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1. UVOD

Kyselina 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoova predstavuje velmi vyhodnou
vychozi slouc¢eninu pro chemické transformace nejriiznéj$iho typu. Kromé
nukleofilni substitutce v polohach 2 a 4 je mozno modifikovat také
karboxylovou skupinu ¢i redukovat a dale modifikovat nitroskupinu v poloze ¢.
5. Navzdory tomuto potencialu byla 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoova kyselina
vyuzita v chemickém vyzkumu jen velice zfidka, pfestoze se jedna o komercné
velmi dobie dostupnou chemikalii.

Volbou vhodnych reaktanti Ize vySe uvedené typy reakci pouzit pro
vystavbu heterocyklickych skeleti riizného typu. Tyto heterocykly mohou byt
generovany bud’to transformaci nitro-chloro seskupeni nebo karboxy-fluoro
seskupeni. V nékolika ojedin€lych pracech byla popsana vystavba 5-7 ¢lennych
cyklid (Obr.1). Pfiprava bisheterocyklickych sloucenin, tj. skeletli obsahujicich
dva heterocykly zaroven, byla v literatufe popsdna pouze jednou (viz. reSerSni
cast). Predlozend prace je zameéfena na rozpracovani této metodiky, pricemz

voln€ navazuje na predchozi bakalarskou praci.

Obrazek 1: Nekteré typy heterocykld pripravené z 2-fluor-4-chlor-5-

nitrobenzoové kyseliny jako vychozi latky
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2. CiL PRACE

Cilem této prace je vyvoj syntézy novych bisheterocyklickych derivati z
kyseliny 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoové pomoci syntézy na pevné fazi. Jako
vychozi latka byl pouzit vhodné chranény ethylendiamin imobilizovany na
aminomethylovou pryskyfici s navdzanym kysele labilnim linkerem
benzaldehydového typu (4-(4-formyl-3-methoxyfenoxy)maselna kyselina).
Schema 1 ukazuje retrosynteticky postup piipravy benzodiazepinového
intermediatu, jehoz ptiprava byla v literatufe nedavno popséana a jehoz syntéza je
soucasti této prace. Naslednou transformaci pak mél byt piipraven imidazolovy

cyklus na opacné stran¢ molekuly vedouci k cilovym tricyklickym slou¢eninam.

Schema 1: retrosynteticky postup piipravy cilovych derivati
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Cilem préce bylo ovéfeni reakénich podminek pro modelové vychozi latky,
optimalizace jednotlivych reakénich krokd, pfiprava a izolace n€kolika cilovych

sloucenin a jejich plné charakterizace.



3. TEORETICKA CAST
3.1. Vyuziti kyseliny 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoové

k piipravé heterocyklickych sloucenin

Jednim z faktorti umoziujicim pouziti této kyseliny k tvorbé heterocykla
je jeji komer¢ni dostupnost. V literatufe je popsdna metoda vyuzivajici kyselinu
2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoovou Kk pfipravé dusikatych heterocykli
s proménlivou velikosti cyklu. Strategie je zalozena na syntéze intermediatu |

pomoci syntézy na pevné fazi, pri¢emz je pouzit kysele labilni linker™.

Schema 1: piiprava intermediatu | pomoci kyseliny 2-fluor-4-chlor-5-

nitrobenzoové
HOOC NO,
HOOC NO, i
Pol Cl
F Cl Pol/ ~H

(e}
Ao
_ Pol NH
O
Pol AN
H_N
2 (e}

N
R,= propyl, benzyl, cyklohexyl

R,=H, C¢H;CH, , C;H,COCH,
(i) 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoova kyselina, DMSO, DIEA

(i) amin, DMSO
(iii) 2-bromacetofenon, TEA, DMF nebo benzylbromid, DIEA, DMF

Zintermediatu | byla déale wuvedena pfiprava benzimidazola,

benzotriazolii, chinoxalinont a benzodiazepindioni, viz schema 2.



Schema 2: souhrn typt derivatl ptipravenych z intermediatu 1
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2 | 2 |
R, Ry
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H.N z (o) HN }\1
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l:21
Chinoxalinony Benzodiazepindiony

Dalsi prace popisuje ptipravu derivati 4,7,8-trisubstituovanych-1,2,3,4-
tetrahydrobenzo[e][1,4]diazepin-5-ont vznikajicich opét z kyseliny 2-fluor-4-
chlor-5-nitrobenzoové?. Tyto slou€eniny vznikaji modifikaci ,,nitro-chlor strany*
a ,.karboxy-fluor strany* vyse uvedené kyseliny.

Ptiprava téchto derivati s vyuzitim syntézy na pevné fazi spocivala
V navazani N-(2-aminoethyl)-2-nitrobenzenesulfonamidu (takzvany ,,nosylovany
ethylendiamin®) na polystyrenovou pryskyfici (1), ndsledovalo navazéani kyseliny
2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoové (ii), po té bylo vyuzito Mitsunobu reakce (iii).
Pouzité alkoholy pro Mitsunobu reakci jsou uvedeny ve schématu 4. Po
Mitsunobu reakci byla provedena deprotekce aminoskupiny, pfi které dochazelo
zarovenn k nukleofilni substituci vyménou atomu chloru za thioalkohol (iv).
Sedmiclenny kruh byl poté spontanné uzavien a kyselinou trifluoroctovou
nasledné doslo k odStépeni intermedidtu 11 z polymerniho nosice. VSe naznacuje

schema 3.

Schema 3: piiprava heterocykla 11
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(i) N-(2-aminoethyl)-2-nitrobenzensulfonamid, AcOH v DMF, potom NaBH(OAc),
(i) 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoové kyselina, DIEA, DMSO

(iii) alkohol, DIAD, PPh,, bezvody THF

(iv) merkaptoethanol, DBU, DMF

(v) TFA v DMF

Schema 4: pouzité alkoholy pro Mitsunobu reakci

S S h A
7 on N/ J

Z kyseliny 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoové byla také popsana ptiprava 3-
hydroxy-6-nitrochinolin-4(1H)-ont opét pomoci syntézy na pevné fazi. Prvnim
krokem je reakce kyseliny 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoové na polystyrenovou
pryskyfici s navazanym aminem (i). Nasledné se provede substituce nukleofilni
na atomu chloru vhodnym aminem (ii) a potom dojde k esterifikaci karboxylové
skupiny pomoci bromoketonu (iii). Vznikly meziprodukt je odstépen z
pryskyfice s vyuzitim kyseliny trifluoroctové (iv) a dale pak dochazi k cyklizaci
v prostiedi kyseliny sirové (v) za vzniku cilovych hydroxychinolinond I11. Sled

reakci je uveden na schématu 5.

Schema 5: ptiprava 3-hydroxy-6-nitrochinolin-4(1H)-ont
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(i) 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoové kyselina, DMSO, DIEA
(ii) amin, DMSO

(iif) bromketon, TEA, DMF

(iv) TFA, DCM

(v) H,S0,

Aminy pouzité pro substituci nukleofilni (vyména atomu chloru) jsou
uvedeny spolu s bromoketony vyuzitymi pro esterifikaci imobilizované kyseliny

ve schématu 6.

Schema 6: Aminy a bromoketony vyuzité v piipravé derivata

hydroxychinolinonti
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3.2. Zpusoby pripravy derivati benzimidazolu

Benzimidazoly jsou heterocyklick¢ slouceniny skladajici se
Z benzenového jadra, na které je prikondenzovan imidazol. Jednou z mnoha
syntetickych cest vedoucich k derivatim benzimidazoli je pfiprava ze
slouc¢eniny 1V, reakce je uvedena na schématu 7. Touto reakci vznika

benzimidazol V.

Schema 7: pfiprava slou¢eniny V

’\\l 'L?/@ bezv. THF ©_</N O
N, N
/N / NH,

Dalsi derivaty benzimidazoli byly pfipraveny béhem studia kovovych
komplext ftalokyaninovych strukturalnich analogii. Schema 8 ukazuje
jednoduchou redukci nitroskupiny za pomoci chloridu cinatého v koncentrované
kyseliné  chlorovodikové,  pii¢emz  vznikne z  4-benzoylamino-5-
nitroftalodinitrilu V1 2-fenylbenzimidazol-5,6-dikarbonitril V11°.

Schema 8: redukce chloridem cinatym a cyklizace

H
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Zpusob jak ptipravit dal$i derivaty benzimidazold byl vyvinut za pouZiti
palladnatych soli katalyzujici intramolekuldrni aktivaci. Zafina se ze snadno
dostupného N-fenylbenzimidamidu V111 jako prekursoru, ktery vznika z anilinu
a nitrilu kyseliny benzoové. V reakci je pouzit komplex palladia. Pti reakci tedy

vzniké sloudenina 1X z N—fenylbenzimidamidu®. Uvedeno na schématu 9.

Schema 9: reakce N—fenylbenzimidamidu
H
H _ N
OO L O
N
HN

VIII IX

(i) [PACL(PhCN),], bezvody Cu(OAc),, TMTU, NMP

Dalsi piiprava vybranych derivatd benzimidazolt spociva v reakci
intermediatu X. Reakéni smés poskytuje slouceninu XI. Jiné reakéni podminky
davaji vzniku sloucenin¢ XII zintermediatu XI. Nutno podotknout, ze
sloucenina XII muize také vznikat ze slouceniny Xl, a to plisobenim zvySené

teploty’. Reakce jsou uvedeny na schématu 10.

Schema 10: schema ptipravy slouc¢enin XI a XI1I
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(i) KOH, K,;Fe(CN),, H,O-dioxan, 20°C
(if) KOH, K;Fe(CN),, H,O-dioxan, reflux
(iiii) teplota



Dalsi metodou k ziskani benzimidazolil je pfiprava benzimidazola XIII,
X1V, XIX a XXI9. K pripravé téchto sloucenin se vychazi ze 4 metod ptipravy
oznacenych A-D.

Mectoda A je =zalozena na cyklokondenzaci o-fenylendiaminu
s bromkyanem, ktera davé vzniku benzimidazolu XII1.

Pro pfipravu benzimidazoll metodou B se vychazi z 2-nitroanilinu a
tiikrokovou syntézou se dojde k benzimidazolu XIV. Metodu A i B znazormuje
schema 11.

Vmetod¢e C se vyuzivda cyklokondenzace o-fenylendiaminu
s intermediatem XV za vzniku intermediatu XVI.

Metoda D je zaloZena na podobném principu. Zacind se z intermediatu
XVII, ktery musi byt nejprve zredukovan pomoci vodiku a pak se nésledné
provede kondenzacni reakce s intermedidtem XV za vzniku intermediatu XVIII.

Ve schématu 12 je uvedena metoda C spolu s metodou D.

Schema 11: metoda A i B vedouci k benzimidazolim XI11 a X1V

metoda A

H
R, NH, _ R, N
O e L

N
R; NH, R;

Xl
metoda B

COOH

Rl N02 || Rl N
L, =
R; NH, R; N

XV

R,=H-,CH,0-,CH,0CH,CH,0-,i-C;H,0-

R,=H-,CH,0-,CH,0CH,CH,0-,i-C;H,0-,CF,-,CH,00C-

(i) CNBr
(i) H,/Ni, CNBr, alkyl akrylat



Schema 12: metoda C a D vedouci k benzimidazolim XVI a XVII|I
Metoda C

2 2 (@] Rz
(6]

XV XVI
R,=H-,CH,0-,CH,0CH,CH,0-,i-C;H,O-
R,=H-,CH,0-,CH,;OCH,CH,O-,i-C;H,0-,CF,-,CH,00C-

(i) TEA,THF
Metoda D
Rl NH cl . Rl N H
ii
+ >:N >7_//0 , I;[ )—N cl
R; NO, cl R N >/-—//
0 0
xvil XV XVIII

R,=H-,CH,0-,CH,0CH,CH,0-,i-C,H,0-

R,=H-,CH,0-,CH,OCH,CH,O-,i-C,H,0-,CF,-,CH,00C-

(ii) H,/Ni, THF, TEA

Dalsi metoda ptipravy benzimidazold vyuzivéd jako vychozi latku 1,2-
dinitrobenzen, ze které se nasyntetizuje cilovy 2-alkyl-5,6-dikyanobenzimidazol
XX119). 1,2-dinitrobenzen reaguje jodaci za vzniku jodovaného intermedidtu
XIX. Jodovany meziprodukt XIX se zredukuje. Po redukci nitroskupin u
intermediatu X1X vznika intermediat XX, ktery kyanizaci déale reaguje za vzniku

intermediatu XXI. Sled reakci je znazornén na schématu 13.

10



Schema 13: ptiprava meziproduktu XXI

NO, _ I NO,
|
cro . XX
NO, | NO,

XIX

J ii
iii :@i
-
| NH,

NC NH,
XXI XX
(i) I, H,SO,

(i) Fe, HCI,Ethanol
(iii) CUCN,NMP

Meziprodukt XXI reaguje cykliza¢ni reakci s vybranymi aldehydy za
vzniku substituovanych benzimidazoli XXII. Pfipravu kone¢nych 2-alkyl-1-

propyl-5,6-dikyanobenzimidazolti ukazuje schema 14.

Schema 14: ptiprava 2-alkyl-1-propyl-5,6-dikyanobenzimidazolt

NC NH, i NC N
T — L=
NC N

NC NH,

XXI XXII

@i O
-0

(i) R-CHO, FeCl;, O,, NMP nebo pentanol

11



Jednou z dalsich moznych piiprav derivati benzimidazolil muze byt
cyklizaéni reakce, kdy se misto aldehydu pouzije 2-hydroxyisomaselna kyselina
XX a jako dehydratacni ¢inidlo se zde vyuzilo tzv. Burgessovo Cinidlo, neboli
methyl N-(triethylammoniumsulfonyl)karbamat XXIV. Z této reakce vznika
benzimidazol XXV, jak je uvedeno na schematu 15.

Schema 15: ptiprava benzimidazolu XXXIV
COOH

OH

XXIV
XXVa - R,= CN, R,= CF,

XXVb - R;=R,= Cl

Dalsi prace popisuje pfipravu vznik ligandii pro ruthenaté komplexy“).
Tyto ligandy obsahuji ve své struktufe benzimidazolovy zéklad. Jako vychozi
latky pro vySe uvedené ligandy je vyuzito tosylované¢ho intermedidtu XXVI,
ktery poskytuje s intermediatem XXVII cyklizaéni reakci benzimidazol

XXVIII, ktery je uveden na schematu 16.

Schema 16: ptiprava tosylovaného benzimidazolu XXVIII
NH

XXVI XXVIII

Byly pfipraveny také derivaty benzimidazoll, které se podileji jako

inhibitory topoisomerazy 2. Tyto derivaty se piipravuji klasickou kondenzaci

12



aldehydil se substituovanymi o-fenylendiaminy.

Jako vychozi latky byl vyuzit o-

fenylendiamin XXIX reagujici s aldehydem XXX za vzniku benzimidazolu

XXXI.

Schema 17: vznik benzimidazolu XXXI
Ry NH, OHC NO, i
O
Rz NHz NO2
XXIX

XXX

R,= Br, p-Cl-fenyl
R,=H, Br

R;= OH, n-propyl, CF;, CI

(i) nitrobenzen

Dalsi reakei kdy vznikaji derivaty benzimidazoll je reakce intermediatu

XXXII s kyselinou trifluoroctovou za vzniku benzimidazolu XXXI11. Reakce je

uvedena na schématu 18.

Schema 18: vznik benzimidazolu XXXIII

NC NH
\©: 2 CF,COOH OHC
_ =
NH,

XXX
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H

N
)—CF,

N
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3.3. Biologicka aktivita derivati benzimidazolu

Rozmanitost biologické aktivity derivati benzimidazoll je v literature
popsana z divodu intenzivnich studii této skupiny latek. Vybrané benzimidazoly
byly klasifikovany napf. jako inhibitory heparanasy. Heparanasa je enzym, ktery
degraduje heparansulfat v extracelularni matrix a bazalni membrané. Podili se na
invazi nddorovych bun¢k, angiogenezi a jinych fyziologickych a patologickych
procesech. Mezi témito derivaty jsou slouceniny XXXIV a XXXV. IC50 u
slouceniny XXXIV je 0.93uM a u slouceniny XXXV 0,29uM™®. Slouceniny
XXXV a XXXV jsou uvedeny na schématu 19.

Schema 19: slouceniny XXXIV a XXXV

H H
XN H H — 4

XXXIV XXXV

OMe
Br

Dalsi  derivaty benzimidazoli  vykazovaly antiprotozoalni a
protinadorovou aktivitu. Antiprotozoalni aktivita byla zaméfena na Giardia
intestinalis, Entamoeba histolytica a Trichomonas vaginalis. Antiprotozoalni
aktivita se tykala vSech testovanych sloucenin XXVI. Protinddorova aktivita
byla zjisténa u 5,6-dichlor-2-pentafluorethylbenzimidazolu XXXVII, a to
zejména proti nadorovym bunéénym liniim prsu a prostaty14). Slouceniny
XXXVI s antiprotozoalnim ucinkem a 5,6-dichlor-2-
pentafluorethylbenzimidazol ~XXXVII s protinadorovou  aktivitou  jsou

znazornény ve schématu 20.

14



Schema 20: slouceniny s antiprotozoalni a protinarovou aktivitou

Antiprotozoalni aktivita Protinadorova aktivita
Rl
R, N Cl N
\
N>_R5 I;[ \>_C2F5
R3 H cl N
R4
XXXV XXXVII
XXXVla R;,R;R,=H, R,=Br, R,=CF,

R 4
XXXVIb R,,R,=H, R,,R,=Br, R;=CF,
XXXVic R
XXXVId R,,R,,R,= Br, R,=H, R,=CF,
XXXVle R,,R,R
XXXVIf R;,R,=H, R,,R,=Cl, R;=C,Fy = XXXVII
XXXVIg R;,R,=H, R,,R,=NO,, R,=CF,
XXXVIh R;,R,,R4R,=Br, R;=C,F;
XXXVl Ry,R5=Br, R,,R,=H, R;=SCH,CH,N(CH,),

Mezi zajimavou biologickou aktivitu patii také derivaty benzimidazold,
které se tadi mezi inhibitory topoisomerasy I. Zkoumanim bi- a ter-
benzimidazoli bylo zjisténo, Ze se chovaji jako inhibitory sav¢i topoisomerasy 1.
Struktura bi- a ter-benzimidazoli je uvedena na schématu 21 (slouceniny
XXXV a XXXIX). Topoisomerasa I patii mezi enzymy, které rozstépuji
jedno vlakno dvousroubovice DNA a tim zabranuji pfekrouceni dvousroubovice
DNA. Inhibitori topoisomerasy I muize byt vyuzito jako protinadorovych

i1
1égivty.

Schema 21: struktura bi- a ter-benzimidazola

15



R

H H
1 /) R
R

2

XXXVII
R,= fenyl, Br
R,= fenyl,OCH,4
R,= H, CF,
NC N
H
N
—
N CF,
XXXIX

Dalsi derivaty benzimidazoll se uplatituji jako selektivni inhibitory Rho
kinasy. Rho kinasa patii do skupiny enzymi, které jsou vSudyptitomné a hraji
dilezitou roli v zakladnich signalnich drahach. Pfi aktivaci tohoto enzymu
dochazi k bunéénym procesiim, jako jsou kontrakce, migrace, adheze a regulace

16)

cytoskeletu Inhibitory Rho kinasy XL, XLI a XLII jsou uvedeny na

schématu 22.

Schema 22: inhibitory Rho kinasy

H

N O

=
AT e
| |
N~ [\~

Z\ ZT

5.

XL XLI
X=0, CH, R,=H, OMe, OPr, F, Br,CN
H
N (0]
/
HZNYN\ N
I
N~ R
2
¢}
XL

R,= Me, NH,, N(CH,),
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V nedavné dobé¢ byl popsan 7-(benzimidazol-1-yl)-2,4-
diaminoquinazolin XLIII, ktery se chova jako inhibitor dihydrofolat reduktasy.
Antibakterialni G¢inky této latky byly zkouSeny na bakterii Staphylococcus
aureus. Vznik bakteriadlni rezistence nckterych bakterii zplUsobuje vyznamné
zdravotni problémy, jednou z nejznaméjSich je MRSA (methicillin rezistentni
Staphylococcus aureus). Dihydrofolat reduktasa katalyzuje NADPH dependentni
redukci dihydrofoldtu na tetrahydrofolat, to je dilezité pro syntézu purini a
nékterych aminokyselin.  7-(Benzimidazol-1-yl)-2,4-diaminoquinazolin  je
vysoce selektivni inhibitor bakteridlni dihydrofolat reduktasy a je 46 700krat
selektivnéjsi k bakteridlni dihydrofolat reduktasy (K;=0,002 nM) nez k savci
dihydrofolat reduktase (K;=93,5 nM)!). Na schématu 23 je uveden

7-(benzimidazol-1-yl)-2,4-diaminoquinazolin.

Schema 23: 7-(benzimidazol-1-yl)-2,4-diaminoquinazolin

/1
N
/Z/ NH,
N=— N<Q:<
N
\N_/<
NH,

XL
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3.4. Priprava vybranych derivata 1,2,3,4-tetrahydro-5H-1,4-

benzodiazepin-5-oni

Uz na zacCatku teoretické Casti této diplomové prace bylo popsano nékolik
piiprav  4,7,8-trisubstituovanych  1,2,3,4-tetrahydrobenzo[e][1,4]diazepin-5-
2)

ond”. Pfi pfipravé téchto derivati byla vyuzita kyselina 2-fluor-4-chlor-5-

nitrobenzoova jako prekursor.

Jednoducha piiprava, kterd vede piimo k 1,2,3,4-tetrahydro-5H-1,4-
benzodiazepin-5-onu XLV vychazi z 3,4-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2,5-
dionu XLIV. Reakce probiha v pritomnosti suchého tetrahydrofuranu a

LiALH4,18). Reakci naznacuje schema 24.

Schema 24: vznik 1,2,3,4-tetrahydro-5H-1,4-benzodiazepin-5-onu

och oS

XLIV XLV

(i) LIAIH,, THF

Derivaty benzodiazepinonu se mohou pfipravit z triazolovych derivati
XLVI. Tyto derivaty reaguji s riznymi aminy za pfitomnosti triethylaminu nebo
amoniaku za vzniku sloudenin XLVIla-d*®. Vychozi latka XLVI a produkt
XLVIla-d jsou uvedeny na schématu 25.

Schema 25: ptipravené latky XLVI1la-d
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©:X cl R—NH, N
NN .

XLVI XLVlla-d

XLVIla X=COOMe, R=H

XLVIlb X=COOMe, R= \/\A

XLVIlc X=COOMe, R= \—Q

XLVIId X=CHO, R= \/\/OH

(i) XLVIla - AcCN; XLVIIb - TEA, toluen; XLVlic - TEA, toluen; XLVIId - TEA, DCM

V dalsi pripravé benzodiazepinonl je vyuzito amidu XLVIII a jeho
recyklizaci za pomoci ethanolického roztoku kyseliny chlorovodikové za vzniku
pyrrolo[1,2-a]diazepinového systému XL1Xa-d*®. Schema 26 naznacuje vznik

tohoto pyrrolo[1,2-a]diazepinového systému.

Schema 26: vznik pyrrolo[1,2-a]diazepinového systému

=
R w, L v
1 2 (@) i Rl
N —_—
Y0,
@)
R, o
RZ
XLVIII XLIXa-d

XLIXa R,=H, R,= Br
XLIXb R,= OMe, R,= Br
XLIXc R,= OMe, R,= Me

XLIXd R,= OMe, R,= H

(i) HCI, ethanol
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Jednou ze zajimavych pfiprav derivati benzodiazepinontu je aplikace
syntézy na pevné fazi. Syntéza byla zahajena reakci aminu L s intemediatem L.
Vznikly sekundarni amin LIl byl podroben reakci se substituovanou kyselinou
anthranilovou. Amidace sekundarniho aminu LIl bylo dosazeno aktivaci
karboxylové skupiny S O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N9,N9-
tetramethyluronium PFg (HATU) v dimethylformamidu za vzniku intermediatu
LIIl. Dalsi krok syntézy je reduktivni aminace na volné NH, skupiné
intermediatu LIl za vzniku intemediatu LIV. Konecny krok byl uskutecnén
pomoci kyseliny mravenci, aby doSlo ke S$tépeni latky z pryskyfice. Timto

krokem vznikal finalni produkt LV, Reakéni sled je naznacen na schématu 27.

Schema 27: vznik produktu LV

o i 0 R
I 7~ 1N
POI/ Y\Br Pol Y\H

OMe
OMe R1—NH,

LI L LIl

OMe s

Rz iv o)
R,
/
LIV N

(i) R,NH,, DMSO

(i) anthranilova kyselina, HATU, DIEA, DMF
(iii) aldehyd nebo keton, AcOH, NaBH,CN,DMF
(iv) HCOOH
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Na schématu 28 jsou uvedeny substituenty pro produkt LV a strukturni
vzorec O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N® N°-tetramethyluronium PFgs (HATU)

vyuzivany pfi aktivaci karboxylové skupiny.

Schema 28: substituenty latky LV a vzorec HATU
Lva R,=fenethyl, R,=benzyl, R;=H
LVb R,=4-MeO-benzyl, R,=benzyl, R;=H
LVc R;=benzyl, R,=benzyl, R,=H
Lvd R,=isobutyl, R,=benzyl, R,=H
LVe R,=fenethyl, R,=3-Br-benzyl, R;=H
LVf R,=4-MeO-benzyl, R,=3-Br-benzyl, R;=H
LVg R,=benzyl, R,=3-Br-benzyl, R;=H

LVh R;=isobutyl, R,=3-Br-benzyl, R,=H | o N\\N

LVi R,=fenethyl, R,=cyklohexyl, R;=H N/ N\/ \N+\ PE
LVj R,=4-MeO-benzyl, R,=cyklohexyl, R,=H O\/( °
LVk R,=benzyl, R,= cyklohexyl, R,=H /N\

LVl R,=isobutyl, R,=cyklohexyl, R;=H

LVm R;=fenethyl, R,=benzyl, R,=p-ClI HATU

LVn R,;=4-MeO-benzyl, R,=benzyl, R,=p-Cl
LVo R;=benzyl, R,=benzyl, R;=p-ClI
LVp R,=isobutyl, R,=benzyl, R,=p-ClI

Dalsi reakci vedouci k derivatiim benzodiazepinonlim je Pd-katalyzovana
kondenzace N-allyl-2-aminobenzylaminovych derivati LVI s arylbromidy LVII
za vzniku benzodiazepinonu LVIII. Tato metoda je G¢inna pro celou fadu

riznych arylbromidovych couplingovych reaktantii®”. Reakce je uvedena na

schématu 29.

Schema 29: couplingova reakce arylbromidii za vzniku derivatd

benzodiazepinontl.
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Ar;—Br

NN
1 LVII Ar}

LVI LVIII

LVilla R=benzyl, Ar,=fenyl, Ar,= @COOtBu

i
LVIIb R=benzyl, Ar,=fenyl,Ar,=
LVIllc R=benzyl, Ar;=3,5-Cl,-C4H,, Ar,= \\—@

—N

LVIlld R=benzyl, Ar;=3,5-Cl,-C¢H,, Ar,= @
CF;
O
LVille R=oktyl, Ar,=fenyl, Ar,=

LVIIf R=oktyl, Ar,=fenyl, Ar,=

(i) Pd-ligand, NaOtBu, xylen



3.5. Biologicka aktivita derivatd 1,2,3,4-tetrahydro-5H-1,4-

benzodiazepin-5-oni

Pyrrolo [2,1-c] [1,4] benzodiazepiny jsou piirozené se vyskytujici
protinadorova antibiotika produkovana raznymi Streptomyces species. Tyto
derivaty jsou zndmy tim, Ze jsou schopné se kovalentné vazat s exocyklickymi
NH,-skupinami guaninu uvnitf malého zlabku dvousroubovice DNA se
sekven¢ni specifitou pro 5’-purin-guanin-purinové sekvence. Jako priklad se
mize uvést protinadorové antibiotikum antramycin LIX a tomaymycin LX?¥.

Ob¢ struktury jsou uvedeny na schématu 30.

Schema 30: struktura antramycinu L1X a tomaymycinu LX

(0]
H,N o
— ) \ OMe
N N
OH
N N
HO H OH MeO

LIX LX

Dalsi biologicka aktivita je spojena s dopaminovymi(D2,D4) a
serotoninovymi(SHT 14, 5HT2) receptory. 4-Arylpiperazin-1-yl-substituované
2,3-dihydro-1H-1, 4 - a 1 H-1,5-benzodiazepiny LXII a LXIIl a jejich aza-
analogy byly hodnoceny jako potencialni ligandy receptory D4. Strukturné se
vychdzelo ze znamého atypického antipsychotika clozapinu LXI. Ukézalo se
vSak, ze nékteré slouceniny maji piekvapiveé vyssi selektivitu nez clozapin, a to
zejména kreceptoru D2. Byla také stanovena aktivita nékterych latek
k serotoninovym receptorﬁmlg). Schema 31 ukazuje clozapin a z n€ho odvozené

slouceniny.

Schema 31: clozapin a odvozené slouceniny
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3.6. Vybrana analoga cilovych bisheterocyklickych sloucenin

V této kapitole se pojednéava o piipravé a biologickych vlastnostech bis a
polyheterocyklickych slouceninach, které predstavuji analoga cilovych derivatu.
Bis a polyheterocyklické slouCeniny zde prezentované se zde tedy skladaji
Z centralniho  benzenového jadra, na jehoz protilehlych stranach jsou
piikondenzované heterocyklické skelety.

Literatura popisuje napf. syntetickou cestu, kterd vede k t€émto derivatim
ze slouceniny 11. Sled reakci vedoucich ke sloucening 11 byl uveden ve schématu
3. Bylo vyuzito syntézy na pevné fazi a sloucenina Il byla navazana polymerni
nosi¢. Imobilizovand sloucenina Il se nejprve nechala namesylovat, nasledné
probéhla redukce nitroskupiny a cyklizace. Po odstépeni z pryskyfice pomoci
triflouroctové kyseliny se ziskava sloudenina LXIV?. Sled reakei je uveden na

schématu 32.

Schema 32: ptiprava slouc¢eniny LXIV
POl\L/\N/\\N—R POI\L/\NﬁN—R

(@)
s S
/// NO, NO,

HO 0-50 i
/ 2

Pol
\ F’OI\L/\N N—R

L\\
IS N
NH
N " ( i
o R
[S 3
R= ethyl, benzyl H R

o
(i) MsCl, pyridin LXIV
(i) SnCl,-2H,0, DIEA, DMF
(iii) DIEA, DMSO
(iv) TFA, DCM
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Dalsi moznou pfipravou alternativnich bisheterocykli je detosylace
benzimidazolu XXVIII v prostredi kyseliny sirové, kdy vznikd benzimidazol
LXV. Naslednou reakci s benzilem LXVI dojde ke kondenzaci za vzniku

slougeniny LXVI1*Y. Reakce je uvedena na schématu 33.

Schema 33: ptiprava ligandu LXVII

XXVIII LXV

LVI

aRse et
siaaac

LXVII

(i) H,0, H,SO,

Jina prace popisuje piipravu isoindolobenzazepinu LXIX, ke kterému
vedou dvé syntetické cesty. Prvni znich pouziva intermediatu LXX jako
prekursoru a druhd vyuziva intermediatu LXXI. Otevienim Sesticlenného kruhu
vznikd z intermediatu LXX sloucenina LXXII a intermediatu LXXI sloucenina
LXXII. Ze sloucenin LXXII a LXXIII pak déale vznikd meziprodukt LXXIV,
jenz podléha cyklizaci a dava vzniku isoindolobenzazepinu LXIX?Y. Obg

metody jsou uvedeny na schématu 34.

Schema 34: ptiprava isoindolobenzazepinu LXIX
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Jednou ze zajimavych ptirodnich bisheterocyklll je khellin. Khellin je
obsazen v pakminu visnaga (Ammi visnaga), tato jednoleta bylina se vyskytuje
ve stifedozemi a péstuje se v severni Africe jako 1éCiva rostlina. Khellinové
produkty jsou komeréné dostupné na evropském trhu pro ordlni a parenteralni
podavani pii 1écbé bronchiadlniho astmatu a anginy pectoris jako vasodilata¢ni
latka. A. visnaga obsahuje spoustu pyranokumarini, jako napiiklad vySe

uvedeny khellin a visnadin. Tyto slouc¢eniny blokuji aktivitu vapenatych kanali

LXXIV

LXIX

COOC,H,

OMe

LXXI OMe

LXXII

/
DA

OMe

OMe

OMe

OMe

OMe

COOC,H,

OMe

a pouzivaji se mimo jiné také pii profylaxi a 1é€bé infarktu myokardu

Struktura khellinu a visnaginu je uvedena na schématu 35.
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Schema 35: khellin a visnagin

O OMe ] OMe
D LD
0 © 0 O

OMe

khellin visnagin

Dalsi pfirodni latka bergapten, kterd se nachazi v bergamotové silici, se
vyskytuje v Tongoloa silaifolia, tato rostlina se vyskytuje pfedev§im na
jihozapadé Ciny. V ¢inské mediciné jsou kofeny této rostliny pouzivany k 1écbé
traumatického poranéni, traumatického krvaceni, metroragie a revmatické

bolesti®®). Struktura bergaptenu je na schématu 36.

Schema 36: bergapten
@] O 0

~ Y

OMe

bergapten

Bergapten se také vyskytuje v Esenbeckia febrifuga. Esenbeckia

febrifuga je rostlina uZivana v brazilské Amazonii pii 16¢b& malarie?”
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Zamérem této diplomové prace byla priprava derivatii bisheterocyklickych
sloucenin pomoci syntézy na pevné fazi. Jako vychozi latka pro syntézu téchto
sloucenin byla vyuzita kyselina 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoova, jako vyborny

stavebni blok pro heterocykly.

Pocatecnim krokem syntézy byla pfiprava nosylovaného ethylendiaminu
la. Priprava se odvijela od pouziti ethylendiaminu, ktery byl zreagovan s 2-
nitrobenzensulfonylchloridem 2a za teploty -5°C v DCM. Tato reakce byla
také provedena s isomernim 4-nitrobenzensulfonylchloridem 2b, za vzniku
nosylovaného ethylendiaminu 1b. Po pfipravé nosylovaného ethylendiaminu
bylo nutné provést pieisténi pomoci sloupcové chromatografie, kde se
pouzivala mobilni smés iPrOH:NH3:H,O v poméru 5:1:1. Tato smés byla déle
odpatena na vakuové odparce a zlyofilizovana. Nutno dodat, Ze pfi lyofilizaci
obou isomerQ 2a a 2b se z asi cca 25% odstépoval oxid sitiCity a tim vznikala
sloucenina 3a a jeji isomer 3b, a tim padem byla z hlediska naseho cile
nepouzitelnd. Bohuzel se nepodafilo zjistit pfesné podminky rozkladu téchto
latek, ale nékteré Sarze pro slouceninu 2a se podafilo pfipravit Cisté, se kterymi
se mohlo dale pracovat. Vytézek latky la byl 75%. Schema 1 naznacuje

ptipravu nosylovaného ethylendiaminu 2a, 2b a vznik nezadouci latky 3a a 3b.

Schema 1: pribéh nosylace a nezadouci reakce vedouci k latce 3a a 3b
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Pred dalSim krokem bylo nutné pfipravit pryskyfici s navazanym
linkerem 4. K tomuto ué¢elu bylo vyuZzito aminomethylenové pryskyfice, ktera
se nejprve zalkalizovala pomoci DIEA a nésledn€ se nechala zreagovat s BAL
linkerem za ptfitomnosti HOBt a DIC v DCM a DMF v poméru 1:1. Pomoci
bromfenolové modfi se provedl test na volné aminoskupiny, ktery byl
negativni, a tim padem se takto pfipravend pryskyfice mohla pouzit
K reduktivni aminaci. Schema 2 ukazuje ptipravu pryskyfice s navazanym BAL

linkerem.

Schema 2: reakce BAL linkeru s aminomethylenovou pryskyfici
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Po pfipravé nosylovaného ethylendiaminu byla provedena reduktivni
aminace na pryskyfici. Pryskyfice snavdzanym aldehydickym linkerem
reagovala s nosylovanym ethylendiaminem l1a v suchém dimethylformamidu
za katalyzy kyselinou octovou za vzniku pfislusného iminu, ktery byl nasledné
bez izolace redukovan pomoci NaBH(OAC)s. Reduktivni aminaci vznikl
imobilizovany ethylendiamin s nosylovou skupinou 5. Reakce je uvedena na

schématu 3.

Schema 3: reduktivni aminace

ON oN
e} H N 9 (0]
ST N -8 — L __N d
PG> —
Pol H o Pol i \/\H I
o)
la
NaBH(OAC),
oozN
L N I
IS
Pol H o
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Nasledovala kvantifikace imobilizovaného ethylendiaminu 5. Protoze
nebylo mozné produkt 5 jednoduchym zpiisobem odstépit z pryskyftice, byla
kvantifikace provedena pomoci reakce s Fmoc-OSu, pii niz vznikl piislusné
chranény produkt 6. Po jeho odstépeni z polymerniho nosi¢e byla provedena
kvantifikace s pouzitim metody vné&jsiho standardu, ktery byl Fmoc-Ala-OH.
Loading pryskyfice 5 byl stanoven na 0,5 mmol/g, coz odpovida vytézku
reakce 42%. Schema 4 ukazuje strukturu Fmoc-OSu, standardu Fmoc-Ala-OH

a stanovovaného produktu 6.

Schema 4: Fmoc-OSu a Fmoc-Ala-OH

O e o,
O\\<o 0 . ’ N%
O 1]/ COOH

Fmoc-OSu Fmoc-Ala-OH

o) H
Y g
o ) _d

I
HO

Jo "

Po urceni loadingu pryskyfice byl imobilizovany derivat ethylendiaminu
5 zreagovan s kyselinou 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoovou 7 za vzniku
intermediatu 8. Reakce probéhla v ptitomnosti N,N-diisopropylethylaminu,
Cistota surového produktu stanovend pomoci HPLC po odstépeni
z polymerniho nosice byla 96%. Schema 5 ukazuje reakci s kyselinou 2-fluor-

4-chlor-5-nitrobenzoovou.

Schema 5: navazani kyseliny 2-fluor-4-chlor-5-nitrobenzoové 7 na

imobilizovany derivat ethylendiaminu 5
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Po ziskani intermediatu 8 byla provedena Mitsunobu reakce. Tato reakce
se provadi v suchém tetrahydrofuranu za ptitomnosti trifenylfosfinu (PPhs),
diisopropyl azodikarboxylatu (DIAD) 9 a pfislusného alkoholu. V této praci
byla reakce provedena se dvéma riznymi alkoholy, které déavaly rizné
vysledky. V prvnim piipadé byl pouzit 2-(2-thienyl)ethanol 10. V tomto
pfipadé poskytovala reakce dva majoritni produkty, pficemz molekulova
hmotnost jednoho z nich odpovidala monoalkylovanému produktu (HPLC
¢isota 16%). Z LC-MS analyzy nebylo moZné prokdzat, zda se jedna o derivat
s alkylovanou karboxylovou skupinou 12a nebo derivat s alkylovanou
sulfonamidickou skupinou 12b, protoze se v daném piipadé jedna o isomerni
slouceniny. Dale reakce poskytovala dialkylovany intermediat 12c, jehoZ obsah
byl 35%. Ve spektru vsak byla pfitomna fada dalsich neidentifikovatelnych
vedlejSich produktli (souhrnnd cistota mono a dialkylderivatu byla pouze
51%). Jako alternativni reagent byl proto pouzit benzylalkohol 11, ktery
poskytoval intermediat 13 s Cistotou 6%. Zde je mozné s jistotou usuzovat na
ptitomnost N-alkylovaného meziproduktu, protoze pii pozd€jsi denosylaci
(Schema 10) nebyla detekovana pfitomnost N-nesubstituovaného
benzodiazepinového produktu. Kromé meziproduktu 13 byl po Mitsunobu
reakci detekovan i vznik intermediatu 14 s Cistotou 76%. Schema 6 a 7

naznacuje Mitsunobu reakci.
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Schema 6: predpokladana Mitsunobu reakce s 2-(2-thienyl)etanolem, a
vzniklé derivaty 12b a 12¢
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Schema 7: Mitsunobu reakce s benzylalkoholem
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Dalsim krokem byla reakce intermediatd 13 a 14 po Mitsunobu reakci
s pentylaminem, benzylaminem a aminopropanolem za vzniku intermediati
15a-c a 1l6a-c. Reakce byla provadéna pomoci 10%-niho roztoku aminu
v dimethylsulfoxidu pfi 80°C. Reakce s benzylaminem probehla castecné
uspeésné, ale bohuZzel se ve spektru objevily dalsi, neidentifikovatelné latky.
Reakce s aminopropanolem prob&hla taktéz castecné a opét byla detekovana
smés neidentifikovatelnych latek. Reakce s pentylaminem béZela hladce, ale
dale byl ve spektru pfitomen intermediat 17, a to z cca 30% viz dale. Na
schématu 8 je predpokladany sled reakce a tabulka 1 shrnuje jednotlivé stupné

konverze pro pouzité aminy.

Schema 8: reakce intermediatt 13 a 14 s aminy
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Tabulka 1: stupné konverze reakci pro pouzité aminy

amin produkt Obsah dle HPLC

(%)

15a 5

pentylamin 16a 55
17 30

3-aminopropanol 150 0
16b 14

: 15¢ 2

benzylamin

16¢ 46

Zajimavosti reakce pentylaminu s intermediatem 14 byla skute¢nost, zZe

Castecné dochazelo k denosylaci a uzavieni sedmiélenného kruhu. Schema 9

naznacuje denosylaci, ktera probéhla asi z 30%, jak bylo uvedeno vyse.
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Schema 9: denosylace a cyklizace
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Po reakci pentylaminu se provedla denosylace na intermediatech 15a a
16a. Deprotekce se provedla pomoci merkaptoethanolu a 1,8-
diazabicykloundec-7-enu DBU v dimethylformamidu. Oba intermediaty pii

reakci poskytly intermediat 17 s Cistotou 86%, jak je uvedeno ve schématu 10.

Schema 10: denosylace a vznik intermediatu 17
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Nasledujici reakce byla redukce nitroskupiny intermediatu 17. Byly
vyzkouSeny dvé metody této redukce. Prvni znich byla metoda, ktera
vyuzivala dithioni¢itanu sodného, uhli¢itanu draselného a tetrabutylammonium
hydrogensulfatu. Bohuzel tato redukce probé&hla z 26%, coz bylo nedostacujici
pro dalsi krok. Druhou testovanou redukci bylo pouZiti chloridu cinatého a
diisopropylethylaminu DIEA v dimethylformamidu, ktera poskytovala
intermediat 18. Cistota surového produktu byla 50%. Zbylych 50% tvofilo
neznamy intermediat o M,=461, jednalo se pravdépodobné o neznamy adukt

slouceniny 18 s TFA. Schema 11 naznacuje redukci nitroskupiny.
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Schema 11: redukce nitroskupiny pomoci SnCl;

Y "
N N SnCl, N N
H
/ e / J
Pol /

Pol

17 18

Konecnou reakci byla cyklokondenzace intermediatu 18 s vybranymi
aldehydy, ktera byla provadéna pii zvysené teploté. Cyklokondenzace vedla k
finilnim slou¢enindm 19a-g. Reakce probéhla uspésné s benzaldehydem,
pyridin-4-karbaldehydem a furfuralem za vzniku slou¢enin 19a-c. U 4-
anisaldehydu reakce probihala z cca 23%, u vanilinu reakce probé¢hla z 2%, u
4-nitrobenzaldehydu z 3% a u acetaldehydu z 15% (slouceniny 19d-g), ve
vSech téchto pfipadech vSak vznikaly rizné meziprodukty a tedy bohaté smési
latek. Schema 12 naznacuje reakci intermedidtu 18 s vybranymi aldehydy a

tabulka 2 shrnuje stupn¢ konverze jednotlivych reakci.

Schema 12: cyklokondenzace s vybranymi aldehydy
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Tabulka 2: stupné konverze reakci s riznymi aldehydy

Cistota dle HPLC

aldehyd produkt (%)
benzaldehyd 19a 88
pyridin-4-karbaldehyd 19b 91
furfural 19¢ 90
4-anisaldehyd 19d 23
vanilin 19e 4
4-nitrobenzaldehyd 19f 3
acetaldehyd 199 15
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5. EXPERIMENTALNI CAST

Pouzité pristroje a metody

HPLC-MS analyza byla provedena na UHPLC-MS systému, skladajiciho se
z UHPLC chromatografu Acquity s detektorem fotodiodového pole a jednoduchého
kvadrup6lového hmotnostniho spektrometru (Waters), za pouziti kolony X-Select
C18 pii teploté 30 °C s pritokovou rychlosti 600 ul.min™. Nastiik vzorku &inil 5,0
ul, jeji slozeni bylo (A) amonium acetat ve vodé (0,01 M) : (B) acetonitril
S linearnim naprogramovanim od 10 % do 80 % (B) v pribéhu 2,5 minut,
udrzovany po dobu 1,5 minuty. Po dobu 1 minuty byla kolona ekvilibrovana za
pouziti 10 % roztoku (B). Zdroj APCI byl nastaven na vybijeci proud 5 pA,
odparovaci teplotu 350 °C a teplotu kapilary 200 °C.

Syntéza intermediatu 1a

Ethylen-1,2-diamin (41mmol, 2,74ml) byl rozpustén v DCM (22,5ml),
tento roztok se nechal zchladit pomoci ledu a NaCl na -5°C. Po té byl pfidan
roztok 2-nitrobenzensulfonylchloridu 2a (13,5mmol, 3g) v 90ml DCM
k pfedchozimu roztoku po kapkach béhem 45 minut. Reakéni smés se necha
zreagovat 60 minut. Nasledné se vysrazeny dinosylovany ethylendiamin
odfiltruje a zbyly intermediat la vroztoku se zakoncentruje V rotacni
vakuové odparce. Tento odparek je rozpuStén v 15 ml roztoku
IPrOH:NH3:H,O vpoméru 5:1:1 a pieCistén pomoci preparativni
chromatografie (mobilni faze iPrOH:NH3:H,O v poméru 5:1:1). Po té bylo

rozpoustédlo odpateno. VytéZek reakce je ptiblizn€ 75%.

Syntéza intermediatu 4

Aminomethylenova pryskyfice (1g, 1,2 mmol) byla promyta 3x DCM a
neutralizovana s DIEA v DCM (2ml, 5%) po dobu 5 minut a znovu promyta
3x DCM. Roztok 4-(4-formyl-3,5-dimethoxyfenoxy)maselné kyseliny (BAL
linker) (4 mmol, 953mg), HOBt (4 mmol, 613mg) a DIC (4 mmol, 620mg)
v DCM a DMF v poméru 1:1 (10ml) byl pfidan k pryskyfici. Reakce bézela
pfes noc za laboratorni teploty a po té se promyla 3x DMF a 3x DCM. Asi
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10mg pryskyfice bylo pouzito pro testovani volnych aminoskupin pomoci

bromfenolové modii (0,03 M) v DMF.

Syntéza intermediatu 5

Aminomethylenova pryskyfice s navazanym kysele labilnim linkerem
(1g) byla promyta 3x DCM a 3x suchym DMF. Roztok intermediatu la
(4,4mmol, 1,078g) a kyseliny octové v bezvodém DMF (10ml, 10%) byl
pridan k pryskyfici a smés byla tiepana ptes noc pii laboratorni teploté. Dalsi
den se pridal triacetoxyhydroborid sodny (1,5mmol, 310mg) v roztoku
kyseliny octové a DMF (5ml, 5%). Po jedné hodin¢ se ptidala dalsi davka
pevného triacetoxyhydroboridu sodného (1,5mmol, 310mg) a nechala se 60
minut téepat. Po druhém piidani triacetoxyhydroboridu sodného (1,5mmol,
310mg) se tento krok opakoval. Reakéni smés se po poslednim ptidani
redukéniho cCinidla nechala tfepat ptiblizné 2 hodiny. Po redukci byla
pryskyfice promyta 3x DMF a nechala se na 10 minut protiepat s roztokem
piperidinu v DMF (10ml) v pomé&ru 1:1, nasledné byla promyta 3x DMF, 3x
DCM, 3x MeOH a vysusena proudem dusiku.

Stanoveni loadingu pryskyrice po reduktivni aminaci

Pryskyfice s navazanym nosylovanym ethylendiaminem 5 (30mg) byla
smichana s N-(9-fluorenylmethoxykarbonyloxy) sukcinimidem (0,5mmol,
165 mg) a DIEA (0,5mmol, 87ul) v DCM (1ml). Smés byla tfepana 30
minut za laboratorni teploty a potom byla pryskytice promyta 5x v DCM, 3x
v MeOH a nasledné vysuSena proudem dusiku. Po reakci bylo odebrano 2x
po 10 mg pryskyfice a tyto vzorky byly stépeny pomoci kyseliny
trifluoroctové v . DCM (0,5ml, 50%). Provedlo se standardni $tépeni na
analyzu LC-MS. Jako vné&j§i  standard byl pouzit N-(9-
fluorenylmethoxycarbonyl)-L-alanin (0,25mg) v MeOH (1ml). Z LC-MS
analyzy bylo zjisténo, ze loading této pryskytice byl 0,5 mmol/g.

Syntéza intermediatu 8
Nosylovany ethylendiamin imobilizovany na pryskyfici 5 (1g) byl
podroben reakci s kyselinou 2-fluoro-4-chloro-5-nitrobenzoovou 7 (2mmol,
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0,4394q) v piitomnosti DIEA (4mmol, 700ul) v DMSO (10ml). Reakce
bézela ptes noc pii teploté¢ 50°C. Po reakci byla pryskyfice promyta 3x DMF
a 3x DCM a bylo provedeno standardni §t€peni pomoci TFA v DCM (0,5ml,
50%) pro LC-MS. Cistota intermediatu 8 byla 96%.

Syntéza intermediati 13 a 14

Imobilizovany intermediat 8 (1g) byl promyt 3x DCM, 3x THF a 3x
bezvodym THF. Roztok benzylalkoholu 11 (3mmol, 312ul) a trifenylfosfinu
(3mmol, 792mg) vbezvodém THF (8ml) byl pfidan k pryskyfici
S navazanym intermediatem 8, Tato smés byla ponechdna pii teploté -18°C.
DIAD 9 (3mmol, 576ul) byl rozpustén v bezvodém THF (4ml) a tento
roztok byl také ponechan pii teploté -18°C. Po 30 minutach byl roztok DIAD
pomalu ptidavan ke smési s pryskyfici. Reakce bézela pti laboratorni teplote
pfes noc, nasledn¢ byla promyta 3x THF, 3x DCM a bylo provedeno
standardni $tépeni. Cistota intermediatu 13 je 6% a intermediatu 14 &inila

76%.

Syntéza intermediati 15a a 16a

Pryskyfice s navazanymi meziprodukty 13 a 14 (750mg) byla promyta 3x
DCM a 3x DMF. Roztok pentylaminu v DMSO (7,5 ml, 10%) se pfida k této
pryskyfici a reakce se nechd pies noc pii teploté¢ 80°C. Po té se pryskyfice
promyje 3x DMF, 3x DCM a standardné $tépi. Cistota byla piiblizné pro

intermediat 15a 5% a pro intermediat 16a 55%.

Syntéza intermediatu 17

Pryskyfice s imobilizovanymi meziprodukty 15a a 16a (750 mg) se
promyje 3x DCM a 3x DMF. Roztok merkaptoethanolu (5,4mmol, 378ul) a
DBU (5,4mmol, 810ul) v DMF (9ml) byl ptidan k pryskyfici. Reakce bézi
30 minut pfi laboratorni teploté. Po reakci se pryskytice promyje 3x DMF,
3xDCM a standardné se $tépi. Cistota latky 17 ¢inila 86%.

Syntéza intermediatu 18
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Pryskyfice s navazanym intermediatem 17 (750 mg) byla promyta 3x
DCM, 3x DMF, 3x DMF nasycenym dusikem. Roztok dihydratu chloridu
cinatého (9mmol, 2g) a DIEA (18 mmol, 3,132ml) v DMF (9ml), ktery byl
prosycen dusikem, byl pfidan k pryskyfici. Reakce bézela pfes noc za
laboratorni teploty. Po reakci byla pryskyfice promyta 3x DMF, 3x DCM a
standardné $tépena. Cistota meziproduktu 18 byla 50%.

Syntéza intermediatu 19a

Pryskyfice s navazanym intermediatem 18 (250mg) se promyje 3x DCM
a 3x DMF. Roztok benzaldehydu (4mmol, 405ul) v DMSO (5ml) byl pfidan
K pryskyfici. Reakce probihala pies noc pii teplot¢ 80°C, potom se
pryskyfice promyje 3xDMF, 3x DCM a standardné §tépi. Cistota produktu
19a ¢inila 88%

Syntéza intermediatu 19b

Pryskyfice s navazanym intermediatem 18 (250mg) se promyje 3x DCM
a 3x DMF. Roztok pyridin-4-karbaldehydu (4mmol, 376ul) v DMSO (5ml)
byl ptidan k pryskyfici. Reakce probihala pfes noc pfi teploté¢ 80°C, potom
se pryskyfice promyje 3xDMF, 3x DCM a standardné §tépi. Cistota
produktu 19b byla ptiblizné 91%

Syntéza intermediatu 19¢

Pryskyfice s navazanym intermediatem 18 (250mg) se promyje 3x DCM
a 3x DMF. Roztok furfuralu (4mmol, 331ul) v DMSO (5ml) byl pfidan
Kk pryskyfici. Reakce probihala pfes noc pii teplot¢ 80°C, potom se
pryskyfice promyje 3xDMF, 3x DCM a standardné §tépi. Cistota produktu
19c¢ byla 90%.
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6. ZAVER

Béhem této prace jsme se snazili nastinit vyuziti kyseliny 2-fluoro-4-
chloro-5-nitrobenzoové  jako  vychozi  slouceniny pro  syntézu
heterocyklickych sloucenin, dale potom nékolik metod zaméfenych na
pfipravu benzimidazol a tricyklickych bisheterocykli. Byla zde uvedena

také biologicka aktivita benzimidazolii a bisheterocyklickych sloucenin.

Experimentalni ¢ast téo prace byla zaméfena na piipravu
bisheterocyklickych slouéenin, kde se vychazelo z kyseliny 2-fluoro-4-
chloro-5-nitrobenzoové. Zacinalo se piipravou nosylovaného
ethylendiaminu 1a ktery byl imobilizovan na aminomethylenovou pryskyftici
s BAL linkerem 4. Dale bylo provedeno navazani kyseliny 2-fluoro-4-
chloro-5-nitrobenzoové 7 na pryskyfici s imobilizovanym ethylendiaminem
5. Po navazani kyseliny 7 jsme provedli Mitsunobu reakci na pryskyfici 8,
nejprve jsme se rozhodli pouzit 2-(2-thienyl)ethanol 10, ktery vsak
poskytoval intermediaty 12b a 12c a mimo to se ve spektru vyskytovaly
neidentifikovatelné smési latek. Namisto alkoholu 10 jsme se rozhodli pouzit
benzylalkohol 11, ten poskytoval derivaty 13 a 14. Oba derivaty nijak
nebranili dalSimu postupu, proto bylo provedeno navdzani pentylaminu na
derivaty 13 a 14. Pti této reakci vznikal spontanni deprotekci nosylované
skupiny intermediat 17. Byly vyzkouSeny dal$i reakce derivati 13 a 14
s benzylaminem a 3-aminopropanolem. Tyto reakce probihaly castecné a
Vv obou ptipadech vznikaly neznamé smeési latek. Derivaty, vzniklé reakci
pentylaminu, 15 a 16 byly podrobeny denosylaci za vzniku derivatu 17.
Nésledovala redukce nitroskupiny derivatu 17, zde jsme pouzili dvé metody,
prvni z nich byla pomoci chloridu cinatého a druha vyuZivala dithionicitanu
sodného. Redukce s vyuzitim dithioni¢itanu sodné¢ho vedla ke smési latek.
V nasem piipadé jsme teda pouzili redukeci pomoci chloridu cinatého, ktera
prob&hla za vzniku intermediatu 18, ale pravdépodobné pii standardnim
Stépeni s TFA doslo ke vzniku nezndmého derivatu o M=461. I pies tuto
skute¢nost jsme provedli cyklizaci benzaldehydu na intermediat 18, ktera

probéhla uspésné a ve vysoké Cistoté za vzniku latky 19a, potom byly
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pfipraveny i latky 19b, s vyuzitim pyridin-4-karbaldehydu a 19c, s vyuzitim
furfuralu. Zkouseli jsme piipravit i jiné derivaty z 4-anisaldehydu, vanilinu,
4-nitrobenzaldehydu a acetaldehydu, ale tyto aldehydy poskytovali jen
¢astecné pozadovanou latku a v kazdé reakci vznikaly smési riznych latek.

Bylo tedy ovéfeno, Ze navrZzend syntetickd metoda vede k cilovym
derivatim, které bylo mozné ziskat ve vysoké surové Cistoté. Navzdory tomu
vSak byla pozorovéna i1 urcitd omezeni tykajici se vychozich latek, z nichz

nekteré nebylo mozné k ptiprave cilovych derivati pouZzit.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AcCN
DBU
DCM
DIC
DIEA
DMF
DMSO
HATU

HOBt
iPrOH
LC-MS

MeOH
NMP
TEA
TFA
THF
TMTU

acetonitril

1,8-diazabicykloundec-7-en
dichlormethan

diisopropylkarbodiimid
diisopropylethylamin
dimethylformamid

dimethylsulfoxid
O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N9,N9-
tetramethyluronium PFg
hydrobenzotriazol

isopropylalkohol

kapalinova chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem

methanol

N-methyl-2-pyrrolidon

triethylamin

trifluoroctova kyselina

tetrahydrofuran

tetramethylthiomocovina
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