha 3: Zaznam spektra vzniku benzimidazolového skeletu (XIVc) a jeho
nezadoucich intermediat (XV, XVI)
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Priloha 5: Zaznam spektra nejslibnéjsi metody cyklizace v TFA (XVIIIa) a detekce

trifluoracetyl derivatu (XXX)
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