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1. UVOD

Ptiprava analog jiz znamych, biologicky aktivnich slouc¢enin je jednim z moznych zptisobu
hledani kandidati novych Ié¢iv. Obecnym principem je zména v zdkladnim strukturnim
motivu, resp. jeho substituci a nasledné studium vlivu této zmény na chovani slouceniny
Vv biologickém systému. Piiprava vybranych analog miize byt realizovana pomoci tradi¢ni
syntézy v roztoku, alternativnim zptisobem je vyuziti syntézy na polymerni matrici, tzv.
syntézy na pevné fazi. Vyhodou druhé zminéné metody je snadnd izolace jednotlivych
reak¢nich meziproduktd, coz umoziuje rychlé provedeni reakéni sekvence. Dusledkem je
vys$si kapacita umoziujici ptipravu vétsiho poctu derivati v kratkém casovém tuseku. VEtsi
mnozstvi ziskanych dat pak umoznuje snazeji dedukovat vztahy mezi strukturou a

biologickou aktivitou zkoumanych latek.

Anagrelid je slouc¢enina na bazi cyklické guanidinové struktury (Schéma 1). V soucasnosti
je tato latka 1é&ivem schvalenym Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv pod obchodnimi nazvy
Agrylin/Xagrid a pouziva se zejména kredukci zvySeného poctu krevnich destiek
zpusobené¢ho vystuptiovanim destickové krvetvorby (tzv. esencidlni trombocytemie). Ve

zvySeném mnoZzstvi miiZe mit 1 antiagregacni ucinky.

Schéma 1: Struktura Anagrelidu

Cl

Kromé samotného Anagrelidu jsou V literatufe popsana i nékterd jeho strukturni analoga.
Mimo jiné byly pomoci syntézy v roztoku piipraveny derivaty s absenci methylenové skupiny

v poloze C° (Schéma 2), ktera tedy lze oznacit jako 5-noranaloga ptivodni struktury.



Schéma 2: Struktura 5-noranalogu zékladniho skeletu Anagrelidu

0
Crgt
H

Navzdory této strukturni podobnosti bylo dosud pouze n¢kolika ojedin€lymi syntetickymi
pfistupy pfipraveno omezené mnozstvi téchto derivati a jejich biologicka aktivita nebyla

studovana.



2. CIL PRACE

Cilem ptedlozené prace je vyvoj syntézy derivatl 5 - noranagrelidu. Jako vychozi latky
byly navrZzeny pouze komerén¢ dobie dostupné slouceniny: o-aminokyseliny (4), o-

nitrofluorbenzeny (3) a isothiokyanaty (5) (Schéma 3).

Schéma 3: Cilovy skelet a zvolené vychozi latky pro jeho pfipravu

NH, R,
R COOH )\{/O
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5

Vzhledem k tomu, ze G¢elem metodiky je pfiprava chemickych knihoven pro pfipadné
studium zavislosti biologické aktivity na struktufe cilovych derivati, je cilem prace aplikovat
pro pfipravu produkti syntézu na vhodné funkcionalizované polystyrenové matrici.
Konkrétné se jedna o vyuziti Wangovy pryskyftice. Celkové navrzené reakéni schéma je

znazornéno nize (Schéma 4)

Schéma 4: Celkové reakéni schéma
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Reakéni sekvence bude testovana na vybranych, modelovych vychozich latkach (4-fluoro-3-
nitrobenzotrifluorid, Fmoc-aminokyseliny srizné substituovanym postrannim fetézcem,
Fmoc-NCS a benzyl-NCS). Cilem je optimalizace reak¢énich podminek, ptiprava nékolika
modelovych derivatl a jejich strukturni charakterizace. VSechny ptipravené slouceniny budou

podrobeny biologickému testovani na Ustavu molekularni a translaéni mediciny v Olomouci.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Syntéza na pevné fazi

Jde o chemicky zpiisob syntézy organickych sloucenin spocivajici ve vazbé vychozi
latky (napf. aminokyseliny) na pevny substrat (nosi¢) s naslednym postupnym vytvaienim
fetézee!. Hlavni vyhodou je rychla a univerzalni izolace meziproduktii z reakéni smeési.
Poprvé byla tato metoda pouzita v minulém stoleti Robertem Brucem Merrifieldem k syntéze

peptidovych fetézcu. (Schéma 5)

Schéma 5: Imobilizace aminokyseliny pies C — konec
o, R1 R1
H,O
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Syntéza dipeptidu z Fmoc-aminokyselin
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_ 0
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o v
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Jako pevny nosi¢ se pouziva polystyren s vhodnym linkerem. Nejcastéji pouzivanym

polystyrenem je bud’ PS (13), nebo PEG — PS (14).

11



Pryskytice typu PS je polystyren zesitovany divinylbenzenem. Obvykle bobtna
v rozpoustédlech jako je DMF, DCM, DMSO, THF, malo v alkoholech. Loading této
pryskyfice se obvykle pohybuje mezi 0.5 — 1.3 mmol/g.

Druhy typ pryskytice je smés Tentagelu (15), Argogelu (16) a Novasynu TG (17).
Bobtna dokonce i ve vodé a jeho loading je obvykle 0.2 — 0.3 mmol/g. Nevyhodou je ovSem

jeho vyssi cena.

Schéma 6: Struktury jednotlivych typt pryskyiic

O

O O - Meo” A O Tro B

13 14

M—PEG—X x—PEG—o/\fo—PEG—x

M
15 16
o
o)
‘ o O o/\/PEG—.
17

M = Merrifieldova pryskyfice
PEG = polyethylenglykol
X =Br, OH, COOH, ...
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Dillezitou soudasti systému pro syntézu na polymerni matrici je tzv. linker’. Hlavni
roli linkeru je vratné pfipojeni pocateéniho materidlu k pevnému nosici. Existuje nékolik
kritérii, podle nichz se pak linker vybird. Nejdilezitéjsi je charakteristika vychoziho
materialu, zejména zda je pripojitelny k linkeru. Dale rozhoduji podminky syntézy, a zda je
mozné §tépit finalni produkt selektivné bez rizika jeho dekompozice.

Kategorizace linkerti podle podminek §tépeni (Schéma 7)
e Linkery labilni v kyselém prostiedi
Tyto linkery jsou vétSinou zalozeny na alkoxybenzylovych chranicich skupinach
nebo tritylovych systémech. Byly navrZeny tak, aby dochazelo ke §tépeni uz za mirné
kyselych podminek. Sila kyseliny potfebna k vyvolani S$tépeni je ovlivnéna
substituenty na aromatickém skeletu linkeru, které funguji jako donor elektront.
Linker je tim stabilngjsi, ¢im je mén¢ alkoxy skupin nebo arylovych kruhti a tim
silngjsi kyseliny jsou nutné pro $tépeni.
1. Wangova pryskyfice
Tento typ pryskyfice je bezpochyby nejCastéji pouzivana pryskyftice
v oblasti syntézy na pevné fazi. Stdpeni ester probiha za pFitomnosti
koncentrované TFA nebo smési TFA a DCM (nejcastéji 50% roztokem). Tim
se ziskaji poZadované karboxylové kyseliny. Naopak alkoholy jsou z Wangovy
pryskyftice Stépeny 10% TFA v DCM.
2. Sheppardova pryskytice
Tento typ se 1iSi od Wangovy pryskyfice pfitomnosti methoxy skupiny
v ortho pozici. Diky tomu je v kyselém prostfedi jest¢ vice labilni a produkty
lze §tépit uz v 5% TFA v DCM.
3. Rinkova pryskyfice
Byla pfedev§im vyvinuta pro syntézu peptidi a peptidovych amidi.
Avsak stejné jako u Wangovy pryskyfice bylo jeji vyuziti rozsifeno od
karboxylovych kyselin a amidi az po aminy, thioly a alkoholy.
Existuje mnoho pryskyfic vychdzejicich z tohoto typu. Naptiklad Rinkova
aminova pryskyfice pro imobilizaci aminli, Rinkova kyseld pryskyfice pro
imobilizaci alkoholi a thiolt.
4. Dalsi linkery
Tritylové linkery se cCasto vyuZzivaji na imobilizaci karboxylovych
kyselin, primarnich amini a alkoholi. Pro lepsi stabilitu v kyselin¢ byl

vytvofen fenylfluorenylovy linker. Ten na rozdil od tritylovych obsahuje dva
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fenylové kruhy, které jsou pfemostény, a tak tvofi fluorenylovy systém.
Stépeni z této pryskyfice se provadi ve smési TFA : DCM : MeOH (2 : 7 : 1)
po dobu 2h.

Linkery labilni v bazickém prostiedi
Tyto linkery jsou zna¢né vyhodné, protoze odolavaji mnoha reakénim
podminkam.

1. Methakrylova pryskyfice

Novy linker uréeny pro karboxylové kyseliny, thioly, alkoholy a aminy
je odvozen od metakrylové kyseliny. Je stabilni v kyselych podminkach a
odolava i terciarnim aminiim, nachylny je na sekundarni aminy a
fluoridové ionty. Stabilita vii¢i nukleofilnimu $tépeni roste v fadé¢ R = H <
Me <i-Pr <Ph.
DDE linker

Linker odvozeny od 1 - (4,4-dimethyl-2,6-dioxocyklohexyliden) ethylu
byl vytvofen zejména pro imobilizaci primarnich amind. Je stabilni
Vv kyselych i bazickych podminkéch, ale St€peni probiha ve 2 % hydrazinu
v DMF.
Sulfonylové a sulfonové linkery

Velmi zajimavy pfistup zahrnuje pouziti novych sulfonylchloridovych
pryskyfic. Tato pryskyfice mize obsahovat rizné alkoxyskupiny. Po
syntetickych reakcich se §tépeni provadi reakci s riznymi nukleofily, jako
jsou aminy, thiolaty a imidazol. Vyhodné podminky $tépeni jsou 18 h pfi

60°C v acetonitrilu.

Fotolabilni linkery

Fotolyza je typem Stépeni za mirngjSich podminek na rozdil od Stépeni
V kyselém nebo bazickém prostiedi. Provadi se typicky ozatenim pryskytice v THF po
dobu 16h vlnovou délkou 365nm. Tyto linkery jsou vhodné pro imobilizaci
karboxylovych kyselin a amida.
Traceless (bezestopé) linkery

Ptikladem je polymerni arylsulfondtovy linker pro syntézu trisubstituovanych

14



Dalsim typem jsou arylsilanové pryskyfice, které jsou navrzeny tak, aby
uvolnily nesubstituovanou arylovou skupinu. Jsou labilni vici kyselindam a
fluoridovym iontim. Na takovy silanovy linker mtze byt misto arylové skupiny

navazan i alken.

Schéma 7: Prehled jednotlivych linkert

< ).
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3.2. Vybrané pripravy cyklickych guanidinu

V literatufe lze najit mnoho metod pro ptipravu cyklickych derivati pomoci syntézy
v roztoku. Jednou z nich je i piiprava 1,5,7 — triazabicyklo-[4.4.0]des-5-enu (TBD)®. Tato
latka je znama zejména svou vysokou bazicitou, diky které je vhodnym katalyzatorem v fadé
reakci. Priprava TBD vychazi z chlorace propylenaminu (32) pomoci thiofosgenu. Vytézky
se pohybuji mezi 30 az 70%. Tato reakce muze byt zjednoduSena ndhradou propylenaminu za

N*-(3-aminopropyl)propan-1,3-diamin (37) (Schéma 8)
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Schéma 8

K\ 1.NaOCH, NH NH OH OH
+ cscl,— C C J/ socl, CNj
NH, NH, )% 2.CH,l - CH,SH N)\\N

H

32 33 34 35 36

/_/*NH
S CQ

37 38 36

HzN/\/\H/\/\NHz + cscl,

Navzdory dobrym vytézkim jsou zde toxické reaktanty (thiofosgen a merkaptan). Dalsi
syntéza naznacuje nahrazeni thiofosgenu za sirouhlik, nicmén¢ sirovodik, ktery se béhem

reakce tvofi, je také pomérné toxicky. (Schéma 9)

Schéma 9

NH

sec 16°C
HZN/\/\N/\/\NHZ + cs,
i /k k

37 38 36

Tato reakce poskytuje vytézky az 80%. Diky zna¢nému znecisténi se ale v praxi ¢asto
vyuziva vyssich teplot a riznych rozpoustédel.
V posledni dobé se také doporucuje pouzivat cyklické derivaty mocoviny pii zvySenych

teplotach a dehydratac¢ni ¢inidla (39). (Schéma 10)
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Schéma 10

NH

2
o— /_F
o N
200°C
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o— /& N N
H S H

37 39 38 36

TBD lze piipravit i z guanidinu a kyanamidu pomoci nékolika jednoduchych kroki.
Piiprava spo¢iva v zahiivani guanidinu nebo jejich derivatti s aminoderivatem (37) a silnou

kyselinou na 140 az 180 °C za vzniku TBD ve vytézku 95 az 97%. (Schéma 11)

Schéma 11
HN—=N
40
X - NH, \
nepo —_—
+  HNT TN, C)\\ﬁ
H NN
H
H,N
" 37 36
H,N
41

Nejdtive je nutny ptidavek kyseliny (HCI, HBr), jejiz mnozstvi je ekvivalentni k
triaminu. Bez kyseliny je vytézek pouze 50%, pii¢emz nhejlepsi teplota pro reakci je 130 °C.
Pii nizsi teploté je reakce pomala. Hlavni hnaci silou reakce je odstranéni t€¢kavych amint z

reakéni smési (amoniak, dimethylamin)

Dalsi metodou piipravy je Syntéza bicyklickych guanidini z pyrolidin-Z-onu4.

Nedavny vzestup zajmu o guanidinové alkaloidy ¢ini molekuly obsahujici strukturni motiv
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guanidinu Castym cilem organické syntetické chemie. V souvislosti s vyzkumem totalni

syntézy ptilomycalinu byla zkoumana i syntéza bicyklickych guanidini z pyrolidin — 2 — onu.

Schéma 12 ukazuje ptitomnost pentacyklického jadra ptilomycalinu v2 -
substituovanych pyrrolidinech, ze kterych jsou pak syntetizovany cyklické guanidiny. 2,5
disubstituovany pyrrolidin (43) je povazovan za piijatelny prekurzor pentacyklického

guanidinu (44), tento prekurzor Ize ziskat z monosubstituovaného laktamu (42).

Schéma 12

V posledni dobé se objevuje fada novych metod pro pfeménu aminu piimo na
(chranéné) guanidiny. Pfedbézné studie na 2,5-dimethylpyrrolidinu jako modelové slouceniné
pro sekundarni aminy odhalila nejlepsi vysledky u N,N - bis - ( terc - butoxykarbonyl ) -
thiomocoviny v pfitomnosti HgCl,. Tato metoda byla tedy vybrana pro syntézu bicyklickych
guanidinti z pyrrolidinu (45). Reakci 45 s bis - Boc - thiomoc¢ovinou v pfitomnosti HgCl, se
ziska Zadany produkt 46 v 93 % vytézku obsahujici stopu acyklického produktu 47. Pisobeni
smési 46 a 47 v methanolu vytvaii guanidinovou stl (48) ve vysokém vytézku jako jediny
produkt. Proto po deprotekci 46 ptimo nasleduje cyklizace volného guanidinu a dehydratace
konjugovaného produktu 48. Deprotekce 47 vede k regeneraci pyrrolidinu prostfednictvim

Michaelovy adice.
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Schéma 13

S
(6]
N BocHN NHBoc N
ot [\ e
H HgCI Et,N
* HClI CH,OH
BocN  NHBoc BocN  NHBoc
Cl-
45 46 47 48

Dale literatura popisuje syntézu cyklickych guanidinti zalozenou na cyklizaci
pisobenim kovovych iontii®. Tato metoda spociva ve tvorbd péti nebo esti- Elennych cykli u
cyklickych guanidinti. 2-(Amino)alanin nebo 2-(aminomethyl)alanin reaguji s dimethyl
karbonimidodisulfidem za tvorby isothiomoc¢oviny, ktera i¢inkem ionti (Ag*,Hg?*) cyklizuje

za vzniku cyklickych guanidinti (Schéma 14). Reakce probihé za celkem mirn;'/ch podminek,

podminky.

Dochazi k zahtivani 2-(benzyl-aminomethyl)anilinu s dimethylkyanokarbonimidodisulfidem
na 180 — 200 °C.

Schéma 14

Ro
R\N N X R\N N/x
O\ (MeS),C=— N—x J \
NH \ M N~ ONH
NH

X = CN, COOMe %SM‘*

N

NHz H

R = CH,Ph, COEt
49 50 51

Metoda, ktera vychazi z pouziti stéibrnych nebo rtutnatych iontu neni tak drasticka.
Dochazi k reakci o-fenylendiaminu s bazi a s dimethyl karbonimidodisulfidem za vzniku 2-
(kyanoimino)-1H-benzimidazolu. K cyklizaci pak dochazi pasobenim HgCl,, Hg(OAc),),
CH3;COOAg nebo CF;COOAg.
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Dalsi metoda ptipravy cyklickych guanidint vyuziva reakce mezi tosyl-chranénymi

cyklickymi guanidiny (54)°. Tyto slougeniny jsou snadno dostupné z reakei jak alifatickych,

tak aromatickych diamind (53) s S,S-dimethyl-N-tosyliminodithiokarbonimidatem (52).

Detosylace v bezvodém fluorovodiku ma pak za nasledek vznik cyklickych guanidini.

Schéma 15 ukazuje piipravu tosyl-chranénych cyklickych guanidint z alifatickych diamind.

Cim del3i je alifaticky fetézec diaminu, tim mensi vytéZky reakce poskytuje.

Sloucenina 52 reaguje s riznymi alifatickymi i aromatickymi diaminy velmi ochotné¢,

coz poskytuje snadno izolovatelné tosyl-chranéné cyklické guanidiny a obvykle velmi obtizna

detosylace miize byt provedena v bezvodém fluorovodiku docela snadno.

Schéma 15: Piiprava tosyl-chranénych cyklickych guanidint

SCH
TsN

SCH,

52

Xx=2,3,4,6

H,N N—(CH,)x

\
SCH)x ——— )l—NH + 2CHSSH
H,N TsNH

53 54 55

HF

cr NHt—(CH,),
L NH
HNT

Dalsi zpiisob piipravy cyklickych guanidinii je zaloZzen na pouziti komercné

dostupnych di/triamint (57) a karbodiimidi (58)°. Tato metoda je jednodussi a vyraznd

rychlejsi, nebot’ poskytuje cilové derivaty v jediném kroku.
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Schéma 16

NH,
NH
NH2
57
NR NH
Kat <NH kat
+ nH o NHR ~ S NH)=—R
RN=——=—=NR C - RNH, g /
NH2 2N
58 l 59 60
NR
—
T NHR
NH
gH /NHR \(
7 NH
NR
61 62

Reakce vyZaduje pouziti vhodného katalyzatoru. V tomto piipad€ byl pouzit monoamid
titanu, ktery je analogem kovového kationtu amidu. Tento komplex katalyzuje kaskadu

hydroaminaci kyanoalkynti za tvorby isochinolini a isoindold. Chova se i jako elegantni

katalyzator pro hydroaminaci karbodiimidd.(Schéma 17)

23



Schéma 17

HNMe, NR

(NH—Ti H—< i
_ NH RN=——NR <N NR
Ti—NMe, ( _— NH
NH, NH,
63 64 65
e o PO
SN — NH 6N7HR W
o8 (NH NH, <NH2

V literatute jsou dale popsany novéjsi zajimavé zpusoby, jak syntetizovat cyklické
guanidiny. V posledni dobé& upoutala velkou pozornost Staudinger / aza-Wittigova reakce
vedouci k syntéze substituovanych N-heterocyklﬁg. V této souvislosti plati, ze reakce B-
amino-1l-azidd s isokyanaty je vyhodngjsi pro tvorbu rGzné substituovanych 2-
aminoimidazolidini (mozné reak¢ni cesty jsou znazornény ve schématu 18). Prvni cesta
pokrac¢uje vznikem iminophosphoranu, nasleduje tvorba karbodiimidu  a nakonec

intramolekularni cyklizace na pozadované slouceniny.
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Schéma 18
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Staudinger / aza-Wittig / Buchwald-Hartwigova varianta byla v literatufe popsana pro
piipravu latek skeletalné ptibuznych derivatim feSenym v této praci (Schéma 19). Syntéza je
zalozena na piipravé monocyklickych guanidinii dle vySe uvedené strategic a nasledné
cyklizaci pomoci katalyzatoru na bazi palladia. Reakce probiha za teploty 120 °C, pfi nizsi

teploté nez je 100 °C nedoslo k pozadované cyklizaci.

Schéma 19

N
q”w 3 N
\7—NHR
Br QN Pd(dba),, KOtBu
L e T

120°C, 25 min N/ N

|

R

R-NCO Br

R = CH,C¢Hs, n-heptyl

77 78 79
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Jiny synteticky pfistup byl popsan pro piipravu analogickych sloucenin liSicich se
zaménou methylenové skupiny za karbonyl (Schéma 20)°. Princip  piipravy téchto latek
spociva v pusobeni N — substituovanych anhydridt isatoové kyseliny (80) s derivaty S — alkyl
thiomocoviny (81). Tato reakce dobie funguje pii 100°C v dioxanu nebo Vv jinych inertnich
rozpoustédlech. Pti reakci vznika velké mnozstvi cilové slouceniny typu 83, ale i mensi podil

S-methylesteru kyseliny thioanthranilové (82).

Schéma 20
Rl
R lll o) H
2 SCH, N Rs  dioxan
ST gy
2 (AN Re
o)
80 81
R, R,
|
| H H
R, N R N_ _N R R N_ _N R
H 2 3 2 N 3
som, T Tr T .
R, R, >(CH)n Re R, >(CHyn Re
o o) o)
R = H, alkyl
82 83 84

Moznost piipravy kombinatoridlnich knihoven vyvolala velky zajem o proces syntézy
na pevné fazi. Hlavnim cilem je v sou€asnosti vyvinout reakce vedouci k syntéze malych
organickych molekul, dileZitych zejména z medicindlniho hlediska. Z tohoto diivodu se také

zvysil zajem o syntézu knihoven derivath cyklickych guanidina pro biologické testovani.

Jako vybrany ptiklad zde uvadime ptipravu derivath blizce strukturné ptibuznych
cilovym derivatim této bakalafské précelo. Reakéni sekvence spociva v reakci
imobilizovanych aminokyselin (85) s 2—nitrobenzaldehydem (86), redukci nitro skupiny na

amino skupinu (88) a cyklizaci vyslednych meziprodukti s bromkyanem (89). Po kyselém
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nebo bazickém S$tépeni vznika pozadovana guanidinova sloucenina ve vysokém vytézku a

éistoté.

Za pouziti neprotogennich aminokyselin  (p-aminobenzoova kyselina, 3-
aminobenzoova kyselina) dochazi k tvorb¢ 2 - aminochinazolinu jako kone¢ného produktu.
Za pouziti a-aminokyseliny (alanin) po reakci s bromkyanem nasleduje kyselé $tépeni a ziska
se produkt tricyklické struktury: imidazochinazolin (3-methyl-1, 5 -dihydroimidazo [2,1-b]-
chinazolin-2 (3H)-on (109). V tomto ptipad¢ tedy dochazi k sekvenénim cyklizacim.(Schéma
21)

Schéma 21
OHC X R
TMOF SnCl, .2 H,0
RGN + R, —= @ N 50210
. Y NH, NaCNBH, o
o ON O,N
85 86
./XY RI\NH . BrCN 50%TFA/DCM
) —= o )\
o
H,N
X =NH, O

Popséno bylo i pouziti dal§ich aminokyselin jako glycin, leucin, izoleucin, fenylalanin.
Po stépeni doslo ke tvorbé smési tricyklickych slouc¢enin a 2-aminochinazolinu u
fenylalaninu, leucinu a izoleucinu. U glycinu vznikd pouze imidazochinazolin ve velké
Cistoté. Dale byl pouzit i methionin, valin, lysin, glutamin, kdy opét dochazi k tvorbé smési

imidazochinazolinu a 2 - aminochinazolinu.
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3.3. Vlastnosti bicyklickych sloucenin na bazi guanidinu

Cyklické guanidiny maji fyzikalni i chemické vlastnosti, které je odliSuji od jejich
acyklickych protéjékﬁll. Tyto charakteristické rysy vedly ke hledani jejich vyuziti v riiznych
oblastech chemie, vCetn¢ organokatalyzy, nebo jako ligandy v koordina¢ni chemii. Kromé
neutralnich molekul byly Siroce zkouméany i kationty (guanidinium) nebo anionty

(guanidinat).

Dulezita vlastnost guanidini je schopnost piendset naboj, bud zaporny pro

guanidatové anionty, nebo kladny pro guadiniové kationty.

3.3.1. Prirodni latky na bazi guanidinu

Vétsina sloucenin obsahujicich motiv cyklického guanidinu je syntetického pivodu.
Nicméné je tfeba poznamenat, ze se latky s bicyklickym (a tricyklickym) guanidinovym
skeletem vyskytuji i Vv ptirodé. Ptiklady zahrnuji relativné jednoduché systémy, jako je
isoalchornein (92), zdrojem je alkaloid izolovany z jihu Afriky, a nékolik dalSich biomolekul,
véetné crambescidinu (cytotoxické/antivirové ucinky), batzelladinu (anti-HIV). Bylo

prokazano, ze to jsou metabolity z matetského alkaloidu ptilomycalinu (93).

92 93

Jak uz bylo mnohokrat fe¢eno, guanidiny jsou fyziologicky aktivni latky'. Byvaji

naptiklad 1 soucasti nikotinovych a4 3, agonisti 94 nebo integrinovych afs antagonistl 95.
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Nejznaméjsimi  zastupci  cyklickych guanidinti  pfirodniho puvodu s vysokou
biologickou aktivitou jsou slouceniny ziskané ze tii druhti hub, avSak vSechny maji podstatné
antimikrobialni u&inky™. Prvni byl ziskan z oranZové houby Ptilocaulis, je nejaktivngjsi proti
gram-pozitivnim a gram-negativnim bakteriim. Z této houby byly vyizolovany dvé latky,

které nesou nazev ptilocaulin a isoptilocaulin.

Ptilocaulin nitrat byl ziskan jako bezbarva krystalick4 latka, isoptilocaulin jako Zluty

olej obsahujici z 10% ptilocaulin.

Ptilocaulin samotny ma vyssi biologickou aktivitu, jeho IDso je 0.39 pg/ml
(koncentrace pro 50% inhibici ristu bun¢k). Tyto dvé slouceniny jsou isomery, rozdily jsou
dany praveé piitomnosti ptilocaoulinu (96) nebo isoptilocaulinu (97). T#i dusiky v obou

strukturach reprezentuji guanidinovy skelet. (Schéma 22)

Schéma 22

NH

HN#NH

96 97
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3.3.2 Syntetické guanidiny

Jednim z hlavnich divoda vyzkumu chemie bicyklickych guanidint je jejich vyuziti jako
organokatalyzatori a to piedev§sim diky jejich vysoké bazicits™, Jejich vyhody spocivaji
zejména v nenaro¢nych reakénich podminkach a snadné manipulaci. Rozpustnost mnoha
guanidiniovych soli ve vod¢ umoznila, aby byly zkoumany jako katalyzatory pro organické
transformace. Prikladem takového vyuziti je pfiprava chiralniho o — amino nitrilu za katalyzy

bicyklickym guanidinem. (Schéma 23)

Schéma 23

R Ph,...,le
“NH N/k\N Ph
H

H'l,,
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i, \
N/k\N Ph NS
/
H H

\
o ) §
Ph) llill Ph)

3.3.2.1 Inhibitory HIV-1 proteasy zaloZené na bicyklickych guanidinech

Plvodni inhibitory HIV - 1 prote4zy, zaloZené na chiralnich bicyklickych guanidinech
S kratkymi peptidovymi ¢astmi a lipofilnimi skupinami jsou v soucasné dobé hodné
studovémy”. Tyto inhibitory zabranuji dimerizaci protedzy prostfednictvim mezifazové

struktury na f3- fetézec zahrnujici N a C konec. (Schéma 24)
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Schéma 24
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3.3.2.2 Cyklické guanidiny jako antagonisté lidskych receptoru glukagonu

Glukagon a insulin jsou hlavni hormony odpovédné za regulaci glukézy v jétrechls. \Y
reakci na klesajici hladinu gluk6zy v plazmé je glukagon vylu¢ovan ze slinivky bfisni. Tento
hormon G - protein vazané receptory. U pacienti s diabetem 2. typu nepifiméfené zvysené
hladiny glukagonu vedou k nadmérné produkci glukoézy, coz je klicovy faktor, ktery ptispiva
K hyperglykemii. Na zaklad¢ tohoto biologického zdtivodnéni jsou malé molekuly antagonistt
receptorti glukagonu vyuzivany k 1é¢bé diabetu 2. typu. Diky tomu se zvysil zdjem o cyklické
guanidiny jako o0 antagonisty téchto receptort. Nedavnd zprava popsala objev

aminobenzimidazolu ze tfidy hGCGR antagonistti. (Schéma 25)
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Schéma 25

3.3.2.3 Antimikrobialni uéinky

Rychly narGst rezistentnich grampozitivnich bakteridlnich infekci vedl k vyvoji novych

strategii pro syntézu velkych chemickych knihoven s latkami s antimikrobidlni aktivitou®,

Piikladem jsou chemické knihovny zaloZzené na strukturnich motivech uvedenych ve

schématu 26, které vykazuji baktericidni aktivitu proti dilezitému lidskému patogenu

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus ( MRSA )

Schéma 26: Struktury s vysokou baktericidni aktivitou
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Slouceniny obsahujici cyklicky guanidin vykazuji také antihypotenzni a antiadrenergni
&inky (104)".

104

3.3.2.4 Antiprolifera¢ni aktivita

Benzimidazochinazolinové derivaty nesouci rtizné alkylaminové postranni fetézce
vykazuji antiprolifera¢ni G€inky na lidské narodové buflky18. Cytotoxicky uc¢inek zavisi na
typu postranniho fetézce vychazejictho z jadra a v nékterych piipadech je srovnatelny S
ucinkem dobtfe znamého 1éku ellipticinu. VétSina protinadorovych 1é¢iv se vaze piimo na
DNA. Mezi na DNA vazajici se latky patii zajimava skupina interkalatord. Tyto latky
ovliviuji prodluzovani a vyztuzovani Sroubovice, ¢imz vytvaii strukturalni zmény. Plsobi tak
na kondenzaci chromatinu a interakce s DNA enzymy. Mezi tyto latky se fadi i benzimidazoly

a slou¢eniny nesouci benzimidazolovou skupinu. (Schéma 27)

Schéma 27
O R= (CHZ)ZN(CH3)2
N (CH,)sN(CHa),
® (CH,)N(CHs),
Sy (CHo)N(CoHs),
Il? (CH,);NH(CH,), OH
105
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3.3.2.5 Antithromboticka aktivita

Anagrelid

Cl
Cl

Tato slouc¢enina pifedstavuje bezpochyby nejzndméjsi derivat cyklického guanidinu
pouzivany v oblasti mediciny'®. Lé¢ivo Anagrelid (Agrylin ®, Xagrid®) se obvykle
predepisuje na snizeni poctu krevnich desticek v krvi pacientl, ktefi maji poruchu kostni
diené, kdy t€lo produkuje mnoho zjednoho nebo vice typi krevnich bunék. Timto
onemocnénim je naptiklad esencidlni trombocytémie, kdy organismus produkuje ptili§ mnoho
Cervenych krvinek nebo i krevnich desticek. Anagrelid tedy funguje tak, ze toto nadmérné

mnozstvi redukuje.
Esencidlni trombocytémie

Toto onemocnéni je charakterizovano trvalou trombocytozou, hyperplazii kostni dien¢ a
zvySenym rizikem trombdzy a krvaceni. Pacienti s mirnou formou tohoto onemocnéni mohou
byt 1éceni kyselinou acetylsalicylovou, pro pacienty s rozsahlejSim typem je prvni volbou
hydroxykarbamid, Anagrelid je podavan az u rezistence nebo intolerance na
hydroxykarbamid. AvSak rozsahlé studie ukazaly, Ze primarni cilovy parametr (arterialni nebo
venozni trombodza, vazné krvaceni nebo Umrti z vaskuldrnich pfi¢in) se objevil mnohem
Castéji u pfijemcit Anagrelidu a aspirinu nez u pacientll lécenych hydroxykarbamidem (
hydroxyurea ) vcetné kyseliny acetylsalicylové. U vSech pacientii musi byt provadéna

kontrola na kardiovaskularni onemocnéni.
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Farmakodynamické vlastnosti

Anagrelid inhibuje agregaci krevnich desticek a zmény tvaru trombocytl in vitro
v disledku silné inhibice adenosinmonofosfatu (cCAMP). Avsak vyssi davky tohoto 1éCiva u
lidi vede k vytvofeni trombocytopenie. U kralikd, krys nebo pst ale inhibuje vzniklou

trombozu. U zdravych jedincti dokonce davka 5 mg snizuje krevni tlak.

Farmakokinetické vlastnosti

U zdravych dobrovolnikii je podavan Anagrelid po 1 mg ordln¢, maximalni plazmaticka
koncentrace 4,5 mg/1 bylo dosazeno po 0,9 hodiny. Distribu¢ni objem Anagrelidu je 12 I/kg a
1€k je distribuovan do hlubokych tkani a pomalu eliminovan s termindlnim elimina¢nim
poloc¢asem 76 hodin. 75% podané davky Anagrelidu se vylu¢uje moc¢i béhem 6 dnti, dalSich
10 % je vylucovano stolici. Anagrelid je rozsdhle metabolizovan na minimaln¢ 4 metabolity
(aktivni  3-hydroxy anagrelid (108) a neaktivni 5,6-dichlor-3,4-dihydroquinazol-2-ylamin
(109). (Schéma 28)

Schéma 28
H H N NH
N.__N.__©O Nao N X 2
O OO — O
N
cl cl Cl
ol Ci OH Cl
107 108 109

Nejsou k dispozici udaje tykajici se vlivu véku nebo nemoci na farmakokinetické

vlastnosti 1éku.
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Priprava a vlastnosti

Komerén¢ je Anagrelid pfipravovan zlatky nazyvané ethyl-N-(6-amino-2,3-
dichlorobenzyl)glycin (110) reakci s bromkyanem v aprotickém rozpoustédle jako je toluen®.
Tato reakce vede kiminochinazolinu (111), ktery je vyizolovan a poté reaguje s bazi

V horkém roztoku alkoholu za vytvofeni baze Anagrelidu. (Schéma 29)

Schéma 29
H NH 5 N H
NH baze NN
2 CNBr \f w/J: 0]
- > N N
N\
cl N" “CooEt cl \ cl o
cl Cl COOEt
110 111 1

Derivaty odvozené od tohoto IéCiva, zejména 3- a 5-substituované derivaty
Anagrelidu, maji dal§i zajimavé G¢inky?". Tyto latky maji velmi nizké PDE III inhibitory
(inhibitory fosfodiesterazy III) oproti samotnému Anagrelidu. Maji Siroké vyuziti v 1é¢bé
ptipadi, kde je tato inhibice nutna. Derivaty Anagrelidu (imidazo[2,1-b] chinazolin - 2 - ony),
jejichz vzorce jsou uvedeny nize (Schéma 30), mohou byt tedy inhibitory zvySené produkce
krevnich desticek stejné¢ jako Anagrelid, ale narozdil od n¢j maji nedostatecné

trombocytopenické Gc¢inky. Nejcastéji jsou ale vyuzivany jako antithrombotické ptipravky.

Schéma 30
S
0
Wa
R1 = C ;¢ alkyl, Cy haloalkyl 1 o R R2
2
R2 =H, C 15 alkyl, C1. haloalkyl 112

X1, X2 = halogeny
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Tyto latky se pfipravuji jako diastereoisomery, geometrické izomery nebo jejich
smési, avSak vSechny vykazuji potfebné vlastnosti k farmakologickym ucinkiim. Nemayji
zadny nezadouci ucinek na protisrazliva 1éciva jako aspirin, clopidogrel, prasugrel. Tyto latky

totiz nezasahuji adenosin difosfat receptor P2Y 15, cil clopidogrelu a prasugrelu.

3.3.2.6 DalSi vyznamné vlastnosti vyuZitelné ve farmakologii

Struktura cyklickych guanidinti (2-aminoimidazolidin) pfedstavuje déle soucast mnoha
léciv  (Klonidin-anestetikum, Brimonidin- antiglaukoma, antibiotikum ze skupiny

Sthreptothricint ) a bioaktivnich p¥irodnich produkti. (Schéma 31 )%,

Schéma 31
cl N
N [ NN N
[ =N N}HQ )
N ; H Br N=—
H Cl
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R = CH,, H

Antibiotikum
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Na zaklad¢ kapitoly 1 je hlavnim cilem této prace zejména ovéfeni metody pro
ptipravu vybranych derivatt 5-noranagrelidu, poté samotna pfiprava modelovych sloucenin a

optimalizace jednotlivych krokd.

4.1. Syntéza noranalogu derivatiu Anagrelidu na Wangové pryskyfrici

vychazejicich z riznych typid aminokyselin

Obecné schéma syntézy
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V této praci byl pouzit pouze jeden druh polystyrenové pryskyfice, coz je kopolymer

styrenu a divinylbenzenu, a to Wangova pryskytice (I). Prvnim krokem reak¢éni sekvence bylo

ukotveni piperazinu. K této reakci byl pouzit roztok CDI (Il) a pyridinu jako baze v DCM

(reak¢éni doba 2 h), nasledné byl pfidan roztok piperazinu (I111) v DCM (reakce pfes noc).

(Schéma 32)

Schéma 32 — imobilizace piperazinu véetné mechanismu reakce
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Inkorporace piperazinu méla pro zdarny prubéh reakéni sekvence zasadni vyznam,
protoze pii ukotveni aminokyseliny pifimo na Wangové pryskyfici by ve fazi redukce
nitroskupiny dochazelo k nezadoucimu odstépeni intermedidtu z polymerniho nosice vlivem

cyklického $tépeni.(Schéma 33)

Schéma 33

0 O o 4
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Po imobilizaci piperazinu byla provedena jeho kvantifikace. To slouzi ke zjisténi, zda
doslo k dostatecnému navazani piperazinu a zda je pryskyfice vhodné pro dalsi reakce pro
syntézu pozadovaného intermedidtu V preparativnim méftitku. ProtoZe piperazin neni UV
aktivni molekula, byl pro potieby stanoveni derivatizovan pomoci Fmoc-OSu. Vznikly Fmoc-
piperazin byl po odstépeni z pryskyfice stanoven pomoci HPLC s pouzitim Fmoc-Ala
metodou vnéj§iho standardu. Loading pryskyfice IV byl takto stanoven na 0,6 mmol

piprazinu na gram prysykfice, coZ odpovida 75 % vytézku reakce.

Reakce s Fmoc-OSu

o
L J Fmoc OSu g 50% TFA/DCM
@ o N PN

NH K/

N~ Fmoc

—  » HN N— Fmoc

V dal§$im kroku byl imobilizovany piperazin acylovan vhodn€ chranénou
aminokyselinou. Jako modelova sloucenina byl nejprve vybran Fmoc-Ala, tudiz nasledujici
schémata budou popisovat pfipravu cilové slouceniny z této vychozi latky. Pro acylaci byla

pouzita technika aktivovaného HOB esteru, tedy roztok Fmoc — aminokyseliny, HOBt a DIC
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v DCM/DMF (1:1). Po této reakci malé mnozstvi pryskyfice zreagovalo s roztokem Fmoc-
OSu ke kontrole, zda probéhla reakce kvantitativné a zda tedy pryskyfice neobsahuje jeste
vychozi material. Tato kontrola byla vzdy negativni, tudiz se acylace nemusela opakovat ¢i

optimalizovat, HPLC ¢istota se vZzdy pohybovala kolem 99%. (Schéma 34)

Schéma 34
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Meziprodukt (V1) byl nasledné podroben $t€peni Fmoc-protektivni skupiny, kterou bylo
nutno odstranit pro provedeni dalsich krokut. K odchranéni byl pouzit standardné 50 % roztok
piperidinu v DMF. Tato reakce je rychla a spolehliva, tudiz opét nebylo tieba Zzadné

optimalizace. (Schéma 35)

Schéma 35 — stépeni Fmoc protektivni skupiny

H
N

0 O )OL
./L\o)x\N/\\ — ./L\O NO 0

(0]
\\/Nj Ni
NH NH,

\

Fmoc
Vi VIl

Dalsi krok spocival v arylaci o-nitrofluoroderivatem, v tomto ptipadé byl jako modelovy
reagent zvolen 4-fluoro-3-nitrobenzotrifluorid. K pryskyfici byl pfidan 0,2 M roztok této latky
s ekvivalentem DIEA v DMSO. Pro kontrolu kvantitativniho pribéhu reakce byl opét

proveden test pomoci reakce s roztokem Fmoc-OSu v DCM, ktery odhalil asi 50% mnozstvi
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vychozi latky (VII) a 50 % mnozstvi pozadovaného produktu (VIII). Proto byla nasledné
zvySena koncentrace nitroderivatu a DIEA na 0,4 M. Poté uz reakce probihala kvantitativng,

HPLC ¢istota byla 99%.

Schéma 36 — arylace
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Nitro skupina vzniklého meziproduktu (VIIl) se musi pro dalsi reakce zredukovat na
aminoskupinu, tudiz dal$im krokem byla redukce. Nejprve byla testovana redukce pomoci
SnCl, . 2 H,O. Tato ¢ast syntézy byla nejproblémovejsi, nebot’ se dlouhou dobu nedafilo
dosdhnout poZadovaného produktu kvantitativné. Zde je nutné uvést, ze pii Stépeni
intermediatu IX vznikal plsobenim TFA také derivat chinoxalinu X (schéma 38),
v analytickém vzorku byly pfitomny ob¢ tyto slouc¢eniny. Po fadé optimalizaci byla konverze
zvySena pomoci vyssi koncentrace redukéniho ¢inidla, produkt byl ov§em stale kontaminovan

vedlejSimi produkty. Proto byl hledan jiny zptisob, jak nitro skupinu zredukovat.

Takovou alternativou bylo pouziti roztoku Na,S;04, K,CO3 a TBAHS ve vodé¢ a DCM
(1:1). Tato metoda poskytla cilovy produkt kvantitativné ve vyrazné krat§im reakénim Case.
Dale byla vyhodnégjsi pro konecnou purifikaci produktu, nebot nebylo potieba latku

zdlouhavé ¢istit od cinatych a cinicitych soli.
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Schéma 37 - redukce pomoci chloridu cinatého nebo dithionic¢itanu sodného

VI

Tato metoda ma ale i urcitou nevyhodu a to vznik vedlejsiho produktu. Jedna se o derivat
(XI) vznikajici reakci zredukovaného derivatu s nadbytkem dithioni¢itanu. Pfi dal§im kroku
sekvence vSak tento derivat v daném piipadé rovnéz poskytoval zadany produkt, jeho tvorba
tedy nijak nekomplikovala celkovy pribéh syntézy. Slouc¢eniny X a Y byly v analytickém
vzorku detekovany o ¢istoté 45% (X) a 55% (XI). (Schéma 38)

Schéma 38

Nasledujicim krokem byla reakce s Fmoc-NCS za ziskani pozadovaného Fmoc-derivatu
(XII). Pti této reakci byl pouzit roztok Fmoc-NCS s ekvivalentem DIC v suchém THF.
Reakce probehla velmi rychle (reakéni ¢as byl pouze 30 minut).(Schéma 39)
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Schéma 39
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Pti dalSich experimentech vSak bylo zjisténo, ze kromé ocekavaného produktu casto
vznika i necyklicky meziprodukt (XIII). Tento produkt se zde obvykle vyskytoval i po
prodlouzeni reak¢niho ¢asu. Byla-li vSak smés derivata XII (65%) a XIIl (35%) vystavena
dalSimu ptsobeni DIC v DMF, doSlo ke kvantitativni cyklizaci za vzniku jednotného

produktu XII (HPLC cistota 85%). (Schéma 40)

Schéma 40 — reakce s Fmoc-NCS, nasledna cyklizace
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DalSim krokem bylo §tépeni Fmoc-protektivni skupiny, které bylo klasicky provedeno

50 %-nim roztokem piperidinu v DMF.(Schéma 41)

Schéma 41
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Jako alternativni metoda pfipravy derivatu XIV pfimo z intermediatu XI byla testovana
reakce s bromkyanem. Pii zvysené teploté (45°C) bylo dosazeno kvantitativni konverze za

vzniku pozadovaného derivatu, HPLC C¢istota byla dokonce 95%. Tato metoda je velmi

vyhodnd, nebot’ zkracuje syntézu o dva stupné.

Schéma 42
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Poslednim krokem této syntetické metody byla finalni cyklizace. Navrzeny postup
spocival nejprve v odstépeni intermediatu XIV z polymerniho nosi¢e pomoci 50 % TFA
v DCM. Stépici koktejl byl nasledné odfoukan dusikem a zbyly material byl zahiivan na 50
°C v methanolu. Vysledky po této reakci vSak nebyly uspokojivé, zejména z diivodu nizké

Cistoty a pfitomnosti vychozi 1atky i pfi reakénim case 24 hodin.

Dalsi pokus bylo pouziti DMSO misto MeOH, roztok byl zahfivan na 80 °C po dobu 3
dnt. Produkt byl uz ziskan ve vétsi Cistote, avSak potad se zde vyskytovaly dalsi latky, jako

napiiklad karboxylova kyselina vznikajici hydrolyzou intermediatu XIV(Schéma 43).

Schéma 43

Dalsi optimalizaci bylo pouZiti suchého DMSO. Tato metoda fungovala vyborné u
modelové slouceniny piipravované z Fmoc-Ala, ostatnich finalnich produktd (viz. dalsi
syntetizované derivaty) ale opét neposkytovala optimalni vysledky. Nejlepsi surové Cistoty
(78%) bylo dosazeno, byl-li vzorek po odstépeni a odpafeni TFA lyofilizovan a az poté
cyklizovan v DMSO.

Schéma 44
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Pomoci optimalizovanych reakénich podminek byla pfipravena sloucenina (XV)
V preparativnim mnozstvi. Po purifikaci na semipreparativnim HPLC byla struktura latky

potvrzena pomoci 'H NMR. Produkt byl obdrzen v celkovém vytézku 75%.

4.2 Syntéza vychazejici z lysinu

Syntéza tohoto derivatu opét vychazi z Wangovy pryskyfice s imobilizovanym
piperazinem. Nasleduje sled reakci stejné jako u derivatu z a alaninu; alkylace, $tépeni Fmoc
skupiny, arylace, redukce pomoci Na,S,0,4 Problém ale nastal pii reakci s BrCN. Po jejim
uskute¢néni bylo dosazeno pozadovaného produktu o nizké Cistoté 55%. Proto musela byt
provedena alternativni reakce s Fmoc-NCS, ktera v tomto pripadé vyzadovala 24 h misto 30
minut, poté cyklizace s DIC v DMF a nakonec $tépeni Fmoc-skupiny. V tomto piipadé uz
byla ¢istota intermediatu XXIV dobra (85%) a mohla nasledovat cyklizace v. DMSO. Jako
produkt zde teoreticky mize vznikat bud’ sloucenina XXV, nebo XXVI. Bohuzel, finalni
cyklizace pro tento derivat probihala velmi obtizné. I po mnoha optimalizacich nebylo mozné
produkt vyizolovat, nebot’ byla ve vSech ptipadech obdrzena pouze jako soucast velmi pestré

smési latek.

Schéma 45
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4.3. Syntéza vychazejici z asparagové Kkyseliny

Syntéza derivatu vychazejiciho z asparagové kyseliny byla provedena identicky jako
syntéza vychazejici z alaninu. | v tomto ptipad¢ je tu moznost vzniku dvou findlnich produkti
Z této aminokyseliny se podafilo provést finalni cyklizaci, pficemz byly pomoci HPLC-MS
detekovany oba piedpokladané produkty XXXVI a XXXVII vpoméru 1:9. Vzhledem
k nizkému obsahu produktu XXXVI tento nebyl izolovan. Produkt XXXVII byl po
chromatografickém piecisténi obdrzen ve vytézku 37% a jeho struktura byla potvrzena

pomoci *H NMR. (Schéma 46)

Schéma 46
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4.4 Syntéza za pouziti benzylisothiokyanatu

Dal$im tkolem bylo provéfit moZnost vyuZiti vyvinuté metodiky pro pripravu N'-
substituovanych derivatl, které by mohly byt pfistupné nahrazenim Fmoc-NCS

alkylisothiokyanatem. Jako modelovy derivat byl vybran benzyl-NCS. (Schéma 47)

Pro syntézu byl vybran imobilizovany alanin jako vychozi latka. Syntetické kroky
spocivajici v arylaci a redukci byly totozné jako u ptedeslych derivati. Problém vsak nastal
pii reakci s benzyl-NCS. Pii reakénich podminkach identickych reakci s Fmoc-NCS bylo
pozorovano pouze malé mnozstvi zadaného produktu (asi pouze 5%), pficemz derivat
sulfonové kyseliny (XI), ktery vznika po redukci, nezreagoval vibec. Bylo tedy ptikro¢eno

k optimalizaci a to nejprve testovanim alternativnich rozpoustédel (misto such¢ho THF byly
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pouzity 1,4 — dioxan, DMF, toluen). U vSech moZznosti se nepodafilo pfipravit kvantitativné
pozadovany meziprodukt. Dale byla misto laboratorni teploty pouzita teplota 50, 80 a 100°C,
coz ale vedlo k mnoha vedlejsim produktim. Nakonec byl prodlouzen reakéni ¢as z 30 minut

na 3 dny, ale ani tim se nepodafilo zcela odreagovat vychozi derivat sulfonové kyseliny.

Po téchto neuspésnych optimalizacich bylo nutné zménit postup pii redukcei, protoze
pti redukci s SnCl; . 2 H,0 se nezadouci derivat sulfonové kyseliny netvofi. Nasledna reakce
s benzyl-NCS byla provedena pii 50°C, kdy po 3 dnech byl obdrzen pozadovany produkt ve
vynikajici €istoté 95%. Po této reakci néasledovala uz pouze findlni cyklizace, na kterou byla
pouzita metoda zahtivani v DMSO, kterou byl pozadovany produkt obdrzen v surové Cistoté

70%.

Problémem ale byla purifikace na semipreparativnim HPLC, nebot’ produkt obsahoval diky
redukci cinaté soli, které snadno ucpavaji kolonu. Pfed vycisténim pomoci preparativniho
HPLC bylo tedy nutné piedcistit produkt pomoci SPE extrakce (postup viz. Exp. ¢ast). Po
chromatografii byl produkt obdrzen ve vytézku 58% a jeho struktura byla potvrzena pomoci
NMR.

Schéma 47
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5. EXPERIMENTALNI CAST
Pouzité ptistroje:

e Acquity UPLC-MS (Waters)
- Hmotnostni spektrometr s jednoduchym kvadrup6lem a PDA detektorem
- Mobilni faze je slozena z 0,1% roztoku octanu amonného ve vod¢ a acetonitrilu,
linedrni gradient z20% na 80% acetonitrilu béhem 2,5 min, poté dochazi
k ekvilibraci kolony 20% roztokem acetonitrilu po dobu 1 min. Pratok 0,6 ml/min.
- Kolona: X Select kolona (HSS T3, 2,5 mikront)
- Dalsi parametry: odparovaci teplota 400°C, kapilarni teplota 200°C

e Mikrovinny reaktor CEM
- Standardni sensor infrac¢erveného zafeni
- Opticky sensor teploty
- Maximalni teplota 200 °C a maximalni tlak 200 psi

- Pouziti zkumavek s michadly

e Lyofilizaitor SCANVAC
- Odstranéni rozpoustédla (voda, DMSO, DMF) ze vzorku

e Semipreparativni HPLC Breeze Waters
- Mobilni faze: 0,1% roztok octanu amonného ve vodé + acetonitrilu
- Kolona: YMC Pack ODS-A, S5um, 100x20 mm.
- Pritok 20 ml/min

e JEOL —-500 MHz
- Spektra métena v DMSO — dg za laboratorni teploty (23°C)
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- Chemicky posun v ppm, interakéni konstanty v Hz

Stanoveni loadingu pryskyrice po imobilizaci piperazinu

Z vysuSené pryskyftice se odebere 30 mg a toto mnoZstvi se necha reagovat s roztokem
Fmoc-OSu (N-(fluorenylmethoxykarbonyloxy)sukcinimid) v DCM (169 mg v1 ml) po dobu
30 minut. Po této reakéni dobé€ je pryskyfice promyta 3 x DCM, 3 x MeOH a poté vysusSena
proudem dusiku. Pak se odebere dvakrat presné 10 mg pryskytice, toto mnozstvi se odvazi do
dvou eppendorfek, pryskyfice je podrobena S§tépeni pomoci 50 % kyseliny trifluoroctové
v DCM (asi 1 ml), (Schéma 27). Po odstépeni se tento roztok odfoukd dusikem a odStépena
latka se vyextrahuje do 1 ml MeOH. Poté jsou vzorky ptipravené k analyze v LC — MS.

Postup pro vypocet loadingu:

Po analyze vzorku je provedena integrace pikt pii 300 nm. Poté se podle nasledujiciho
vztahu z téchto ploch pikd a standardu vypocita molarni koncentrace produktu odstépeného

z pryskyfice.

_  plocha pikuvzorku

C = . C
vzorek plocha piku standardu standard

C standard = :Tzl = 8,038 . 10_4 mol/I

V dal§im kroku se molarni koncentrace kazdého vzorku vztahne na jeho piesnou

hmotnost, a tim dostdvame pozadované loadingy, které je nutno jesté zprimeérovat.

L = 22zorkw = mmol/g

Myzorku

Odstranéni cinatych soli pfed HPLC purifikaci
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Pryskyfice se necha piil hodiny reagovat s 50% TFA v DCM, stépici kotejl se pak pomoci
dusiku zbavi piebyte¢né TFA a rozpusti se v Iml DMSO. Do polypropylenové stiikacky
s fritou se navazi 2g reversni faze C18 (50 mikrond) a smés se opét uzavie fritou. Takto
vytvofena ,,kolona* se promyje 10ml octanového pufru (0,01 M roztok octanu amonného ve
vode) a Sml AcCN. K latce v DMSO se prida 9 ml octanového pufru, pak se tato smes oddeli
od cinatych soli pfes kolonu, kolona se nakonec promyje 10ml octanového pufru a Sml

ACCN. Poté se tato smés mtize precistit semipreparativni HPLC.

Syntéza 3-methyl-7-(trifluoromethyl)-1H-benzo[d]imidazo[1,2-a]imidazol — 2(3H)-
onu (XV)

1. 250 mg Wangovy pryskyfice simobilizovanym piperazinem bylo smichdno S
roztokem Fmoc-a — alaninem (0,5 mmol, 0,156 mg), HOBt (0,5 mmol, 0,083 mg) a
DIC (0,5 mmol, 78 pl) vDCM a DMF (1:1, 1,25 ml : 1,25 ml). Pryskyftice byla
ttepana 24 h za laboratorni teploty, promyta 3XDMF a 3XDCM. Poté byl proveden test
na pritomnost vychozi latky: K asi 30 mg pryskyfice byl ptidan roztok Fmoc-OSu
vDCM (169 mg v 1 ml), smés reagovala asi 30 minut, poté promyta 5XxDCM.
Nakonec byl z pryskyfice odstépen meziprodukt obvyklym zptisobem (pomoci 50%
TFA v DCM, 30 minut). Po odfoukani dusikem byl ke smési piidan 1 ml metanolu a
byla provedena analyza v LC-MS. Pokud se ve spektru neobjevil pik nalezici Fmoc-
piperazinu, bylo mozné pokracovat dal§im reakénim krokem.

LC-MS: meziprodukt (VI) [M - H*] = 380
Cistota: 99%

2. Stépeni Fmoc protektivni skupiny: K pryskyfici byl piidan 50% roztok piperidinu
v DMF, reakce probihala 1 h za laboratorni teploty, poté byla pryskyfice promyta 3x
DMF, 3x DCM.

Analyza LC-MS: neprovadi se

3. Arylace pryskyfice roztokem 4-fluoro-3-nitrobenzotrifluoridu (1 mmol, 140 pl),
DIEA (1 mmol, 175 pl) v DMSO (2,5 ml). Reakce probihala pies noc za laboratorni
teploty. Nasledovalo promyti 3x DMF, 3x DCM. Opét byla nutna kontrola reakce
s Fmoc-OSu.

LC-MS: meziprodukt (VIII) [M —H™] = 347

55



Cistota: 99%

4. Redukce roztokem Na,S;04 (2,5 mmol, 525 mg), K,CO3; (3,5 mmol, 485 mg) a
TBAHS (0,25 mmol, 85 mg) v 2,5 ml destilované vody a 2,5 ml DCM. Reakce
probihala 2 h za laboratorni teploty, poté byla pryskyfice promyta 3x DCM:DMF
(1:1), 3x DMF, 3x MeOH, 3x DCM.

LC-MS: meziprodukt
(X)[M-H=231
(X1) [M —H"] =396
Cistota: (X) = 25%
(XI) = 75%

5. Reakce s BrCN: K pryskytici byl ptidan roztok BrCN (2,4 mmol, 250 mg) v 10 ml
DCM, smés byla zahtivana na 45 °C pies noc. Poté byla promyta 3xDMF a 3XDCM.
LC-MS: meziprodukt (XIV) [M — H'] = 341
Cistota: 95%

6. Finalni cyklizace: Meziprodukt (XIV) byl odstépen z pryskytice pomoci 50% TFA
v DCM. Nasledovalo odpaieni piebyte¢né TFA dusikem, byly ptidany 3 ml DMSO a
smés se zahiivala na 80 °C po dobu 3 dni. DMSO se odstranil lyofilizatorem a
produkt se rozpustil v3 ml MeOH. Nakonec byl vy¢istén pomoci semipreparativni
HPLC.

LC-MS: produkt (XV) [M —H'] = 256

Cistota: 70%

Po purifikaci ziskan produkt ve vytézku 75%.

'H NMR: (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.6 (d, J= 7,4 Hz,3H) 4.93(quar, J = 7,3 Hz,
1H) 5.71 (s, 1H) 7.42 (d, J =8, 1H) 7.61 (d, J = 8, 1H), 7.75 (s, 1H)

Syntéza 4-(piperazin-1-karbonyl)-8-(trifluoromethyl)-3,4-
dihydrobenzo[4,5]imidazo[1,2-a]pyrimidin-2(1H)-onu (XXXII1)

1. Acylace 250 mg Wangovy pryskyfice s imobilizovanym piperazinem roztokem Fmoc-
asparagovou kyselinou (Boc) (XXVI11)(0,5 mmol, 0,205 mg), HOBt (0,5 mmol, 0,083
mg) a DIC (0,5 mmol, 78 ul) v DCM a DMF (1:1, 0,75 ml : 0,75 ml). Smé&s byla
ttepana 24 h za laboratorni teploty, poté promyta 3xDMF a 3xDCM, nutna reakce
¢asti pryskytice s Fmoc-OSu.
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LC-MS: meziprodukt (XXVII[M — H'] = 425
Cistota: 99%
Stépeni Fmoc protektivni skupiny: K pryskyfici byl pfidan 50% roztok piperidinu
v DMF, reakce probihala 1 h za laboratorni teploty, poté byla smés promyta 3x DMF,
3x DCM.
Analyza LC-MS: neprovadi se
. Arylace pryskyfice roztokem 4-fluoro-3-nitrobenzotrifluoridem (1 mmol, 140 ul),
DIEA (1 mmol, 175 ul) v DMSO (2,5 ml). Reakce probihala ptfes noc za laboratorni
teploty. Nasledovalo promyti pryskyfice 3x DMF, 3x DCM. Opét je nutna kontrola
reakce s Fmoc-OSu.
LC-MS: meziprodukt (XXX) [M — H'] =391
Cistota: 95%
Redukce roztokem Na,S;04 (2,5 mmol, 525 mg), K,CO3; (3,5 mmol, 485 mg) a
TBAHS (0, 25 mmol, 85 mg) v 2,5 ml destilované vody a 2,5 ml DCM. Reakce
probihala 2 h za laboratorni teploty, poté byla pryskyfice promyta 3x DCM:DMF
(1:1), 3x DMF, 3x MeOH, 3x DCM.
LC-MS: meziprodukt (XXXI) [M —H'] =274
(XXXN[M — H'] = 440

Cistota: (XXXI) = 45%

(XXXII) =55%

Reakce s Fmoc-NCS: K pryskytici byl ptidan roztok 0,5 M Fmoc-NCS (0,14 mg), 0,5
M DIC (76 pl) v 2,5 ml suchého THF. Reakce probihala pies noc za laboratorni
teploty, poté byla pryskytice promyta 3x THF, 3x DCM.
LC-MS: meziprodukty (XXX [M - H'] =609
(XXXIV)[M — H™] = 643
Cistota: (XXXII1)= 65%
(XXXIV) = 35%

. Cyklizace meziproduktu ([M — H"] = 664) pomoci 0,5 M roztoku DIC v DMF. Reakce
byla nasazena pies noc za laboratorni teploty, nakonec byla pryskyfice promyta 3X
DMF, 3x DCM.
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LC-MS: meziprodukt (XXXII)[M — H] = 609
Cistota:85%

7. Stépeni Fmoc protektivni skupiny: K pryskyfici byl pfidan 50% roztok piperidinu
v DMF, reakce probihala 1 h za laboratorni teploty, poté promyti 3x DMF, 3x DCM.
Analyza LC-MS: neprovadi se

8. Finalni cyklizace: Meziprodukt (XXXV) byl odstépen z pryskyfice pomoci 50% TFA
v DCM. Nasledovalo odpafeni piebyteéné TFA dusikem, byly pfidany 3 ml DMSO a
smés se zahtivala na 80 °C po dobu 3 dni. DMSO bylo odstranéno lyofilizatorem a
produkt byl rozpustén v 3 ml MeOH. Nakonec byl vy¢istén pomoci semipreparativni
HPLC.

LC-MS: produkt (XXXVII) [M —H'] = 368
Cistota:75%
Po purifikaci ziskan produkt ve vytézku 37%.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.72 (dt, J=6.44, 3.37 Hz, 4 H) 3.56 (t, J=6.59
Hz, 4 H) 6.01 (d, J=7.45 Hz, 1 H) 7.38 - 7.49 (m, 2 H) 7.70 (s, 1 H). Methylenovy
signal ptekryt vodou.

Syntéza 3 - (4 - aminobutyl) -7- (trifluoromethyl)-1H-benzo[d]imidazo[1,2 -
aJimidazol — 2(3H)-onu (XVII) nebo 3 - (2 - amino-5-(trifloromethyl)-H-
benzo[d]imidazol-1-yl)azepan-2-onu (XXI11 nebo XXIV)

1. Acylace 250 mg Wangovy pryskyfice s imobilizovanym piperazinem roztokem Fmoc
lysynem (Boc) (XVI) (0,5 mmol, 0,234 mg), HOBt (0,5 mmol, 0,083 mg) a DIC (0,5
mmol, 78 ul) vDCM a DMF (1:1, 0,75ml : 0,75ml). Smés byla tfepana 24 h za
laboratorni teploty, promyta 3xDMF a 3xDCM, nutna reakce ¢asti pryskyfice s Fmoc-
OSu.

LC-MS: meziprodukt (XVII) [M —H"] = 438
Cistota: 99%

2. Stépeni Fmoc protektivni skupiny: K pryskyfici byl pfidan 50% roztok piperidinu
v DMF, reakce probihala 1 h za laboratorni teploty, poté promyta 3x DMF, 3x DCM.
Analyza LC-MS: neprovadi se

3. Arylace pryskyfice roztokem 4 — fluoro — 3 - nitrobenzotrifluoridem (1 mmol, 140 pl),
DIEA (1 mmol, 175 ul) v DMSO (2,5 ml). Reakce probihala pfes noc za laboratorni
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teploty. Nasledovalo promyti 3x DMF, 3x DCM. Opét je nutna kontrola reakce
s Fmoc-OSu.
LC-MS: meziprodukt (XIX) [M — H'] = 404
Cistota: 99%
Redukce roztokem Na,S;04 (2,5 mmol, 525 mg), K,CO3; (3,5 mmol, 485 mg) a
TBAHS (0, 25 mmol, 85 mg) v 2,5 ml destilované vody a 2,5 ml DCM. Reakce
probihala 2 h za laboratorni teploty, poté byla pryskyfice promyta 3x DCM:DMF
(1:1), 3x DMF, 3x MeOH, 3x DCM.
LC-MS: meziprodukt (XXD[M —H"] =373
(XX)[M — H'] = 454

Cistota: (XX) = 45%

(XXI) = 55%

Reakce s Fmoc-NCS: K pryskyfici byl ptidan roztok 0,5 M Fmoc-NCS (0,14 mg), 0,5
M DIC (76 pl) v2,5 ml suchého THF. Reakce probihala pies noc za laboratorni
teploty, pryskytice byla promyta 3x THF, 3x DCM.
LC-MS: meziprodukty (XXII) [M —H"] =621
(XXI) [M - H"] =654
Cistota: (XXI1)=55%
(XX1) = 45%

. Cyklizace meziproduktu ([M — H'] = 654) pomoci 0,5 M roztoku DIC v DMF. Reakce
probihala pfes noc, za laboratorni teploty, nakonec byla pryskytice promyta 3x DMF,
3x DCM.

LC-MS: meziprodukt (XXI1) [M — H] = 621

Cistota: 85%

Stépeni Fmoc protektivni skupiny: K pryskyfici byl pfidan 50% roztok piperidinu
v DMF, reakce probihala 1 h za laboratorni teploty, poté promyti 3x DMF, 3x DCM.
Analyza LC-MS: neprovadi se

. Finalni cyklizace: Meziprodukt byl odstépen z pryskytice pomoci 50% TFA v DCM.
Nasledovalo odpateni piebytecné TFA dusikem, byly piidany 3 ml DMSO a smés
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byla zahtivana na 80 °C po dobu 3 dnd. DMSO bylo odstranéno lyofilizatorem a
produkt rozpustén v 3 ml MeOH.

LC-MS: produkt (XXV nebo XXVI) [M —H"] =313

Surova ¢istota: 18%

Produkt nebyl vyizolovan, nebot” jeho obsah ve smési byl velmi maly (viz. pifiloha,
HPLC spektrum).

Syntéza 3 — methyl — 7 - (trifluoromethyl) -1 — benzyl - benzo[d]imidazo[1,2 -
alJimidazol — 2(3H)-onu (XXXX)

1. Acylace 250 mg Wangovy pryskyfice s imobilizovanym piperazinem roztokem Fmoc-
Ala (XXXVIII) (0,5 mmol, 0,156 mg), HOBt (0,5 mmol, 0,083 mg) a DIC (0,5 mmol,
78 ul) v DCM a DMF (1:1, 0,75ml : 0,75ml). Smés byla tiepana 24 h za laboratorni
teploty, promyta 3XDMF a 3xDCM, nutny test s Fmoc-Osu na piitomnost vychozi
latky.

LC-MS: meziprodukt (XXXIX) [M - H'] = 380
Cistota: 99%

2. St&peni Fmoc protektivni skupiny: K pryskyfici byl pfidan 50% roztok piperidinu
v DMF, reakce probihala 1 h za laboratorni teploty, poté promyti 3x DMF, 3x DCM.
Analyza LC-MS: neprovadi se

3. Arylace pryskyfice roztokem 4 - fluoro-3 - nitrobenzotrifluoridem (1 mmol, 140 pl),
DIEA (1 mmol, 175 ul) v DMSO (2,5 ml). Reakce probihala pfes noc za laboratorni
teploty. Nasledovalo promyti 3x DMF, 3x DCM. Opét byla nutna kontrola reakce
s Fmoc-OSu.

LC-MS: meziprodukt (XXXXI) [M —H"] = 346
Cistota: 99%

4. Redukce s SnCl, . 2 H,O: Pryskytice byla 3x promyta bezvodym DMF, byl ptidan
roztok 2,5 M SnCl, . 2 H,O (0,562 mg) a 2,5 M DIEA (435 ul) ve 2,5 ml suchého
DMF. Reakce probihala pfes noc, za laboratorni teploty. Dalsi den byla promyta3x
DMF, 3x DCM.

LC-MS: meziprodukt (XXXXI1) [M —H"] =231
Cistota: 95%
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5. Reakce s benzyl-NCS: K pryskyfici byl ptidan 0,5 M roztok benzylu NCS (69 ul) a
0,5 M DIC (77,5 ul) v 2,5 ml suchého THF. Reakce probihala 3 dny za teploty 50 °C,
poté promyta 3X THF, 3x DCM.

LC-MS: meziprodukt (XXXXIN[M —H"] = 432
Cistota: 95%

6. Finalni cyklizace: Meziprodukt (XXXXIII) byl odstépen z pryskyiice pomoci 50%
TFA v DCM. Nasledovalo odpafeni ptebytecné TFA dusikem, byly pfidany 3 ml
DMSO a smés byla zahtivana na 80 °C po dobu 3 dni. DMSO bylo odstranéno
lyofilizatorem a produkt rozpustén v3 ml MeOH. Nakonec byl vyc¢istén pomoci
semipreparativni HPLC.

LC-MS: produkt (XXXXIV) [M — H"] = 346
Cistota: 70%
Po purifikaci ziskan produkt ve vytézku 55%.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.67 (d, J=7.45 Hz, 3 H) 4.91 (d, J=2.29 Hz, 2
H) 5.13 (q, J=7.45 Hz, 1 H) 7.24 - 7.29 (m, 1 H) 7.32 (t, J=7.73 Hz, 2 H) 7.36 - 7.40
(m, 2 H) 7.46 (d, J=8.02 Hz, 1 H) 7.67 (d, J=8.02 Hz, 1 H) 7.82 (s, 1 H)
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6. ZAVER

Cilem této bakalarské prace byla optimalizace podminek pro pfipravu 5-norderivata
Anagrelidu vychazejicich z riznych aminokyselin vedoucich k proménlivé substituci v poloze
¢. 3, resp. nebo lisicich se substituci na dusiku v poloze 1 v zavislosti na pouzitych
isothiokyanatech. Po zminéné optimalizaci byla dal§im cilem samotnd syntéza nékolika

modelovych derivatu a jejich charakterizace.

Uvodni ¢ast bakalaiské prace je zamétena na reSersi piipravy cyklickych guaniding, a
to jak metodou syntézy na pevné fazi, tak i pomoci roztokové chemie. Dale jsou zde zminény
nejvyznamngéjsi biologické, chemické a fyzikalni vlastnosti téchto sloucenin a v neposledni

fad¢ jejich vyuziti v praxi.

Prvni usek experimentdlni casti byl zaméfen na syntézu modelové slouceniny
vychazejici z Fmoc-Ala. Béhem vyvoje metody bylo potieba optimalizovat jednotlivé
reakéni kroky, protoze bud’ neposkytovaly vyhovujici konverze, nebo nedochazelo k reakci
vibec. Prvni optimalizaci bylo zvySeni koncentrace aryla¢niho ¢inidla a baze béhem arylace,
nebot’ pfi pouziti standardnich podminek byla stale pfitomna vychozi latka, coz sniZovalo
vytéznost dalSich krokt. Dal$im krokem byla redukce, ktera v ptipadé SnCl, neposkytovala
pfijatelné vysledky, navic byl produkt znecistén cinatymi solemi, coZ komplikovalo findlni
Cisténi produktl. Proto bylo vhodné piejit na jiny typ redukce, a to s pouzitim Na,S,04 jako
reduk¢niho €inidla. Po tomto kroku nésledovala reakce s Fmoc-NCS, kterd musela byt také
optimalizovana kvlli vzniku dvou produktl, pficemZz musel byt do reakéniho schématu
zafazen aditivni cyklizaéni krok sroztokem DIC v DMF. Jako alternativni metoda byla
uspésné testovana reakce s roztokem BrCN v DCM, ktera poskytla vynikajici vysledky, navic
zkratila puvodni sekvenci o dva kroky. Posledni optimalizace se tykala finalni cyklizace
v roztoku, kdy byla vyvinuta cyklizaéni metoda v DMSO poskytujici finalni produkty o dobré

surové ¢istote.

Dalsi c¢asti experimentu byla piiprava dalSich dvou alternativnich derivatl, ktera
vychazela z lysinu a asparagové kyseliny. Syntézy téchto latek probihaly na stejném principu
a nebyla nutna zadna dalSi optimalizace. V ptipad¢ lysinu selhala findlni cyklizace, ktera
poskytla produkt pouze jako soucdst komplikované smesi latek. V piipadé asparagové
kyseliny byl pfipraven analog, ktery se 1iSi od cilové struktury expanzi imidazolového cyklu

na pyrimidinovy. Pfiprava posledniho modelového derivatu byla zaloZzena opét na pouziti
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Fmoc-Ala, nicmén¢ pro vystavbu guanidinového skeletu byl pouzit misto Fmoc-NCS benzyl-
dosahnout pozadovaného meziproduktu V poZzadované ¢&istoté. ReSenim bylo pouZiti

redukce SnCl, misto redukce dithioni¢itanem pouzitym v piedchozich piipadech.

Po peclivé optimalizaci tak byla vyvinuta jednoducha metoda pro piipravu cilovych
latek pomoci syntézy na pevné fazi. Byly piipraveny 3 modelové slouceniny a provedena
jejich charakterizace pomoci NMR. V soucasné dobé probihd testovani jejich biologické
aktivity na UMTM Olomouc. Vyvinuta metoda je pouzitelna pro piipravu chemickych

knihoven z velkého mnozstvi komeréné dostupnych vychozich latek.

63



\l

o B~ W D

10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.
19.
20.
21.

. ZDROJE

lan W. James; Tetrahedron 1999, 55, 4855-4946

Hans-Michael Eggenweiler; DDT 1998, 3(12)

Sergei Usachev and Alexei Gridnev; Synthetic Communications 2011, 41,3683-3688
S. Louwrier, A. Tuynman, H. Hiemstra; Tetrahedron 1996, 52 (7), 2629-2646

H. Obase, N. Nakamizo, H. Takai, and M. Teranishi; Bull. Chem. Soc. Jpn. 1983, 56,
3189-3190

Joseph V . Rodricks and Henry Rapoport; J. Org. Chem. 1971,36 (1)

Hao Shen, Yang Wang, and Zuowei Xie; Organic Letters 2011, 13(17), 4562-4565
Rakesh Kumar, Denis S. Ermolat’ev,and Erik V. Van der Eycken; J. Org. Chem. 2013,
78, 5737—5743

Goetz E. Hardtmann, Gabor Koletar, Oskar R. Pfister; Journal of Medicinal
Chemistry 1975, 18(5), 447-453

Gaurav K. Srivastava; Amit P. Kesarwani; Rajesh K. Grover; Raja Roy; T.
Srinivasan, and Bijoy Kundu; J. Comb. Chem. 2003, 5, 769-774

Martyn P. Coles; Chem. Commun. 2009, 3659-3676

V. Y. Vvedensky,B. V. Rogovoy,A. S. Kiselyov and A. V. Ivachtchenko; Tetrahedron
Letters 2005, 46, 8699-8703

Gary C. Harbour, et al;J. Am. Chem. Soc.1981, 103, 5606-5607

Perla Breccia,Nicole Boggetto, Ruth Pe rez-Ferna ndez, Michiel Van Gool, Masayuki
Takahashi, Loi"c Rene’, Pilar Prados, Bernard Badet, Michele Reboud-Ravaux, and
Javier de Mendoza; J. Med. Chem. 2003, 46, 5196-5207

Christopher Sinz, Jiang Chang,et al; Bioog. Med. Chem. 2011, 21, 7131-7136

Mary E. Hensler, Gregory Bernstein,Victor Nizeta and Adel Nefzib; Bioorg. Med.
Chem. 2006, 16, 5073-5079

V. Alagarsamy, V. Raja Solomonb and K. Dhanabal; Bioorg. Med. Chem. 2007, 15,
235-241

Lisa Dalla Via, Ornella Gia; et al; Il Farmaco 2001, 56, 159-167

Antona J. Wagstaff and Gillian M. Keating; Drugs 2006, 66 (1), 111-131

P. McGee; 2012, WO 2012/052781 Al

B. Golding; 2010; WO 2010/070318 Al

64



8. SEZNAM ZKRATEK

DCM - dichlormethan

DIC - N,N’- diisopropylkarbodiimid

DIEA - N,N’- diisopropylethylamin

DMF - dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

EDIPA — N,N’- diisopropylethylamin
Fmoc-OSu — N — (9 — fluorenylmethoxykarbonyloxy)sukcinimid
Fmoc-NCS — Fmoc-isothiokyanét

HOBt — 1 - hydroxybenztriazol

MeOH — metanol

TBAHS — hydrogensiran tetrabutylamonny
TFA — trifluoroctova kyselina

THF — tetrahydrofuran

AcCN - acetonitril
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PRILOHY



Pfiloha &.1: Analyza acylace (VI) [M - H] = 380

RP alanin C1 3: Diode Array
2.26 Range: 2.884e+1
1.5e+1-
B2 10e+l]
< ] 0.47
5.0-
0.29
0.0 A L IR

— :
025 050 0.75 1.00 125 15 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

RP alanin C1 132 (2.281) Cm (131:136) 1: Scan ES+
100+ 380 1.25e8
I
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179 202
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127 133(1%9 [180 418
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Piiloha ¢.2: Analyza arylace (VIII) [M — H'] = 347

RP a-alanin C2 3: Diode Array
241 Range: 4.709e+1

3.0e+1-

> E
L 2.0e+1E

1.0e+1- 0.47
OOE 0.30
) —— T T T ]
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 5.00
RP a-alanin C2 140 (2.419) Cm (139:146) 1: Scan ES+
3 347 1.18e8
100
I
233
348
388
| 385389 sou
127 255 328
hlhl/lssn | ‘LI. l A
O e e e T T TP T T T T T T T T — M/Z

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400



Ptiloha ¢.3: Analyza redukce (X) [M — H] =229, (XI) [M - H] =396

RP a-alanin C3

3: Diode Array

3.02 Range: 2.87e+1
2.0e+1]
1.5e+1—§
=2
1.0e+15
E 3.98
5.0
= 2.17
0-07‘“\““\““\““\““\‘ T T T T T T T T T T T T \“‘\3.‘5‘6 T T T U |
0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00
RP a-alanin C3 230 (3.989) Cm (230:232) 2: Scan ES-
100+ 229 7.75e6
N
1113
230
228 361 469
l 395
O “H‘\‘H‘\“Hw“““\H“h\‘““H‘\‘HH\H‘“wH“‘w‘”"\““w””H“'w““‘ L L L S B L B L B S I L m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
RP a-alanin C3 175 (3.035) Cm (174:177) 2: Scan ES-
100+ 396 6.10e6
N
396
113 2 98 792
lrllé) 315 l‘ 1034
L L o B g L B LS B I o UMM R S o s e m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400



Piiloha ¢.4: Analyza reakce s BrICN (XIV) [M — H'] = 341

RP a-alanin C4

3: Diode Array

. 1.63 Range: 3.485e+1
2.5e+1
2.0e+1]
S 1.5e+1-
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RP a-alanin C4 95 (1.648) Cm (94:101) 2: Scan ES-
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Ptiloha ¢.5: Analyza finalni cyklizace (XV) [M — H] = 254

RP a-alanin FC puv MeOH

4.0e+l*:
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3: Diode Array
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Piiloha ¢€.6: Analyza po finalni cyklizaci (XXXVII) [M — H'] = 368

RP asp FC MeOH 3: Diode Array

1.38 Range: 5.986e+1
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P¥iloha ¢&. 7: Analyza po acylaci (XVII) [M — H'] = 438

RP lys B1

3: Diode Array
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Piiloha ¢.8: Analyza po reakci s Fmoc NCS (XXII) [M — H'] = 621, (XXIII) [M — H"] = 655

RP Lysin A4 3: Diode Array
) 2.94 Range: 5.034e+1
4.0e+1
E 3.34
3.0e+17
> E
" 20e+1]
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Piiloha &.9: Analyza po reakci s DIC v DMF (XXII) [M — H'] = 621

RP lysin A5 3: Diode Array
2.85 Range: 1.369e+2
1.0e+2]
7.5e+1]
) 1
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RP lysin A5 168 (2.905) Cm (164:171) 1: Scan ES+
100+ 621 1.34e8
[ I3
623
242 425
179 J[ 399 501 526 643
O“‘f\““\““\““\““““\““““\“““L“\““““J\‘““\““\““““\L““\}k““\““““\““\“L‘L‘A\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\mlz
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000



Piiloha €.10: Analyza po finalni cyklizaci (XXV nebo XXVI) [M — H'] = 313

RPLysin6
] 1.65
1.5e+2-]
1.0e+2]
] ]
.< b
5.0e+1

3.44

3: Diode Array
Range: 1.721e+2
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Piloha ¢.11: Analyza po reakci s benzyl-NCS (XXXXII)[M — H'] = 432

2.61

0.53
3 0.40 0.94 154
E 0.27 2.37
0.0- =

3: Diode Array
Range: 3.01le+1

I I I I
0.25 0.50 0.75 1.00
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Piiloha &.12: Analyza po finalni cyklizaci (XXXXIV) [M — H'] = 346

RP benzyl FC 2
1.08+2§

8.0e+1-

6.0e+1-
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2.0e+1§ 0.40 0.57 201

3.23
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3: Diode Array
3.58 Range: 1.119e+2

3.30
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Normalized Intensity

Priloha ¢.13: 3-methyl-7-(trifluoromethyl)-1H-benzo[d]imidazo[1,2-a]Jimidazol — 2(3H)-on (XV)- Pozn.: produkt kontaminovan

slouc¢eninou uvedenou ve schématu ¢. 43
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Ptiloha ¢.14: 4-(piperazin-1-karbonyl)-8-(trifluoromethyl)-3,4-dihydrobenzo[4,5]imidazo[1,2-a]pirimidin-2(1H)-on (XXXI11)
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Chemical Shift (ppm)
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Ptiloha ¢.15: 3 — methyl — 7 - (trifluoromethyl) -1 — benzyl - benzo[d]imidazo[1,2 - a]Jimidazol — 2(3H)-on (XXXX)

Chemical Shift (ppm)
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