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1. Uvod

Cilem této diplomové prace je syntéza derivatu 1-(1H-indazol-3-yl)-1H-
benzo[d]imidazol-2(3H)-onu (1). Konkrétné se jedna o derivaty substituované
Vv polohéch 5 a 6 (2), ptipadn¢ i o N-substituované derivaty (3a) piipadné (3b). U téchto

latek se predpoklada biologicka aktivita zejména jako inhibitord cyklin-dependentnich

g@
(Zi? Iii? R Iji?

1 (2) (3a) (3b)

kinaz.

Obr. 1: Cilové struktury

Druhym cilem této diplomové prace je objasnéni mechanismu piresmyku
diazosulfonatu (4) vedouci k cilové slouceniné¢ (1) (Schéma 1) a vyuziti tohoto

pfesmyku pii syntéze heterocyklickych slou¢enin jak je naznac¢eno ve Schématu 2.

Schéma 1: Cyklizace diazosulfonatu za vzniku cilové latky (1)

0 O
0 1) NaNO,, HCI
@(\)k _ 2)NapSO; NN 0~
(@) —_— N —_— A
H,0, 0-5 °C “Nicq.- N
NH, 2 N™ 80, \
L J H

Schéma 2: Cyklizace diazosulfonatu za vzniku derivatu indazolu



2. Teoreticka cast

V teoretické Casti jsou shrnuty popsané syntetické postupy vedouci k cilové
slouceniné (1). Déle je shrnuta syntéza a biologicka aktivita nékterych heterocyklickych
systému, které jsou soucasti cilové slouceniny (1). Konkrétné se jedna o derivaty
chinoxalinu (5), indazolu (6) a benzimidazolonu (7) (Obrazek 2). Chinoxalin byl
zvolen z toho duvodu, Ze jeho derivat (4) je klicovym intermediatem syntézy cilové
latky (1), ktery by sam o sob&é mohl mit zajimavou biologickou aktivitu. Stru¢né
seznameni se syntézou a biologickou aktivitou indazolu a benzimidazolu se nabizi
samo, jelikoz cilovy produkt (1) je ve své podstaté spojeni indazolu a benzimidazolu do

jedné bisheterocyklické molekuly.

Cry U @[%—o

®) (6) (7)

Obr. 2: Struktury chinoxalinu (5), indazolu (6) a benzimidazol-2-onu (7)

2.1. Syntéza 1-(1H-indazol-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-
onu

Prvni syntéza 1-(1H-indazol-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-onu (1) byla
popséana v roce 2003,! nicméné v té dobé nebyla jesté presné znama struktura, ktera byla

prvotné myln¢ uréena jako (8). Struktury téchto slou¢enin jsou ukazany na Obrazku 3.

H
N NS
N>\;© N
N (X
o OOk
N H
(1) (8)

Obr. 3: Skute¢na (1) a piivodné€ myln¢ urcena struktura (8)
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Spravna struktura byla pfifazena az v roce 2006 na zakladé dusikovych NMR
spekter, jejichz analyza byla umoznéna vyuzitim reaktantéi obohacenych o izotop °N.?
Kone¢né potvrzeni struktury finalniho produktu bylo provedeno pomoci rentgenové
strukturni analyzy.® Reakéni sekvence vedouci k cilovému produktu je zobrazena ve

Schématu 3.

R NH, o)
o Y H,N
HN
o R NHy KoH _R N
- R N
N CH;co0H, H,0 S EtOH, H,0 ]@[
)\ R N @]
(0] H
(9)

70°C j@[ reflux
R N 0]

(10) (11)

y NH,
1) NaNO, HCI, H,0, 0°C N HN
2) Na,SO; RT N’
3) reflux \ R N
AV ol 'se
N>:O R N"So
R H
=H

(1a)R
(1b) R= CHj

(12) nevznika

Schéma 3: Reakéni sekvence vedouci k bisheterocyklu (1)

Syntéza vychazi z N-acetylovaného isatinu (9), ktery byl podroben kondenzaci se
substituovanym (R= CH3) nebo nesubstituovanym (R= H) o-fenylendiaminem ve
smési kyseliny octové s vodou. Vznikly derivat 2-oxo-chinoxalinu (10) byl podroben
deprotekci pomoci roztoku KOH ve smési EtOH s vodou za refluxu. Nasledné byl
odchranény amino derivat (11) diazotovan a u vzniklé diazoniové soli byl proveden
pokus o jeji redukci na hydrazino derivat (12) pomoci nadbytku Na,SO3. Tato reakce

ovSem nebyla Gspésna a vedla ke vzniku latky (1).

Kromé této cesty je v literatufe popsan alternativni postup, ktery byl vyuzit k
potvrzeni struktury heterocyklu (1).2 Tato syntéza vychazi z 3-aminoindazolu (13) a je

zobrazena ve Schématu 4.
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H
. N
NH, No"A° ©: )=0 N
NaNOZ H2804 U
\N - /N
H/ CH3COOH, H,0 N H,0, 0° C —» reflux @E =0

(13) (14)

Schéma 4: Alternativni syntéza latky (1)

Vychozi 3-aminoindazol (13) je diazotovan ve smési kyseliny octové, kyseliny
sirové a vody za vzniku diazoniové soli (14). Tato diazoniova sil je nasledné podrobena
couplingové reakci katalyzované médi za vzniku cilového heterocyklu (1). Nevyhodou
tohoto postupu je zejména nizky vytézek posledniho kroku (15%) a nutna

chromatograficka purifikace.

2.2. Mechanismus piresmyku vedouciho k cilovému heterocyklu

1)

Reakéni mechanismus ptresmyku diazosulfonatu (4) vedouci ke vzniku
heterocyklu (1) zatim nebyl uspokojivé prozkouman. V literatuie je popsan mozny
mechanismus, ktery je zobrazen ve Schématu 52 nicméné tento ndvrh zatim nebyl
potvrzen experimentem. Podobna reakce diazosulfonatu vedouci k derivatim indazolu

jiz byla popsana dfive.>®
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HoN O3S\ N 038,
1) NaNO, H*, 0°C __N=N
Ny, 2) NapSO, 0°C N\, N
Cx -~ Ogh
N70 N
H N" 0 H
11 4

\4 HSO,

+O H N=N =N
H N=N N N H N

CLp— OO —
NTo N O N"o
(17)

(16) (15)

72 \ZI -

N

Cr
H

(1)
Schéma 5: NavrZzeny mechanismus cyklizace diazosulfonéatu

Pfresmyk je zahdjen nukleofilnim atakem diazosulfonatového dusiku na
chinoxalinovy uhlik v poloze 3 (4) a nasledn¢ odstoupenim hydrogensiranového aniontu
vzniké spirosloucenina (15). Naslednym atakem elektronového paru dusiku na amidicky
karbonyl (16) vznika tfilenny cyklus, ktery se rozpada vlivem posunu elektront od
karbonylového kysliku a po pfeskupeni elektronti vznika cilovy produkt (1). V literatuie
byl popsan podobny piresmyk chinoxalin-2-ont vedouci k 1-

(pyrrolyl)benzimidazolonim, nicméné ani ten doposud nebyl experimentalné potvrzen.’

Vznik diazosulfondtu je popsan v literatufe® a je dile obhajen pomoci
elementarni analyzy a experimentli, a to jak syntetickych, kdy byl diazosulfonat
podroben azokopula¢ni reakci s benzen-1,3-diaminem (Schéma 6), tak i izolaci
vznikajictho hydrogensiranového aniontu pomoci BaClz, kdy mnoZstvi ziskaného
BaSO4 piresné odpovidalo ocekdvanému mnoZstvi uvolnéného béhem rozkladu

diazosulfonatu (4).2
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CI*N,
Nﬁi} Nast3
SO O—
N @)
H
H

(17) ZNONHZ ()

H2N\©[NH2
N

|
N
N
N™ O
H

(18)

Schéma 6: Kopulac¢ni reakce diazosulfonatu s m-fenylendiaminen

2.3. Syntéza a biologicka aktivita derivati chinoxalinu

Chinoxalin (5) je kondenzovany heterocyklus obsahujici kondenzované

benzenové a pyrazinové jadro.

Obr. 4: Struktura chinoxalinu (5)

Sam o sob&é je nesubstituovany chinoxalin  pomémé nezajimavym
heterocyklickym systémem, ale jeho derivaty nasly rizné vyuziti naptiklad v humanni

nebo veterinarni medicing.
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2.3.1. Syntéza derivati chinoxalinu

Nejjednodussi metodou pro syntézu chinoxalinu je kondenzace O0-

fenylendiaminu ¢i jeho derivatu s dikarbonylovou slouceninou, jak je zobrazeno ve

Schématu 7.°
NH o) N
NH, o Br N/ Br
(19) (20) (21)
H
R NHy Oy _O.po R N._O
T - 18 — XX
NH, 0% Mo N“~o
(22) (23) (24)
R= H, Me, NH,, NO,

Schéma 7: Kondendace o-fenylendiaminu s dikarbonylovou slou¢eninou

Kromé¢ diketonu ¢i diesteru lze pouzit i jiné dikarbonylové slouceniny jako jsou
napt. o-ketokyseliny (26), at’ jiz volné (Schéma 8)°, ptipadné generované in situ napf.
z isatinu (28) (Schéma 9) v bazickém prostiedi, kdy se cilovy chinoxalin (11) vylouci
okyselenim reakéni smésilt

(Schéma 10).

R 0 R
NH kao N._O
or e — o'
NH2 OH N/ R2
(27)

(25) (26)

nebo zacylovaného isatinu (9) Vv kyselém prostiedi

R=H, CHj
R2= ruzny aryl

Schéma 8: Kondenzace diaminu s volnou ketokyselinou
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H,N

O NH, O 1) o-fenylendiamin
> g
H ° H o
(28) (29) (11)

Schéma 9: Generovani ketokyseliny in situ

0 N

HN
O o-fenylendiamin
N o N
) CH4COOH @[ S
o N~ S0

9) (10)

Schéma 10: Kondenzace diaminu s N-acetylisatinem

Dalsi popsana metoda je zalozena na kondenzaci 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzenu (30) s esterem aminokyseliny. Derivat (31) byl podroben substituci
zbyvajiciho fluorového atomu a nasledné redukci, pii které vznikly amino derivat (32)
cyklizoval za vzniku dihydrochinoxalinu (33) a po nasledné oxidaci vznika derivat
chinoxalinu (34), ktery byl dale vyuzit pro syntézu asymetrick¢ho salenového ligandu,

jehoZz koordina¢ni slouceniny byly dale zkoumany jako katalyzatory pro asymetrickou

syntézu.'?
F 1ekv AK
DIPEA
OMe OMe
O-N THF
2 O, N 02
(30) (31) 32)

H
H2N]©:N1R vzduch I:[ I
N N0
(33) (34)

Schéma 11: Syntéza chinoxalinu
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Dalsi moznosti pro syntézu chinoxalinu je Beirutova reakce (Beirut reaction).
Jedna se o reakci benzofuroxanu (35) s aktivovanym alkenem, napf. enamin®® nebo
vinyl ester (36) v pifitomnosti diethylaminu vedouci ke vzniku chinoxalin-1,4-dioxidu
(37), jak je zobrazeno ve Schématu 12.14 Reakce probiha s velkym mnoZstvim enamini
nebo imint, které 1ze ¢asto generovat in situ z aldehydu ¢i ketonu reakci s amoniakem

nebo sekundarnim aminem.®

o o X
/N:r + )J\ M ©: j
CEN/O 20 EtOAc ,?,/
o)
(35) (36) (37)

Schéma 12: Beirutova reakce vedouci k chinoxalin-1,4-dioxidu

2.3.2. Biologicka aktivita derivatu chinoxalinu

Derivaty chinoxalinu jsou pomémné zajimavé diky pomérné Sirokému spektru
biologickych aktivit. Chinoxalin je soucasti nékterych pouzivanych 1é¢iv, jako je napft.
brimonidin (38) pouZivany ke sniZeni nitroo¢niho tlaku a 1é¢bé glaukomu'® nebo
caroverin (39) pouzivany pii 1é¢bé& usnich chorob.!” Je také soucasti cyklického peptidu

echinomycinu (40), ktery ma protinaddorové i¢inky.*®
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Obr. 5: Struktura brimonidinu (38), caroverinu (39) a echinomycinu (40)

Krom¢ téchto komeréné pouzivanych 1é¢iv byla napiiklad syntetizovana i
knihovna derivati chinoxalin-2-onu jako inhibitord serin-threonin kinasy 33 (STK33),
jejiz inhibice je toxicka pro nékteré rakovinné buiiky.® Nejzajimavéjsi na této knihovné
je ovSem strukturni podobnost syntetizovanych latek s derivatem (10), ktery je jednim
z intermediata pfipravenych vramci této diplomové prace, a také jiz ponékud
vzdalenéjsi podobnost s derivatem (18), ktery byl jiz dfive pfipraven pro potvrzeni
struktury diazosulfonatu (4).2 Struktura téchto latek a struktura nejucinnéjsiho
chinoxalinového inhibitoru STK33 (ICso = 0,014uM) (41) jsou uvedeny nize na
Obrazku 6.

H,N NH
- A
~

N

o\\‘/ 0
HN Kl HN
L - @“\ﬁg @“f@Y
N @) N @) N (@]
H H H
(10) (18) (41)
Obr. 6: Srovnani struktur inhibitoru STK33 (41) chinoxaliny (10) a (18)
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2.4. Syntéza a biologicka aktivita derivati indazolu

Indazol (6) je kondenzovanym heterocyklem obsahujici benzenové a pyrazolové
jadro. Muze se vyskytovat ve tfech tautomernich formach, a to 1H (6), 2H (42) a 3H
(43). 1H izomer je stabilngjsi nez 2H a 3H izomery indazolu.?° Déle je znamo pouze
nekolik pfipadii 3H-indazolu nesouci v poloze 3 alkyl nebo aryl, nicméné derivaty

indazol-3-onu (44), na které se da pohliZet jako na derivaty 3H-indazolu, jsou pomérné

dobte popsany.
0]
Ly o Oy 1
N’ - NH N N
H N N N
(6) (42) (43) (44)

Obr. 7: Struktura indazolu (6) a jeho tautomernich forem (42) a (43)

2.4.1. Syntéza derivati indazolu

Existuje nékolik obecnych metod pro ptipravu derivati 1H-indazolu. Prvni z nich
je kondenzace aromatického o-acylfenylhydrazinu (45) za vzniku indazolu (46), jak je
uvedeno ve Schématu 13.° Je také mozné generovat hydrazon in situ reakci
acylderivatu s vhodnou odstupujici skupinou v ortho poloze (47) s derivatem hydrazinu

V piitomnosti baze za vzniku derivatu indazolu (48) (Schéma 13).°

(45) (46)

R R

R?NHNH, NaOAc {
o - N

xylen, reflux N
Z hz

(47) (48)
Z=F, OMs ...

Schéma 13: Kondenzace hydrazino derivatu vedouci k indazolu
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Druhou skupinou metod ptipravy 1H-indazolti jsou cyklizace vhodnych
diazoniovych soli. Prvni mozZnosti je kondenzace diazoniové soli s methylenovou
skupinou v ortho poloze (49) za vzniku indazolu (50).° Agkoliv diazoniova stil je sama
0 sob¢ dostatecnd k aktivaci methylenovych vodiki, reakce poskytuje vyssi vytézky
Vv ptipadé, kdy jsou methylenové vodiky dale aktivovany jako napiiklad u diazoniové

soli (51), jak je ukazano ve Schématu 14.°

\
ce., — U
N,*CI N

— Ly
O,N N,*CI O,N N
(51) (52)

Schéma 14: Obecné schéma cyklizace diazoniové soli vedouci k indazolu

Konkrétni ptipad této reakce a rozdil ve vytéZku je ukdzan ve Schématu 15.
V piipadé¢ cyklizace diazoniové soli vznikajici zaminu s neaktivovanymi
methylenovymi vodiky (53) vznika indazol (54) v 58% vytézku.?! Pokud jsou
methylenové vodiky aktivované jako v ptipadé aminu (55), vytézek vznikajiciho

indazolu (56) je 82%.2

Ac,0, KOAc o
n-amy|nitrit
_ = N
NH, CHCI, l}\
O
(53) (54)
COOH COOH
NaNOz \N
— T o ,
NHBoc CH3COOH N
O 0
(55) (56)

Schéma 15: Cyklizace diazoniové soli vedouci k derivatim indazolu
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Diazoniové soli se nemusi cyklizovat pouze s methylenovou skupinou. Je
popséna i cyklizace o-alkynyl diazoniové soli (57) za vzniku benzoyl derivatu (58).2
V zavislosti na reak¢nich podminkach a struktuie derivatu je mozné ziskat cinnolin

(60), ktery vznika cyklizaci diazoniové soli (59), jak je znazornéno ve Schématu 16.%*

Ar
Z NaN02I40I
- . W
Aceton, H20 H,O
NH, -10°C N,*CI N
(37) (58)
COOH OH
Z roc COOH
— A
H,O .
N,*CI NN
(59) (60)

Schéma 16: Cyklizace diazoniové soli s alkyny

Dalsi moznosti je pfesmyk derivati N-aminoisatinu (61) v kyselém prostiedi
vedouci k derivatim indazol-3-karboxylové kyseliny (62). Vyhodou je zejména
relativné snadné dostupnost derivatl isatinu, které se daji pfipravit napiiklad acylaci
derivatd anilinu s oxalylchloridem a naslednou intramolekularni Friedel-Craftsovou

® Tato metoda byla pouZita napiiklad pii syntéze indazolovych alkaloidd

acylaci.
nigellicinu (63) a nigeglaninu (64).2 Syntéza téchto alkaloidi je zobrazena ve

Schématu 17.

OH  coo
~N ) N+
\ ~N NI
0>o0 4 O  COOH
H,SO, (63)
o — N - -
N N
NH, H OH
(61) (62)
L . \/N+
)
(64)

Schéma 17: Syntéza indazolovych alkaloid
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Kromé téchto cyklizaénich metod lze indazoly syntetizovat pomoci [3+2]
cykloadi¢ni reakce fluorbenzenu (65) s trimethylsilyldiazomethanem za pfitomnosti
lithium tetramethylpiperazinu (LTMP). Reakce pravdépodobné zahrnuje tvorbu
benzynu, jelikoz byla pozorovana smés regioisomeri (66) a (67). Reakce je ukazana ve

Schématu 18, v zavorkach je uveden pomér regioisomeri (66) a (67).2°

1 1 4
R TMSCHN, R Tms R*  Ttms
R3 FLTMP R? { R?
— N+ N
R3 Et20 R3 H/ R2 H/
R reflux R4 R
(65) (66) (67)

R'= OMe, R?= R3= R*=H, 61% (73:27)
R'= R%= H, R?= R®= CHj3, 73% (100:0)
R'= R?= R*= H, R3= CF;, 74% (50:50)
R'= R*= OMe, R?= R3= H, 55% (100:0)

Schéma 18: Syntéza derivati indazolu pomoci [3+2] cykloadice

Pomérné zajimavou cestou k indazolu je reakce derivatd 2-(1H-pyrazol-5-yl)
acetonitrilu (68) s a-oxoketen dithioacetalem (69). Nejprve dochazi ke kondenzaci
derivatu pyrazolu (68) s dithioacetalem (69) za vzniku derivatu (70), ktery je nasledné
aromatizovan refluxem v prostiedi p-toluensulfonové kyseliny v benzenu za vzniku
indazolu (71), jak je ukdzano ve Schématu 19. V piipadé potieby je mozné odstranit
kyanoskupinu refluxem v kyselém prostredi, kdy dochazi nejprve k hydrolyze nitrilu na
karboxylovou kyselinu a nasledn¢ k dekarboxylaci. Thioether je mozné odstranit

redukci pomoci Raneyovo niklu. 2’

NC

R1

SCH ) Ph
Ph. r2 NaH pTSA R
’}1 \\ * H3CS ——.— — N
N~ THF, 0°C CgHs HACS N

0~ "R’ reflux Ph

Ph CN

(68) (69) (70) (71)

Schéma 19: Syntéza derivati indazolu vychazejici z derivatu pyrazolu
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2.4.2. Biologicka aktivita derivatii indazolu

Pravdépodobné nejzajimavéjsi slouceninou nesubstituovaného indazolu je jeho
tetrachlorido komplex s rutheniem KP1019 (72). Slouceniny ruthenia jsou v posledni
dobé aktivné studovany jako mozna alternativa ke slouceninam platiny jakoZzto

protirakovinnym lé¢iviim.

HN\N/
cl.g Cl .
ClI” 1 >Cl H, [NH
N. N P H
Z°NH | ¢ "NH 0.
Cl.1 _ClI N
oIy LY
B | omSd| N
(72) (73)

Obr. 8: Struktura KP1019 (72) a NAMI A (73)

KP1019 spole¢né s NAMI-A (73) jsou prvni 1é¢iva na bazi ruthenia, ktera se
dostala do klinického testovani. KP1019 se ukazal jako aktivni viéi kolorektalnimu

karcinomu.%®

Strukturné jsou velice zajimavé derivaty 3-benzimidazol-2-yl-1H-indazolu (74),
které byly testovany jako inhibitory tyrosinokinasového receptoru. Tento receptor je

klicovy pro tvorbu cévniho systému, ktery vyzivuje rakovinné buiikky a umoziuje jejich

rtst.?®
H
Q) N
HN | N >\j©
{ N
N =0
N b
(74) (1)

Obr. 9: Srovnani struktury inhibitoru tyrosinkinasového receptoru a cilové latky
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Disubstituované indazoly tvoii nejvétsi skupinu biologicky aktivnich derivath.
Jedna se naptiklad o Bendazac (75), Benzydamin (76), také znamy jako Tantum Verde,
Benzydamin ma téz lokalni protizanétlivé ucinky a navic vykazuje lokalni anestetické a

analgetické t¢inky.?

(@) HOOC o)
HO \T/\/\O \N’

(75) (76) (77)

Obr. 10: Struktury nékterych pouzitych indazolovych 1é¢iv

Dal$imi zajimavymi derivaty indazolu jsou AF2364 (78) a AF2785 (79). Obé
tyto slouceniny vykazuji anti-spermatogenni vlastnosti a mohly by proto byt pouzity
jako muzska antikoncepce. Vyhodna je zejména jejich nizka toxicita a relativné

jednoducha syntéza oproti jinym potencialnim muzskym kontraceptikiim.*

NH, cl Cl

Cl Cl
(78) (79)

Obr. 11: Struktury indazolt s anti-spermatogennimi vlastnostmi

Kromé téchto derivati existuje jesté skupina disubstituovanych indazoli, které
byly identifikovany ve smési syntetickych kanabinoidd, které patii do skupin tzv.
»designer drugs“. Designer drugs jsou latky, které se svoji biologickou aktivitou blizi
kontrolovanym substancim, nicméné jejich struktura je modifikovana tak, aby se na né
nevztahovala klasifikace jako kontrolované substance, piipadn€é je nemozné je

identifikovat standardnimi testy na drogy (pfipadné oboji).3! Témito derivaty jsou
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napiiklad AB-FUBINACA (80), AB-PINACA (81), ADB-FUBINACA (82) nebo
APINACA (83).%

NH NH NH N
N
N N N
N N N
R ST o
(80) (81) (82) (83)

Obr. 12: Struktury indazolovych syntetickych kanabinoida

2.5. Syntéza a biologicka aktivita derivati benzimidazol-2-onu

Benzimidazol-2-on (7) je heterocyklicka sloucenina, kterd je slozena
z benzenového jadra, ke kterému je piikondenzovan imidazolidin-2-on. Syntéza
derivatl benzimidazol-2-onu a jejich biologicka aktivita je shrnuta v nasledujicich

kapitolach.

ZT

Crpe
H
)

(7

Obr. 13: Struktura benzimidazol-2-onu

2.5.1. Syntéza derivata benzimidazol-2-onu
Syntéza benzimidazol-2-onu a jeho derivati se da rozd¢lit na dva zakladni

postupy. Jedna se o karbonylaci derivata 1,2-diamino benzenu (o-fenylendiamin) (84)

pomoci ¢inidel jako je fosgen®, piipadné CDI, nebo jina ¢inidla. Druhym zptsobem je
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cyklizace derivati fenylmocoviny (85).34 Oba tyto zpiisoby jsou obecné zobrazeny ve

Schématu 20.

R R H
R NH; karbonylace R N
» /EO
R NH, R ”
R R
(84)
R H | R H
R N \?O cyklizace R N
> 0
NH, N>:
R X R H
R R
(85)

Schéma 20: Obecné postupy syntézy benzimidazol-2-onu

Velice Castou vychozi latkou pro syntézu benzimidazol-2-ond jsou derivaty
nitrobenzenu, nej¢astéji  2-aminonitrobenzenu, ptipadné 2-halogennitrobenzenu.
Vyhodou téchto vychozich latek oproti derivatim o-fenylendiaminu je zejména
snadnéj$i syntéza nesymetricky N-substituovanych derivati bez nutnosti pouziti
chranicich skupin. 2-Fluoronitrobenzen byl pouzit jako vychozi latka pti syntéze ORLI1
(opioid-receptor like 1) antagonistd. Tato reak¢ni sekvence je zobrazena ve Schématu
21 (pro vétsi prehlednost je zobrazena pouze kliCova ¢ast syntézy benzimidazolonového

jadra).®
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2-fluornitrobenzen
/Q @ NaBH,CN, NaZCO3©\ Q H2 Pd
n-BuOH EOH

COOEt 0, 7 COOEt
(87)
N —
Q\
COOEt crl, COOEt
(88) (89)

Schéma 21: Syntéza ORL1 antagonistt

Reakce vychazi z amino derivatu (86), ktery reaguje s 2-fluornitrobenzenem za
vzniku molekuly (87). Nitroskupina je dale redukovana (88) a karbonylaéni reakci s
(CDI) je ptipraven cilovy benzimidazolon (89). Pomémé problematicka je v tomto
ptipad¢ reakce amino derivatu (86) s fluornitrobenzenem a nasledna redukce, ktera
probiha ve dvou krocich s vytézkem pouze 37%.%° V jinych p¥ipadech probiha tato
reakce s vytézky az 90%, jako naptiklad pfi syntéze inhibitorti p38 mitogen-aktivované
protein kinasy (p38 MAP) jak je zobrazeno ve Schématu 22.3

s L
N-methylpiperazin
NO cyklohexylmethyl amin j@:NH DIPEA
2 >

Q%

Schéma 22: Syntéza inhibitort p38 MAP
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Syntéza stejn¢ jako Vv predchozim pfipad¢ vychdzi zderivatu 2-
fluornitrobenzenu (90), ktery reaguje s cyklohexylmethyl aminem za vzniku latky (91) a
nasledné¢ N-methylpiperazinem za vzniku derivatu (92). Nasleduje redukce nitroskupiny
na aminoskupinu (93) a nasledna karbonylace pomoci CDI za vzniku benzimidazolonu
(94). Ve srovnani s vySe uvedenou syntézou probihaji Vtomto piipadé nukleofilni

substituce s vyrazné lepsim vytézkem: 90% pro (91) a 64% pro (92).%°

Dalsi moznosti syntézy je cyklizace derivatu fenylmocoviny (viz Schéma 23).
Tyto derivaty mocoviny (96) je mozné piipravit pomérn¢ snadno z isothiokyanatu (95)
reakci s aminem. Nasledna cyklizace katalyzovana palladiem poskytuje benzimidazol-
2-on (97). Vytézky se v tomto piipadé pohybuji od 30 do 70%. V piipadé, ze je derivat
mocoviny pfipraven reakci sekundarniho aminu, reakce neposkytuje zddny produkt ani

za drastickych podminek.®’

B Br szd ba3
r R'R2NH o) dppf
)J\ R2 t butOK /EO
N N7 ONT g
N H - ioxan
C\\o R1
(95) (96) (97)

R'= Me, R2= H: 70%
R'= Ph, R?= H: 30%
R'= R2= Me: 0%

Schéma 23: Syntéza benzimidazol-2-onu cyklizaci derivatu fenylmocoviny

Volba ligandu a substituce na mocoviné hraje velice vyraznou roli. V ptipadé 1-
(2-chlorfenyl)-1-alkylmocovin, piipadné jejich pyridinovy analog (98), bylo dosazeno
vytézka pres 90% pomoci X-Phos nebo pddb, coz je vyrazné zlepSeni oproti

predchozimu ptipadu.®®
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Pd(OAc),
X-Phos (X= CH)

pddb (X= N) R
Cl NaHCO3 AN N
[ iPr-OH =[:IJZO
.R )
X7 N X H
o)\NH2
(98) (99)
X= CH, N
R=Bn, Ch aj.

Schéma 24: Syntéza benzimidazol-2-onu cyklizaci derivatu fenyl/pyridylmocoviny

Velice podobnou reakci je cyklizace 1-(2-jodofenyl)mocoviny piipadné derivati
v DMSO v ptitomnosti KOH pfi 40°C. Vytézky se pohybuji od 35 do 95%, nicméné
V praci nejsou popsany derivaty nesouci siln¢ elektronakceptorni funk¢ni skupiny jako

jsou nitroskupina nebo karbonylova ¢&i karboxylova funkce. °

ZnovejSich metod je zajimava zejména piimé reakce monosubstituovanych
mocovin s derivaty 1-brom-2-chlorobenzenu (100). Pouzitim vhodného ligandu se
docililo kaskadové cyklizace vzniklého derivatu fenylmocoviny (101) za vzniku
cilového benzimidazolonu (102), jak je ukazano ve Schématu 25. Reakce probiha

s vysokou regioselektivitou a druhy regioisomer (103) nebyl pozorovan.3

X
_R?
H,NT N
H H
H H R
R Br BrettPhos, K3PO, R N. _N N
S s A S
] o N
(100) (101) (102)
R2
/
R N
=0
N
H
(103)

Schéma 25: Kaskadova cyklizace mocoviny s derivatem 1-brom-2-chlorbenzenu

Dal§$im moZnym zplUsobem syntézy benzimidazolont je vyuZziti Hoffmanova
odbourani amidu kyseliny anthranilové pomoci jodosyl benzenu. In situ vznikajici

1sokyanat okamzité cyklizuje s aminoskupinou za vzniku indazolu. Reakce probiha i
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v piipadé, ze je amino skupina substituovana (104), coz je vyhodné zejména v piipadé,
kdy jsou cilem nesymetricky N-substituované benzimidazolony (105). Reakce probiha i
samidem Kkyseliny salicylové (106) za vzniku benzo[d]oxazol-2(3H)-onu (107).

Vytézky jsou pomérné vysoké: 70-90% v zavislosti na konkrétni vychozi latce. 4°

0]

NH, PhIO @E -
0
@\)NLH CH,Cly
R
(104) (105)
0
©fJ\NH2 PhIO
o
on  CHiCl ©: =
(106) (107)

Schéma 26: Syntéza heterocyklti pomoci Hoffmanova odbourani

Krom¢ téchto syntetickych metod lze pfipravit benzimidazolony pomoci
pfesmyku vhodnych vychozich sloucenin. Presmyk 3-(2-aminophenyl)chinoxalin-
2(1H)-onu (4) ptes diazosulfonat (11) byl jiz popsan vyse (Schéma 3 a 5). Kromé
tohoto presmyku byl popsan i pfesmyk 3-benzoylchinoxalin-2(1H)-onu (108) v
pfitomnosti acetofenu ¢i  jeho derivath a octanu amonn¢ho za vzniku

benzimidazolového derivatu (109).”

Ar

~
j\ \NH
Ny o Ar NH,OAc
- (=
N~ ~O MeOH, reflux N
H H

(108) (109)

pd

Schéma 27: Pfresmyk derivatu chinoxalinu vedouci k derivatu benzimidazol-2-onu
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2.5.2. Biologicka aktivita derivati benzimidazolonu

Derivaty benzimidazolonu vykazuji zajimavé spektrum biologickych aktivit. N-2-
substituované derivaty 5-chlor-benzimidazol-2-onu (110) a (111) funguji jako inhibitory
RNA-dependentni RNA polymerasy. Nékteré tyto slou¢eniny maji srovnatelnou aktivitu
s klinicky pouzivanymi NNRTI Efavirenz (112) a Nevirapin (113). Struktury téchto

latek jsou zobrazeny na Obrazku 13. 3

Cl
0]
Y NH
SO, SO, Cl ,,O ({;J/S
Cl N cl N y ‘CF,4 \ /
Thre Chye /7 SWoe
N N A
H H

(110) (111) (112) (113)
IC50= 0,005uM ICs0= 0,003uM IC50= 0,004pM IC50=0,18uM

Obr. 13: Benzimidazolonov¢ inhibitory RNA polymerasy

Derivaty 6-aryl-benzimidazol-2-onu byly zkoumany jako selektivni antagonisté
progesteronového receptoru. Jeho antagonisté by mohli najit vyuziti jako latky
S protirakovinnym u¢inkem, pfipadné jako latky suUCinkem proti nékterym
gynekologickym nemocem, jako je napfiklad endometrioza. Nekteré z pripravenych
derivata (114-116) jsou ukazany na Obrazku 14. Hodnota ICsp je koncentrace latky,
ktera zpisobila 50% inhibici aktivity alkalické fosfatasy, ktera byla indukovana 1nM

roztokem progesteronu. 4

CN Q CN Q CN Q
el el S
H H H

(114) (115) (116)
ICS(): 3,3nM |C50: 5,7nM |C50: 83,6nM

Obr. 14: Benzimidazolonovi antagonisté progesteronového receptoru
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Strukturné zajimavé N-hydroxy-benzimidazoly byly zkoumany jako inhibitory
oxidasy D-aminokyselin (D-amino acid oxidase). Tento enzym oxiduje D-
aminokyseliny, zejména D-serin. D-serin je zkouman jako mozné terapeutikum pfi
1é¢be schizofrenie, nicméné tento vyzkum je omezen zejména potiebou vysokych davek
a jeho nefrotoxicitou. Pivodem této nefrotoxicity je pravdépodobné aktivita oxidasy D-
aminokyselin, kterd pifi oxidaci produkuje toxicky peroxid vodiku. Inhibice tohoto
enzymu by tedy mohla zlepsit terapeutické vyuziti D-serinu. Nejucinnéjsi inhibitory
(117-119) jsou ukazany na Obrazku 15.%?

OH NpH NOH
N
=0 N>:O =0
N
O F
(117) (118) (119)
|C50= O,GHM |C50= 0,1 |JM |C50= 0,08}JM

Obr. 15: Struktury benzimidazolonovych inhibitort oxidasy D-aminokyselin
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3. Diskuse

Cilem této prace je syntéza 1-(1H-indazol-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-
onu (1), jeho derivatd a studium mechanismu reakce vedouci k cilovému produktu. U
derivati indazolu a benzimidazol-2-onu byla popsana biologickd aktivita (viz.

Teoreticka Cast, kapitoly 3.2.2 a 3.3.2)

NS

-
H

1)

\é ZT

Obr. 1: Cilova struktura (1)

Pro syntézu cilové latky (1) byl pouZit postup jiz diive vyvinuty J. Sloukou a I.
Fry$ovou. Reakéni schéma popisujici tento postup je zobrazeno nize (Schéma 1.)34,

Struktura produktu byla potvrzena pomoci NMR? a také pomoci X-ray strukturni

analyzy.’
R NH 0O
0 2 Y~ H,N
HN

OR NHp . N KOH R Ny
N HOAC, HZO N EtOH, Hzo ]@[
J— R=H, CH, R Nige!

o R N“™o H

(2) (4)

3)

H

N

N N\

1) NaNO, HCI ) :
2) N32803 _ R N
o
N
R H

1

Schéma 1: Schéma syntézy heterocyklu (1)
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3.1. Kondenzace diamini s N-acetylisatinem

Prvnim krokem této sekvence byla kondenzace o-fenylendiaminu nebo 4,5-
dimethylbenzen-1,2-diaminu ve smési kyseliny octové s vodou (Schéma 1). Roztoky
vychozich latek byly zahiaty na 70 °C, slity dohromady a dale zah#ivany dalSich 15
minut. Chinoxalin (3) byl po samovolném vysraZzeni odsat, promyt a vysusen.* Pii
pokusu o reprodukci tohoto postupu dochazelo ke vzniku vedlej$iho produktu, a to az z
50%. Navrh struktur téchto vedlejSich produktl je zobrazen na Obrazku 2. Vlivem
zvySené teploty a kyselého prostfedi pravdépodobné doslo k intramolekularni
kondenzaci za vzniku derivatu (5). V hmotnostnim spektru byly pfitomny signaly, které
odpovidaji jak latce (5), tak latce (6), ktera pravdépodobné vznika az pfi ionizaci V
iontovém zdroji. Navrh téchto struktur se zaklada pouze na hmotnostnich spektrech, pro

jejich potvrzeni by bylo nutné tyto necistoty izolovat a charakterizovat pomoci NMR.

RQN\I@ | NI@
N
—
R N N Rji:[N/ N
0] H

(3) (6)
R=H, CH, R=H, CH,

Obr. 2: Navrzené struktury necistot.

Z tohoto diivodu byla provedena optimalizace reakénich podminek za tucelem
omezeni vzniku téchto nelistot. Tato optimalizace byla provedena pouze s O-
fenylendiaminem, protoze bylo piedpokladano, ze reakce s dimethylderivatem se bude
chovat obdobné. K roztoku 0,5 mmol N-acetylisatinu v 1,3 ml kyseliny octové byl piilit
roztok 0,5 mmol o-fenylendiaminu v 0,5 ml kyseliny octové. Oba roztoky byly zahiaty
na danou teplotu pied slitim. Reakéni smés byla v ¢asovych intervalech analyzovana

pomoci HPLC-MS. Vysledky této optimalizace jsou zobrazeny v Tabulce 1.
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Tab. 1: Optimalizace podminek kondenzace

Reakéni teplota Cas analyzy % necistot ?
70 °C Po sliti 10,5
5 min 14,3
15 min 16,3
60min 28
50 °C Po sliti 5,2
5 min 11,2
15 min 17,1
60min 20,1
25°C Po sliti 0
5 min 0

& ziskano porovnanim integrovanych ploch signala v UV-VIS
zaznamu z HPLC

Kondenzace diamint s N-acetylisatinem byla tedy déle provadéna slitim roztoki
vychozich latek v.koncentrované kyseliné octové za laboratorni teploty. Tento postup
fungoval velice dobfe pro rizné diaminy. Pouzité diaminy jsou zobrazeny na Obrazku
3. Diaminy 7-10 jsou komeréné dostupné. Diamin (11) byl pfipraven z 2-nitroanilinu
bromaci pomoci NBS* a néslednou redukci nitroskupiny pomoci SnClz podle postupu
pievzatého z literatury.** Produkt (11) byl oproti pivodnimu postupu piedistén
rekrystalizaci ze smési DCM:petrolether.*

Cr,, o, o o o

NH, NH, Cl NH, O,N NH, Br NH,

(7) (8) (9) (10) (11)
Obr. 3: Struktura diamin® pouzitych pro kondenzaci

Chinoxaliny (12) (13) a (14) (Obrazek 4) vznikaly jako jediné produkty této
kondenzace. V piipadé¢ reakce nesymetrického diaminu (10) byl pozorovan pouze jeden
produkt (15a) (Schéma 2). Struktura latky (15a) byla potvrzena pomoci 2D NMR
experimentdl COSY a NOESY. Poloha nitroskupiny je pomérn€ neocekavana, jelikoz
byl ptedpokladan produkt s nitroskupinou v poloze 7 (15b). Byla o¢ekavana deaktivace
aminoskupiny v para poloze vici nitro skupiné vlivem zaporné¢ho indukéniho ekfektu
nitro skupiny. Nedeaktivovana amino skupina v poloze 2 tedy muze reagovat s

reaktivnéjsi karbonylovou skupinou N-acetylisatinu (2) za vzniku intermediatu (17b) a
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nasledna reakce druhé aminoskupiny by vedla k cilovému produktu (15b), jak je

ukazano ve Schématu 2.

Tento rozdil v reaktivité je pravdépodobné zplisoben pouzitim koncentrované
kyseliny octové jako rozpoustédla. V tomto piipadé byla bazi¢t€jsi amino skupina
protonizovana, coz mélo za nasledek vznik intermediatu (17a) a produkt (15a) jak je

zobrazeno ve Schématu 2.
H,N  NH,
o>/
- i
3 N N

(19 \ . ANHO ©:

99% CHCOOH N NG Sy

2

N L (17a) _ (15a)
0
H.N  NH, [~ 7
Lok
. — X T
N N\
N NO,
NO,

(17b) _ (15b)

Schéma 2: Prubéh kondenzace diaminu (10) s N-acetylisatinem (2)

V piipadé¢ kondenzace bromovaného diaminu (11), vznikla smés dvou
regioisomert (16a, 16b) (Obrazek 4). Isomery se prakticky nedélily ani pii pouziti
analytického HPLC, ale byl pozorovan rozdil v UV spektru v jednotlivych ¢astech
chromatografického zdznamu, jak je ukdzano na Obrazku 5. Pfitomnost obou isomert
byla déle potvrzena pomoci *H a **C NMR, kdy bylo pozorovano zdvojeni n&kterych

signald.

V piipadé chinoxalint (12), (14) a (16) doslo k vylouceni produktu samovolng¢,
v piipadech (13) a (15) se vétsi mnozstvi produktu vyloucilo az po pfidani vody. Po
odsati a promyti produktu se z filtratu pies noc vyloucil dalsi podil produktu. V ptipadé

chinoxalinu (14) se z filtratu vylouéilo jiz pouze zanedbatelné mnozstvi produktu. Toto
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bylo zplisobeno pravdépodobné velmi Spatnou rozpustnosti vzniklého chinoxalinu ve
vodném prostiedi, kterd méla za nasledek vylouceni celého mnozstvi produktu jiz pfi

sliti roztokt. Struktury pfipravenych chinoxalinti jsou zobrazeny na Obrazku 4.

O O (@)
HN HN
L i - PO Y i : ‘”II”fQ
H Cl H (@)
12) (13) (14)
O (@)
(@)
QI : S ﬁ©
O,N N0 Br N0 \C[
H H
(15a) (16a) (16b

Obr. 4: Struktury pfipravenych chinoxalinti

37
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Obr. 5: UV-VIS zaznam z HPLC analyzy smési latek (16a) a (16b)

3.2. Deacetylace derivatu chinoxalinu
0

HN H,N
}
R AN KOH R Ny
—_—
R2 ” o} EtOH,H,0 R

N™ ~O
H

Schéma 3: Deprotekce acetylovanych chinoxalint

Dal$im krokem byla bazickd hydrolyza acetylové skupiny (Schéma 3). Piivodni
postup* vyuzival 9 molarnich ekvivalenti KOH ve smési EtOH:voda 1:1 (v/V) za
refluxu po dobu 4 hodin. Okyselenim reakéni smési kyselinou octovou se vyloucil
produkt, ktery byl izolovan filtraci. Jelikoz v nékterych ptipadech pii pouziti tohoto
postupu obsahoval izolovany produkt i zbytky vychozi latky, bylo mirné¢ navyseno
mnozstvi KOH na 10 ekvivalent a reakce se nechala probéhnout pifes noc (obvykle
okolo 20 hodin). Pfi pouziti téchto podminek jiz nebyla pozorovana zadna vychozi
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latka. V piipadé¢ deacetylace nitroderivatu (15) se po okyseleni vyloucila tmava
srazenina, ktera se velice Spatn¢ filtrovala. Analyza této smési ukazala rozklad vychozi
latky nebo produktu. Bylo provedeno nékolik pokusi o optimalizaci této reakce
(zejména zmena reakcni teploty), ale tento problém se nepodatilo uspokojivé vyftesit a
derivat (21) se nepodafilo pfipravit. Struktury pfipravenych amint (véetné

nepfipraveného derivatu (21)) jsou zobrazeny na Obrazku 6.

H,N H,N H,N
N" 0 Nige! Cl Nige!
H H

H
(18) (19) (20)
H,N
Q{I -
O,N ” o)
(21)

Obr. 6: Struktury odchranénych chinoxalinti

Pti méfeni teploty tani derivatu (20) doslo k zajimavému jevu, kdy latka nejprve
roztala v rozmezi 275-285 °C a nésledné opét ztuhla za vzniku jehlicek, které jiz netaly
ani pii 350°C. Pivodné uvazovana termicka cyklizace aminoskupiny s karbonylovou
skupinou se HPLC-MS analyzou nepotvrdila. U strukturné podobnych latek (18), (19) a
(21) se tento jev nevyskytoval coz dale naznacuje, ze nedoslo k termické cyklizaci.

Pravdépodobné doslo pouze ke zméné krystalové struktury této latky.
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3.3. Cyklizace odchranénych amino derivati

Poslednim krokem byla cyklizace pfipravenych amino derivati na cilové

derivaty latky (1), jak je ukazano na nasledujicim reak¢énim schématu (Schéma 4).

H
N
" Ng@
1) NaNOZ‘ HC', Hzo
R AN 2) Na,SO; R N
> >:O

R NS0 N
R H

H
(18) R=H (1)R=H
(19) R= CH,4 (22) R= CH,4
(20) R= CI (23) R=ClI

Schéma 4: Cyklizace vedouci k cilovym bisheterocyklim

Prvnim krokem této cyklizace* byla diazotace volné aminoskupiny. Tato reakce
byla provedena klasicky pomoci piidavku vodného roztoku NaNO> k suspenzi aminu
vychlazené v ledové lazni. Volné aminy byly velice Spatné rozpustné v kyselém
prostiedi, nicméné po piidani roztoku dusitanu doslo obvykle béhem hodiny az dvou ke
kompletnimu rozpusténi diazoniové soli. Rozpustnost dichlorderivatu (20) ve vodé byla
tak Spatna, ze se touto cestou nepodafilo ziskat cilovy derivat v pouzitelném mnozstvi.
Z tohoto diivodu byla vyzkouSena reakce ve smési THF:H20 2:1, kterd jiz probihala
uspokojivé (THF a CHCls jsou jedind rozpoustédla, ktera rozpousti vétsi mnozstvi latky

(20)).

Priliti diazoniové soli (piipravené z amini (18), (19) nebo (20)) do roztoku
sifi¢itanu sodného a nasledné zahtati vedlo k vysrdZeni cilové latky. V ptipadé
dichlorderivatu bylo vysrazeni umocnéno odpatenim THF pomoci vakuové odparky.
Cilové latky se nepodaftilo pfipravit uplné €isté a ve vSech piipadech byly pozorovany
necistoty v mnozstvi od 10 do 40% (podle HPLC spektra). Struktury necistot (24, 25)

byly pfitazeny na zakladé hmotnostnich spekter a jsou zobrazeny na Obrazku 7.
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Obr. 7: Navrzené struktury necistot vznikajicich pii cyklizaci

Nesubstituovany derivat (1) byl pfecistén rekrystalizaci ze smési kyselina octova
voda, dimethylderivat (22) byl piecistén pomoci kolonové chromatografie a nasledné i
pomoci semipreparativniho HPLC, jelikoz produkt i po pouziti kolonové
chromatografie obsahoval asi 5% necistot. Dichlorderivat (23) byl pfeciStén pouze

pomoci kolonové chromatografie a jiz neobsahoval zadné dal$i necistoty.

3.4. Syntéza diazosulfonatu z volného amino derivatu

H,N
2 1) NaNO,, HCI
R N 2) NaS0O3
O O —
R N~ S0
H

(18) R=H (26) R=H
(19) R= CH, (27) R= CH,
(20) R=ClI (28) R=ClI

Schéma 5: Syntéza diazosulfonatu

Syntéza diazosulfonati byla velice podobna ptedchozi cyklizaci. Roztok
diazoniové soli byl pfilit k velkému nadbytku sifiitanu, a pokud byl roztok dale
chlazen, doslo kvyloudeni zlutého diazosulfonatu (Schéma 5).% V pripadé
dichlorderivatu (28) byla izolace provedena az po odpafeni THF z reakéni smési. Tyto
diazosulfonaty bylo dale mozné prevést na cilové heterocykly (1, 22 a 23) zahtatim v
roztoku kyseliny. Bylo provedeno nékolik experimentli za ucelem ovéfeni stability
téchto latek a bylo zjisténo, Ze jsou stabilni na vzduchu 1 za vysSich teplot (100 °C, 2h),
dale jsou stabilni ve vodném roztoku hydroxidu, a to i po nékolik dni. Stabilitu v

neutralnim roztoku a v roztoku kyselin shrnuje Tabulka 2. Ve vsech ptipadech bylo
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navazeno 20 mg diazosulfonatu (26), ktery byl vlozen do vody, nasledné byla pfidana

Tabulka 2: Studie stability diazosulfonatu (26) v kyselém a neutralnim prostiedi

Rozpoustédlo Kyselina Teplota  Vysledek

H20, 4,5 ml - 40 °C Bez reakce

H-0, 4,5 mi - 75 °C Smés produkti po 24 h
H20, 4,5 ml HCI 0,5 ml 40 °C Smés produktl po 20 min
H-0, 4,5 ml CH3COOH, 0,5 ml 40 °C Bez reakce

H20, 4,5 ml CH3COOH, 0,5 ml 75 °C Smés produktl po 24 h

kyselina a smés byla zahfivana a nasledné¢ analyzovana pomoci HPLC-MS.

V HPLC zéaznamu byly pozorovany jak produkt cyklizace (1), tak i struktura
(24) (Obrazek 7). Latka (24) byla v piipadé¢ pouziti kyseliny octové majoritnim
produktem. Rozklad diazosulfonatu (26) v prostiedi kyseliny chlorovodikové byl pouzit
k syntéze cilového heterocyklu (1). Derivaty (22) a (23) (Schéma 4) byly pfipraveny
bez izolace prislusnych diazosulfonati (27) a (28) (Schéma 5)

Charakterizace diazosulfonatti byla ponékud obtizna. Pti méfeni NMR spekter,
latky stanim v DMSO samovolné pfesmykovaly na heterocykly (1, 22, 23) (Schéma 4).
Tato cyklizace se castecné dala vyfeSit rychlym zméfenim spekter okamzité po
rozpuiténi v DMSO-ds. V' H NMR spektru diazosulfonatu (26) nebyla patrna
piitomnost neéistot a chemické posuny signalii se shodovaly s literaturou®® (vytez

aromatické oblasti je zobrazen na Obrazku 8).

Naproti tomu C NMR spektrum stejné latky obsahovalo velké mnoZstvi
nezndmych signalii v aromatické oblasti. Podafilo se najit signdly produktu, ale jeding z
toho diivodu, Ze tato latka jiz byla popsana diive.*® Vyfez z 3C NMR spektra je
zobrazen na Obrazku 9 (oznaceny jsou signaly latky odpovidajici literatufe*®). Podobna
situace nastala v ptipadé diazosulfonatu (28), H spektrum odpovidalo dané latce,
zatimco v *C spektru bylo pozorovano velké mnozstvi signald, jejichZ identifikace byla

dale komplikovana jejich nizkou intenzitou.
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Obr. 8: Vyfez aromatické oblasti H NMR spektra latky (26)
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Obr. 9: Vyfez z 3C NMR spektra latky (26)

Identifikace latek pomoci MS také nebyla pfili§ jednoznacnd, jelikoz byly
obvykle pozorovany pouze fragmenty dané molekuly. Teploty tani pfipravenych

diazosulfonati (26) a (27) se shodovaly s literaturou.® Dale byl pozorovan jasny rozdil
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Vv reten¢nich Casech pii HPLC analyzach (ve srovnani s vychozimi latkami (18), (19) a

(20)).

'H NMR spektra latek (26) a (27) odpovidalo publikovanym spektrim.*® 3C
NMR spektrum diazosulfondtu (27) se podafilo zméfit, nicméné byla pozorovana
absence jednoho ze signali. Jelikoz naslednym rozkladem diazosulfonati vznikaly
cilové heterocykly (1) (22) a (23) (Schéma 4), lze diazosulfonaty povaZovat za

produkty reakce (zejména co se tyce diazosulfonatu (28), ktery nebyl diive ptipraven).

3.5. Periferni modifikace heterocyklu (1)

Pro zvySeni strukturni variability pfipravovanych latek bylo provedeno nékolik
pokust o periferni modifikaci molekuly (1). Byla vyzkousena alkylace benzylbromidem
a benzylalkoholem za Mitsunobu podminek (Schéma 6). Déle byla provedena bromace

pomoci NBS a ochranéni indazolového dusiku pomoci 3,4-dihydro-2H-pyranu.

3.5.1. Alkylace pomoci alkylhalogenidii

H R
N N \

, ’ N
N@ N@ N@
N N N
@[Nﬁo — @EN#O nebo @E >:O
H \ N
R H
M

Schéma 6: Schéma cilového produktu alkylacni reakce

Pro alkylace s alkylhalogenidy byl zvolen benzylbromid z divodu jeho vysoké
reaktivity a methyljodid jako jednoduchy zéstupce alifatickych halogenderivati. Reakce
byla nejprve provaddéna v EtOH s jednim ekvivalentem bdze a jednim ekvivalenten
BnBr. Po prvotnim screeningu vhodnych bazi se jako jediny vhodny kandidat ukézal
octan sodny. Ostatni pouzité baze (NaOH, Na2,COs, EDIPA, DBU) obvykle vedly ke
vzniku smési produkti. Vznik téchto smési mize byt vysvétlen tim, ze silngjsi baze

deprotonizuji i druhy dusik v molekule, na kterém vznikda nové reakéni centrum.
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Naproti tomu pouziti octanu sodného jakozto slabsi baze i ve velkém nadbytku vedlo

pouze ke vzniku jednoho produktu.

Pouziti octanu sodného také nevedlo ke snadné ptipravé monosubstituovanych
derivatii. Velikym problémem se ukazala rychlost této reakce. Zatimco v pfitomnosti
silné baze nebyla po 24 h pii pokojové teplot€¢ ve smési pozorovana zadna vychozi
latka, pfi pouziti octanu bylo po 24 h ve smési pozorovano pouze asi 25% produktu.
Pomérné piekvapivé se mnozstvi produktu nezvysSovalo ani s prodlouzenim reakéniho
casu. Konverzi se podatilo zvysit pouzitim vétSiho nadbytku benzylbromidu, pouziti 40
ekvivalentu vedlo k 60% konverzi na jediny produkt. Pouziti 80 ekvivalentt jiz vedlo
ke vzniku smési produkti za stalé ptitomnosti 20% nezreagované vychozi latky.
Bohuzel, benzylaci pomoci 40 ekvivalentl se nepodafilo reprodukovat z vétsiho
mnozstvi vychozi latky. ZvySeni reakcni teploty také vedlo ke vzniku smési produktii.

Experimenty shrnuje Tabulka 3.

ZkuSebni reakce byly provadény s 0,2 mmol vychozi latky a vSechny byly
ponechdny reagovat déle nez 24 hodin, nicméné po 24 h nebylo pozorovano zadné
zvySeni konverze na zadany produkt, piipadné doslo k nardstu mnozstvi necistot v

reakéni smési smési.
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Tab. 3: Zkoumané podminky alkylace pomoci BnBr

Rozpoustédlo Baze BnBr t(°C) Cas Vysledek

EtOH 10% Aq.NaOH (1 ekv) 1lekv 25 24h  Smés ?

EtOH 10% Ag.AcONa (1 ekv) lekv 25 24h  20% monoalk. prod.
EtOH 10% Aq.Na:COs (1 ekv) lekv 25 24h  Smés?

EtOH - lekv. 25  24h  30%monoalk. prod.’
DMF K2CO3 lekv 25 24h  Smés?

DMF AcONa (1 ekv) lekv 25 24h  Bez reakce

EGME AcONa (1 ekv) lekv 25 24h  20% monoalk. prod.”
MeOH AcONa (1,1 ekv) 1,1ekv 25 24h  20% monoalk. prod.
MeOH K2COs (1,1 ekv) 1,1ekv 25 24h  30% monoalk. prod.”
MeOH KHCO3 (1,1 ekv) 1,1ekv 25 24h  Smés?

MeOH AcONa (1,1 ekv.) 1,1ekv 40 24h  Smeés?

MeOH EDIPA (1 ekv.) 1,1ekv 25  24h 20 % monoalk. prod.”
MeOH DBU (1 ekv.) 1,1ekv 25 24h 30 % monoalk. prod.?
DMSO EDIPA (1 ekv.) 1,1ekv 25 24h  Bez reakce

DMSO DBU (1 ekv.) 1,1ekv 25 24h  Smés?

DMSO AcONa (1,1 ekv.) 1,1ekv 25 24h  Bez reakce

MeOH AcONa (1,1 ekv.) 40ekv 25 24h  60% monoalk. prod.”
MeOH ACONa (5 ekv.) Sekv. 25  24h  Smés?

+ 1 ekv. Kl

8 Uvazovano jako smés 3 a vice latek
b Uvazovano jako smés vychoziho heterocyklu a jediného produktu, ziskano
porovnanim integrovanych ploch v HPLC zdznamu

3.5.2. Alkylace za Mitsunobu podminek

Z divodu netspésnosti alkylace alkylhalogenidy byla vyzkouSena alkylace za
Mitsunobu podminek. Jedna se o alkyla¢ni reakci, kde alkohol, ktery je v pfitomnosti
fosfinu (nejcastéji trifenylfosfin) a azodikarboxylatu (nejcastéji
diisopropylazodikarboxylat (DIAD) nebo diethylazodikarboxylat (DEAD)), vystupuje
jako alkyla¢ni cinidlo. Reakce se provadi za bezvodych podminek, nejCastéji v
rozpoustédlech jako je THF, dioxan, toluen nebo DCM.*"*® Tabulka 4 ukazuje ptehled
provedenych pokusii, vSechny reakce byly provadény v bezvodych rozpoustédlech
(THF 5 ml nebo dioxan 10 ml) s 0,2 mmol vychoziho heterocyklu (1). Jako alkohol byl
pouzit benzylalkohol.
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Tab. 4: Zkoumané podminky alkylace za Mitsunobu podminek

Ekv. Ekv.

Ekv. BhOH Rozpoustédlo Vysledek po 24h 2
PPh; DIAD
1 1,5 1,5 THF 7% konverze
1 1,5 1,5 Dioxan 20% konverze @
2 1,5 1,5 THF bez reakce ¢
2 1,5 1,5 Dioxan 11% konverze @
1 1,5 1,5 Dioxan ® 13% konverze ¢
45% monobenz.produktu
! 3 3 THF 55% dibenz. proF()JIuktua
1° 2 2 THF bez reakce ¢
1 5 5 THE 25% monobenz. produktu

25% dibeenz. produktu?

4 ziskano porovnanim integrovanych ploch v HPLC zédznamu
®v 5 ml dioxanu

¢ pouzit 2-hydroxybenzylalkohol

9 po 24h ptidano 1,5 ekv. PPhs a DIAD

Reakce nebyly pftili§ uspésné. Pravdépodobnym divodem byla piitomnost
krystalické vody ve vychozi latce. Pfidanim dal$i davky PPhs a DIAD se obvykle

zvysila konverze vychozi latky za soucasného zvysSeni zastoupeni dibenzylovaného

vvvvvv

nicmén¢ ani tak nebylo zastoupeni monobenzylovaného produktu pouze 45%.
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3.5.3. Alternativni syntéza monobenzylovaného derivatu
Jelikoz benzylacni reakce nevedly uspokojivé k monobenzylovanému produktu,

byla navrzena alternativni cesta, ktera je zobrazena ve Schématu 7.

0

o W “
soluatvinsEN oo
2% LT

e

(29) (30) 31)

Schéma 7: Alternativni syntéza benzylovaného heterocyklu (31)

Prvnim krokem této sekvence byla syntéza monobenzylovaného o0-
fenylendiaminu (29), ktery by kondenzaci s N-acetylisatinem ved| k chinoxalinu (30) a

po nasledné deprotekei a cyklizaci by vznikl monobenzylovany produkt (31).

Reakce nadbytku o-fenylendiaminu s benzylbromidem v DMA v pfitomnosti
K2CO3* nevedla ke vzniku oéekdvaného monobenzylovaného produktu (29), ale
vznikal 2-fenylbenzimidazol. Proto byl vyzkousen alternativni postup, kdy byl nejprve
nabenzylovan 2-nitroanilin, jehoZ nitroskupina by byla nasledné¢ redukovana. 2-
Nitroanilin byl benzylovan podle postupu z literatury,®® nicméné naslednou redukci

vedouci k produktu (29) (Schéma 7) se nepodatilo uspokojivé provést.

Redukce pomoci dithioni¢itanu sodného v ptitomnosti KOH>! vedla ke smési
produktt, ve které bylo 30% vychozi latky, 30% poZadovaného produktu a zbylych
40% byla neznama necistota (podle HPLC). Redukce pomoci SnCl2.2H,0 za varu v
EtOAc vedla ke vzniku velkého mnozZstvi nezndmych produktd. Z casovych divodi se
jiz nepodafilo vyzkouset dal$i metody redukce (napi. vodikem, Bechampova redukce

aj.) a derivat (29) nebyl piipraven.
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3.5.4. Protekce indazolového dusiku pomoci 3,4-dihydro-1H-pyranu

Jelikoz se alkylace vyznacovaly nizkou konverzi, ptipadné smési produkt, byla

vyzkouSena selektivni protekce indazolového dusiku pomoci 3,4-dihydro-1H-pyranu

e

(DHP).*2 Tato reakce je zobrazena ve Schématu 8.

H
/N IN
N N
N>: DHP, pTSA N>:
o o)
N CH,Cl, N
H H
1) (32)

Schéma 8: Protekce indazolového dusiku pomoci DHP

Nasledné¢ byla na ochranéném heterocyklu (32) vyzkouSena benzylace za

Mitsunobu podminek, nicméné i tato reakce vykazovala nizkou konverzi (40 %).

3.5.5. Bromace

H H

N N N X
N, N>\;© N>\j|/\;—sr

N/E NBS N N

o — g

N EtOH ' U __ N/EO * ©:N/E ©

H H H

(1) (33a) (33b)

Schéma 9: Bromace heterocyklu (1)

Z dtive provedenych experimenti®® bylo znamo, Ze reakci heterocyklu (1) s
nadbytkem bromové vody vznikd smés dibromovanych a tribromovanych derivati
neznamé struktury. Z tohoto divodu byla vyzkouSena bromace pomoci mirngj$iho
¢inidla, jako je NBS (N-bromsukcinimid). Struktury cilovych produkti (33a) a (33b)
zobrazuje Schéma 9. Snaha byla zejména o syntézu monobromovaného derivatu a

identifikaci pozice na které substituce probiha. Reakce byly provadény s 0,2 mmol
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vychozi latky v EtOH. Procentudlni zastoupeni vychozich latek a produkti bylo ziskano

integraci HPLC zaznamu. Zkousené podminky ukazuje nasledujici Tabulka 4.

Tab. 4: Zkoumané podminky bromace

% % % %
Ekv. vychozi monobrom. dibrom.  tribrom.
NBS latky?  produktu? produktu® produktu® ostatni

1 49 22 20 - +1 ekv. NaHCO3 v 2 ml H.0O

1 32 61 7 - NBS ptidano najednou
1 24 69 7 - NBS ptidavano béhem 5 min.
2 0 65 35 - NBS piidavano béhem 5 min.

1,5 3 82 10 - NBS piidano najednou
5 0 0 53 20+23 NBS ptidavano behem 5 min.
1,25 14 75 11 - NBS piidavano béhem 5 min.
NBS piikapano jako roztok v

1,25 14 75 11 i S

1,7 0 75 25 - NBS ptidavano béhem 5 min.
3 0 35 65 - NBS piidavano béhem 5 min.

8 ziskano porovnanim integrovanych ploch v HPLC zaznamu

Pro syntézu se jako nejlepsi ukazalo pouziti 1,7 ekvivalentu NBS, ktery byl
pomalu pfidavan k roztoku vychoziho heterocyklu. Pouziti 1,5 ekvivalentu NBS vedlo
K vy$§imu mnozstvi zadaného produktu, nicméné se nepodafilo zcela oddélit zbylou
vychozi latku pomoci kolonové chromatografie. JelikoZ zpracovani probihalo pouhym
odpafenim rozpouStédla a nanesenim zbytku pfimo na kolonu, latka po vycisténi
obsahovala pomérné velké mnozstvi sukcinimidu, ktery se eluoval spolu s produktem.

Tento sukcinimid byl nasledné odstranén promytim produktu malym mnoZstvim vody.

Pozice bromového atomu byla uréena pomoci 2D-NMR experimentii. Z 'H a
COSY spekter, bylo patrné, Ze k substituci doSlo na jednom ze ¢tyi vyznacenych mist.

Tyto mista jsou vyznacena ¢ervenou teckou na Obrazku 10.
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Obr. 10: Mozna mista substituce (¢erven¢) a hledané NOESY interakce (fialove)
Jelikoz byly chemické posuny NH skupin u vychozi latky znamy? a i v ptipadé
derivatii substituovanych v polohach 5 a 6 (viz. experimentalni ¢ast latky 6.2.12 a
6.2.13) byly prakticky neménné, mohlo by byt mozné v NOESY spektru pozorovat
interakce téchto NH vodiki s vodiky na aromatickém jadie a pomoci téchto interakei by
uréeni mista substituce bylo snadné (viz. Obrazek 10 fialov¢). JelikoZ tyto interakce
nebyly v NOESY spektru pozorovany, byla struktura uréena pomoci kombinace *H,
13C, APT, HMQC a HMBC NMR spekter. C-H korelace z HMBC spekter jsou

zobrazeny na Obrazku 11.

Q‘\ -
@)
oY)

Obr. 11: HMBC C-H korelace zobrazené na struktuie produktu bromace
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3.6. Redukce diazoniové soli na hydrazino derivat a jeho cyklizace

3.6.1. Redukce pomoci SnCl2.2H,0

H,N §
H,N”
N
e —_—
NH
N0 NS0 NN
H H

(18) (34) (35)
Schéma 10: Syntéza hydrazino derivatu (34) a jeho cyklizace

Piivodnim zamérem pfi syntéze (1) byla redukce diazoniové soli na hydrazino
derivat (35) a jeho cyklizace za vzniku cinnolinového cyklu (35).! Jelikoz redukce
pomoci sifi¢itanu sodného vedla k diazosulfonatiim a nasledné k latce (1), byla hledana
alternativni metoda redukce. Jako metoda redukce byla zvolena redukce SnCl>

vzhledem K jeho nizké cené a moznosti pracovat bez izolace vzniklé diazoniové soli.

Prvotni pokusy redukce diazoniové soli pfipravené ve vodném roztoku HCI byly
uspésné pouze Casteéné. Analyza pomoci HPLC-MS potvrdila vznik Zadaného produktu
(34), nicméné se z reakce vysrazel ve smési s dal§imi latkami. Extrakci filtratu se
podarilo ziskat ¢isty produkt, nicméné pouze v malém vytézku. To bylo zplisobeno
pravdépodobné vysrdzenim vétSiny produktu ve formé pevné latky. Provedenim reakce
vznikal jako jediny produkt. Pro d&istotu ziskaného produktu bylo kli¢ové pouziti
,»hového* (asi pul roku starého) SnClz.2H20. Pouzitim ,,star§iho* (nékolik let, piesné
stafi se nedalo ze zasobni lahve poznat) SnCl2.2H>0 dochazelo ke vzniku vedlejSich
produktli. Produkt se vysrazel ve formé pevné latky, kterd obsahovala zbytky sloucenin

cinu. Takto ziskany produkt se nepodatilo vy¢istit.

Obecné se da fici, ze izolace produktu (34) byla problematicka. Tyto problémy
byly zplsobeny zejména ptitomnosti kyselého amidického vodiku v poloze 1. Pfi
nasledné alkalizaci reakéni smési dochazelo k deprotonaci a obtizné extrakci do
organického rozpoustédla (ethylacetat). Tento problém byl nakonec piekondn pomoci
kolonové chromatografie. Reak¢éni smés byla zneutralizovana na pH 7 pomoci roztoku
KOH a roztoku Na;COs. Takto zneutralizovany roztok byl odpafen dosucha a pevna

laitka byla umisténa na silikagelovou kolonu a produkt byl eluovan smési
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ethylacetat:hexan 1:1 (v/v). Touto soucasnou extrakci a kolonovou chromatografii byl

ziskan Cisty produkt, ktery jiz dale neobsahoval stopy sloucenin cinu.

3.6.2. Hydrolyza produkti kondenzace diazoniové soli s C-kyselinami

. T
"CI'N, R)\\N,N HZN,H
o~ — o
H o H 0] H o
(36) (37) (34)
Schéma 11: Alternativni syntéza hydrazino derivatu (34)

Jelikoz prvotni pokusy redukce diazoniové soli nebyly pfili§ Gspésné, byla
zkoumana 1 alternativni cesta syntézy hydrazino derivatu (34). Tato cesta spocivala
v kondenzaci diazoniové soli (36) s derivaty kyseliny malonové za vzniku hydrazonu
(37). Konkrétné se jednalo o malondinitril (38), diethylmalonat (39) a Meldrumovu

kyselinu (40), struktury téchto latek jsou zobrazeny na Obrazku 12. Hydrolyzou téchto

derivatii v kyselém prostiedi by mohlo byt mozné pfipravit hydrazino derivat (34).%*

(0] (0] OXO
NC\/CN /\OMO/\ OMO
(38) (39) (40)

Obr. 12: Struktury pouzitych derivatl kyseliny malonové

Kondenzaci vySe uvedenych derivati kyseliny malonové s diazoniovou soli (36)
v prostiedni octanového pufru podle postupu z literatury> byla piipravena série
hydrazont (41-43). Po pfidani roztoku C-kyseliny ve vodé a octanu sodném k roztoku
diazoniové soli doSlo k vylouceni Zzadaného produktu. Struktury pfipravenych

hydrazont jsou zobrazeny na Obrazku 13.
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Obr. 13: Struktury ptipravenych hydrazont

Rozpustnost hydrazonu (41) v kyselém prostiedi byla velice $patna i za vysSich

teplot. Reakce proto probihala v suspenzi a nepodatilo se hydrazon zhydrolizovat.

Rozpustnost derivati (42) a (43) byla mnohem lepsi, tyto latky byly podrobeny
hydrolyze v prostiedi koncentrovanych kyselin. Konkrétné¢ byly pouzity HCI,
CH3COOH a H3POs4. Za zvySené teploty dochédzelo ke vzniku produktid, které se
nepodaftilo identifikovat. Ptfi pokojové teploté doSlo v ptipadé HCl a H3POs po 48
hodinach ke kompletni konverzi vychozi latky na jediny produkt. Struktura tohoto
produktu byla ur¢ena pomoci HPLC-MS a NMR jako latka (44). Struktura této latky je
zobrazena na Obrazku 14. V piipadé koncentrované CH3COOH nedoslo k zadné
reakci, pravdépodobné kvili malému mnoZstvi vody v reakéni smési oproti reakci s
koncentrovanou HCI nebo HsPOs. Touto metodou se nepodafilo pfipravit zadany
hydrazin (34).

HOOC H

N
HOOC™ >N~

N

L,
N- ~O
H

(44)

Obr. 14: Struktura produktu hydrolyzy hydrazonu
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3.6.3. Cyklizace hydrazino derivatu

N
H,N” .
N\ . X
@[ NE YRl
NN
N H

(34) (35)
Schéma 11: Cyklizace hydrazinu (34)

Hydrazino derivat (34) byl dale cyklizovan na cinnolinochinoxalin (35). V
refluxujicim ethanolu reakce neprobihala ani po 24 hodinach. Pouzitim katalytického
mnozstvi kyseliny (CH3COOH a pTSA) doslo v refluxujicim ethanolu po 24 hodinach k
caste¢né konverzi na cilovy produkt. Reakci v refluxujici CH3COOH doslo po 18
hodinach k uplné konverzi na zadany produkt. Reakce byla refluxovana pies noc,
nicméné je mozné, Ze by pro plnou konverzi stacila i kratsi reakéni doba. Po odpafeni
rozpoustédla byl odparek suspendovan v malém mnozstvi vody a produkt odfiltrovan.
Vzhledem ke kompletni konverzi hydrazino derivatu (34) byl vytézek reakce maly
(30%). Z casovych divoda ale neprobéhla detailnéjsi optimalizace reakéniho ¢asu ani

izolace produktu (kde pravdépodobné doslo k nejveétsim ztratam).

3.6. Aplikace presmyku na jinych systémech

Jelikoz rozklad diazosulfonatu vedl ke vzniku derivatd indazolu, bylo provedeno
nekolik experimenti, zdali je tento pfesmyk aplikovatelny 1 na jiné systémy, které by
také vedly k derivatim indazolu. Struktura zkoumanych derivati a ptedpokladanych
produkti pfesmyku je zobrazena ve Schématu 12. Konkrétné se jednalo 2-
aminoskoficovou kyselinu (45) vedouci k 2-(1H-indazol-3-yl)octové kyseliné (46),
nitril 2-aminoskoficové kyseliny (47) vedouci k 2-(1H-indazol-3-yl)acetonitrilu (48) a
N-(2-aminobenziliden)anilin (49) vedouci k N-fenyl-1H-indazol-3-aminu (50).
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Schéma. 12: Aplikace ptesmyku diazosulfonatu na jinych slouceninach

3.7.1. Syntéza vychozich latek

Prvnim krokem téchto pokusii byla syntéza vychozich latek. 2-aminoskoficova
kyselina byla pfipravena podle postupu z literatury z 2-nitrobenzaldehydu (51)%
s naslednou redukci kyseliny nitroskoficové (52). Schéma této syntézy je zobrazeno Ve

Schématu 13.

COOH
7 <
d COOH @(\/COOH redukce @\/COOH
_— —_—
ridin,EtOH
NO; ‘r)eyflux NO; NH,
(51) (52) (45)

Schéma 13: Syntéza 2-aminoskoficové kyseliny

Kondenzace kyseliny malonové s 2-nitrobenzaldehydem byla az na nizsi vytézek
(~50%) oproti publikovanému (70%) bezproblémova. K redukci nitroskupiny bylo
vyzkouseno n¢kolik postupl. Byla zkouSena redukce jak volné kyseliny, tak jejiho

methylesteru.%’ Zkousené podminky jsou uvedeny v Tabulce 5.
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Tab. 5: Redukce nitroskoticové kyseliny

Vychozi latka ~ Podminky redukce Vysledek
Na2S204, MeOH, reflux®! Produkt nevznikl
Zn, HOAc, RT Produkt nevznikl

Methylester Fe, HOAc, RT Produkt nevznikl
NazS, MeOH, reflux® Produkt nevznikl

SnCl,.2H,0, MeOH, reflux 70% konverze?
SnCl2.2H,0, EtOAC, reflux®*  65%°

Na.S, MeOH, reflux®® Produkt nevznikl
Volna kyselina  Fe/C, N2Ha, reflux Produkt nevznikl
FeSO4, NH3, H20° 80%"

2Plochav HPLC
b 1zolovany vytézek

Reakci 2-nitrobenzaldehydu (52) s diethyl (kyanomethyl)fosfonatem (53) ve
smési EtOH a vody v pfitomnosti LiOH vznikl nitril kyseliny 2-nitroskoficové (54) ve
smési Cis a trans izomert (Schéma 14). Tyto izomery se nepodafilo uspokojivé oddélit.
Pokus o separaci byl proveden pomoci kolonové chromatografie. Podatilo se izolovat
oba jednotlivé izomery v dostate¢ném mnozstvi pro potvrzeni jejich struktury pomoci
NMR, ale vétSina produktu stale zistala ve smési. Jelikoz v piipadé cis izomeru by po
redukci mohlo dochazet k nukleofilnimu ataku aminoskupiny na nitrilovou skupinu a
protoze separace jednotlivych izomerd nebyla piili§ GspéSna, dale se s derivatem (54)

nepracovalo.

o)
| o ,— LOH x.CN
S A— @(\,
EtOH, H,0
NO, / o —CN 2 NO,
(51) (53) (54)

Schéma 14: Syntéza 2-(1H-indazol-3-yl)acetonitrilu

N-(2-aminobenzyliden)anilin (49) byl pripraven podle postupu z literatury
zahfivanim 2-nitrobenzaldehydu v anilinu.® Naslednd redukce (55) pomoci NazS
v EtOH® poskytla cilovy produkt po piidani reakéni smési do studené vody. Reakéni
postup je zobrazen ve Schématu 15.
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Schéma 15: Syntéza N-(2-aminobenziliden)anilinu

3.7.2. Diazotace a cyklizace

Diazotaci kyseliny 2-aminoskoficové (45) a naslednym pfidanim Na>SO3 se
podatilo pfipravit 2-(1H-indazol-3-yl)octovou kyselinu (46), ale spomémné nizkym
vytéZzkem (35%). Podrobngjsi prizkum literatury pozd&ji ukazal, Ze tato latka jiz byla

6,60

touto metodou pfipravena,®® stejné jako jeji 5-hydroxy derivat.®

Obdobna reakce byla provedena i v ptipadé N-(2-aminobenziliden)anilinu (49).
Po nékolika pokusech se ukazalo, Ze se latka rozkladala béhem diazotace. Tato
hypotéza byla potvrzena diazotaci a naslednym piidanim nitrilu kyseliny malonové a
octanu sodného. Ocekavany hydrazon (56) nevznikal a misto n¢j se podarilo izolovat
latku, jejiz struktura byla pomoci NMR ur€ena jako (57). Struktury téchto latek jsou

zobrazeny na Obrazku 15.

(56) (S7)

Obr. 15: Struktura o¢ekavané (56) a izolované (57) latky po diazotaci latky (49)

58



3.7. Biologicka aktivita pripravenych latek

U ptipravenych latek bylo provedeno testovani biologické aktivity. Jednalo se o
testy inhibice CDK2 (cyklin-dependentni kinasa 2), testy na rakovinnych liniich K562
(myeloidni leukémie) a MCF7 (rakovina prsu) a dale testovani antibakterialni aktivity
proti B.Subtilis a M.Luteus. Vysledky testti inhibice CDK jsou uvadény jako ICsg tj.
koncentrace latky, ktera méla za nasledek 50% inhibici funkce enzymu. Vysledky test
na rakovinnych liniich jsou uvadény jako Glso, tj. jako koncentrace latky vedouci
Kk amrti 50% bunék. Vysledky antimikrobialnich testi jsou uvadény jako velikost
inhibi¢ni zoény (primér plochy v mm, na které bylo zabranéno mnozeni bakterii). Ne
vSechny latky byly testovany na oba druhy aktivit, a to zejména z duvodu jejich
nedostupnosti v dobé¢ testovani. Vysledky shrnuje Tabulka 6.

Latkou s nejvyssi inhibi¢ni aktivitou CDK2 byl derivat (23). Velkym problémem
testovanych latek byla Spatna rozpustnost, cCasto se nepodafilo pfipravit
koncentrovanéjsi roztok, z tohoto diivodu jsou nékteré hodnoty ICso nebo IDso uvadény
jako hodnota ,,vétsi nez. Aktivita vSech latek proti bunéénym liniim byla niz§i nez

proti samotnému enzymu.

VétSina latek vykazovala urcitou formu antimikrobidlni aktivity, nicméné ani
zde se nejednalo o vysokou aktivitu. Nejvyssi aktivita proti M.Luteus byla pozorovéana
v piipadé derivatu (12). Nejvyssi aktivita proti B.Subtilis byla pozorovana v ptipadé
latky (23), ktera také vykazovala aktivitu proti M.Luteus. Je ovSem nutné zduraznit, ze
Vv piipad¢ difuzniho testu je velikost zony ovlivnéna nejen antibakterialni aktivitou dané

latky, ale také napf. jeji diftzi v zivném médiu.

59



Tabulka 6: Vysledky testi biologické aktivity pfipravenych latek
ICso IDso B.Subtilis | M.Luteus
Struktura CDK2 | ABI | K-562 | MCF7 [mm] [mm]
[uM] | [uM] | [uM] | [uM]
OY
HN
@EN\ >50 | >50 | >125 | >125 0 17
N (@]
H
(12)
OY
HN
)@EN\ >125 | >125| >25 >25 0 15
N (@]
H
(13)
OY
HN
Cl N
j@{ X >12,5 | >125 | >125 | >125 0 15
Cl N O
H
(14)
OY
HN
N
@[ X - - - - 0 14
O,N N“To
(15a)
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>50

>50

>25

>25

>50

>50

>25

>25

13

>25

>25

>12,5

>12,5

13

>25

>25

>25

>25

12

>25

>25

>25

>25

19,7

>25

>25

>25

12

15
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>25

>25

>50

>50

15

(41)

15

EtOOC

PO
EtOOC Nf@
N
@E\
N0
H

(42)

14

0]

Ao
OmI
(@) HN; :
N\
N
H
(43)

N
|
@)

13

©\/\/COOH
NO

2
(52)

>25

>25

>50

>50

10
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Xx_-COOH

2

NH >100 | >100 | >100 | >100 0 12
2

(45)

X COOMe
>100 | >100 | >100 >100 0 12

2

NO,

X COOMe
©\/\/ >100 | >100 | >100 >100 0 12
NH

2

3.8. Studium mechanismu presmyku diazosulfonatu

Reak¢éni mechanismus presmyku diazosulfonatu vedouci ke kontrakci
chinoxalinového cyklu jesté nebyl uspokojivé prozkouman. Navrh mechanismu® je
zobrazen ve Schématu 16. Jednotlivé kroky tohoto mechanismu jsou detailnéji

rozebrany v kapitole 2.2.

Byl proveden pokus o zachyceni a charakterizaci jednotlivych intermedith
pomoci HPLC-MS. 50 mg diazosulfonatu byly rozpusténo v 50 ml smési MeOH:voda
1:1 a zahtato na zkoumanou teplotu (60, 70 a 80 °C). V casovych intervalech (3x 10
minut, 2x 15 minut, 2x 30 minut a 2x 60 minut) byly odebirany vzorky (1 ml reakéni

smési), které byly analyzovany pomoci HPLC-MS.

Podatilo se zachytit pouze jeden intermediat pii teplot¢ 80 °C, nicméné se
nepodafilo urcit jeho strukturu. Problematicky se ukazal fakt, Ze vSechny intermediaty
vznikajici po odstoupeni SO3™ skupiny maji stejnou molekulovou hmotnost jako cilovy
heterocyklus (1) a tudiz nebylo mozné urcit jejich strukturu pouze na zakladé MS.

Ptfesny mechanismus pfesmyku se tedy nepodatilo objasnit.
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Schéma 16: Navrh mechanismu presmyku diazosulfonatu
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4.  Experimentalni ¢ast
4.1. Uvod

Pro syntézu byly pouzity komeréné dostupné chemikalie. N-acetylisatin byl
ptipraven v minulosti prof. Janem Sloukou na Katedie organické chemie
Ptirodovédecké fakulty UP. Tyto chemikalie byly pouzity bez dalSich tprav, pokud neni

feceno jinak.

Produkty byly charakterizovany pomoci hmotnostni spektrometrie, H, *C

ptipadné 2D NMR spektroskopie a pomoci bodu tani.

LC-MS analyzy byly provedeny na UHPLC-MS systému, skladajici se z
UHPLC chromatografu Accela s fotodiodovou fadou a trojitym kvadrupolovym
hmotnostnim spektrometrem TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, CA, USA).

NMR spektra byla métfena pii 25°C na spektrometru JEOL ECA 400Il.

Spektrum bylo zreferencovano na residudlni signal rozpoustédla.

4.2. Syntéza

4.2.1. N-(2-(3-Oxo0-3,4-dihydrochinoxalin-2-yl)fenyl)acetamid
AcHN
N\

Cry,
945 mg N-acetyl isatinu (5 mmol) bylo rozpusténo v 30 ml kyseliny octové pti
laboratorni teploté. K tomuto roztoku byl za michani pfilit roztok 550 mg o-
fenylendiaminu (5 mmol) v 15 ml kyseliny octové. Pfiblizné po minuté se zacala
objevovat svétla sraZzenina, kterd byla po dalSich 10 minutach odsata, promyta (do
filtratu) koncentrovanou kyselinou octovou, ziedénou kyselinou octovou (1:1), vodou a
vysuSena. Z filtratu se stdnim ptes noc vyloucil dalsi podil, ktery byl odsat a promyt
stejnym zpusobem. Celkem bylo izolovano 1050 mg produktu (75 %) ve formé
bilozlutého pragku. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 12.50 (br. s., 1 H), 9.77 (s, 1
H), 7.83 (d,J=8.0Hz,1H),7.79 (dd, J=0.9, 79 Hz, 1 H), 7.63 (dd, J= 1.6, 7.8 Hz, 1
H), 7.55 (ddd, J=1.4,7.1,83Hz,1H),7.46 - 7.41 (m,1 H), 7.36 - 7.34 (m, 1 H), 7.34
-7.30 (m, 1 H), 7.19 (t, J = 7.3 Hz, 1 H), 1.91 (s, 3 H) ppm. *C NMR (101 MHz,
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DMSO-ds) 5 = 167.9, 156.9, 154.5, 136.8, 132.4, 132.0, 130.8, 130.3, 129.8, 129.6,
128.6, 127.8, 123.2, 123.0, 115.2, 23.7 ppm. MS:280,03[M+H]"; 278,03[M-H]", teplota
tani: 290-294 °C,

4.2.2. N-(2-(6,7-dimethyl-3-0x0-3,4-dihydrochinoxalin-2-yl)fenyl)acetamid
AcHN

N\
O,
945 mg N-acetyl isatinu (5 mmol) bylo rozpusténo v 30 ml kyseliny octové pti
laboratorni teploté. K tomuto roztoku byl za michani pfilit roztok 680 mg 4,5-
dimethylbenzen-1,2-diaminu (5 mmol) v 15 ml kyseliny octové. Po pfiblizn¢ minuté
michani bylo ptfidano 10 ml vody, ¢imz doslo k vysrazeni produktu. SraZzenina byla po
dalsich 10 minutach odsata, promyta (do filtratu) koncentrovanou kyselinou octovou,
ziedénou kyselinou octovou (1:1), vodou a vysuSena. Z filtratu se stanim pies noc
vyloucil dalsi podil, ktery byl odsat a promyt stejnym zplUsobem. Celkem bylo
izolovano 1270 mg produktu (71 %) ve formé& zelenoZzlutého prasku. 'H NMR
(400MHz, DMSO-de) 6 =12.42 (s, 1 H), 9.83 (s, 1 H), 7.84 (d, J = 8.4 Hz, 1 H), 7.65
(dd,J=15,78Hz,1H), 757 (s,1H), 742 (dd, J=1.6,84 Hz, 1 H), 7.18 (dd, J =
7.3, 15.0 Hz, 1 H), 7.10 (s, 1 H), 2.33 (s, 3 H), 2.30 (s, 3 H), 1.92 (s, 3 H) ppm. 3C
NMR (101MHz, DMSO-ds) 6 = 167.8, 155.3, 154.6, 139.9, 136.8, 131.9, 130.8, 130.5,
130.3, 129.4, 128.3, 127.8, 123.1, 122.9, 115.1, 23.8, 19.8, 19.0 ppm. MS: 308,05
[M+H]*; 306,07 [M-HT, teplota tani: 330-332 °C.

4.2.3. N-(2-(6,7-dichlor-3-0xo0-3,4-dihydrochinoxalin-2-yl)fenyl)acetamid
AcHN

Cl N
)OS
Cl N @)
H
945 mg N-acetyl isatinu (5 mmol) bylo rozpusténo v 30 ml kyseliny octové pti
laboratorni teploté. K tomuto roztoku byl za michani pfilit roztok 880 mg 4,5-
dichlorbenzen-1,2-diaminu (5 mmol) v 15 ml kyseliny octové. Okamzité po sliti roztokt
se vyloucila husta kaSovita latka. Tato srazenina byla po dalSich 10 minutdch odsata,

promyta (do filtratu) koncentrovanou kyselinou octovou, zfedénou kyselinou octovou
(1:1), vodou a vysusena. Bylo izolovadno 1420 mg hnédosedého prasku (83%). *H NMR
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(400MHz, DMSO-dg) § = 12.60 (br. s, 1 H), 9.72 (br. s, 1 H), 8.07 (s, 1 H), 7.77 (d, J =
8.1 Hz, 1 H), 7.59 (dd, J = 1.6, 7.8 Hz, 1 H), 7.49 (s, 1 H), 7.45 (dd, J = 1.6, 7.8 Hz, 1
H), 7.23 - 7.17 (m, 1 H), 1.90 (s, 3 H) ppm. *C NMR (101MHz, DMSO-ds) & = 168.0,
158.9, 154.1, 136.6, 132.3, 132.1, 131.6, 130.7, 130.0, 129.6, 127.2, 124.9, 123.3,
122.9, 116.1, 23.7 ppm. MS: 347,89 [M+H]"; 345,93 [M-H], teplota tani: >350 °C.

4.2.4. N-(2-(6-nitro-3-0x0-3,4-dihydrochinoxalin-2-yl)fenyl)acetamid

Ing
HN

O,N N“~o
945 mg N-acetyl isatinu (5 mmol) bylo rozpusténo ve 30 ml kyseliny octové pti
laboratorni teploté. K tomuto roztoku byla pfilita jemna suspenze 4-nitrobenzen-1,2-
diaminu v 60 ml kyseliny octové. Po chvili se za¢ala vyluovat tmava suspenze. Srazeni
bylo urychleno pfidanim 20 ml vody. SraZenina byla odsata a promyta vodou. Z filtratu
se ptes noc vysrazel druhy podil. Dohromady bylo ziskdno 1100 mg produktu (67%) ve
formé Sedozelené pevné latky. *H NMR (400MHz, DMSO-ds) § = 12.75 (br. s., 1 H),
9.80 (br.s., 1 H),8.12(d, J=2.3 Hz, 1 H), 8.07 (dd, J = 2.6, 89 Hz, 1 H), 7.98 (d, J =
88Hz,1H),7.74(d,J=7.8Hz,1H),7.64 (dd,J=0.9, 7.8 Hz, 1 H), 7.51 - 7.44 (m, 1
H), 7.22 (t, J = 7.6 Hz, 1 H), 1.90 (s, 3 H) ppm. 3C NMR (101MHz, DMSO-dg) & =
167.9, 160.9, 154.1, 147.0, 136.7, 135.5, 132.6, 130.7, 130.2, 129.7, 127.1, 123.2,
122.9, 117.4, 110.4, 23.5 ppm. MS: 324,93 [M+H]"; 322,96 [M-H], teplota tani: 312-

314 °C.

4.2.5. 3-(2-Aminofenyl)chinoxalin-2(1H)-on
H,N
@EI :
Ne]
H

497 g (17,8 mmol) N-(2-(3-oxo0-3,4-dihydrochinoxalin-2-yl)fenyl)acetamidu
bylo rozpusténo vroztoku 10 g KOH (178 mmol) v 70 ml smési EtOH:H20O v
objemovém poméru 1:1. Reakéni smés byla refluxovana po dobu 9,5 hodiny. Po
ukonceni refluxu byl roztok ochlazen na laboratorni teplotu a pfidanim zfedéné kyseliny

octové byl vyloucen produkt jako zluta srazenina. Tato srazenina byla odsata, promyta
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kyselinou octovou a vodou a vysusena. Bylo izolovano 3,94 g (93%) produktu ve formé
Zlutého prasku. *H NMR (400MHz, DMSO-dg) § = 12.48 (d, J = 0.5 Hz, 1 H), 8.09 (dd,
J=16,8.0Hz, 1 H),7.81-7.78 (m, 1 H), 7.52 - 7.47 (m, 1 H), 7.33 - 7.27 (m, 1 H),
7.17 - 7.12 (m, 1 H), 6.83 - 6.79 (m, 1 H), 6.61 - 6.55 (m, 1 H), 6.45 (s, 1 H) ppm. ¥*C
NMR (101MHz, DMSO-ds) 6 = 155.9, 154.7, 148.7, 131.5, 131.5, 131.3, 130.7, 129.7,
128.0, 123.2, 117.5, 116.2, 114.9, 114.6 ppm. MS: 238,02 [M+H]"; 236,08 [M-H]
teplota tani: 263-265 °C.

4.2.6. 3-(2-Aminofenyl)-6,7-dimethylchinoxalin-2(1H)-on
H,N

N\
T,
12 g (39 mmol) N-(2-(6,7-dimethyl-3-0x0-3,4-dihydrochinoxalin-2-
yD)fenyl)acetamidu bylo rozpusténo v roztoku 2,2 g KOH (39 mmol) v 15 ml smési
EtOH:H.O v objemovém poméru 1:1. Reakéni smés byla refluxovana pies noc
(ptiblizn€ 17 h). Po ukonceni refluxu byl roztok ochlazen na laboratorni teplotu a
pfiddnim zfedéné kyseliny octové byl vyloucen produkt jako Zlutd sraZenina. Tato
srazenina byla odsata, promyta kyselinou octovou a vodou a vysu$ena. Bylo izolovano
970 mg (94%) produktu ve formé Zlutého prasku. *H NMR (400MHz, DMSO-ds) & =
8.08 (dd, J = 1.6, 8.0 Hz, 1 H), 7.55 (s, 1 H), 7.12 (ddd, J = 1.7, 7.0, 8.3 Hz, 1 H), 7.08
(s, 1H),6.79 (dd, J = 1.1, 8.2 Hz, 1 H), 6.57 (ddd, J = 1.2, 7.0, 8.1 Hz, 1 H), 6.40 (br.
s., 2 H), 2.31 (s, 3 H), 2.29 (s, 3 H) ppm. 3C NMR (101MHz, DMSO-dg) & = 155.0,
154.6, 148.6, 139.1, 131.7, 131.4, 130.3, 129.9, 129.8, 127.8, 118.0, 116.2, 115.2,
114.6, 19.8, 18.9 ppm. MS: 266,03 [M+H]"; 264,09 [M-H]".

4.2.7. 3-(2-Aminofenyl)-6,7-dichlorchinoxalin-2(1H)-on
H,N

Cl N
JOH
Cl N O
H
1,34 g (3,85 mmol) N-(2-(6,7-dichlor-3-o0x0-3,4-dihydrochinoxalin-2-
yDfenyl)acetamidu bylo rozpusténo v roztoku 3,36 g KOH (38 mmol) v 14 ml smési

EtOH:H20O v objemovém poméru 1:1. Reakéni smés byla refluxovdna pies noc

(pfiblizn€ 18 h). Po ukonceni refluxu byl roztok ochlazen na laboratorni teplotu a
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pfidanim ziedéné kyseliny octové byl vylou€en produkt jako oranzové srazenina. Tato
srazenina byla odsata, promyta kyselinou octovou a vodou a vysusena. Bylo izolovano
1,1 g (94%) produktu ve formé& oranzového prasku. *H NMR (400MHz, DMSO-Ds) & =
8.17 -8.13 (m, 1 H), 8.12-8.09 (m, 1 H), 7.47 - 7.42 (m, 1 H), 7.17 - 7.11 (m, 1 H),
6.80 (dd, J = 1.1, 8.3 Hz, 1 H), 6.55 (ddd, J = 1.2, 7.0, 8.1 Hz, 1 H), 6.59 (br. s, 2 H)
ppm, ¥C NMR (101MHz, DMSO-ds) & = 156.8, 155.2, 149.2, 132.5, 131.6, 131.1,
128.8, 124.4, 117.0, 116.4, 116.3, 114 ppm. MS: 305,95 [M+H]*; 303,97 [M-H],
teplota tani: 275-285°C, >350 °C viz diskuse.

4.2.8. 2-(2-(3-Oxo-3,4-dihydrochinoxalin-2-yl)fenyl)diazosulfonat

2 g (8,4 mmol) 3-(2-aminofenyl)chinoxalin-2(1H)-onu bylo rozsuspendovano ve
smési 250 ml H20 s 25 ml HCL. Po vychlazeni na 0 °C v ledové lazni byl k suspenzi
ptikapan roztok NaNOz (620 mg, 8,9 mmol) v 25 ml vody. Po ptidani dusitanu byl
roztok ponechan michat do rozpusténi veskeré pevné latky. Do tohoto roztoku byl pfilit
roztok 52 g NaxSOs (415 mmol) v 250 ml H20 vychlazeny na 10 °C. Roztok byl dale
michan v ledové lazni. Po pll hodin€é byla odsata vyloucena pevna latka, ktera byla
promyta mate¢nym louhem a ledovou vodou. Izolovéano 2,8 g (98%) produktu ve formé
zlutého pragku. *H NMR (400MHz, DMSO-dg) & = 12.42 (br. s., 1 H), 7.80 - 7.74 (m, 1
H), 7.69 - 7.58 (m, 4 H), 7.57 - 7.51 (m, 1 H), 7.37 - 7.27 (m, 2 H) ppm. **C NMR viz
diskuse. MS: 223,06 [M-(N=N-SO3")+H]*; 328,94[MT, teplota tani: 229-232 °C.

4.2.9. 2-(2-(6,7-Dimethyl-3-oxo0-3,4-dihydrochinoxalin-2-
yl)fenyl)diazosulfonat

265 mg 3-(2-aminofenyl)-6,7-dimethylchinoxalin-2(1H)-onu (1 mmol) byl
rozsuspendovan pomoci sonifikace v 80 ml H,O s 610 pL HCI (5 mmol). Tato suspenze
byla vychlazena v ledové 1azni na 0 °C. Po vychlazeni bylo piikapano 76 mg NaNO>
(1,1 mmol) v 7,6 ml studené H20. Po 2,5h michani v ledové lazni byl roztok rychle
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zfiltrovan a k filtratu byl pfilit roztok 5 g Na2SO3 (40 mmol) v 50 ml H20. Roztok byl
ponechan stat dva dny v lednici (4-8 °C). Po dvou dnech byla vysrazena latka odsata,
promyta mate¢nym louhem a studenou vodou. Bylo izolovano 221 mg (61%) produktu
ve formé zlutého prasku. *H NMR (400MHz, DMSO-dg) & = 12.27 (s, 1 H), 7.65 - 7.55
(m, 4 H), 7.53 (s, 1 H), 7.09 (s, 1 H), 2.33 (s, 3 H), 2.29 (s, 3 H) ppm. *C NMR
(101MHz ,DMSO-dg) 6 = 157.1, 154.4, 149.4, 139.7, 134.7, 131.6, 131.0, 130.5, 130.4,
129.8, 128.6, 118.0, 115.3, 19.8, 18.9 ppm. MS: 278,21 [M-(SO3’)+H]"; 249,09 [M-
(N=N-SO3)]’, teplota tani: 197-201 °C.

4.2.10. 2-(2-(6,7-Dichlor-3-o0x0-3,4-dihydrochinoxalin-2-
yDhfenyl)diazosulfonat

“03S.. N
O5S. -

445 mg 3-(2-aminofenyl)-6,7-dichlorchinoxalin-2(1H)-onu (1,5 mmol) bylo
rozpusténo ve 45 ml THF ke kterému bylo ptidano 22 ml H>O. K tomuto roztoku bylo
pridano 637 pL HCI (7,5 mmol). Tato smés byla vychlazena v ledové lazni na teplotu 0
°C. Ktomuto roztoku byl piikapan roztok 115 mg NaNO: (1,65 mmol) v 11 mi
vychlazené H20. Smés byla nasledné ponechdna michat 2 h v ledové lazni a poté byl
pfidan roztok 7,5g Na2SO3 (60 mmol) v 75 ml H20. Po pfiblizné 30 minutach se zacala
vyluCovat zluta sraZzenina. Reak¢ni smés byla pies noc ponechana v lednici (4-8 °C).
Tato sraZenina byla druhy den odsata a promyta studenou vodou. Z filtratu bylo
odpafeno THF a vyloucend sraZenina odsata. Celkem bylo ziskano 500 mg (85%)
produktu ve formé Zlutého prasku. *H NMR (400MHz ,DMSO-Dg) & = 12.65 - 12.45
(m, 1 H), 8.03 (s, 1 H), 7.72 - 7.61 (m, 4 H), 7.48 (s, 1 H) ppm. MS: 318,91 [M-SOs’
+2H]" ; 288,97 [M-(N=NSO3)], teplota tani: 296-306°C
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4.2.11. 1-(1H-Indazol-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-on

H
N
N

L
)

4.2.11.1. Rozkladem diazosulfondtu
2,6 g 2-(2-(3-0x0-3,4-dihydrochinoxalin-2-yl)fenyl)diazosulfonatu (7,9 mmol)

bylo ptidano do roztoku 250 ml H20 a 25 ml HCI vyhtéaté na 100 C a zahtivano po dobu
15 minut. Po 15 minutidch doslo ke zméné barvy roztoku ze zluté na oranzovou a po
ochlazeni na pokojovou teplotu byla vylouc¢ena srazenina odsata a promyta vodou. Bylo
ziskano 1,7 g smési, ktera byla dale rekrystalizovana ze smési kyseliny octové a voda.
Bylo izolovano 1,42 g (71%) produktu ve formé bilosedého pragku.!H NMR (400MHz,
DMSO-de) 6 =13.31 (s, 1 H), 11.26 (s, 1 H), 7.70 (dd, J = 0.8, 8.2 Hz, 1 H), 7.63 - 7.60
(m, 1 H), 7.44 (ddd, J = 1.0, 7.0, 8.3 Hz, 1 H), 7.18 - 7.06 (m, 4 H), 7.04 - 6.99 (m, 1 H)
ppm. 3C NMR (101MHz, DMSO-ds) & = 153.1, 141.1, 136.6, 130.1, 128.8, 126.9,
122.1, 121.0, 120.8, 120.7, 116.9, 110.7, 109.4, 109.3 ppm. MS: 250,95 [M+H]";
248,76 [M-H], teplota tani: 318-320 °C.

4.2.11.2. Primo z amino derivatu
1,87 g 3-(2-aminofenyl)chinoxalin-2(1H)-onu (5,7 mmol) bylo rozsuspendovano

v roztoku 250 ml H2O s 3,9 ml H.SOa. Tato suspenze byla vychlazena v ledové lazni na
0 °C. Po vychlazeni byl ptidan roztok 597 mg NaNO: (8,65 mmol) v 50 ml vychlazené
vody. Po rozpusténi pevné latky, byl tento roztok prilit k roztoku 15,5 g Na,SOs (123
mmol) ve 100 ml vody. Tato smés byla ponechana michat 30 minut pfi pokojové teploté
a nasledn¢ refluxovana 2 hodiny. Po ukonceni refluxu byla reakce ponechdna chladnout
pfi pokojové teploté do druhého dne. Vylou€end sraZenina byla odséta, promyta vodou
a rekrystalizovana ze smési kyseliny octova a voda. Bylo ziskano 670 mg produktu
(34%) ve formé& bilosedého prasku, ktery se shodoval s produktem ptipravenym

rozkladem diazosulfonatu ve vSech aspektech (NMR, MS).
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4.2.12. 1-(1H-Indazol-3-yl)-5,6-dimethyl-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-

on

H

/N
T
N

I o
N
H

265 mg 3-(2-aminofenyl)-6,7-dimethylchinoxalin-2(1H)-onu (1 mmol) bylo
rozsuspendovano v 56 ml H.O a 9 ml HCI. Tato suspenze byla vychlazena v ledové
lazni na 0 °C. K této suspenzi byl ptikapan roztok 76 mg NaNO2 (1,1 mmol) v 7,6 ml
vychlazené vody. Po 45 minutach byla suspenze pfilita do roztoku 1,9 g Na>SOs (15
mmol) v 40 ml H2O. Tento roztok byl ponechan 30 minut pfi laboratorni teploté a
nasledné vlozen do olejové 1azné€ a refluxovan 1 hodinu. Po ukoncéeni refluxu byla smés
ochlazena na pokojovou teplotu a dale ponechana do druhého dne v lednici (4-8 °C).
Druhy den bylo odsato 170 mg oranzové pevné latky, kterd byla pieciSténa pomoci
sloupcové chromatografie (mobilni faze EtOAc:hexan 1:1 v/v). Bylo ziskano 40 mg
nazloutlé latky, ktera byla dale preciSténa pomoci semipreparativniho HPLC. Bylo
ziskano 23 mg produktu (9%) ve formé bilosedého prasku. *H NMR (400MHz ,DMSO-
ds) 6 = 13.35 (br. s, 1 H), 11.18 - 10.99 (m, 1 H), 7.69 - 7.65 (m, 1 H), 7.60 (d, J = 8.5
Hz, 1 H), 7.45 - 7.40 (m, 1 H), 7.14 (s, 1 H), 6.90 (s, 1 H), 6.90 (s, 1 H), 2.23 (s, 3 H),
2.17 (s, 3 H) ppm. C NMR (101MHz, DMSO-ds) & = 153.2, 141.1, 136.8, 129.7,
128.6, 128.2, 126.8, 126.8, 120.7, 120.6, 116.8, 110.7, 110.3, 110.2 ppm. MS: 279,03
[M+H]*; 277,08 [M-H]", teplota tani: 277-279 °C.

4.2.13. 5,6-Dichlor-1-(1H-indazol-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-on
H

N
Cl N
L
cl N
500 mg 2-(2-(6,7-dichlor-3-o0x0-3,4-dihydrochinoxalin-2-
yl)fenyl)diazoesulfonatu (1,26 mmol) bylo vloZeno do roztoku 115 ml H,O s 15 ml HCI
a zahiivano na olejové 1azni na 100 °C po dobu 25 minut. Po ochlazeni na laboratorni

teplotu bylo =ziskdno 360 mg smési, ktera byla pieciSténa pomoci kolonové

chromatografie (mobilni faze DCM:MeOH 40:1 v/v). Bylo ziskano 220 mg produktu
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(45%) ve formé oranzového prasku. 'H NMR (400MHz ,DMSO-dg) § = 13.36 (s, 1 H),
11.62 (s, 1 H), 7.76 (dd, J = 0.8, 8.2 Hz, 1 H), 7.62 (td, J = 0.8, 8.5 Hz, 1 H), 7.45 (s, 1
H), 7.37 (s, 1 H), 7.32 (s, 1 H), 7.17 (s, 1 H) ppm. 3C NMR (101MHz, DMSO-ds) & =
152.8, 141.1, 136.0, 129.7, 129.0, 127.0, 124.1, 123.0, 120.9, 120.8, 116.4, 110.9,
110.7, 110.6 ppm. MS: 318,96 [M+H]"; 316,98[M-H], teplota tani: 341-344 °C.

4.2.14. N-(2-nitrobenzyliden)anilin

oo™
NO,

3,5 g 2-nitrobenzaldehydu (23,1 mmol) bylo pfidano k 5,2 g anilinu (55,9 mmol)
a hodinu zahtivano na 100 °C. Po ukonceni zahiivani a ochlazeni na pokojovou teplotu
byla ziskana olejovita latka, kterd byla rozpusténa v 25 ml diethyletheru, vysusena
MgSOs a ether byl odpaten. Ziskany olej byl rozpustén v EtOH a po ptidani malého
mnozstvi vody (<0,5 ml) se vyloucila Zluté krystalicka latka, ktera byla odstata, promyta
ethanolem a vysuSena. Celkem bylo ziskano 3,46 g produktu (66%) ve formé zlutych
krystalkti. *H NMR (400MHz, DMSO-ds) § = 8.87 (s, 1 H), 8.18 (dd, J = 1.4, 7.8 Hz, 1
H), 8.12 (dd, J = 1.2, 8.1 Hz, 1 H), 7.87 (tt, J = 0.6, 7.6 Hz, 1 H), 7.80 - 7.75 (m, 1 H),
7.49 - 7.43 (m, 2 H), 7.33 - 7.27 (m, 3 H) ppm. MS: 226,95[M+H]", teplota tani: 60-62
°C (lit. 64-66 °C).

4.2.15. N-(2-aminobenzyliden)anilin

@NQ
NH,

1,3 g N-(2-nitrobenzyliden)anilinu (5,7 mmol) bylo rozsuspendovano v 25 ml
EtOH. Do této suspenze bylo pfidano 1,9 g NaS.3H20 (14,25 mmol) a tato smés byla
zahfivana na 65 °C po dobu 15 minut. Po ochlazeni na pokojovou teplotu, byla tato
smés nakapana do 30 ml ledové vody. Vylou€ena srazenina byla odsata a promyta
vodou. Bylo ziskdno 665 mg produktu (60%) ve formé tmavého prasku. *H NMR
(400MHz, DMSO-dg) 6 = 8.68 - 8.60 (m, 1 H), 7.49 - 7.35 (m, 4 H), 7.27 - 7.21 (m, 2
H), 7.20 - 7.15 (m, 1 H), 6.83 - 6.73 (m, 1 H), 6.64 - 6.56 (m, 1 H), 3.36 (s, 2 H) ppm.
13C NMR (101MHz, DMSO-ds) & = 163.4, 151.5, 149.6, 134.5, 131.8, 129.2, 125.4,
120.9, 116.4, 115.3, 114.7 ppm. MS: 197,13[M+H]", teplota tani: 80-82 °C.
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4.2.16. Kyselina 2-nitroskoricova
o)

WOH
NO,

K 8,6 g 2-nitrobenzaldehydu (57 mmol) v 14,3 ml EtOH bylo pifidano 6,52 g
kyseliny malonové (62,7 mmol) a 1,4 ml pyridinu. Tato smés byla refluxovana ptes noc
(~16 hodin). Po ochlazeni na pokojovou teplotu, byla vylou¢ena latka odsata a promyta
studenym EtOH. Bylo izolovano 5,7 g produktu (52%) ve formé svétlého prasku. H
NMR (400MHz, DMSO-ds) 6 = 12.73 (br. s., 1 H), 8.09 - 8.04 (m, 1 H), 7.95 - 7.91 (m,
1H),7.86(d,J=16.0Hz, 1 H),7.80-7.74 (m, 1 H), 7.69 - 7.63 (m, 1 H), 6.53 (d, J =
15.8 Hz, 1 H) ppm. 3¥C NMR (101MHz, DMSO-ds) & = 166.88, 148.29, 138.85,
133.87, 130.82, 129.35, 129.25, 124.66, 123.84 ppm. MS: 192,16[M-H], teplota tani:
241-243 °C.

4.2.17. Methylester kyseliny 2-nitroskoricové

©\/\)\o/
NO,

1,12 g Kys. 2-nitroskoficové (5,8 mmol) bylo vlozeno do 35 ml MeOH a
nasledné bylo pfidano 0,8 ml H2SO4. Smés byla refluxovana ptes noc (~16 hodin). Po
ochlazeni na pokojovou teplotu byla smés zneutralizovana roztokem NaHCO3, béhem
této neutralizace se vyloucilo malé mnoZstvi svétlé srazeniny. Tato suspenze byla
extrahovana 3x 35 ml DCM. Organické faze byly spojeny, vysuSeny MgSOs a
odpateny. Bylo izolovano 1,12 g produktu (93%) ve formé& Zlutohnédého prasku. ‘H
NMR (400MHz, DMSO-ds) 6 = 8.10 - 8.07 (m, 1 H), 7.96 - 7.94 (m, 6 H), 7.94 - 7.90
(m,7H),7.79 (t, J=75Hz,1H), 7.71 - 7.66 (m, 1 H), 6.64 (d, J = 16.1 Hz, 1 H), 3.75
(s, 1 H) ppm. 3C NMR (101MHz, DMSO-dg) § = 166.0, 148.3, 139.7, 134.0, 131.1,
129.4,129.2, 122.3, 51.9, 24.6 ppm. MS: 206,82 [M-H], teplota tani: 70-72 °C.
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4.2.18. Kyselina 2-aminoskoricova
O

©\/\)J\OH
NH»

7,05 g heptahydratu siranu Zeleznatého (25,3 mmol) bylo rozpusténo ve vod¢ a
zahtato (60-70 °C). Do tohoto roztoku byl pfilit roztok 580 mg kys. 2-nitroskoficové (3
mmol) v 1,9 ml 5M NHs a 4,7 konc. NHs. Tato smés byla zahtivana na 60-70 °C po
dobu 30 minut. Po ukonceni zahfivani byla reak¢éni smés za horka zfiltrovana pies celit.
Filtra¢ni kolac byl povaien v IM roztoku NaOH a zfiltrovan. Po spojeni filtrati doslo
k vylou¢eni namodralé pevné latky (pravdépodobné vyloucené Zelezo), ktera byla
odsata. Filtrat byl okyselen na pH 4 pomoci kyseliny octové a nasledné extrahovéan do
EtOAc (3x 60 ml). Spojené organické faze byly promyty solankou (2x 50 ml), vysuSeny
MgSOs a rozpoustédlo bylo odpateno. Bylo ziskano 233 mg produktu (53%) ve formé
zlutého prasku. *H NMR (400MHz, DMSO-dg) d = 12.17 (br. s, 1 H), 7.81 (d, J = 15.7
Hz, 1 H),7.41(d, J=7.8Hz, 1 H), 7.06 (t, J=7.5Hz, 1 H), 6.68 (d, J = 8.0 Hz, 1 H),
6.53 (t, J = 7.4 Hz, 1 H), 6.26 (d, J = 15.7 Hz, 1 H), 5.54 (br. s., 2 H) ppm. **C NMR
(101MHz, DMSO-ds) 6 = 168.1, 148.1, 140.3, 131.1, 127.2, 117.8, 116.4 ppm. MS:
187,03 [M+Na]*; 162,04 [M-H], teplota tani: 154-155 °C.

4.2.19. Methylester kyseliny 2-aminoskoricové

@(\)J\O/
NH,

620 mg methylesteru kyseliny 2-nitroskoticové (3 mmol) bylo rozpusténo v 20

ml EtOAc. K tomuto roztoku bylo pfidano 3,4 g SnCl2.2H20 (15 mmol) a smés byla

refluxovana 1 hodinu. Po ukonceni refluxu a ochlazeni na pokojovou teplotu byl EtOAc

roztokem NaHCOa3. Organicka faze byla vysuSena MgSOs a odpafena. Bylo ziskano

400 mg produktu (67%) ve formé hnédozluté pevné latky. *H NMR (400MHz, DMSO-

ds) 6 =7.88 (d, J =158 Hz, 1 H), 7.44 (dd, J = 1.5, 7.9 Hz, 1 H), 7.07 (s, 1 H), 6.69

(dd,J=1.0,8.2 Hz, 1 H), 6.56 - 6.50 (m, 1 H), 6.36 (d, J = 15.8 Hz, 1 H), 5.60 (s, 2 H),

3.70 (s, 3 H), 3C NMR (101MHz, DMSO-dg) & = 167.1, 148.3, 140.8, 131.4, 127.3,
117.5, 116.5, 116.4, 114.9, 51.2 ppm. MS, teplota tani: 57-59 °C.
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4.2.20. 2,2-Dimethyl-5-(2-(2-(3-0x0-3,4-dihydrochinoxalin-2-
ylfenyl)hydrazono)-1,3-dioxan-4,6-dion
0._0

ﬂI
oN

O HN

N\
S

237 mg 3-(2-aminofenyl)chinoxalin-2(1H)-onu (1 mmol) bylo suspendovano v

-

30 ml H2O a 3 ml koncentrované HCI (34 mmol). Tato suspenze byla vychlazena
Vv ledové 1azni na 0-5 °C a poté byl piikapan roztok 76 mg NaNO> (1,1 mmol) v 7,6 ml
H20 vychlazeny na 5 °C. Tato suspenze byla ponechana v ledové 1azni, dokud nepiesla
v roztok (30-45 minut). Nerozpusténé zbytky byly odstranény filtraci a k vzniklému
roztoku byl pfilit roztok 5,64 g octanu sodného (69 mmol) a 145 mg meldrumovy
kyseliny (1 mmol) v 25 ml vody. Z roztoku se po chvili zacala vyluCovat srazenina.
Tato suspenze byla ponechana ptes noc v lednici (4-6 °C). Druhy den byla sraZenina
odsata, promyta vodou a vysuSena. Bylo izolovdno 324 mg produktu ve formé
7lutooranzové pevné latky (82 %). *H NMR (400MHz, DMSO-dg) & = 14.79 (br. s., 1
H), 12.74 (br.s., 1 H), 8.32 (d, J=7.5Hz, 1 H), 8.02 (d,J =8.2Hz, 1 H), 794 (d, J =
80Hz,1H),7.64 (dt,J=1.4,79Hz,1H),759 (dt,J=1.4,7.7Hz, 1 H), 7.42-7.33
(m, 3 H), 1.72 (s, 6 H) ppm. *C NMR (101MHz, DMSO-dg) & = 158.8, 154.2, 153.6,
139.9, 132.2, 131.7, 131.4, 131.1, 130.9, 129.1, 125.2, 123.4, 117.2, 115.1, 114.0,
105.2, 27.0 ppm, MS: 392,95 [M+H]"; 390,98 [M-H], teplota tani: 238-241 °C.

4.2.21. Diethyl 2-(2-(2-(3-ox0-3,4-dihydrochinoxalin-2-
yDfenyl)hydrazono)malonat

0.0

H
N
ey
O N
N0
H

237 mg 3-(2-aminofenyl)chinoxalin-2(1H)-onu (1 mmol) bylo suspendovano v

30 ml destilované vody. Byly pfidany 3 ml koncentrované HCI a smés byla vychlazena
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Vv ledové 1azni na 0-5 °C. Po vychlazeni byl pfikapan roztok 76 mg NaNO2 (1,1 mmol)
v 7,6 ml vody vychlazené na 4-6 °C. Po dvou hodinéach byl pfilit roztok 176 mg (1,1
mmol) diethyl malonatu a 5,64 g CH3COONa v 25 ml vody. Z roztoku se zacala
vyluCovat pevna latka. Tato smés byla ponechana pies noc v lednici (4-6 °C). Druhy
den byla vyloucena srazenina odsata a promyta matecnym louhem a malym mnozstvim
vody. Bylo izolovano 300 mg produktu (73%) ve formé zlutého prasku. *H NMR
(400MHz, DMSO-dg) 6 = 13.74 (s, 1 H), 12.79 - 1255 (m, 1 H), 8.21 (dd, J =1.2, 7.9
Hz, 1 H), 8.06 - 8.02 (m, 1 H), 7.76 (d, J = 8.3 Hz, 1 H), 7.60 - 7.52 (m, 2 H), 7.39 -
7.33(m,2H),7.21(dt,J=1.1,76Hz,1H),425(q,J=7.1Hz,2H),416(q,J=7.1
Hz, 2 H), 1.26 - 1.19 (m, 6 H) ppm. C NMR (101MHz, DMSO-ds) § = 162.6, 161.4,
1544, 154.3, 141.0, 132.1, 131.7, 131.2, 130.6, 128.8, 123.3, 122.7, 121.9, 115.9,
115.1, 61.0, 60.7, 14.0, 13.8 ppm. MS: 408,94 [M+H]"; 406,97 [M-H]", teplota tani:
198-204 °C.

4.2.22. (2-(3-0x0-3,4-dihydrochinoxalin-2-yl)fenyl)carbonohydrazonoyl
dikyanid
CN
H
NC)\\N’

490 mg 3-(2-aminofenyl)chinoxalin-2(1H)-onu (2,06 mmol) bylo suspendovano
v 60 ml vody a 1,1 ml koncentrované HCI. Tato suspenze byla vychlazena v ledové
lazni na 0-5 °C. Po vychlazeni byl pomalu pfidan roztok 156 mg NaNO2 (2,25 mmol) v
10 ml vychlazené vody (4-6 °C). Po 2 hodinéach byla nerozpusténa pevna latka odsata a
K filtratu byl pfilit roztok roztok 150 mg malononitrilu (2,25 mmol) a 17 g (20,6 mmol)
octanu sodného v 25 ml vody. Vyloucena srazenina byla odsata a promyta vodou. Bylo
izolovano 460 mg produktu (75 %) ve formé& tmavého prasku. 'H NMR (400MHz,
DMSO-de) 6 = 13.50 - 13.16 (m, 1 H), 12.77 (br. s., 1 H), 8.14 (d, J=7.7 Hz, 1 H), 7.89
(d,J=73Hz, 1 H), 7.69-7.64 (m,1H),762-755(m,2H), 7.39-7.32 (m, 3 H)
ppm. *C NMR (101MHz, DMSO-dg) & = 155.2, 154.6, 132.1, 131.9, 131.3, 131.2,
130.8, 128.5, 125.2, 124.0, 123.5, 117.7, 115.2, 109.7 ppm. MS: 221,02 [M-(NH-
N=C(CN)2]*, 318,08 [M-H], teplota tani: 262-268 °C.
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4.2.22. 4-Brom-2-nitroanilin
NH,
NO,

Br

5 g O-nitroanilinu (35,4 mmol) bylo rozpusténo ve 100 ml kyseliny octové a
zahtato na 60 °C. K tomuto roztoku bylo béhem 45 minut po malych davkach ptridano
6,3 g NBS (35,4 mmol). Po ukonceni piidavku NBS byla reak¢ni smés ponechana jesté
2 hodiny pti 55 °C. Po 2 hodinach byla reak¢ni smés vlita do smési 250 g ledu a 250
vody za michani a nasledné¢ ponechana pies noc v lednici (4-6 °C). Vysrazena
zlutooranzova latka byla odsata, promyta vodou a vysuSena. Bylo izolovano 7,1 g
produktu ve formé oranzovozluté pevné latky (93 %). *H NMR (400MHz, DMSO-ds) &
=8.02(d,J=2.1Hz,1H), 751 (br.s.,2H), 7.47 (dd,J=2.1,9.3Hz,1H),6.95(d, J =
9.3 Hz, 1 H), *C NMR (101MHz, DMSO-ds) & = 145.3, 138.0, 130.6, 126.9, 121.4,
105.0 ppm. MS: 228,89 [M+H]", teplota tani: 99-102 °C.

4.2.23. 4-Brombenzen-1,2-diamin
NH,
NH,

Br

2,16 g 4-brom-2-nitroanilinu (10 mmol) bylo rozsuspendovano v 25 ml EtOH.
K této suspenzi bylo ptidano 11,3 g SnCl2.2H20 (50 mmol) a smés byla refluxovana
pies noc (~20 h). Po ukonceni refluxu byla reakce ochlazena na pokojovou teplotu a
vznikla HCI byla zneutralizovana 50 ml 2M NaOH (100 mmol NaOH). Vysrazena
kasovita latka byla odsata a filtracni kola¢ byl promyt diethyletherem. Filtrat byl
extrahovan diethyletehrem a organicka faze byla vysuSena Na;SOs a odpafena.
Olejovity zbytek byl rozpustén v 4 ml DCM a za michani byl pifikapavan petrolether
(asi 30 ml) a vyloucend pevna latka byla odsata, promyta petroletherem a vysuSena.
Bylo izolovano 1,26 g produktu ve formé& Sedobilého prasku (68 %). 'H NMR
(400MHz, DMSO-de) 6 =6.64 (d, J =2.2 Hz, 1 H), 6.47 (dd, J = 2.2, 8.2 Hz, 1 H), 6.42
(d, J=8.2 Hz, 1 H), 4.63 (br. s., 4 H) ppm. *C NMR (101MHz, DMSO-dg) & = 136.98,
134.23, 118.96, 115.98, 115.49, 107.84 ppm, teplota tani: 58-62 °C.
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4.2.24. N-benzyl-2-nitroanilin

5e.0

Smés 2,76 g o-nitroanilinu (20 mmol) a 4,05 g benzylbromidu (24 mmol) ve 40
ml H20 bylo refluxovano 3 hodiny. Po ochlazeni na pokojovou teplotu bylo k reakci
ptidano 1,7 g pevného NaHCO3 (19,2 mmol). Roztok byl extrahovan 3x 50 ml EtOAc.
Organickd faze byla vysuSena Na;SOs a odpafena za vzniku Cervenooranzové latky
obsahujici smés produktu a vychozi latky. Tato smés byla pfecisténa pomoci kolonové
chromatografie, mobilni faze EtOAc:Hexan 1:9. Bylo izolovano 2,64 g produktu ve
formé Servené pevné latky (58%). *H NMR (400MHz, DMSO-ds) & = 8.64 (d, J = 5.8
Hz, 1 H), 8.12 - 8.04 (m, 1 H), 7.44 (tddd, J =0.7, 1.5, 7.0, 8.6 Hz, 1 H), 7.39 - 7.31 (m,
4 H),728-723(m,1H),692(d,J=87Hz 1H),6.70-6.64 (m, 1H),463(d,J=
6.1 Hz, 2 H) ppm. ¥C NMR (101MHz, DMSO-ds) § = 144.9, 138.4, 136.3, 131.3,
128.5, 127.0, 126.9, 126.2, 115.4, 114.9, 45.7 ppm. MS: 195,04 [M+H]*; 193,07 [M-H]
, teplota tani: 68-72 °C.

4.2.25. 3-(2-Hydrazinylfenyl)chinoxalin-2(1H)-on

it
H,N
N\
Soe
120 mg (0,5 mmol) 3-(2-aminofenyl)chinoxalin-2(1H)-onu bylo rozpusténo v 15
ml koncentrované HCI a vychlazeno v ledové lazni na 0-5 °C. K tomuto roztoku byl
pomalu ptidan roztok 38 mg NaNO2 (1,1 mmol.) v 3,8 ml vody vychlazené na 4-6°C.
Po 30 minutdch michani bylo k roztoku diazoniové soli pfiddno 225 mg (1 mmol)
SnCl>.2H20, pticemz doslo k vylouceni tmavé pevné latky. Tato smés byla michana
dalsi dv€ hodiny v ledové lazni. Po dvou hodinach byla reakéni smés zneutralizovana
pomoci 9,61 g KOH v 25 ml H20 a 8 ml 20% roztoku Na>COs. Takto zneutralizovany
roztok byl odpafen dosucha na vakuové odparce. Suchy zbytek byl vloZen na kratkou
silikagelovou vrstvu (3x5 c¢cm) a produkt byl eluovan pomoci smési hexan:EtOAc 1:1 a
dale gistym EtOAc. Izolovano bylo 78 mg (62%) produktu ve formé zlutého prasku. H
NMR (400MHz, DMSO-ds) 6 = 9.61 (s, 1 H), 8.18 (id, J = 1.0, 8.1 Hz, 1 H), 7.67 (td, J
=0.9, 84 Hz, 1H),7.46-7.38 (m, 2H),7.25(ddd, J =0.9, 7.0, 8.1 Hz, 1 H), 6.99 -
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6.90 (m, 1 H), 6.82 (dd, J = 1.4, 8.0 Hz, 1 H), 6.70 - 6.58 (m, 1 H), 4.92 (s, 2 H) ppm.
13C NMR (101MHz, DMSO-ds) & = 160.9, 142.1, 141.6, 138.0, 126.3, 125.7, 125.2,
124.0, 122.1, 121.7, 121.4, 116.8, 116.6, 111.1 ppm. MS: 253,06 [M+H]*:121,11 [M-
H], teplota tani: 174-180 °C.

4.2.26. 5,7-Dihydrochinoxalino[2,3-c]cinnolin

N

AN
@[ I\ _NH

NTN

H

45 mg 3-(2-hydrazinylfenyl)chinoxalin-2(1H)-onu bylo rozpusténo v 10 ml
koncentrované kyseliny octové a refluxovano pies noc (18 h). Po ukonceni refluxu a
ochlazeni na laboratorni teplotu byla kyselina octova odpatfena. Olejovity odparek byl
suspendovan v malém mnozstvi vody a zfiltrovan. Bylo ziskédno 13 mg (31%) produktu
ve formé svétlého prasku. *H NMR (400MHz, DMSO-Ds) § = 13.62 (s, 1 H), 12.97 (s,
1 H), 854 (d, J=8.0Hz 1H),7.76 - 7.71 (m, 1 H), 7.67 - 7.63 (m, 1 H), 7.55 - 7.50
(m, 1 H), 7.50 - 7.45 (m, 1 H), 7.34 - 7.29 (m, 1 H), 7.26 - 7.18 (m, 2 H) ppm. 3C NMR
(101MHz, DMSO-ds) 6 = 147.2, 144.0, 141.2, 135.9, 134.2, 126.8, 122.6, 122.0, 121.7,
121.4, 120.9, 118.8, 111.3, 110.6 ppm. MS: 234,15 [M+H]*; 233,18 [M-H], teplota
tani: 274-282 °C.

4.2.27. Kyselina 2-(1H-indazol-3-yl)octova

COOH
©f\<’;
N

H

147 mg 2-aminoskoficové kyseliny (1 mmol) bylo rozpusténo v 10 ml zfedéné

HCI (HCl:voda 1:9 v/v). Tento roztok byl vychlazen v ledové lazni na teplotu 0-5 °C a
nasledné byl pomalu piikapan studeny (4-6 °C) roztok 76 mg NaNO> (1,1 mmol) v 7,6
ml H20. Smés byla ponechana 1,5h v ledové lazni a nasledné¢ bylo ptidano 252 mg
pevného NaSO3 (2 mmol). Reakce byla ponechdna michat v ledové 1azni po dalsi 2h a
nasledné byla ponechana do druhého dne v lednici pfi teploté 4-6°C. Druhy den byla
z reak¢ni smési odfiltrovana svétla srazenina a filtrat byl extrahovan do ethylacetatu. Po
odpareni rozpoustédla byl odparek rozpustén v 5 ml MeOH, zfiltrovan a opét odpaten.
Bylo izolovano 60 mg produkut (35%). 'H NMR (400MHz, DMSO-ds) & = 13.16 -
11.85(m,1H),7.72(d,J=81Hz,1H),750(d,J=83Hz,1H),7.33(t,J=75Hz,1
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H), 7.09 (t, J = 7.4 Hz, 1 H), 3.93 (s, 2 H) ppm. *C NMR (101MHz, DMSO-de) & =
171.8, 140.9, 139.2, 126.0, 122.0, 120.3, 119.8, 110.1, 33.2 ppm. MS: 177,04 [M+H]";
175,06 [M-H]"

4.2.28. 1-(1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-1H-indazol-3-yl)-1H-

benzo[d]imidazol-2(3H)-on
O

N
N

N
Crp-
N

250 mg 1-(1H-indazol-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-onu (1 mmol) bylo
rozsuspendovano v 15 ml DCM. K této suspenzi bylo pfidano 22 mg pTSA (0,1 mmol)
a dale 252 mg (174 pl) 3,4-dihydro-2H-pyranu (3 mmol). Tato smés byla ponechana
michat 24 hodin pii pokojové teploté. Po 24h byl vznikly roztok natedén 15 ml DCM a
3x extrahovan nasycenym roztokem NaHCOs. Organicka faze byla vysusena MgSO4 a
odpaiena a produkt byl piecistén pomoci kolonové chromatografie, mobilni faze
DCM:MeOH 50:1. Bylo izolovano 155 mg produktu (47%) ve formé bilozlutého
prasku.'H NMR (400MHz, DMSO-ds) & = 11.30 (s, 1 H), 7.82 (dd, J = 0.6, 8.6 Hz, 1
H), 7.79-7.75(m, 1 H), 7.53 - 7.48 (m, 1 H), 7.25 - 7.21 (m, 1 H), 7.21 - 7.19 (m, 1 H),
7.13 - 7.10 (m, 2 H), 7.07 - 7.02 (m, 1 H), 5.96 (dd, J = 1.9, 9.5 Hz, 1 H), 3.96 - 3.90
(m, 1 H), 3.83-3.76 (m, 1 H), 2.46 - 2.36 (m, 1 H), 2.06 (d, J = 10.3 Hz, 1 H), 1.85 -
1.38 (m, 4 H) ppm. *C NMR (101MHz, DMSO-ds) & = 152.9, 140.5, 136.5, 129.7,

128.9, 127.3, 122.3, 121.4, 121.4, 121.1, 117.9, 110.7, 109.5, 109.3, 83.9, 66.5, 28.8,
24.7,22.1 ppm. MS: 335,07 [M+H]"; 333,06 [M-HT, teplota tani: 79-81 °C.

4.2.29. 6-brom-1-(1H-indazol-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-on
H

N

IO

Br N
\CE /EO

N

H
50 mg 1-(1H-Indazol-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-onu (0,2 mmol) bylo
rozpusténo v 8 ml EtOH. K tomuto roztoku bylo béhem 5 minut ptidano 61 mg (0,34
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mmol) NBS. Po dvou hodinach byl EtOH odpafen a zbytek byl ptecistén pomoci
kolonové chromatografie (mobilni faze acetonitril:toluen 3,5:1 v/v). Po odpafeni
rozpoustédla byl zbytek suspendovan v horké vodé¢ a odsat. Bylo izolovano 45 mg
produktu ve formé bilého prasku (69 %). 'H NMR (400MHz, DMSO-ds) § = 13.34 (s, 1
H), 11.47 (s, 1 H), 7.74 (d, J =82 Hz,1H), 7.62 (d, J =84 Hz, 1 H), 744 (t, J =75
Hz, 1 H),7.31(s,1H),7.26 (d,J=8.2Hz,1H),7.17 (t, J=7.4Hz, 1H),7.07 (d,J =
8.2 Hz, 1 H) ppm. ¥C NMR (101MHz ,DMSO-ds) § = 152.8, 141.1, 136.2, 131.2,
128.2, 127.0, 124.6, 120.9, 120.8, 116.5, 112.6, 112.1, 111.0, 110.7. MS:329,00; 331,01
ppm. [M+H]*; 327,06; 329,05 [M-H]".
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5. Zavér

V teoretické ¢asti byl popsan postup syntézy a identifikace 1-(1H-Indazol-3-yl)-
1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-onu (1). Nasledné byla stru¢né rozebrana syntéza a
biologicka aktivita nékterych heterocykli a jejich derivati. Konkrétné se jednalo o

derivaty chinoxalinu, indazolu a benzimidazol-2-onu.

Byly optimalizovany podminky kondenzace N-acetylisatinu s derivaty o-
fenylendiaminu a pomoci téchto podminek bylo pfipraveno 5 derivati chinoxalinu (3
diive nepftipravené). V piipad¢é 4-brombenzen-1,2-diaminu vznikala smés polohovych
izomerl, kterou se nepodafilo rozdé¢lit. Naslednou deacetylaci, diazotaci a cyklizaci
pomoci nadbytku sifi¢itanu sodného byly pfipraveny 3 derivaty (1) substituované

Vv polohach 5 a 6. Nitroderivat (15) se pii deacetylaci rozkladal.

1-(1H-Indazol-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-on (1) byl dale podroben
perifernim modifikacim. Podminky benzylace pomoci benzylbromidu nebo
benzylalkoholu za Mitsunobu podminek se nepodafilo uspokojivé optimalizovat a
monobenzylovany derivat se nepodafilo pfipravit. Bromaci (1) pomoci nadbytku NBS
se podafilo pfipravit monobromovany derivat (33). Struktura tohoto produktu byla

potvrzena pomoci 2D NMR.

Redukci diazoniové soli pfipravené z aminofenylchinoxalinu (18) se podatilo
ptipravit hydrazino derivat (34), ktery byl nasledné uspésné cyklizovan na chinoxalino-

cinnolin (35).

Diazotaci kyseliny 2-aminoskoficové a naslednou reakci vzniklé diazoniové soli

se sifi¢itanem sodnym se podafilo ptipravit kyselinu 2-(1H-indazol-3-yl)octovou.

Mechanismus piesmyku diazosulfonatu na cilovy 1-(1H-Indazol-3-yl)-1H-
benzo[d]imidazol-2(3H)-on byl zkouman pomoci HPLC-MS, nicméné se nepodafilo

zachytit a strukturné identifikovat jednotlivé intermediaty této reakce.

U pftipravenych latek byla testovana jejich biologicka aktivita. Jednalo se o testy
inhibice CKD2, cytostatické aktivity proti liniim K562 a MCF7 a také antimikrobidlni
aktivitu vac¢i B.Subtilis a M.Luteus. V pripad¢ inhibice CDK2 se jako nejucingjsi
inhibitor ukazala latka (23) (ICso= 19,7 uM). Aktivitu proti bunéénym liniim se
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nepodafilo pfesné¢ ur€it, jelikoz vSechny latky byly Spatné rozpustné. VéEtSina

ptipravenych latek vykazovala slabou antimikrobialni aktivitu. Proti B.Subtilis se

vvvvvvv
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6. Seznam zKkratek

Ac.0

AK

Bn
BretPhoss

CDI
EDIPA
DBU
DHP
DMA
DMF
Dppf
EGME
EtoNH
EtOAc
HPLC-MS
Ch

iPr
KOAc
LTMP
NBS
NMR
NNRTI
Pd2dbas
pTSA
tbut
THF
X-phos
DCM

acetanhydrid

aminokyselina

benzyl
2-(dicyclohexylphosphino)3,6-dimethoxy-2',4",6'-triisopropyl-1,1'-
bifenyl

karbonyldiimidazol

diisopropylethylamin
1,8-diazabicykloundec-7-en
3,4-dihydro-2H-pyran

dimethylacetamid

dimethylformamid
1,1’-Bis(difenylfosfino)ferrocen
ethylenglykolmethyl ether

diethylamin

ethylacetat

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrie
cyklohexyl

isopropyl

octan draselny

lithium tetramethylpyperazin

N-bromsukcinimid

nuklearni magneticka rezonance

nenukleosidovy inhibitor reverzni transkriptasy
tris(dibenzylidenaceton)palladium
para-toluensulfonova kyselina

terc-butyl

tetrahydrofuran
2-dicyclohexylfosfino-2',4",6'-triisopropylbifenyl
dichlormethan
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