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1. Uvod

Flavonoidy, skupinaijrodnich latek s hydroxykumarinovym skeletem (Igdueuji
strukturré analogické 3-hydroxy-4-()-chinolony (2) (dale jen ,hydroxychinolony”) k

intenzivnimu studiu jejich potencialni biologickitigity a fluoresceminich viastnosti.

(€] @)
Dosavadni vyzkum v oblasti chemie hydroxychindlga zangien na pipravu zcela novych
derivati s vyznamnymi farmakologickymicinky za sodasného vyvoje efektivnich metod
syntézy. V ramci této problematiky byla na kagedrganické chemieiP UP vyvinuta
syntéza na pevné fazi deritétydroxychinolond, kterd méa stejni uplaténi ve spojeni s
kombinatorialni chemii. S vyuzitim této metody byipraveny slodeniny s vyznamnou
biologickych tesi®. PredloZena diplomova prace je z&ena na dalsi modifikaci
hydroxychinolori, ktera se tyka syntézy bisheterocyklickych detivabbsahujicich
hydroxychinolonovy skelet ve spojeni s jednim nelxe heterocykly. Je zndmo, Z&tSina
acinnych girodnich latekéi 1é¢iv obsahuje alespinjeden heterocyklicky systém a ¥ada
biologicky aktivnich substanci zahrnuje ve své ldtite kombinaci dvou heterocyklickych
prvki. Proto je mozné ipdpokladat, Ze iftomnost dalSiho heterocyklu ve struieu

hydroxychinolori povede ke zvySeni biologické aktivity cilovychwgienin.

2. Cil prace

Zamerem diplomové prace bylo fipravit nové bisheterocyklické derivaty 2-
substituovanych-3-hydroxychinolin-4f)-on-7-karboxamiél s vyuzZitim syntézy na pevné
fazi, gicemz pozornost bylaémovana implementaci dalSiho heterocyklu. Pro tékie byl
vybran jako vychozi substré-fenylendiamin, ktery je povazovan za velmi vyhodny
intermediat k pipraw péti, Sesti i vicélennych dusikatych heterocykiSchéma 1 znaziuje

vybrané piklady konkrétniho vyuZitd-fenylendiamit predpokladanym zjsobent.
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Pro gipravu bisheterocyklickych sléanin (kde oba heterocykly jsou spojeny raménkem o
raizné délce a strukta) pomoci syntézy na pevné fazi je mozné v zasgdikovat dvoji
strategii syntézy (Schéma“’2Metoda A je zaloZena na imobilizaci prvniho hetgklu,
piicemzZ jeden ze synthanpouzitych k jeho fipraw slouZi jako raménko pro spojeni s
druhym heterocyklem, ktery je posléze na konci tolraménka syntetizovan. Metoda B pak
spaiva nejprve v imobilizaci raménka a nasledné vystayparalelni nebo postupné) obou

heterocykii na jeho koncich.

Kysele labilni linker | Kysele labilni Iinker|
@ Alifatické raménko {— Alifatické raménko

Schéma 2

V ramci diplomové prace byl k syntéze cilovych sknin zvolen scéraB. Prvotni studie
byla wnovana transformaci derivattfenylendiaminu na derivat benzimidazoluj¢pmz
tento heterocyklus #h byt spojen s hydroxychinolovym skeletem v polazgres alkylovy
fettzec S (5). Volbou struktury a deélky alifatickéhanenka by pak bylo mozné dosahnout

promenlivé konformani variability systému.
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3. Obecné metody piprav derivatu 3-hydroxy-4(1H)-chinolonu

V této kapitole je uveden obecnyehled znamychijjprav hydroxychinolof, ktery je

rozSien o poznatky v oblasti syntézy bisheterocyklickgiehivati hydroxychinolonu.

3.1. Souhrn substrat ¢ pro syntézu derivat g 3-hydroxy-4(1H)-
chinolonu

Pro pgehlednost je v této podkapitole uvedeno celkovééseh vSech substiat
(Schéma 3), které byly dosud vyuzity préippavu derivai 3-hydroxy-4(H)-chinolonu.
Vé&tSina z uvedenych reakci byla popsana v ramci $ed&tive vypracované bakatké prace

a proto nejsou tyto metodyipravy zde podrobiji komentovany.




3.2. DalSi modifikace syntéz 3-hydroxy-4(1H)-chinol  onu

Tato podkapitola je anovana pipravam hydroxychinolain které nebyly ve zmiémé

bakaldské praci uvedeny.

3.2.1. Cykliza éni metody

Nejbeézneji pouzivand metoda pro syntézu 3-hydroxychinéloriychazi z derivdit
kyseliny anthranilové a fenacylhalogeiid Literaturd vSak popisuje alternativu, ktera
vyuziva jako druhou reghi komponentu 2-brom-1,1-dimethoxyethan (7) (Sche&aVv
prvni fazi je zakivana pouze sis kyseliny anthranilové (6) s utiianem draselnym a teprve
po ochlazeni na laboratorni teplotu jgdan bromdimethoxyethan (7). Nasledna cyklizace
dimethoxyethylesteru (8) je provedena v kyselpolyfosfor&éné @i 110°C za vzniku
produktu (9).

HaCol
NH O
Br (|:H3
K,CO/DMF NH H3C
OH 2CO/DI o)
+ 0 9U’c
/ o _CHy
F F HsC O—CH; 0
(6) (7) F o) (8)

Hs
PPA/110C

OH

zZz—0

F o]
©)

Schéma 4

Mezi velmi zajimavé derivaty z hlediska biologickktivity néalezi 2-heptyl-3-
hydroxy-4(H)-chinolon (PQS), ktery je produkovan baktdPiseudomonas aeruginasy
roce 2011 byl publikovan novy #igob syntézy vyuZivajici mikrovinné ieaf piisobici na
smes anthranilové kyseliny (10) a 1-chlornonan-2-odd)((Schéma 5). V prvnim kroku
vznika 2-heptyl-4-chinolon (12), jehoz oxidaci padem vodiku dochazi ke tva¥b
pifslusného 3-hydroxychinolonu (£3)
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oxidace (IjOz)
83%

(10) (11) (12) (13)
Schéma s

Daldi moZnost syntézy 3-hydroxychinolontegistavuje Goldsworthova metdfa
kterd je zaloZena na kondenzaci derivatu anilimt) @ (ethyl)-2-kyano-3-ethoxyakrylatem
(15). Meziprodukt (16) je dale termickou cyklizg@eveden na intermediat (17), ktery po

redukci nitrilové skupiny a nasledné oxidaci aldéinyrechazi na vysledny hydroxychinolon

(19).
OMe OMe OMe O
EtOO CN CN
Ph,O/Ph,
100°C ;
' |
COOEt
NH, J/ X \
Et H N
OMe OMe CN

OMe
(14) (15) (16) a7)
Ra-Ni/NaH,PQ,
HAc/H,0/Py
(1:1:1)/60 C
OMe O OMe O
OH CHO
H0O,
— |
KOH/H,0
N N
H H
e OMe
(19) (18)
Schéma 6

3.3. Priprava bisheterocyklickych derivat a 3-hydroxy-4(1H)-
chinolonu

V této podkapitole budou uvedeny syntézy vSech diasamych bisheterocyklickych
derivati hydroxychinolonu.

Mezi prvni prace intenzivn se zabyvajici syntézou bishetrocyklickych defivat
chinoloni pati literaturd®. Zamsrem bylo gipravit sloweniny typu (23), u nichZ byly
prokéazany inhikini &inky IMPDH (Schéma 7).

11
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Schéma 7
Pro zajimavost je zde uvedenagpb zavedeni heterocyklu do vysledného systému,

ktery byl uplaten u giprav 3-hydroxychinoloi (23). MozZnost inkorporace heterocyklického
systému nabizi Suzukiho reakce mezi arylderivatergseliny borité (24) a

halogenheteroaromatem. Deprotekci chranici skupodikem za katalyzy paladiem vznika

poZadovany intermediat (26) (Schéma 8).

@7& /S OMe N oM
OMe / e
N~/ NG H,/Pd < \

- - .
0 Pd(PPh), Q

A e
N

H
(24) (25) (26)

(HO),B

Schéma 8

V pripact reakce popsané ve schématu 9 je oxazolovy krukervgies 1,3-dipolarni
cykloadici &inkem (-toluensulfonyl)methylisokyanatu (28) na aldehyd’)(2pricemz k
redukci nitro skupiny derivatu (29) se &&5tji pouziva katalyticka hydrogenace.

12
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E/O/ BaZEAT S

NO,

NO, NH,
(27) (28) (29) (30)

Schéma 9

K zavedeni heterocyklu do struktury lze také vyuidakci chlornitrobenzenu (31) s
piislusnym heteroaroméatem (Schéma 10).

OMe

H N
N /-
NO, 2. H,/Pd-C \H

(31) (32)
Schéma 10
Jind metoda s@iva ve vystavd heterocyklu na vhodnsubstituovaném benzenu,
ktery je navézan v poloze 2iglusného derivatu 3-hydroxychinoldit® (Schéma 11).
Fenacylester (33) se néjde prevede termickou cyklizaci v kysetinpolyfosfor&né na
hydroxychinolon (34) Po redukci nitroskupiny dojde naslédnkyselirs octové k cyklizaci
sloweniny (34) na 3-hydroxychinolon-2-benzimidazol (35)

T O

2/Pd C
HAc

N

Schéma 11

Zajimavou alternativou je tzv. Algar-Flynn-Oymadaoveakce, ktera gvodns
slouzila k syntéze 3-hydroxyflavondidZe schématu 12 je vSak patrné, Ze tuto metodu lze
vyuzit také k pipraw 3-hydroxychinolof a jejich bisheterocyklickych derivatV tomto
piipact je vychozim materialemN-substituovany acetofenon (36), ktery reakci s
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benzaldehydem poskytuje intermediat (37). Epoxigé&ipraveny derivat (38) dale podléha v
ethanolickém progeédi cyklizaci. V poslednim red&kim kroku je pislusny 3-
hydroxychinolon (40) ziskan oxidaci st@miny (39) peroxidem vodiku nebo kyslikEm
PiestoZe literaturd *° popisuje vytZek od 49 do 71%, jina studfeuvadi moZnost vyku

pouze okolo 1% v zavislosti na substituci.

@CW ArCHO H;0,/NaOH ©£J\<V\
H H EtOH NH

I I
R R
(36) (37) (38)
EtOH/reflux
o) (@]
OH OH
| H,0,/NaOH
N Ar EtoH N Ar
| !
(@0 R (39)
R =-H, -Me
Schéma 12

Mezi zajimavé biologicky aktivni derivaty nalezih§droxychinolony, které maji ve
strukture inkorporovany oxadiazolovy skelet. Literatirpopisuje pipravu produktu (43) na
zaklad transformace alkylesteru 3-hydroxychinolon-2-kamdové kyseliny (41) na hydrazid
(42). Hydroxychinolon-oxadiazol (43) je pak ziskaraslednou termickou cyklizaci
intermediatu (42).

Of}ji;i N J\ Oﬁ‘jin/ AT/PPA Oflji(
OAIk O>/

(41) (42) 43) N\N

H
" _24©7F

Schéma 13
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V roce 2007 byla poprvé

popsana fippava 2-fenylsubstituovanych-3-

hydroxychinolin-4(H)-on-7-karboxamiél pomoci syntézy na pevné fAziTato technika

vyuziva aminotereftalovou kyselinu imobilizovanowa rpolystyrenové pryskici pies

amidickou skupinu. Reakce je zahajena reduktivninaai (44), kdy za &elem inkorporace

heterocyklické struktury do cilovych sknin je s vyhodou pouzit amin, ndnz je navazan

heterocyklus. Po acylaci sekundarniho aminu (45¢sr (46) hydrolyzovan za néasledné

esterifikace kyseliny (47) pomocitiplusného bromacetofenonu. Intermediat (48) se dale

pievede do roztoku &pici snesi (50% trifluoroctova kyselina v dichlormethanu)jelno

cyklizace na kon#y 3-hydroxychinolon (50) probiha v trifluoroctokgseling (Schéma 14).

HaC

o)
\O amin
O\ 10% HAC/DMF .
NH = —_— -
Q_ w N0 NaBH(OAC), N
) (44) (45)
DV COOCH,
: \L/\N/R O\ L/\N/R L/Oi
HOO NH,
TMSOK/THF
o o
COOH COOCH,
(47) NH, (46) NH,
>
DMF | Ry—
7 Br
o)
o\ ", ~R NH/R
I N
TFA/DCM NH,
o o o 0
0 AN X
| o 0 ¥
48 NH, O / (49) Z
\ TFA/80°C

y
VAN G

Schéma 14
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Modifikaci vySe zmitné metody je tvorba bisheterocyklickych derivat
hydroxychinolonu s heterocyklem v poloze 2 (Schéb®. Pro tyto Gely se pouZivaji

halogenketony odvozené od heterocyklickych &mirt.

Q R
O\ L/\N/
R
N o
o)
Br DMF
o + = =
S S
COOH = NH, O =
(47) NH, (51) (52)
R R TFA/DCM
NH l NH
NH Vi
o o)
| TFA/80°C
=
NH, O NH, O S
(54) (53)
Schéma 15

Na obdobném principu, popsaném ve schématu 14)¢¢ena syntéza bisheteroaykl
tvofenych purinem a 3-hydroxy-4)-chinolonem spojenychies alkyl S (Schéma 16).
Takové latky jsou velmi zajimavé, nebpurinové derivaty maji schopnost interagovat s
nukleovymi kyselinami a enzymy, které aktivuji @i biologické transformat® Reakce
zaina arylaci sekundarniho aminu navazaného na géen@5) 2,6-dichlorpurinem (55). V
dal&im kroku se provede alkylace purinuNtaza nasledné nukleofilni substituce v poloze 2
vhodnym diaminem. Intermediat (58)teplstavuje vychozi material pro imobilizaci
monoesteru kyseliny 2-aminotereftalové&jépmz dalSi realni kroky jsou stejné jako u

syntézy popsané ve schématu 14.
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\> HOO NH, I\i N \>
S k ~
DMF NH/ZS\NH N N
H,N R
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. _R
H,COO 1. hydrolyza NH
2. esterifikace
3. cyklizace
Yy '\i AN N\>
- J\ =
NH SN N N\
Rs. _NH R
o
oH R = alkyl

Schéma 16

(0] R5 = subtituovany aryl\,D/D
©0) ’ / /

K syntéze jinych bisheterocyklickych 3-hydroxychiomi se vyuZziva 4-chlor-2-fluor-

5-nitrobenzoova kyselina (62) jako polyfumik synthoA (Schéma 17). Rozdilna reaktivita

fluoridového (F) a chloridového (CI) substituentmain

uje imobilizaci kyseliny (62) v

poloze 2 na Rinkaypryskyici jako 4-chlor-5-nitroanthranilovou kyselinu (630 aminaci a
nasledné esterifikaci se meziprodukt (65¢vede do roztoku a cyklizace (66) na kime
derivat 3-hydroxychinolonu (67) je realizovana \s&lns sirové.

17
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NO, _TFADCM NO, NEt/DMF
HoN O/ '-\
o COOH

(66)

H,SO,
reflux

(65) (64)

R; = -NH,, substituovana -Nkl -NO,, halogen

el
)

OH

Schéma 17

4. Biologicka aktivita vybranych derivatd 3-hydroxy-4(1H)-

chinolonu

Prvni zminka o biologickych efektech hydroxychingise objevila v roce 1986, kdy

byl z rostliny Ruta chalepensigolovan 3-hydroxygraveolin (68), jenz byl testowa ramci

prevence gravidity u

kry8 Pedmstem intenzivniho studia se skeniny s

hydroxychinolovym skeletem staly teprve az v posied desetileti, ficemz v sodasnosti

jsou zmirné latky znamé pro Siroké spektrum biologickyainki. Nekastji se jedna o

antiprotozoalni,

fungicidni,

virostatické, imunosegivni, herbicidni a kancerostatické

pusobeni. Mechanismusctiaku je uftady slodenin zaloZen na inhibici topoisomerazy I,

DNA gyrazy, IMPDH a reverzni transkriptazy. Vipad nekterych latek neni Zisob jejich

¢innosti v organismu doposud znam, proto je¢asny vyzkum v oblasti biologické aktivity

hydroxychinolori zaneien také na identifikaci molekularniho cile vybramyterivat.
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4.1. Antiprotozoalni a fungicidni aktivita hydroxyc hinolon d

V nedavné studif byla popséana izolace vzacnych bromtyrosinovychivéer 3-
hydroxychinolori (tyrokeradin A, B) (69) z migskych hub skupiny Okinawan Verongid (SS-
301). Oba alkaloidy obsahuji ve struiduimidazolyl-hydroxychinolonovy skeletipemz

antiprotozoalni a fungicidni aktivitu vykazuje peuderivat (B) (Tabulka 1).

HN

N
o H
NH OH
HO\ _ (69)
Me Br
Me | A B
R(A) = \’l\‘;%" ) r
R(B) = H3N+—% R
Tabulka 1
Binomicky nazev MIC(B) = Binomicky nazev MIC(B) =
Micrococcus luteus Cryptococcus neoformans
Staphylococcus aureus | 25,0ug/mL Candida albicans  |12,5ug/mL
Trishophyton mentagrophytes Aspergillus niger
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V roce 2010 byly z houby Okinawan VerongRsgudoceratina sp. SS-24i#dlovany
daldi bromtyrosinové alkaloidy s hydroxychinolovystrukturnim motiverft (70), (71).
Uvadi se, ze zmémé derivaty maji fungicidnidinky (Tabulka 2).

HN

N
\_//@ i >\NH OH o
HN
\ N OH OH
HN =
N
H N
N OH NH OH
/
0

Br (70) o -
OH
Me \/N
Br Br d
OH
Me
Br
Tabulka 2
Binomicky _ _ | Binomicky _ _
nazev MIC(70) = | MIC(71) = nazev MIC(70) = | MIC(71) =
Cryptococcus Candida
neoformans| 4H9/ML 8ug/mL albicans 2 pg/mL 4pg/mL

4.2. Virostaticka aktivita hydroxychinolon  a

Vyznamnym zastupcem s antiviralnimi vlastnostmi 2g[5-(4-fluoro-benzyl)-
[1,3,4oxadiazol-2-y]-3-hydroxy-4(H)-chinolon (43), jehoz ifprava je uvedena ve
schématu 13. Mechanismus {sobeni je zaloZen na inhibici integrazy, co? jeddy enzym
umozujici prepsat genetickou informaci retrovido DNA. Derivaty vykazujici zmimé

Ucinky jsou v sodasné dob intenzivreé studovany zejména v souvislosti 8déu HIV.

’l\“ | O>’R R= I-E(:A@fF
R N—y

43) R =-H, -Me
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4.3. Imunosupresivni aktivita hydroxychinolon u

Je zndmo, Ze &které 3-hydroxychinolony maji schopnosispbit na polyklonalni

mytogeny odpo&dné za aktivaci a proliferaci lymfodytcoz je podstatou regulace imunitni
odezvy Zivého systémt Vysledky MTT tesi vybranych selektivnich inhibitar(72) a (35)

jsou uvedeny v tabulce 3fipemz syntéza slaeniny (35) byla blize popséana v kapitole 3.3.

(Schéma 11).

(o]
OH OH
O | X O | N
26 208
(72) v (35) N\

R

X = -NH,, -NO,
Tabulka 3
Inhibice lymfocytia
Slouenina Substituce Y (resp. R) aktivovanych ConA
[ICsq =pM
72 ——NH(CH,)sOH 0,60
AN N e
72 O/_\» 0,50
CHj
S~y CHj
35 CN( 0,80
O\ o

Mezi dalSi latky vyuzZivané jako imunosupresivaiadi 2n-heptyl-3-hydroxy-4(H)-

chinolony (13) (Schéma %) . Zminsné derivaty jsou obeénnazyvany Pseudomonas

chinolone signalPQS) a v satasnosti se o nich hotiospiSe ve spojeni s antibakterialnimi

acinky® 23

OH

(13)
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4.4. Cytotoxicka aktivita hydroxychinolon  a

V ramci biologického screeningu je doposud &&vpozornost zasiena na studium
kancerostatickych dinka. K tomuto @&elu je vyuZivanin vitro MTT cytotoxicky test’.
Potencialni antitumorovéipobeni uvedenych deriv@B-hydroxychinoloi bylo sledovano
na vybranych nadorovych liniich: CEM (T-lymfobladt& leukémie), CEM-DNR-BULK (T-
lymfoblasticka leukémie rezistentni na doxorubiciKb62 (lidska myeloidni leukémie),
K562-TAX (lidskd myeloidni leukémie rezistentni paclitaxel), A549 (karcinom plic) a
HCT116 (karcinom tlustéhoistva).

Diive uvedené slaeniny (72) a (35) vykazuji krofnmunosupresivnichdinka také
cytotoxickou aktivitu (Tabulka 4).

Tabulka 4
[ICsq =uM
Slowenina | Substituce Y, R CEM- K562-
CEM DNR- K562 TAX A549
BULK
72 ——N(CH,CH,CHb,), 0,70 2,20 0,60 1,20 1,10
H
72 /NW\Q 6,50 2,50 0,60 0,93 7,20
35 —(CH,),S(CH,),0H 0,80 2,20 3,10 4,50 3,60

Nejnowjsi studié® se =zabyva ifpravou a testovanim hydroxychinolon-7-
karboxamid. Autofi uvadi moznost efektivniho sledovani vatahezi strukturou a aktivitou
vybranych 2-substituovanych-3-hydroxychinolin-Mjion-7-karboxamid (73) vyuzitim
syntézy na pevné fazi. Pro pelty vyzkumu byl vyvinut proces optimalizace cilokryc
slowenin (,,generation library 1, 1, 11I), jehoz séma je znazokmo nize. Zmisna
procedura zahrnujeripravu série latek, které ve strukduobsahuji dale modifikovatelné
substituenty. Aplikaci postupu (Schéma 18) na setovanych latek je mozné sledovat trend

zavislosti cytotoxickych &inka hydroxychinolori na jejich substituci.
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Schéma 18

Vysledky vySe uvedené studie prokazaly, Ze aktivitydroxychinolon-7-karboxamid
vyrazre ovliviuje charakter ligandu na amidické skupfabulka 5).

(@]
OH
N
R N R,
H
(@]
3
Tabulka 5
IC50] = uM
R, R, [ICs] =
CEM K562 HCT116
| Propyl 3,5-Cl-4-NH-Ph 0,98 9,60 7,90
Il 3-Me-Bn 3,5-Cl-4-NH-Ph 0,75 3,10 4.10
" Naftyl-1-Me 3,5-Cl-4-NH-Ph 0,69 2,40 2,40

4.5. DalSi vyuziti hydroxychinolon d

Nekteré derivaty 3-hydroxychinolan Ize vyuZzit k diagnostice neurologickych
dysfunkci typu Alzheimerovy choroBy Systém vhodny ke zdeni musi obsahovat

radioaktivni ligand, ktery se do struktury zavadogtednictvim nukleofilni substitucergs
organokovove slateniny (Schéma 19).
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R R R

N Ar  (BusSn)p N Ar N Ar
| Pd(PPh), | Nal?%/lodogen |
—_— —_—
I OH BusS OH 125 OH
O (0] O

(74) (75) (76)

R = alkyl
Ar = substituovany aryl

Schéma 19

Literatur&* dale uvadi pouZiti deriviétfluoru (77) jako radioaktivnich analbgro detekci

biomarketi Alzheimerovy choroby.

R, = -H, -CH,CH,F
R, = -H, -OH, -OCHCH,F, -OCH,CH,0CH,CH,0CH,CH,F
Ry = -OCH,CH,F, -OH, -NHCH,

5. Fluorescerni vlastnosti 2-substituovanych-3-hydroxy-4(H)-

chinolona

Fluorescetini spektroskopie je jednou z n@&jezitéjSich metod pro sledovani
molekulérnich procésv biologickych systémechikRodne byly k €mto Eelim vyuzivany 3-
hydroxyflavony (3HFs), kterégsobily jako &inné nastroje pro vyzkum elektrostatickych
efekti v mikroheterogennich soustavach a proteinechn&tstranka 3HFs spivala v jejich
omezené fotostabitita nizkém kvantovém witku, proto byly hledany latky, které by 3HFs
optimalre nahradily. Potenciath vhodnymi kandidaty pro zgeni biomolekul se jevi
strukturré analogické 3-hydroxy-4{)-chinolony (3HQs).

Skelet hydroxychinololh umo#iuje koexistenci dvou tautomernich forem, coz se ve
spektru projevi vznikem dvou od&ldnych maxim (Obrazek 1). Na zakéadohoto jevu
vystupuji 3HQs jako tzv. dudlni fluores¢emn sondy, které se s vyhodou vyuZzivaji kecama
proteini a nukleovych kyselin. Schopnost fluorescence 3H@®wyrazuji projevuje okolo

430-550 nm a ztraci se vipadt substituce molekuly nevhodnou fuimk skupinou (naip
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—NG,). Obrazek 2 demonstruje fluoresérnvlastnosti 3HQs (40) vienych rozpougdlech,

pficemz nej¢tsiho kvantového vgku bylo dosaZeno pro DMSB.

1.44
1.2
1.0+
0.8+
0.6+
0.4
0.2
0.0+

Fluorescece intensity (a. u.)

OH

Ar

—2Z

o) R

R=H, Me

Ar = substituovany aryl nebo heteroaryl

Ar:
—— Thiophenyl
==== p-F-C;H,
— p-Me-CH,
=== p-MeO-CgH,

3 1.0
2
4

5

— =

)
)
)
)
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Wavelength, nm

Obrazek 1

Fluorescece intensity (a. u.)

Toluene
=s+= GCH,CN

400

450

500 550 600 650 700
Wavelength, nm

Obrazek 2

Krome fluoresceminich vlastnosti 3HQs je dalSim poZzadavkem pro smdiroces v

organismu vhodny Zsob navazani sondy na studovanou biomolekulu.rdi titelem byly

vyzkumu podrobeny 3-hydroxychinolon-6-, -7-, -84k@xamidy, u nichz amidicka skupina

mé&la slouZit jako spojka mezi hydroxychinolovym sketa a biologickym systémét Z

nameétrenych spekter jagnvyplyva, Ze poloha amidické skupiny owlije vzdalenost obou

maxim, gicemz v gipad 3-hydroxychinolon-8-karboxamiddualni charakter spektra zcela

zanikl (Obrazek 3).

Fluorescence intensity

1.0

0.8

0.6
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Jiny typ obdoba testovanych latek ipdstavuji 2-(4-amino-substituované-3-
nitrofenyl)-3-hydoxychinolin-4(H)-ony (77), ve kterych jako raménko spojujici 3HQ a
biomolekulu slouZi substituent aminoskupiny navézaa 2-arylu (f. R nebo R)'3 U
derivati (77) bylo zjiS¢no, Zze by mohly byt potencialnimi adepty pro biomedini

aplikace.

7 |

R =-H
Ry = -(CHy),0OH, -(CH,),OH

6. O-fenylendiaminy jako dilezité prekurzory heterocyklickych

slouc¢enin
Tato kapitola se zabyva vybranymiildady syntéz konkrétnich typheterocykii z

derivati o-fenylendiaminu a praktickym vyznamem cilovych skenin.

Snadna komeéni dostupnost a moznost univerzalniho pouziti stafé@nylendiaminy
do role uziténych intermedidt pro gipravufady heterocyklickych systdm Prestoze méa
vystavba heterocykl dlouholetou tradici v oblasti roztokové chemie, jeoZné o-
fenylendiaminy aplikovat i vifipads syntézy na pevné fazico? obnasi vyhody n&lad v

podolz tvorby rozsahlych heterocyklickych knihoven.

6.1. Benzimidazoly

Kondenzacio-fenylendiamii s kyselinami, estery a aldehydy lze za vhodnych
podminek pipravit benzimidazolovy skelét Literaturd® navic popisuje vliv teploty na
slozeni konénych produkt. Je-li o-fenylendiamin zativan s aldehydem v bezvodém
nitrobenzenu nad 24Q, dochazi ke vzniku s¥si monosubstituovaného (79) a
disubstituovaného (80) benzimidazolu. ¥Yfpac, Ze je reakce vedendiB5C0°C, je vedle
derivati (79) a (80) sotasre pritomen také produkt cyklokondenzace (81) (Schéma 20
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NH,
O e L 0 LT
R{ NH, 350°C

CH2R2

(78) (79 (80) (81)

R, = -H
R, = Ar

Schéma 20
Jak bylo zmitno v Uvodu této kapitolyp-fenylendiaminy lze vyuzZit k fgppraw
heterocyklickych i bisheterocyklickych skenin pomoci syntézy na pevné faAi takovém
piipact je o-fenylendiamin nejastji imobilizovan na pryskiici pres jednu z amino skupin
(82), picemz druha amino skupina je naslédrodrobena acylaci za nasledného tieav

cyklu zalfivanim v kyselig octové (Schéma 21).

R Rs
NH NH
AN 2 _Ac,0IDCM__ _TFAIDCM _ AN HAC/60°C
Ry Rl — N\
2 |l 270 T R,
F AR = Ry
N N
(82) Il_ L " R
82 \O (83) \O (84) (85) 1
Ry Ry Rg = alkyl, aryl, heteroaryl
Schéma 21

Uplatreni derivafi benzimidazolu ma rozsahly charakter. Napeakci o-
fenylendiaminu s fislunym esterem Izeipravit hojns pouZivany fungicid Benomyl (8%)
Z pohledu biologické aktivity f@dstavuji zajimavou skupinu latek také ihdapsubstituované
benzimidazoly (87), u nichZ byly prokazany antitesiéini G&inky>".

o CH, HaC NH
o '
N\ (@] o N
d>—NH O)k />_< )
N Et N N
H
o)
(86) HN (87)

6.2. Chinoxalin a jeho derivaty

Je dobe zndmo, Ze poemé velké mnozZstvi farmakologicky a biologicky aktighi

slowwenin méa ve strukfie inkorporovany chinoxalinovy skelet. Tyto latkyysv sodasné
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dobs zastoupeny v oblasti insekti¢id fungicidi, herbicidi a anthelminti®. Zarovei se
mohou uplaiovat jako barviva, elektroluminisc&mi materidly nebo tzv. organické

polovodise®® 33

Nejjednodussi ipprava chinoxalii spaiva ve dvojnasobné kondenzam-
fenylendiamii s vhodnymi 1,2-dikarbonylovymi sléaninami. Bylo zji&no, Ze nap o-
iodoxybenzoova kyselina fjznivé ovliviiuje reakci (Schéma 22) za poskytnuti velmi

vysokého vyEzku (aZ 99%5.

R
H2N Ry O N Ry
IBX, HAC, RT | N
=
0 H2N O N

(88) (78) (89)

R =-H, -OCH, F
R, = -H, -CH, -NO,
Schéma 22
Jinou alternativou je pouziti vicindlnich dio(90) za katalyzy rutheniem ve foém
komplexu. Studi®& popisuje moznostifdlavku hydroxidu draselného, co? v zAvislosti na

substituci bd’ snizi, nebo zvySsi re&ki vyttzek (Schéma 23).

s eur=vool

diglym

(90) (78) (KOH) (91)
Ry =-H, -CH,

R, = aryl, heteroaryl

Schéma 23

6.2.1. Chinoxalin-2(1 H)-ony

Derivaty chinoxalin-2(H)-onu pedstavuji dlezitou skupinu latek, které mohou
interagovat s vazebnymi centry purinovych a pyrimedych bazi, coz méa zasadni vliv na
jejich funkci v organismu. Proffpravu zmignych slodenin se standardnvyuZivaji jako
prekurzory o-fenylendiaminy, pcemz mechanismus syntézy je dasgji zalozen na

kondenzanich, dehydrogersaich, substiténichéi adicnich principecf.
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Mezi metody poskytujici vysoké Wiky pozadovanych produktpati reakcea-
ketoestel nebo a-ketokyselin so-fenylendiaminy®. Analogii pak niZe byt pouZitia-

halogenestér, kdy v prvni fazi vznikne tetrahydroderivat (98jery je nasled& podroben
oxidaci peroxidem vodiki (Schéma 24).

NH, o. R No _R
@ + I EtOH/reflux ©: I
NH, o OR N o

(78) (92)

(04 "
& or Oi I
N O
©3) "
R =-H, alkyl
Schéma 24

V piipadt adicnich reakci se velmiasto vyuZziva latek, které ve strukguobsahuji
trojnou vazbu. Aklad syntézy tohoto typu je uveden ve schématli 25

COOR' COOR'
R NH, N
R:@[ || EtOH/®C R/C[ A

+ _ >
NH, COOR! N o)
(78) (95) (96)

R =-H, -CH;, - NO,

R' = -CH,CH;,

Schéma 25

Nekteré derivaty chinoxalin-2()-onu jsou povazovany za vhodné kandidatydbdé
tumori. Vysledky tesi, které byly provaghy na viru Epstein-Barrov&prokazaly, Ze se jako

vhodné kancerostatikum rakovinyide jevi latka (102). Kifjpraw sloweniny (102) je pak
moZné zvolit &kolik piistupi popsanych ve schématu®26
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oxalova kyselina
4N HCl/reflux

NH,
@i ethyl-oxamét
NH,

Py/reflux

(78)
y
@: methylenchlorid cl amonny roztok EtOH @[N\INHZ
N O O N O
H H
97) (98) (99)
hydrazinhydrat
EtOH
hydrazinhydrat h ; .
ydrazinhydrat
EtOH N H\ EtOH
@i I N
N O
H
(100)

2-methoxybenzaldehyd

EtOH/reflux

(101)

Iz

allylbromid/K,CO,
DMF

™
!
OMe
N (e}
(102) H

Schéma 26

6.2.2. Dihydrochinoxaliny

Castené hydrogenované derivaty chinoxalinu |z@ppavit pomoci multikomponentni
reakce o-fenylendiaminu (78) s ketonem (103) a isonitrilt®4) (schéma 27). Reakce
probiha za katalyzy EDTA (diaminamoniovych soli) { teplo& 80°C s pondrné vysokymi
wytszky (aZ 95%°.

NH, o
P
NH, R{ R, R3 c H,0, 80 C

(78) (103) (104) (105)

Ry, Ry, Ry = alkyl

Schéma 27
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6.2.3. Tetrahydrochinoxaliny

Literaturd® popisuje pipravu tetrahydrochinoxalins vyuZitim syntézy na pevné fazi
(Schéma 28). Jako vychozi latka byl pouzit imobwiany derivat o-nitroanilinu (106). V
prvnim kroku reakce dochazi k mesylaci hydroxyskypza vzniku intermediat (107) a
(108), gicemz mnozstvi chlorderivatu (108) zavisi na typussitieentu B. Po redukci
nitroskupiny derivatu (107) nasleduje cyklizace pigslusny tetrahydrochinoxalin (109).
Intermediat (110) podléha cyklizaci na (109) azp@Seni teploty na £4&.

No2 OH OMs cl
(/\[ MSCVDCM C[ Ji (/\[ Ji

(106) L\O (107) L\O (108) L\O
R, = -H SnChL.2H,0/NMP
R,=-F
OL P CE PR CE T
~"1% DIEA
R,  45C
(109) L (109) L (110) L
Schéma 28

6.3. Benzodiazepin a jeho derivéaty

Derivaty benzodiazepinpati mezi psychoaktivni latky, které se ordinuji Gzikgsn
lidem za @elem zklidréni nebo zmiréni poruch spankid. Zminsné latky se neépstji
piipravuji kondenzénimi reakcemio-fenylendiamiri s nenasycenymi nebo karbonylovymi
sloweninamf® %

Piikladem je reakce popsana ve schématu 29, kterauelreakcio-fenylendiaminu

(78) s fiznymi ketony (111) za katalyzy oxidem zirkditym.

NH, .
0 sGyzro,
C Qe .
NH, i CH,R, __

N
(78) (111) (112) Ry

R, = alkyl, cykloalkyl, aryl

R, = -H, alkyl

Schéma 29
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6.3.1. Benzodiazepin-2-ony

Studié® se zabyva reakcemi nesubstituovanych a 4-substinyche-fenylendiamiri
s riznymi nenasycenymi kyselinami. Za&y poukazuji na fakt, Ze skelet vyslednych
azahetrocyKl zavisi jak na strukte prislusné karboxylové kyseliny, tak na typu subsétuc
zvoleného o-fenylendiaminu. Schéma 30 znazoe jednokrokovou syntézu derivat
benzimidazolu (114) a benzodiazepin-2-onu (115kréktize z reakni snesi oddlit
kolonovou chromatografii.

NH,
H5C. CHCOH
/@[ 3 \K o, 4N HCl/reflux 13h /C[ \>—c:< /C[
Cl NH, CH, CH;,

(78) (113) (114) (115) N on,

Schéma 30

6.4. Benzotriazoly

DalSi dusikaté heterocykly, které Izé&ippavit z o-fenylendiaminovych prekurzoy
jsou benzotriazoly. Jedna se o sleniny hojré vyuZivané jako inhibitory koroZ& Syntéza
je zaloZzena na tvoébdiazoniovych soli za nasledné cyklizace na kKogieprodukt (111)
(Schéma 31)

/N:N
==
H,N
(78) (116)
Schéma 31
7. Vysledky a diskuse
7.1. Prvni strategie syntézy cilového benzimidazol-

hydroxychinolonu

Pro owteni gipravy modelového bisheterocyklu (XVI) byla vybramaetoda B
(Schéma 32), ktera ¢ta vychazet z imobilizace raménka (lll) na polystyové pryskiici
pies kysele labilni linker. Nasleinmél byt na jednom konci raménka vystavprekurzor
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benzimidazolu (IV) a na druhém konci raménka vigva vhodna furtni skupina (-NHR)

slouzici k vystav® hydroxychinolového skeletu.

B

Kysele labilni linker |

Aifatické raménko r

Hetl = benzimidazol
Het2 = hydroxychinolon

Schéma 32

7.1.1. Syntéza prekurzoru (VIII)

Prvnicast prace byla zattena na fipravu systéemypolymer = kysele labilni linker
= raménko = prekurzor benzimidazolu. K U¢elim navrZzené syntézy &a slouZzit
polystyrenova aminomethylova prysige vybavena kysele labilnim linkerem (I)iigemz
primarnim krokem sekvenceé¢ha byt reduktivni aminace systému (ll) 3-aminoprogam.
Vznikly intermediat (lll) nél byt dale podroben arylaci za vzniku derivatu (I\/¢hoz
hydroxy skupina @a byt transformovana na sekundarni amino skupawzniku derivatu
(VIII) (Schéma 33).

HC
X0 H
Q.  ——  Q_w . = O\L/Ko
0 y 0
O\L/\N/\/\H/\/ O\L/\N/\/\OH O\
NO, NO, - N O Non
an
CFR; CF,
v (V)
Schéma 33
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7.1.1.1. Imobilizace 3-aminopropanolu

Aminomethylova pryskiice (kopolymer styrenu a 2% divinylbenzenu, load?g8
mmol/g) je uchovavana ve foeémhydrochloridu. Z tohoto i/odu bylo nutné polymer
nejdiive protepat s 10% roztokem triethylaminu v dimethylformdmi ktery uvolnil
aminoskupinu pro dely jeji acylace. Jako acyiai ¢inidlo byla pouzita 4-(4-formyl-3-
methoxy-fenoxy)butanova kyselina, resp. jgjsitu pripraveny BtOH ester (Schéma 34). Pro
oveéieni pabehu této reakce byl proveden test, ktery zahrnujielsami roztoku bromfenolové
modie v dichlormethanu &-methylpyrrolidonu se vzorkem vysledné pryskg. Absence
modrého zbarveni pryskge indikovalo kvantitativni acylacicemuz odpovida teoreticky

loading systému pryskige-linker 0,66 mmol/g.

HaC_

0 (e}
O\/NHZ.HCI 10% NEg O\/NH2
DMF
0

NEt,/DIC/BtOH P
DMF/DCM 0]

H
O\L/KO
an
Schéma 34

Reduktivni aminace (Il) byla provedena dle popsangtotokold, pricemZ pfibsh
této reakce byl zhodnocen kvantitatiypomoci HPLC (metoda ¥$iho standardu s pouZzitim
Fmoc-Ala) analyzouN-Fmoc-3-aminopropanolu (llIb), ktery byliipraven z derivatu (l11)
pomoci Fmoc-OSu z definovaného mnozstvi priisky(Schéma 35). Loading prysige po
reduktivni aminactinil 0,48 mmol/g (vy&Zek 76%).
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Schéma 35

DalSim krokem sekvence byla arylace imobilizovanahminopropanolu (1), fcemz
LC-MS analyza potvrdila iftomnost intermediatu (IV) beztipomnosti vychozi latky a

X NO,
C\O: O\L/\N/\/\OH
F

NO,
O\L/\NH/\/\OH DIEA/DMSO (sugeny) 2 100%
(i

necistot (Schéma 36).

CRy (v)

Schéma 36

7.1.1.2. Modifikace hydroxy skupiny

Pokus o konverzi hydroxy skupiny na amino skupi®chgéma 37) byl nefiie
proveden pes tosylaci za fjfomnosti triethylaminu jako baze. Vysledky analypywni
testovaci reakce naztily, Ze bude zapoebi najit vhodné podminky pro doreagovani vychozi
latky (IV) (Tabulka 6). ZvySeni koncentrace tosytoidu (0,25 M - 0,5 M) se projevilo
vznikem srdsi tosylesteru (V) a chloridu (VI1). Tato genela byt nasled#é prevedena reakci
s propylaminem na pozadovany produkt (VIII). Opmtekavani vSak tosylatiptéto reakci
podléhalkcaste&éné hydrolyze zgt na alkohol (IV). Od této reg&ki cesty bylo tedy upusto.

DalSi snaha o modifikaci hydroxy skupiny (Schéma Byla vedena i@s mesylaci.
Také v tomto fipact bylo nutné upravit reaki podminky tak, aby sh vysledny intermediat
(VII) optimalni ¢istotu (Tabulka 7). Optimalizace bylo dosaZzeno pgsSeni koncentrace
mesylchloridu na 1 M roztok, coZz umoznilo po reakcipropylaminem ziskat vychozi

prekurzor pro modelovy bisheterocyklus (VIII) s nma&lnim vygzkem 100%.
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CF,
(V1)

Tabulka 6

NO,

NO,

1M MesClI
—_—

SNTTN"N0socH,
pyridin

NO,

(Vi)

0,4 M propylamin
DMSO (suseny)

O\L/\N/\/\N/\/
H

NO,

0,4 M propylamin
DMSO (suSeny)

CF,
)

Schéma 37

Optimalizace tosylace

TosCl

0,25 M

0,40 M

0,50 M

Baze (Net)

0,50 M

0,50 M

0,50 M

Reakéni doba

24 hod

24 hod

48 hod

Tosylat (V)

82%

81%

87%

Chlorid (V1)

0%

7%

13%

Vychozi latka (IV)

18%

12% 0%

Tabulka 7

Optimalizace mesylace

MesClI

0,25 M

0,40 M

0,40 M| 1,00 M

Baze (Net)

0,50 M

X

X X

Rozpousgdlo

DCM

Py

Py Py

Reakéni doba

24 hod

3 hod

24 hod 1 hod

Mesylat (VII)

23%

43%

76% | 100 %

Vychozi latka (1V)

17%

57%

24% 0%
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7.1.2. Vystavba bisheterocyklu benzimidazol-hydroxy  chinolon

Sekundarni amino skupina systému (VIII) byla zvelgako vhodny vychozi bod pro
syntézu prekurzoru hydroxychinolového skeletu. datd &elem n&l byt imobilizovany
synthon (VIIl) nejdive acylovan 1-methyl-2-aminotereftalatem. Hydrokyz takto
piipraveného esteru (IX) & dale vzniknout meziprodukt (X), ktery by po néabié
esterifikaci bromacetofenonem poskytl intermediéXl) ( vedouci k @ekdvanému
hydroxychinolonu. Derivat benzimidazolu pakélnbyt pripraven redukci nitro skupiny
derivatu (XI) a naslednou acylaci amino skupinyu&bminy (XII). Fripraveny intermediat
(XII) pak mel byt cyklizovan na benzimidazolové ugpdani (Schéma 38).

DalSi cast experimentalni faze &ha byt nasledéi vénovana owieni cyklizace
prekurzoru (XIIl) na cilovy bisheterocyklicky deév hydroxychinolonu (XVI), jejiz
uspeSnost je obvykle sikzavisla na strukie vychoziho substratu (XII1).

COOCH, COCOH

s N UNE NM\/ ~" N\/\/N\/\
O/ ©/NOZ O/ O/

B —

(Vi (IX) X)
CF;

CFK;
NWN\/\

NH,

CF;  (XI)
cl

e AL
" Jgva

CR; (Xl (XVI)

Schéma 38
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7.1.2.1. Prvni pokus o experimentalni syntézu bistexocyklu

Prvni ¢ast gipravy byla zaloZzena na zngimé acylaci sekundarniho aminu (VIII)
pomociin situ ptipraveného BtOH esteru 1-methyl-2-aminotereftalatoalyza LC-MS jas#é
potvrdila bezproblémovy fb¢h reakce a ifpraveny ester (IX) byl naslednpodroben
hydrolyze pomoci TMSOK. Profipravu prekurzoru (XI) vedouciho k hydoxychinolowem
skeletu bylo dale zapi@bi provést esterifikaci intermediatu (X) bromaéetonem. Jak
hydrolyza, tak esterifikace i@dstavuji readni kroky podléhajici kvantitativni konverzi
(Schéma 39).

COOCH,

NH,

COOCH,
Lo NI 5eq/©i N N N
Jd NO, HOOC NH, ) NO,

5eq DIC, BtOH

CFy Cl CF;
(v NH, (IX) 0,2 M TMSOK
o) THF

Cl COOH

(0] (0]

(0]
NH, cl NH,
O. O.
Br
N HoN
O NO, NO,

0,2M DIEA, DMF

CF3 CFy
(X1) (X)
Schéma 39

Zvoleny derivat o-fenylendiaminu (XIIl) byl pipraven redukci nitro skupiny
sloweniny (XI) a naslednou acylaci meziproduktu (XW).pfipact zmirétné acylace amino
skupiny byly pouzity celkemiit postupy. Prvni metoda vyuZivala tzv. BtOH techni
kyselinou octovou, ktera je zaloZzena ima situ tvorke acetanhydridu. Paraleéinbyla
vyzkouSena i reakce s kyselinou propionovou. Niciéaies modifikaci reaénich podminek
obou postuf, nebyl vyEZzek reakce vySSi nez 10%. Jako dalSi &cylénidlo byl vyzkouSen
acetanhydrid. Po dvou hodinach nebyla tealsnts zcela doreagovana a navic vedle sebe

vznikaly produkty odpovidajici meziprodukt (XII) a (XIV). Po zvySeni reaki doby na
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24 hodin byl ve s@si prokdzan jiz pouze minoritni monoacetylderivatll) a majoritni
diacetylderivat (XIV). K triacetylaci intermediat(XIl) nedochazelo ani prodlouzenim
reakénihoc¢asu na 3 dny (Schéma 40).

Hlavnim gedmétem zajmu bylo zjistit, kterd z amino skupin, (B) v pripad
diacetylderivatu (XIV) podléha acyai reakci. Za timto delem byly provedeny dva
experimenty. Prvni pokus byl zaloZzen na cyklizawés (XIII) a (XIV), neba” acylace amino
skupiny @) by znemoznila uzaeni kruhu na hydroxychinolon (XVI). Nasledna analyz
prokazala, Ze k cyklizacithec nedoslo. Z tohoto vysledku vSak neni patrnéli 3d za

situaci zodpo¥dna naacylovana amino skupina) (nebo zda k cyklizaci nedoSlo vlivem

ol CH,4
il

B e B

struktury substratu (XI1l) (Schéma 40).

o Ac,0/DCM
3dny
o) 2M SnCh . 2H0
DMEIN,
O/L NN L \/\/ ~ N N A TN
NO, TCH3
0
CFy (XI) CF;  (XIN) CF; (XV)
Ac,0/DCM
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o CHs,
H,N ?(HN)
o) o) o)
cl cl )J\
O NH, O?(HN)G CH,
’ O)\©\(
o) o
1. TFA/DCM
2. HAC/130 C . N | + . N |
AN AN AN AN AN
N *7%
?/CHS O/ N CH, O/ N CH,
/ T T
o) o)
FC (XVI) CFy (XIIl) CF; (XIV)
Schéma 40
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Druhy experiment spidval v redukci nitro skupiny ve stadiu meziprodukb{) za nasledné
acetylace intermediatu (XVII) (Schéma 41). Pomo€-MS analyzy bylo prokazéno, Ze
vedle latky (XVIII) (56%) vznika v menSim mnozstdiacetylderivat (XIX) (34%).

Dosavadni strategie syntézy byla tedy na z&kdfidtenych poznati U¢elowe poznenéna.

COOCH, COOCHg4

NH, NH;
o o}

L N AN~~~ SnCh. 2H,0 (DMF/N) LN AN~

NO, NH;

CFy CF;
(1X) (Xviry
Ac,0/DCM
COOCH, COOCH,
NH, NH
o o
+ %C"b
O/L\/NWN\/\ NN
NYO O/ NH Wcm
CH;, o)
CFy CR
(XVII) (XIX)
Schéma 41

7.2. Druha  strategie syntezy cilového benzimidazol-
hydroxychinolonu

V pripact dalSiho pokusu o syntézu modelového bisheterocyldnzimidazol-
hydroxychinolon (XVI) byla opt vyuzita dive popsanad metoda B (Schéma 32). Prvni faze
syntézy mdla byt zaloZzena na protekci sekundarniho aminul\dbomoci chranici Fmoc
skupiny. Takto gipraveny intermediat (XX) & snadno podlehnout redukci nitro skupiny na
primarni amin (XXI), ktery mil byt dale podroben acylaci. Nasledna deprotek&ers#arni
amino skupiny rla vést ke vzniku @&ekadvaného prekurzoru benzimidazolového uégani
(XXI), pricemz dalSi kroky reaki sekvence #ly byt naprosto totoZzné s prvni strategii

syntézy cilového bishetrocyklu (XVI) (Schéma 42).
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Schéma 42

7.2.1. Syntéza vychoziho prekurzoru (XXIII)

Primarnim krokem sekvence byla protekce sekundaraihinu (VIIl) pomoci Fmoc-
OSu. Reakce vykazovala bezproblémovybph, proto byla dale provedena redukce nitro
skupiny meziproduktu (XX) za nasledné acylace ansiupiny slodeniny (XXI). Je znamo,
Ze vazba IR,N-Fmoc podléha 8peni v bazickém prasdi, @icemz pro dely deprotekce se
standarda pouziva 50% roztok piperidinu (PIP) v dimethylfamidu (DMF). Analyza LC-
MS v8ak prokézala, Ze PIP pro odchédinsubstratu (XXII) neni vhodny, nebee spektru
bylo pfitomno majoritni mnozstvi vychozi latky i po zvyseeakini doby z 15 minut na 2

hodiny. Obtizna deprotekce intermediatu (XXII) je temto gipackt pravdpodobr
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zpisobena sterickym brédnim acetylskupinou, coz bylo potvrzeno sérii expenti. Pokusy

spaivaly v odchrasni meziproduki (XX), (XXI) a (XXIl) pomoci 50% PIP v DMF. V
piipadt slowtenin (XX) a (XXI) byla vazba BR;N-Fmoc kvantitativl S&pena. Latka (XXII)

podlehla deprotekci teprve az po pouziti 50% roztgkrukturd mensiho propylaminu v
DMF (Schéma 43).

Fmoc Fmoc
0,2 M Fmoc-OSu

DIEAIDCM _SnCh.2H,0

Lo NN o \/\ DIEA NG L NN
d NO, <j/ DMF/N, O/ NH,

CFs CFs CF;
(v (XX) (XX1)

'|:moc /CZOIDCM

H
O/L\/N\/}/N\/\ 50% propylamin/DMF O/L\/N\/\/N\/\

H
N\[(CH3 N\’(CH3

o) (@]

CFy CF;
(XX (XX11)

Schéma 43

7.2.2. Druhy pokus o experimentalni syntézu bishete  rocyklu

DalSi kroky syntézy jsou analogické s popisem umgde v kapitole 7.1.2.1.
Odchragny amin (XXIIl) byl nejdive naacylovan pomodn situ BtOH esteru 1-methyl-2-
aminotereftalatu. Takto fpraveny ester (XVIII) byl nésle@n hydrolyzovan roztokem
TMSOK a poté podroben reakci s bromacetofenonerrakvedla k fipraw vychoziho
prekurzoru (XIIl) pozadovaného benzimidazol-hydraxiynolonu (XVI). Nutnoftici, Zze v
piipact saponifikace i nasledné esterifikace byloiglbé (oproti prvnimu pokusu o syntézu
bisheterocyklu) zvysit re&ki dobu dvojnasoliy aby doSlo ke kvantitativni transformaci
(Schéma 44).
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V ramci snahy o a%eni moznosti cyklizace intermediatu (XIII) na cijov

bisheterocyklus (XVI) bylo provedenaskolik pokusi inspirovanych protokoly? (Schéma

46). PouzitA metoda zahrnovala primarni &gusni latky (XIII) od polymerniho nose

pomoci 50% roztoku kyseliny trifluoroctové v dichioethanu.

a) V dalsi fazi nasledoval pokus o paralelni ueav obou heterocyklzakivanim v

b)

kyselins octové pi 130°C a v kyselig trifluoroctové i 100°C bez pouziti olejové
lazre. Tato metoda se vSak ukazala jakidli$ drasticka, nekld doSlo v obou
piipadech k fragmentaci intermediatu (XII1).

Strategie byla modifikovana pouzitim olejové l&zncilem zjistit, zdali je mozné
za mirrgjSich podminek uz#it nejdiive benzimidazolovy cyklus (XXV) (Schéma
45). Pro tento &el byl tedy vzorek zafivan v kyselig octové nejéive i 60°C,
pficemZz po 2 hodinach obsahovala rgdksnes stdle vychozi latku, i kdyz
intermediat (XXV) vznikal. Teplota byla naslelmvySena na 13C a udrZzovana
po dobu 1 hodiny. Nasledna analyza LC-MS neprok&zsitomnost vychozi
latky, sokasreé vSak nebyl prokazan intermediat (XXV) ani prod(kvI). Stejna
situace byla zaznamenana i vigact pouziti kyseliny trifluoroctové. Finalni

spektra vyhodnocuijici vysledek obou postbgla pongrné neiitelna.
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FC

c) DalSi pokus o optimalizaci vyuZival &pkyselinou octovou, kdy byl vzorek
udrzovan p 60°C po dobu 3 din Béhem prvnich 24 hodin bylo hmotnostni
spektrum téré identické se spektrem vychoziho prekurzoru (XP®. dvou dnech
se mnozstvi derivatu benzimidazolu (XXV) sniZilo 4% na 38% v dsledku
vzniku dalSich neidentifikovatelnych fragméntast spektra byla jiz v této fazi
znané neiitelna. Po 72 hodinach LC-MS analyza nepotvrdiféopnnost produktu

ani vychozi latky stefhjako v gipads postupu b).

cl
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Schéma 45
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8. Experimentalni ¢ast

Pro gipravu latek pomoci syntézy na pevné fazi byly jakalkeni nadoby pouzity
injekeéni stikacky s polypropylenovou fritou. Reakce byly realizayaa laboratorni teploty,
piicemz homogenni promichani réak snesi bylo zajiséno stolni tepakou s horizontalnim
pohybem. Pro &ely cyklizace byly pouzity Erlenmayerovy iidey umiséné na magnetické
michace s ollevem.

VSechny vzorky byly analyzovdny metodou LC-MS a agthoceni zdznamu bylo

provedeno pomoci softwaru ExcaliBlir

Parametry LC-MS

e UPLC-chromatograf (Accela Thermo Scientific):
= gradientova kvartérni pumpa (USA, SN: 82738)
= autosampler s termostatem (SN: 82794)
= odplyhova®
= predkolona (Macherey-Nagel, Nucleodur C18 GravityG+.8n)
= kolona (Macherey-Nagel, Nucleodur C18 Gravity —in®
= termostat (3tC)
e Parametry UPLC:nastik — 5yl
mobilni faze — acetonitril (A) : amonium acetét%, (B)
gradientova eluce — 10 A : 90 B (0 min); 80 A :R(@2,5 min);
80 A:20B (4 min); 10 A: 90 B (4,5 min); 10 20 B (5 min)
* Hmotnostni spektrometr
= trojity kvadrupol
= detektor TSQ Quantum Access (Thermo ScientificAlUSN: TQU01482)

8.1. Obecny postup St épeni reak ¢énich produkt & z polymerniho
nosi ¢e (standardni St épeni)

Analyza LC-MS vyZaduje uvolmi vysledného produktu z pevné fazégemz se k
tomuto &elu kEZneé vyuzivd 50% roztok trifluoroctové kyseliny v diohinethanu. Pro

piipravu analytického vzorku bylo odebrano malé mhozeryskyice (5-10 mg), za
naslednéhoijpdavku 0,5 ml Sipiciho koktejlu TFA v DCM. Po 30 minutovérfepani reani
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smesi byla tkavéa kapalna faze odfgna pod dusikem. K odparku byigan MeOH (1 ml) a
smes byla ve finalnim kroku zfiltrovana.

Pri interpretaci hmotnostnich spekter je nutné bravahu, ze trifluoroctova kyselina
velmi ochoté reaguje s primarnimi aminy a alkoholy za vznikifluoracetylderivad,
piipadré mize byt icinou vzniku produki cyklizace po odgpeni substratu z polystyrenové
pryskyrice. Takto vytvéené intermediaty jsou ve vysledcich LC-MS analymadiny bez

poradovéhaisla.

8.2. Experimentalni syntéza na pevné fazi

Priprava systému polymer — kysele labilni linker (11)

Hydrochlorid aminomethylové pryskige (1 g; 0,78 mmol) byl nejidve smichéan s
roztokem triethylaminu v DMF (10 ml; 10%) a &rbyla nasledhprotepavana 10 minut. Po
promyti pryskyice () 3x v DMF byl k polymeru pdan roztok pipraveny rozpughim 4-(4-
formyl-3-methoxy-fenoxy)butanové kyseliny (372 migh6 mmol) a 1-hydroxybenzotriazol
hydratu (239 mg; 1,56 mmol) v DMF (5 ml) z&davku diisopropylkarbodiimidu (0,42 ml,
1,56 mmol) a DCM (5 ml). Reg&hi snts byla tepana pes noc a dalSi den byla naacylovana
pryskyice (I) promyta 3x v DMF, DCM a vysuSena pod dusikemib&r acylace byl
kvalitativné zhodnocen odistem malého mnoZstvi polymerll Y (1 mg), ktery byl smichan s
roztokem bromfenolové mael ve smisi N-methylpyrrolidonu a DCM (1 ml). JelikoZz se &n

nezabarvila mai, byla vizualg indikovana nefitomnost amino skupiny.

8.2.1. Prvni strategie syntézy

Imobilizace alifatického raménka (I11) reduktivni a minaci

Systém polymer-kysele labilni linkell §{ (1 g; 0,66 mmol) byl 2x promyt bezvodym
DMF za nasledného pi@pani s roztokem 3-aminopropanolu (340 3,9 mmol) ve srési
kyseliny octové a bezvodého DMF (10 ml; 10%). Pohddlinach itepani byl k pryskgci
piidan triacetoxyhydroborid sodny (212 mg; 1 mmol)roztoku s kyselinou octovou a
bezvodym DMF (5 ml; 5%). Reaki nadoba byla umista do vertikalni polohy a
propichnuta &sné pod pistem, coz #o za nasledek uvoémi vznikajiciho vodiku. Po 1
hodirg trepani byl pidan pevny triacetoxyhydroborid sodny (212 mg; 1rjnaonasledujici
hodinu byl tento krok zopakovan, e byla smis dale praepavana 2 hodiny. Po ukseni
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reakce byla pryskice promyta 3x v DMF a nasleéiprottepana ve sisi piperidinu a DMF
(10 ml; 20%). V poslednim kroku byl polymer s imiagtimvanym aminopropanoleniik)
promyt 3x v DMF, DCM a poté vysuSen pod dusikem.

Kvantitativni zhodnoceni pribéhu reduktivni aminace

Definované mnozstvi pryskige (Il ) (30 mg) bylo nejtive smichano s roztokeh:
(9-fluorenylmethoxykarbonyloxy)sukcinimidu (65 m@;25 mmol) a diisopropylethylaminu
(45 ul; 0,26 mmol) v DCM (0,5 ml). Po 30 minutacrepani byl systémli{a) promyt 5x v
DCM, 3x v MeOH a vysusen pod dusikem. Z takiipgaveného polymeru byly odebrany dva
vzorky po 10 mg, které byly smichany sepstim koktejlem kyseliny trifluoroctové v DCM
(0,5 ml, 50%). Dale bylo provedeno standardipéni podle vySe popsaného sdéndDba
vzorky (llb) spolu s vijSim standardem, jehoZ fiprava spoéivala v rozpudni
fluorenylmethyloxykarbonylalaninu (1 mg) v MeOH ifdl), byly podrobeny LC-MS analyze.
Na zaklad vysledk analyzy a jednoduchého vyiio (Obrazek 4Y bylo zjis&no, Ze loading
pryskyice po imobilizaci 3-aminopropanodini 0,48 mmol/g, vy#zek reakce je 76%.

Xep

H

Fmocdla i : ].00

n {.:% :l — 5 Fmocdla ./

'IF.i

n latkové mnozstvi standardu Fmoc-Ala odpovidajici 1 mg (mmol/mg)

Fmocla
X ., primér ploch piku dvou méfeni 10 mg imobilizované pryskyfice

X 5ocsin Plocha piku 1 mg standardu Fmoc-Ala

[, loading imobilizované pryskyfice za podminky 100% vytézku (mmol/g)

Obrazek 4
3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)propan-1-ol ( IV)

K produktu (II') (500 mg; 0,24 mmol) byla fjgdna sms 1-fluor-2-nitro-4-
trifluormethylbenzenu (16&; 1,2 mmol) a diisopropylethylaminu (209; 1,2 mmol) v
bezvodém DMSO (5 ml), pryskige byla nasledhponechanai¢pani pes noc. Po uplynuti
reakéni doby byl polymer promyt 3x v DMF, DCM a naslédnylo provedeno standardni

Stpeni.
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LC-MS: Celkovy vytzek reakce je 100%

e 3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)propan-1-d\M) (76%)
[M - H] = 263,85; rt = 1.57

* (propyl)-3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)trifioracetat (24%)
[M - H] =359,85; rt = 2.29

[3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)propyl ]Jtoluen-4-sulfonat (V) a (3-chlorpropyl)-
(2-nitro-4-trifluormethylfenyl)amin (VI)

Tosylchlorid (190 mg, 1 mmol) ve sisi triethylaminu (14Qul, 21mmol) a bezvodého

DCM (1 ml) byl smichan s polymerenV() (100 mg; 0,048 mmol). Po 48 hodina¢bpani
byla pryskyice promyta 5x bezvodym THF a naslédtandardé S€pena.
LC-MS: Celkovy vygzek reakce je 82%
e [3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)propjoluen-4-sulfonaty) (82%)

[M - H] = 417,89; rt = 2.30
*  (3-chlorpropyl)-(2-nitro-4-trifluormethylfenyl)amiv1) (13%)

[M-H] =281,99; rt =2.16

[3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)propy!l Jmethylsulfonat (VII)

K (IV) (100 mg; 0,048 mmol) bylfmlan roztok mesylchloridu (7%@l; 1 mmol) v
pyridinu (1 ml). Reaéni sn¥s byla tepana 1 hodinu a nasledbyla 5x promyta v bezvodém
THF a standardnStpena.

LC-MS: Celkovy vytzZek reakce je 100%
* [3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)propjinethylsulfonat VIl )
[M - H] = 342,12; rt = 1.89

N-(2-nitro-4-trifluormethylfenyl)-N '-propylpropan-1,3-diamin (VIII)

Latka (III ) byla gipravena pidanim roztoku propylaminu (8gl; 0,4 mmol) v
bezvodém DMSO (1 ml) k meziproduktdI() (100 mg; 0,048 mmol). Pryskige byla po 24
hodinach itepani promyta 3x v DMF, DCM a standagditpena.

LC-MS: Celkovy vytzZek reakce je 100%
* N-(2-nitro-4-trifluormethylfenyl)-N-propylpropan-1,3-diaminMlIl )
[M + H]" =306,01; rt = 1.49
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(methyl)-2-amino-N{3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)propy! ]-N-propy!
tereftalamid (1X)

Acylacni smeés obsahujici 1-hydroxybenzotriazol hydrat (11 mg7@ mmol), 1-
methyl-2-aminotereftalat (14 mg; 0,072 mmol) a ahisopylkarbodiimid (13ul; 0,072 mmol)
v DMF/DCM (1 ml; 50%) byla fidana k produktu\(Ill ) (50 mg; 0,024 mmol). Po 24
hodinach itepani byla pryskyce promyta 3x v DMF, DCM a standakdéipena.

LC-MS: Celkovy vytzek reakce je 100%

* (methyl)-2-amino-NE3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino) propjAN-propyltereftalamid
(IX)
[M + H]* = 483,10; rt = 2.30

2-amino-N{3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)propyl ]-N-propyltereftalamidova

kyselina (X)

Hydrolyza esteru IX) (50 mg; 0,024 mmol) byla provedena jeho smichasim
roztokem trimethylsilanolatu draselného (27 mg;ol) v bezvodém THF (1 ml). Reak
smes byla fepana 3 hodiny a po uk&ni reakce byl polymer promyt 3x v THF, DCM a
standarda S€pen.

LC-MS: Celkovy vytzZek reakce je 100%

e 2-amino-N{3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)propjAN-propyltereftalamidova
kyselina ¥K)
[M + H]" = 469,05]M - H] = 467,96; rt = 1.78

[2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethy]-2-amino-N{3-(2-nitro-4-trifluormethyl
fenylamino)propyl]-N-propyltereftalamid (XI)

K (X) (50 mg; 0,024 mmol) bylijpan 4-aminoa-brom-3,5-dichloracetofenon (56,4
mg; 0,2 mmol) ve sisi s diisopropylethylaminem (33l; 0,2 mmol) v DMF (1 ml). Srs
byla protepavana po dobu 24 hodin a po uk@m esterifikace byla pryskige promyta 3x v
DMF, DCM a standardhS€pena.

LC-MS: Celkovy vytzek reakce je 100%

* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethyR-amino-N§{3-(2-nitro-4-trifluormethyl
fenylamino)propyl-N-propyltereftalamid X1 )
[M + H]" = 670,00{M - H] = 669,26; rt = 2.53
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[2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethy]-2-amino-N{3-(2-amino-4-trifluormethyl
fenylamino)propyl]-N-propyltereftalamid (XII)

Pryskyice (XI) (50 mg; 0,024 mmol) byla primarmpromyta roztokem DMF, ktery

byl nejdive zbaven rozpu&ého kysliku pod proudem dusiku (DMRBJNNasleds byl k
(XI) pridan roztok pipraveny rozpughim dihydratu chloridu cinatého (460 mg; 2 mmol) a
ekvivalentu diisopropylethylaminu (348; 2 mmol) v DMF/N: (1 ml). Reakni snes byla
tiepana pes noc, poté byla pryskge promyta 3x DMF, DCM a standamdgpena.
LC-MS: Celkovy vyezek reakce je 100%
* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethlyR-amino-N§{3-(2-amino-4-trifluormethyl

fenylamino)propyl-N-propyltereftalamid XII )

[M + H]" = 640,07; rt = 2.40

Acylace amino skupiny latky (XII)

Roztok acetanhydridu (1@l; 0,2 mmol) v DCM (1 ml) byl fidan ke d¢ma
analytickym vzorkm (XIl') obsahujicim definované mnozstvi pryskg (10 mg; 0,0048
mmol). Prvni z nich byl préépavan po dobu 24 hodin a druhy vzorek 3 dny. Ndasleyl
polymer promyt 5x v DCM a standargggpen.

LC-MS: Celkovy vygzek reakce je 38%

e [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoetHyN-[ 3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenyl
amino)propyl-2-amino-N-propyltereftalamidX(ll ) (38%)
[M + H]* = 682,06; rt = 2.50

* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethyR-acetylamino-N-3-(2-acetylamino-4-
trifluormethylfenylamino)propytN-propyltereftalamid X1V') (62%)
[M + H]* = 724,03; 1t = 2.26

* [2-(4-acetylamino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoetin2-acetylamino-N-3-(2-acetylamino-4-
trifluormethylfenylamino)propytN-propyltereftalamid XV)
[M + H]" = Analyza neprokazalaipomnost produktuXV)
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{[3-(2-methyl-5-trifluormethylbenzimidazol-1-yl)propy|]propyl }-2-(4-amino-3,5-
dichlorfenyl)-3-hydroxy-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-7-karboxamid (XVI)

Ze vzorku obsahujiciho sleeniny XII1') a XIV) byl pod proudem dusiku odige
MeOH. K odparku byla nasledrptidana kyselina octova (1 ml) a &nbyla zakvana po
dobu 1 hodiny $ 130°C na olejové lazni.

LC-MS: Analyza neprokazalarftomnost produktuxVI)

(methyl)-2-amino-N{3-(2-amino-4-trifluormethylfenylamino)propyl! ]-N-propy!
tereftalamid (XVII)

Pryskyice (X) (10 mg; 0,0048) byla nejove promyta DMF/N a dale k ni byl idan
roztok gipraveny rozpughim dihydratu chloridu cinatého (230 mg; 2 mmol) a
diisopropylethylaminu (174l; 2 mmol) v DMF/N; (0,5 ml). Rea&ni sneés byla tepana ges
noc, nasleddbyl polymer promyt 3x v DMF, DCM a standard$icpen.

LC-MS: Celkovy vytzek reakce je 100%

* (methyl)-2-amino-NE3-(2-amino-4-trifluormethylfenylamino)propyN-propyl
tereftalamid XVII ) (76%)
[M + H]* = 453,13; rt = 2.14

* (methyl)-2-amino-N-propyl-N-3-[2-(2,2,2-trifluoracetylamino)-4-trifluormethylfenyl
amindpropyl} tereftalamid (24%)
[M + H]* = 549,06; rt = 2.28

Acylace amino skupiny latky (XVII)

Acylace KVII) (10 mg; 0,0048 mmol) byla provedenaidavkem roztoku
acetanhydridu (19@ul; 0,2 mmol) v DCM (1 ml) k pryskijci. Reakni smés byla tepana po
dobu 24 hodin za nasledného promyti polymeru 5CWa standardniho &teni.

LC-MS: Testovaci reakce

* (methyl)-N{3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenylamino)profpy2-amino-N-propyl
tereftalamid XVII1 ) (56%)
[M + H]*= 495,07; rt = 2.40

* (methyl)-2-acetylamino-N3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenylamino) progpyi-
propyltereftalamid XIX) (34%)
[M + H]* = 537,09; rt = 2.13
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* (methyl)-2-acetylamino-N3-(2-methyl-5-trifluormethylbenzimidazol-1-yl)proldyN-
propyltereftalamid (10%)
[M + H]" = 505,06; rt = 2.09

8.2.2. Druha strategie syntézy

[(9H-fluoren-9-yl)methyl]-[3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)propy! Jpropyl
karbamat (XX)

K (VIIl') (100 mg; 0,048 mmol) bylfwlan roztok Fmoc-OSu (68 mg; 0,2 mmol) a
diisopropylethylaminu (34ul; 0,2 mmol) v DCM (1 ml). Po 30 minutacltepéni byla
pryskyice promyta 5x v DCM a déle byla standaf@tpena.

LC-MS: Celkovy vytzek reakce je 100%

* [(9H-fluoren-9-yl)methyjJ-[3-(2-nitro-4-trifluormethylfenylamino)propjpropyl karbaméat
(XX)
[M + H]" = 528,09; rt = 2.90

[(9H-fluoren-9-yl)methyl]-[3-(2-amino-4-trifluormethylfenylamino)propyl Jpropyl
karbamat (XXI)

Roztok gipraveny rozpugnim dihydratu chloridu cinatého (230 mg; 2 mmol) v
DMF/N, (0,5 ml) za pidavku diisopropylethylaminu (174l; 2 mmol) byl smichan se
vzorkem pryskiice XX) (20 mg; 0,096 mmol) promytym v DMFANPo 24 hodinach
ttepani byl polymer podroben umyti 3x v DMF, DCM arstardg Stpen.

LC-MS: Celkovy vytzek reakce je 100%

e [(9H-fluoren-9-yl)methyj-[ 3-(2-amino-4-trifluormethylfenylamino)propydropyl
karbamat XXI)
[M + H]" = 498,06; rt = 2.79

Acylace amino skupiny latky (XXI) a nasledna depratkce (XXII)

Syntéza byla realizovanaigavkem roztoku acetanhydridu (uf 0,2 mmol) v DCM
(12 ml) k produktu XXI) (20 mg; 0,096 mmol). Re#&ki smes byla tepana pes noc, a poté
byla pryskyice promyta 5x v DCM za nasledného standardniéymesi.
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LC-MS: Celkovy vytzek reakce je 100%
e [(9H-fluoren-9-yl)methyj-[ 3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenylamino)propgtopyl
karbamat XXIl ) (70%)
[M + H]* = 540,09; rt = 2.79
e [(9H-fluoren-9-yl)methyj-[ 3-(2-methyl-5-trifluormethylbenzimidazol-1-yl)profdpropyl
karbamat (30%)
[M + H]* = 522,10; rt = 2.65
Deprotekce Fmoc skupiny za vzniku produk¥X[ll ) byla provedena prigpanim
polymeru s roztokem propylaminu v DMF (0,5 ml; 50%#le byla pryskiice promyta 3x v
DMF, DCM a standardnStpena.
LC-MS: Celkovy vytzek reakce je 100%
e N-{2-(3-propylamino)propylamine5-trifluormethylfeny} acetamid XXIlII )
[M + H]" = 318,02]{M - H] = 315,98; rt = 1.01

(methyl)-N-[3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenylamino)propyl]-2-amino-N-propy!l
tereftalamid (XVIII)

K (XXIII') (100 mg; 0,048 mmol) bylafjdana acylani snts pripravena rozpushim
1-hydroxybenzotriazol hydratu (22 mg; 0,144 mmdbmethyl-2-aminotereftalatu (28 mg;
0,144 mmol) a diisopropylkarbodiimidu (3#; 0,144 mmol) v roztoku DMF/DCM (1 ml;
50%). Pryskyice byla tepana pes noc za nasledného promyti 3x v DMF, DCM a
standardniho &peni.

LC-MS: Celkovy vyezek reakce je 98%

* (methyl)-N{3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenylamino)propy2-amino-N-propyl
tereftalamid XVIII ) (37%)
[M + H]" = 495,06]{M - H] = 493,11; rt = 2.19

e (methyl)-N{3-(2-methyl-5-trifluormethylbenzimidazol-1-yl)profjy2-amino-N-propyl
tereftalamid (61%)
[M + H]* = 477,07; rt = 1.92
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N-[3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenylamino)propyl]-2-amino-N-propyl
tereftalamidova kyselina (XXIV)

K saponifikaci byl opt pouZzit roztok trimethylsilanolatu draselného (61g; 0,4
mmol) v THF (1 ml), ktery byl pdan k XXIIl ) (100 mg; 0,048 mmol). Pryskge byla
tiepana 2 dny a v koteé fazi byla promyta 5x THF a standatdttpena.

LC-MS: Celkovy vytzek reakce je 100%

* N-[3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenylamino)prof2-amino-N-propyl
tereftalamidova kyselin&XIV ) (39%)
[M + H]" = 481,01]{M - H] = 479,11; rt = 1.58

e 2-amino-N{3-(2-methyl-5-trifluormethylbenzimidazol-1-yl)proyN-propyl
tereftalamidova kyselina (61%)
[M + H]" = 463,06]{M - H] = 461,02; rt = 1.38

[2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethy]-N-[3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenyl
amino)propyl]-2-amino-N-propyltereftalamid (XII1)

Ester KIII ) byl pripraven smichanim 4-amimm-brom-3,5-dichloracetofenonu (56,4;

0,2 mmol), diisopropylethylaminu (3%; 0,2 mmol) a DMF (1 ml) s polymerenXXIV )
(100 mg; 0,048 mmol). Po 2 dneclegani byla pryskyce promyta 3x v DMF, DCM a
standard#& S€pena. B této reakci zminila pevna faze barvu ze Zluté nataservenou.
LC-MS: Celkovy vytzek reakce je 100%
* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethyN-[ 3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenyl

amino)propy]-2-amino-N-propyltereftalamidX(ll ) (44%)

[M + H]" = 682,05; rt = 2.49
* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethyR-amino-N{3-(2-methyl-5-

trifluormethylbenzimidazol-1-yl)propyAN-propyltereftalamid (56%)

[M + H]* = 664,04; rt = 2.25

Cykliza¢ni reakce

Intermediat XIll ) byl v prvni fazi oddlen od polymerniho no&% pomoci
standardniho &peni.

a) Tcekavy Sepici koktejl byl vysuSen pod proudem dusiku a kaollp byla pidana kyselina

octova (1 ml). Realni snes byla zakivana bez pouziti olejové lagzipri 130°C po dobu 1
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hodiny. Déle bylo ze s&ési odebrano malé mnoZstvi roztoku () za nasledného
odpdeni kyseliny octové pod dusikem #davkem MeOH (1 ml). Vzorek byl ve finalni
fazi analyzovan.

LC-MS: Analyza neprokazalaffpomnost produktuxVI)

Stejny postup byl aplikovan také pro kyselinu triftoctovou, ficemz reakce byla vedena
pii teplo€ 100°C

LC-MS: Analyza neprokazalarippomnost produktuxVI)

b) Pfi druhém pokusu o cyklizaci byla k odparku¢ppiidana kyselina octova a reak
smes byla zakivana na olejové lazni ndjge @i 60°C, po 2 hodinach byla provedena
analyza.

LC-MS: Celkovy vytzek reakce 39%

* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethyN-[ 3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenyl
amino)propyl-2-amino-N-propyltereftalamidX(ll ) (25%)

[M + H]" = 681,96]{M - H] = 679,84; rt = 2.57

* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethlyR-amino-N§{3-(2-methyl-5-trifluormethyl

benzimidazol-1-yl)propytN-propyltereftalamid XXV) (39%)

[M + H]" = 663,93]M - H] = 661,94; rt = 2.34

Z duvodu poteby doreagovani re&hi smési a okreni moznosti vzniku produktXy!)
byl roztok nasleddzahrivan @i 130°C, poté byla ogt provedena analyza.

LC-MS: Analyza neprokazalaffpomnost produktuxVI)

Stejny postup byl realizovan i pro kyselinu triffectovou s tim rozdilem, Ze remk
smes byla primara zaliivana 2 hodiny # 60°C za nasledného provedeni analyzy.

LC-MS: Celkovy vyezek reakce je 27%

* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethyN-[ 3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenyl
amino)propyl-2-amino-N-propyltereftalamid(ll ) (14%)

[M + H]* = 681,976{M - H] = 679,63; rt = 2.57

* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoetlyR-amino-N{3-(2-methyl-5-trifluormethyl
benzimidazol-1-yl)propytN-propyltereftalamid XXV') (27%)

[M + H]" = 663,93][M - H] = 662,25; rt = 2.34
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* N-[3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenylamino)prof2-amino-N-propyl
tereftalamidovéa kyselin&XXIV ) (4%)

[M + H]* = 480,99; rt = 1.67

e 2-amino-N{3-(2-methyl-5-trifluormethylbenzimidazol-1-yl)prodyN-propyl
tereftalamidové kyselina (9%)

[M + H]" = 462,99]M - H] = 460,74 rt = 1.47
Dale byla teplota zvySena na T@0a po 1 hodi& byl vzorek znovu analyzovan

LC-MS: Analyza neprokazalaffpomnost produktuxVI)

c) V poslednitad byl proveden pokus o cyklizaci na benzimida26ky ). K tomuto @&elu
byla pouZzita kyselina octov&igané k odparku. Reaki snts byla zakivdna na 60C po
dobu 72 hodin, ficemz kazdy den byla provedena kontrolni analyza.

LC-MS (1. den): Celkovy vyEzek reakce je 93%

* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethyN-[ 3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenyl
amino)propyl-2-amino-N-propyltereftalamidX(ll ) (47%)

[M+ H]"=682,09; rt = 2.51

* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoethiyR-amino-N§{3-(2-methyl-5-trifluormethyl
benzimidazol-1-yl)propytN-propyltereftalamid XXV ') (46%)

[M + H]* = 664,02; 1t = 2.27

LC-MS (2. den): Celkovy vyEzek reakce je 38%

e [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoetHyN-[ 3-(2-acetylamino-4-trifluormethylfenyl
amino)propyl-2-amino-N-propyltereftalamidX(ll ) (14%)

[M + H]* = 682,09; 1t = 2.62

* [2-(4-amino-3,5-dichlorfenyl)-2-oxoetlyR-amino-N§{3-(2-methyl-5-trifluormethyl
benzimidazol-1-yl)propytN-propyltereftalamid XXV') (38%)

[M + H]" = 664,05; rt = 2.39

LC-MS (3. den): Analyza neprokézalarppomnost produktuxVI)
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9. Zawver

V Gvodu gedlozené diplomové prace je nastia problematika ifjprav doposud
znamych 3-hydroxy-4H)-chinoloni a jejich bisheterocyklickych derivat Zarover jsme
ch€li poukazat na rozmanité spektrum biologickychtinki a rozsahlou oblast
potencionalniho i praktického vyuziti zndfrych latek. V neposledriiad byl nas zajem
vénovan resersi ukazek syntéz vedoucich k denwat-fenylendiaminu, které Ize s vyhodou
vyuzivat jako prekurzory k vystaglusikatych heterocyil

Primarnim cilem této prace bylofipravit nové bisheterocyklické derivaty 2-
substituovanych-3-hydroxychinolin-4}-on-7-karboxamidl, pficemz koncept cilovych
slowenin byl zaloZen na propojeni hydroxychinolonovékeletu s dalSim heterocyklerrep
alifatické raménko. Pro c¢ély pripravy konkrétniho bisheterocyklu benzimidazol-
hydroxychinolon byla vyuZzita syntéza na pevné fazi.

Prvni ¢ast experimentu bylaémovana pipraw prekurzoru benzimidazoluv{ll ).
Prvotni faze zahrnovala reakci aminomethylové pyiisk () s BAL linkerem za nasledné
imobilizace 3-aminopropanolu, coZln za nasledek vytweni vychoziho systémpolymer
= kysele labilni linker = raménko (Il ). V dalsi f4zi nasledovala arylace sekundéarniho
aminu (Il ) pomoci 1-fluor-2-nitro-4-trifluormethylbenzenu zaniku intermediatuly ).

Pozornost byla déale ¢movana konverzi terminélni hydroxy skupinyV§ na
sekundarni amino skupinu prekurzoMil{ ). Pro tyto dely byly vyzkouSeny d¥ reakeni
cesty. Prvni spfivala v aktivaci hydroxy skupiny tosylchloridem zaniku dvou produkt
(V) a VI). Reakci s propylaminem se chloridl | ukazal jako malo reaktivni a tosylat)(
jako pongrn¢ nestabilni, nehdbcéast&éne hydrolyzoval zgt na (V). Vhodnou alternativou se
nasledg stala mesylace hydroxy skupiny, ktera poskytladpkd (VII') ve vygzku 100%.
Reakce Yl ) s propylaminem byla jiZ naprosto bezproblémova.

Prace byla déle zatfena na vystavbu prekurzoru hydroxychinoloptll(). Prvotni
experiment sp&val v arylaci sekundarni amino skupingill ) 1-methyl-2-aminotereftalatem
za nasledné hydrolyzy esteriX]. Fripraveny intermediatX) byl podroben esterifikaci
bromacetofenonem za vznikXI(). Derivat o-fenylendiaminu XII') byl vytvofen redukci
nitro skupiny dihydratem chloridu cinatého. VSeclmmininé reakce poskytly produkty s
maximalnim vygzkem 100%. PotiZefpsyntéze nastaly v acyiaim reaknim kroku. Vedle
otekadvaného produktuX(ll ) vznikal také diacetylderivatX{V), v jehoz pipad byla

acylovana a-amino skupina. Tento fakt byl potvrzen experimbrith pokusem za
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identifikace intermedidt (XVIIl ) a XIX). Finalni cyklizace s&si (XIIl ) a XIV) v kyselirg
octové nevedla ke vzniku poZzadovaného produX¥i § a zarové nebylo potvrzeno, zdali je
pri¢inou acylacenx-amino skupiny nebo struktura substréill(). ZjiSténé poznatky vedly k
potrebs reakini sekvenctasté&éné modifikovat.

Druha ¢ast experimentalni syntézy byla née zacilena na protekci sekundarniho
aminu {11l ) pomoci Fmoc-OSu, teprve poté byla nitroskupintkylfXX) zredukovana za
nasledné acylace amin¥Xl ). Odchragni Fmoc skupiny bylo realizovano roztokem stericky
mére naraného propylaminu v DMF. Tento reak set opt poskytl produkty ve vyZku
100%. DalSi sekvence byla totoZzna s prvni strategitézy. Jmenovitse jednalo o arylaci
sekundarniho aminuXKIll ), hydrolyzu esteru XVIll ) a esterifikaci kyseliny XXIV ).
Vyjma toho, Ze d¥ posledni zmigné reakce vyzaduji dvakrat delSi r&ak dobu oproti
puvodni syntéze, byly v¢¥ky v obou pipadech tér srovnatelné.

Kamenem Urazu se ukazala byt cyklizace prekurzofill . Pokus o uzaeni
systému na benzimidazol-hydroxychinolot\V( ) byl uskuténén troji modifikaci reaknich
podminek, picemz standardnbyla k &elu pouzita kyselina octova a trifluoroctova. Vv
piipadt vSech snah o uskut®ni cyklizace analyza nepotvrdildifpmnost cilového produktu
(XV1), prestoze jednotlivé kroky realizované sekvence pupibez zavaz)Sich obtizi za
poskytnuti produkt s vynikajicimi vytzky. Nutno zminit, Ze uzadeni XIIl ) na konéné

bisheterocyklické usgadani KVI) bude pateba do budoucna podrobitdtigé optimalizaci.
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Prilohy (prvni strategie syntézy)
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LatkaV, VI
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Latka VIl :
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LatkaVIII :
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LatkalX:
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LatkaX:
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LatkaXl :

M:\rok 2011\Soura\VFPVII 26.1.2011 13:02:40
RT: 0.00-5.00
253 NL:
] 5.31E4
m Total Scan
E PDA
E:::E VFPVII
40000
35000
30000
o} B 0.23
< |
= 250007
20000
15000
10000
5000
4010 487
B I L L e I I I I I I L I N T I R A B A R A AR A |
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 50
Time (min)
466.96 N 1.61E7
10&: 669.26 VFPVIE250 RT:
@ ] 253 AV:1F-c
2 80 ARCIQIMS
] E [100.000-800.000]
ERS
3 ] 118.90
.
B ] 727.99
g
G: L 14281 17251 216-7‘}‘ 233.60 28176 304.60 359.93 419.51 437.91 48208 52699 53097 63295‘65230‘\ _.na10 ““.‘.734.89 78343
670.00 NL: 4.13E7
40000000 VFPVIEZ5L RT:
3 672.02 254 AV 1F +c
] : AROIQIMS
300000007 [100.000-800.000]
20000000
10000000
Gf 124.06 144.90 178.79 220.06 246,02 28392 32095 37591 42572 5103 46904 505
LN e e e s e I B
100 150 200 250 300 350 400 450



LatkaXIl :
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Latka Xl , XIV :
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LatkaXVIl :
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LatkaXVIII , XIX:
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Prilohy (druhd strategie syntézy)
LatkaXXII :
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Latka XXIII :
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LatkaXVIII :

M:\rok 2011\Soural\VF16-03-1 30.3.2011 13:50:01
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LatkaXXIV :
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M:rok 2011\Soural\VF29-3-76 31.3.201111:06:38
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