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1 Uvod

Cyklin-dependentni kinazy jsou skupina enzymd, jez hraji nezbytnou roli

Vv regulaci bunécného cyklu. Jejich inhibitory pfedstavuji znac¢ny potencial z hlediska

piipravy novych protinadorovych 1é¢iv.*

Jednim ze zndmych derivati pyrazolu, jez vykazuje biologickou aktivitu, jakozto
inhibitor cyklin-dependentnich kinaz, je slou¢enina 1.} Tato struktura predstavuje velky
potencial z hlediska moznosti pfipravy strukturnich analog, jez by vykazovaly podobnou,
¢i dokonce vyssi CDK inhibi¢ni aktivitu.

Tato prace si dava za cil ptipravu jednoho typu téchto strukturnich analog 2,
konkrétné€ se jedna o zdmeénu azo skupiny za vinylovy mustek a zaménu amino skupiny

V poloze 3 pyrazolu, za karboxamidovou skupinu, obsahujici arylovy substituent.

Vychozi latkou pro piipravu latek 2 byl jiz dfive ptipraveny (E)-ethyl 4-(2-
bromvinyl)-1-(2,4-dinitrofenyl)-1H-pyrazol-3-karboxylat a synteticka cesta zahrnovala 2
klicové reakce, jimiz byly Suzuki-Miyauraova cross-couplingova reakce a pfiprava

amidu z karboxylové kyseliny.

V teoretické Casti byla poté vypracovana reSerSe, jez se zabyva problematikou
palladiem katalyzovanych, cross-couplingovych reakci a rliznymi metodami aktivace

karboxylové kyseliny pro pfipravu amidu.



2 Teoreticka ¢ast

Teoreticka Cast je rozdélena na dvé casti. Ta prvni se vénuje problematice
palladiem katalyzovanych, cross-couplingovych reakci a jsou zde popsany

nejvyznamnéjsi jmenné reakce, jez se vyuzivaji pro ptipravu vazeb uhlik-uhlik, vCetné

samostatné podkapitoly, vénujici se reakénimu mechanismu.

Druhé ¢ast se vénuje riznym syntetickym metodam, jez se uplatituji v syntéze

amidu z karboxylovych kyselin.

2.1 Palladiem katalyzované cross-couplingové reakce

Pted 50 lety v dobé, kdy palladium teprve pomalu nachazelo svou ulohu
Vv organické syntéze, byla tvorba vazby uhlik-uhlik dosazitelnd pouze za pomoci
stechiometrickych reakci reaktivnich elektrofili s nukleofily, jako byly naptiklad
Wittigova reakce, ¢i Knoevenagelova kondenzace. Z toho divodu byl v pozdnich 60.
letech 20. stoleti nesmirn¢ vyznamny objev katalytickych vlastnosti palladia na poli
tvorby vazby uhlik-uhlik a v nasledujicich letech pak jeho dalsi vyzkum umoznil
zavedeni dnes v organické syntéze jiZ naprosto nepostradatelnych, cross-couplingovych

reakci.?

Na velikost vyznamu palladiem katalyzovanych, cross-couplingovych reakci
poukazuje rovnéz fakt, ze v roce 2010, byla panim Heckovi, Negishimu a Suzukimu, jez
jsou objevitelé do dneSnich doby asi tii nejvyznamnéjsich reakci tohoto typu, udélena

Nobelova cena za chemii.?

Do dne$ni doby je zndmo na 72 typl tranzitnimi kovy (pfevazné palladiem)
katalyzovanych cross-couplingovych reakci, jez se jiz neomezuji pouze na tvorbu vazeb
uhlik-uhlik.® Z hlediska reagujicich partnerd, lze §ifeji sumarizovat nejznaméjsi typy
palladiem katalyzovanych, cross-couplingovych reakci na né€kolik typ. Tim prvnim
typem je Pd-katalyzovana olefinace halogen derivatu 3. Ptikladem takovéto reakce je

Heckova reakce a miize byt obecné znazornéna podle schématu:?



R'l

3 Pd-kat. 3
. S =
3 4 5
Schéema 1

Druhy typ Pd-katalyzovanych cross-couplingovych reakci pak namisto olefinu 4,
vyzaduje organokovovou slouceninu 6, a patii zde napiiklad Negishiho, Kumada, Suzuki-

Miyauraova, Hiyamaova a Stilleho reakce.?

Pd-kat.
R'-X + R?-MR? R R'-R?
3 6 7
Schéma 2

Timto vycet druhti cross-couplingovych reakci samoziejmé nekonci, avSak reakce
jiného typu jiz dalece ptesahuji téma diplomové préce, proto jim nebude dale vénovana

pozornost.

2.1.1 Reakéni mechanismus

Reakéni mechanismus Pd-katalyzovanych cross-couplingovych reakci lze
zjednodusené rozdélit na tii klicové reakce. Témi jsou oxidativni adice, transmetalace a
reduktivni eliminace s jistymi rozdily v pfipadé Heckovy reakce, kde transmetalaci

nahrazuje syn-adice a nasledna eliminace beta-hydridu.? 34

Pro ilustrativni reakci dle schématu niZe 1ze mechanismus shrnout nasledovné:

PdL,
Ar—X + Nu—M - > Ar—Nu
8 9 10
Schéma 3

V prvnim kroku dochazi k oxidativni adici aryl halogenidu 8 na obvykle 14
elektronovy Pd°L, komplex (L = monodentatni fosfinovy ligand) a vytvofeni o-
arylpalladium(l1) komplexu (trans-ArPd?XL;). V dalsim kroku dochézi k nukleofilnimu

ataku na vznikly trans-ArPd®XL, komplex, tzv. transmetalaci. Poslednim krokem je

10



reduktivni eliminace, pii které dochazi k obnové Pd°L katalyzitoru a tvorbé& vazby uhlik-

uhlik.®
ArNu \ PdOL2 ArX
reduktivni eliminace \g oxidativni adice
L L

AF—F:’d'L (cis) Ar—I:Dd'b( (trans)
L

Nu
Nu”
Ar—Pd'Nu <

transmetalace

L
x-
(trans)
Schéma 4
Reakéni mechanismus pro ilustrativni Heckovu reakci:

PdL, )

Ar—X + :\R + NEt; - Ar—\\_R + N*EtzH X
8 1 12 13 14
Schéma 5

se tedy li§i v transmetalaénim kroku, ktery je nahrazen syn-adici ArPd®XL.
komplexu na vychozi alken a nasledné beta-eliminaci hydridu za vzniku olefinu 13

v konfiguraci trans.®
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N*Et,

HX \ Pd°L, ArX
oxidativni adice
NEt;
L

|
HPd"XL, Ar—IIDd'b( (trans)

L
Ar—\\_R .
Ar Pd"XL, R
H R

beta-eliminace hydridu syn-adice

Schéma 6

Reaktivita organokovové slouceniny 9, se fidi obecnym pravidlem, ze ¢im vyssi
je elektronegativita kovu, tim niz$i je jeji reaktivita. Tim padem jsou kupiikladu
organokovové slouceniny alkalickych kovli a Grignardova c¢inidla znaéné reaktivnéjsi
Vv cross-couplingovych reakcich neZz ptislusna, organozinecnatd c¢inidla, ¢i boronové
kyseliny. V piipadé Heckovy reakce pak samoziejmé namisto organokovu 9 vystupuje
olefin 11. Pro tvorbu vazby C-C jsou v dne$ni dob¢ nejvice popularni boronové kyseliny
a tim padem Suzuki-Miyauraova cross-couplingova reakce je zna¢né uptednostiiovana.
Jejich popularité se mohou rovnat pouze substraty Heckovy reakce 11, jez neobsahuji
zadny kov. Tato popularita vychazi z faktu, ze boronové kyseliny jsou sice drahé, avSak
stabilni a nevyZaduji skladovani pod inertni atmosférou. Navic mlZe byt Suzuki-
Miyauraova cross-couplingova reakce provadéna za pritomnosti vody a v nékterych
pfipadech i za laboratorni teploty. Heckova reakce pak obvykle vyzaduje drastictéjsi

reakéni podminky, coz je dani za to, Ze jeji substraty neobsahuji kov.?
2.1.2 Kumada coupling

Prvni zminka o komplexech tranzitnich kova katalyzujicich, cross-couplingové
reakce se datuje jiz do 60. let 20. stoleti. V roce 1972 pak publikoval Kumada praci, v niz
popsal ptipravu nenasycenych sloucenin, jez zahrnovala cross-couplingovou reakci mezi

vinyl a aryl halogenidy a Grignardovymi ¢inidly, za katalyzy komplexy niklu.°

12



Kumada ve své praci formalné navazal na poznatky, které jiz diive publikovali
Tamura a Kochi, jez demonstrovali, ze v organickych rozpoustédlech rozpustné
komplexy médi, stiibra a zeleza, mohou slouzit jako uc¢inné katalyzatory pro cross-
couplingovou reakci Grignardovych slou¢enin s alkyl halogenidy.” Jejich reakéni
podminky ovSem jen obtizn¢ hledaly uplatnéni v syntetické praxi, nebot’ pii nich
dochdzelo k nezanedbatelnému mnozstvi vedlejSich reakci, jez zahrnovaly homo-

coupling, ¢i disproporcionacni reakce.

Reakéni podminky, jez pouzil Kumada, obecné zahrnovaly pouziti
dichlorodiorganonikelnatého komplexu, pfi¢emz nejvyssi katalytické aktivity bylo
dosazeno pouzitim komplexu [NiCl2(dpp)z], vV némz je obsazen difenylfosfin, jakozto
bidentatni ligand. Jako nejvyhodnéjSim rozpoustédlem se pak ukazal byt diethylether.
Nejvétsim prinosem této metody byla moznost piipravy rtzné substituovanych n-
dibutylbenzend 17, vzdy s ptislusného dichlorobenzenu 15 a butylmagnesiumbromidu
16.8

Cl Bu
N [NiCl,(dpe)] N
Cl-— + BuMgBr - = Buj—
= =
15 16 17
Schema 7

Zcela nezavisle na této praci publikoval roku 1972 Corriu ptipravu bifenyll a
trans-stillbenti s vyuzitim cross-couplingové reakce aryl nebo trans-vinyl halogenidu
saryl, resp. alkyl magnesium bromidy, za katalyzy riznymi Ni" solemi, pficemz jako

nejvyhodnéjsi se v jeho piipadé jevil Ni(acac)z.

Ackoliv Corriu popsal zcela nezavisle ten samy typ cross-couplingové reakce ve
stejném roce jako Kumada, byla pojmenovana pouze po druhém jmenovaném, tedy

Kumada coupling.

2.1.3 Negishiho reakce

O nékolik let pozdé&ji, roku 1977 publikoval Negishi svou praci, v niz popsal
cross-couplingovou reakci organozinecnatych sloucenin aryl halogenidy, za katalyzy

komplexy Ni a Pd.% 10
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Organozinecnaté slouceniny se v tomto typu reakci ukazaly byt o néco vyhodné&jsi
nez organokovové slouceniny alkalickych kovi, resp. kovi alkalickych zemin. To
Negishi demonstroval, kdyz pifimo porovnal reaktivitu fenyllithia 18, fenylmagnesium
bromidu 19, fenyl zinkchloridu 20 a fenyl diisobutylalanu 21 s p-jodanisolem 22, za
katalyzy 5 mol. % Kkatalyzatoru, pfipraveného in-situ reakci [PdCl2(PPhs)2]

s diisobutylaluminium hydridem.°

[N|CI2 PPhs),]
O LB OO
22 23

M = Li 18; MgBr 19; ZnCl 20; (i-Bu),Al 21

Schema 8

V tomto piimém srovnani se jako zcela nevyhodné ukézalo pouziti fenyllithia 18,
z toho divodu, ze pii jeho pouziti dochazelo snadno k vyméné lithia za halogen, tim
padem v reakci dochazelo ke vzniku vSech tii moznych produktt. V ptipad¢ ostatnich tii
organokovl byly vytézky relativné vysoké. V ptipadé Mg 19 - 71 %, Al 21 - 72 %, nejvic
pak v ptipadé Zn 20 — 87 % a ackoliv se rozdily mezi vytézky v téchto tii pfipadech
nemusi zdat velké, organozinecnatd 20 sloucenina poskytla dalsi vyhodu v tom, ze pti
jejim pouziti dochazelo ke vzniku pouhych 3 % bifenylu, zatimco u organohofecnaté 19

a organohlinité 21 slou¢eniny jej vznikalo 16 — 25 %.%°

Negishi ve své praci zkousel jako katalyzatory rizné komplexy Ni a Pd, pricemz
katalyza komplexy Ni obvykle vedla ke kratSimu reakénimu €asu. Komplexy Pd vSak
poskytovaly jednu velkou vyhodu oproti Ni, a to toleranci nitro skupiny ve struktuie

vychoziho aryl halogenidu, jeZ zcela inhibovala katalytickou schopnost Ni.°

2.1.4 Heckova reakce

Dal$im typem tranzitnimi kovy katalyzovanou reakci je tzv. Heckova reakce.
V origindlnim pojeti se jednd o Pd-katalyzovanou reakci dvojné vazby slouceniny
vinylového typu s aryl, heteroaryl, ¢i vinyl halogenidem (nejcastéji Br nebo I) v prostiedi
slabé baze (nejCastéji octan, uhli¢itan nebo sekundarni, ¢i tercidrni amin).

Halogenderivaty, obsahujici atomy vodiku na beta-uhliku, jeZ snadno eliminuji (alkyl

14



halogenidy), nemohou byt v Heckové reakci vyuzity, nebot” poskytuji pouze olefin,

vznikly eliminaci téchto atomt vodiku. 1

Ackoliv reakce sama o sobé nevyzaduje bezvodé, ¢i anaerobni podminky, je
vyhodné zamezit kontaktu reakéni smési se vzdusnym kyslikem, pokud jsou pouzity

arylfosfiny jako soucast katalyzatoru.!!

Obecné mize byt reakce znazornéna pomoci nasledujiciho schématu:

Pd-katalyzator R R
Ri_ Rs Ry H baze 1 ° R
—=( + Y—=( =t . —\__ S|
R, X R, H R { R,
24 25 26
Schéma 9

Reakci popsal jako prvni Mizoroki uz v roce 1971.12 Ten ve svoji praci popsal
arylaci olefini pomoci jodobenzenu, za katalyzy chloridem paladnatym, piipadné

palladiem na aktivnim uhli, v prostiedi octanu draselného.

Reakci nezavisle na Mizorokim objevil i Heckliv tym a své vysledky publikovali
roku 1972.1% Heck, navzdory faktu, Ze reakci popsal aZ jako druhy v pofadi, ve své praci
popsal daleko $irsi uplatnéni této metody. Kromé reakce jodobenzenu s olefiny popsal
olefinace riiznych halogenidii arylového, benzylového a styrylového typu, za katalyzy

octanem palladnatym, popf. palladiem na aktivnim uhli.

2.1.5 Suzuki-Miyauraova cross-couplingova reakce

Roku 1979 publikovali autofi Miyaura a Suzuki praci, v niz popsali Pd
katalyzovanou cross-couplingovou reakci l-alkenylboranti 27 s 1-alkenyl a 1-alkynyl

halogenidy 28.14

H R® Pd - katalyzator H R®
R! Br > R1 _
% BX, * \%\ R* baze \N R*
H R? H R?
27 28 29
Schéma 10

Autoii takto vysoce stereoselektivné pripravili fadu (E.E) a (E,Z2) -

konjugovanych dienti 29.
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V modernéjSim pojeti se namisto alkenyl(aryl) borant vyuzivaji boronové

kyseliny, popt. jejich derivaty.

Mezi hlavni vyhody Suzuki-Miyauraovy cross-couplingové reakce patii vysoka
stabilita boronovych kyselin jak na vzduchu, tak ve vod¢ a jejich nizka toxicita
Vv porovnani s ¢inidly, jeZ se uzivaji v jinych cross-couplingovych reakcich.!® Boronové
kyseliny jsou vysoce elektrofilni, avSak organické substituenty vazané na atom boru jsou
slabé nukleofily, coz limituje jejich pouziti. Nicméné zna¢ného zvyseni jejich nukleofility

1ze dosahnout vazbou negativné nabité baze na atom boru.®

Mezi nevyhody Suzuki-Miyauraovy cross-couplingové reakce pak patii zejména

nereaktivita alkyl halogenidii a pak také mald reaktivita aryl chloridi. Tu vSak lze do

znaéné miry vyfesit pouzitim vhodného katalyzatoru.™®

Krom¢ jiz zminéné regioselektivni pfipravy konjugovanych dient, jez publikoval

Suzuki jiz v roce 1979 je tato reakce hojné vyuzivana pro piipravu bifenyla.t” 1819

R1\ — RZ\_ Pd - katalyzator R1\— — R
C)eom ) o =W,

30 31 32

2

Schema 11

Mezi dalsi piipady aplikace Suzuki-Miyauraovy cross-couplingové reakce 1ze

zminit reakce alkyl borani a jejich derivatu.

Alkyl borany predstavuji skupinu latek, jeZ mohou byt snadno pfipraveny
hydroboraci alkenti podle Markovnikova pravidla ¢asto v kvantitativnim vytézku, coz
Z nich ¢ini potencialné vyhodna ¢inidla pro Suzuki-Miyauraovu cross-couplingovou

reakci.?°

Jednou z moznosti jak docilit reakce alkyl borant s aryl a alkenyl halogenidy je
jejich derivatizace na B-alkyl-9-borabicyklo[3.3.1]nonany. Autorim této metody se
podatilo efektivné provést cross-couplingovou reakci téchto ¢inidel s velkou $kalou aryl
a alkenyl halogenidl, za katalyzy PdClz(dppf). Reakce byla v ptipadé aryljodidi a
arylbromidii nejvice efektivni za pouziti silnych bazi jako NaOH, ¢i NaOMe. V piipadé

vyuziti alkenylbromidd se autortim vice osvéd¢ily slabsi baze, jako K2CO3.2°
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2.2 Priprava amidua karboxylovych kyselin

Amidy patii po boku estert, acyl halogenidd, anhydridu a nitril mezi nejbézné;jsi
funkéni derivaty karboxylovych kyselin. Z hlediska reaktivity jsou z vyse jmenovanych
nejméné reaktivni z divodu vyraznému zapojeni elektronového paru atomu dusiku do
konjugace se sousednim acylovym zbytkem, coZz znesnadiiuje nukleofilni acylové

substituce.?

(o o)
R4 ~— R .
N-R, N*R,
H H
Schéma 12

Atom dusiku vtomto uspofdddni rovnéz ztrdci svlj pyramidalni charakter
uspoiadani vazeb, jez ma v aminech a z&asti prechazi z sp® hybridizace na hybridizaci
sp2. To ma za nasledek, Ze atomy vazané v amidické vazbé lezi v roviné a samotna vazba

C-N ma ¢&asteény charakter dvojné vazby.?

Amidova vazba sama o sob¢ je nezbytnou soucasti Zivych organisml a jejich
biologickych procesi. Uplatiiuji se napiiklad v proteinech, témét ve vSech znamych
enzymech, protilatkach, produkovanych imunitnim systémem, ¢i stavebnich jednotkach,
jako je napf. kolagen. Kromé toho maji amidy zcela nepostradatelné postaveni
v medicinalni chemii, kdy se uvadi, ze takika 25 % znamych 1é¢iv obsahuje amidovou

vazbu.%

Ackoliv je pfima syntéza amida 35 z karboxylovych kyselin 33 moZna, neni pfilis
uplatiiovana z diivodu nutnosti pouziti velmi drastickych reakénich podminek, coz ji
velmi limituje zeyména pii pouZiti na teplotné méné stabilni substraty. Diky faktu, Ze tento
postup nevyzaduje pouziti rozpoustédla a k veSkeré konverzi vychozi latky na produkt
dochazi za velmi kratkou dobu, jedna se i navzdory svym negativiim mezi ekonomicky a

¢asové nejvyhodnéjsi metodu.?®

o) o)
R—4 s+ Ry-NH, ——— R
OH N-R;
H
33 34 35
Schema 13
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Optimalni reakéni podminky pro pfimou tvorbu amidi 35 z karboxylové kyseliny
33 a aminu 34 zahrnuji teplotu v rozmezi 160 — 180 °C a reak¢ni ¢as mezi 10 — 30
minutami. Nezbytné je z reakéni nddoby kontinuadln€ odstraiiovat vznikajici vodu, jez by
posunovala rovnovahu smérem k vychozim latkam. Z hlediska pouzitelnosti by mély mit
oba reakéni komponenty body tani pod 200 °C. Paklize neni splnéna tato podminka, je
konverze vychozich latek na produkt obvykle velmi mald i po velmi dlouhé reakéni dobé,
kuptikladu 2,4-dimethylanilin a tereftalova kyselina poskytuji pouze 4 % konverzi pti

teploté 180 °C i po 18 hodinach.?®

Diky témto limitujicim faktorim, je z hlediska prakti¢nosti v naprosté vétSing

pfipadi nezbytné, pro tvorbu amidu z karboxylové kyseliny 33 provést jeji, tzv.

aktivaci.??
O aktivace O R,—NH, O
T T L L B
OH OAkt. N-R;
H
33 35

Schéma 14

Tu lze provést mnoha zpuisoby, nékteré z nich budou zminény v nasledujicich

podkapitolach.

2.2.1 Piiprava amidi za pomoci tvorby acyl chloridu

Mezi nejjednodussi a zarovenl nejekonomictéjsi zpusoby aktivace karboxylové
kyseliny 33 patii jeji pfevedeni na acyl chlorid 36. Jedna se obvykle o dvoustupiiovy
proces, kdy je karboxylova kyselina 33 nejprve prevedena na prislusny acyl chlorid 36,

jez poté reakci s aminem poskytne piisluiny amid 35.2

To Ize znézornit podle schématu:

o socl, 0 Ro—NH, o
R4 e 4 e rRHA
OH cl N-R,
H
33 36 35

Schema 15
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Nejbéznéjsim halogenaénim ¢inidlem, jez se pro pfevedeni karboxylové kyseliny
33 na jeji chlorid 36 pouziva, je SOCI..2* % Dale se lze setkat napt. s (COCI), (oxalyl
chloridem)?: 2’ POCI3?, PCl3%° a popt. s PCls.*°

Mechanismus tvorby acyl chloridu 36 1ze znazornit napi:??

(o)

O

I R‘{ (6‘)_'_ H* oF R 0

S, — 3«9. cr ——— RA
Q

N O
/ i cl - SO,, HCI Cl
0
R— 34

OH
32 \ o, P (B(:)

0
< R ) + H'Cr ———— R
¢ a © /\'CI - CO,, CO, HCI J<C|

0 34

Schéma 16
Reakci Ize ¢asto urychlit pfidanim katalytického mnozstvi DMF.%!

Mezi zna¢né nevyhody pouziti béznych chlora¢nich ¢inidel se fadi to, Ze béhem
tvorby acyl chloridu 36 vznika jako vedlejsi produkt HCI, coz muze vést k hydrolyze
kysele labilnich skupin v molekule vychozi karboxylové kyseliny 33. Tento problém Ize
vyfesit pouzitim trichlortriazinu 37 jako chlora¢niho ¢inidla v kombinaci

s triethylaminem. 3!

. N S o
Cl)I\N/)\CI OH - ElsN'H CF %#\I\-I/J\CI
37 33 38
- Et;N
Cl
N)QN .+ R o
Ho)l\N/)\CI Cl
39 36

Schema 17
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Pii této metod¢ dojde nejprve ke vzniku aktivovaného esteru 38, jez nasledné
poskytne pfislusny acyl chlorid 36. Vznikajici HCI je neutralizovana pomoci
triethylaminu. Reakce bézi za laboratorni teploty a vedlejsi produkt v podobé 4,6-
dichloro-2-hydroxytriazinu 39 se srazi z reakéni smési, tim padem jej 1ze velmi jednoduse

odstranit a ziskat &isty acyl chlorid 36.%*

Samotna reakce acyl chloridu 36 saminem 34, jez vede ke tvorbé amidu
karboxylové kyseliny 35, obvykle vyzaduje ptitomnost nenukleofilni baze, jako je napf.
triethylamin, popf. diisopropylethylamin k neutralizaci vznikajici HCl a provadi se
nejcasteji v suchych rozpoustédlech, ackoliv jsou znamy i ptipady, kdy jsou acyl chloridy

36 stabilni i ve vodném prostiedi, ¢i za p¥itomnosti NaOH.??

Reakci acyl chloridu 36 saminy 34 Ize zna¢né urychlit pfidanim praskového
zinku. Za jeho pfitomnosti lze ptfipravit amidy karboxylovych kyselin 33 ve vysokém

vytézku za laboratorni teploty v fadu minut. %

Dalsi metodou, jak urychlit reakci acyl chloridu 36 s aminem 34 je vyuziti 4-
(dimethylamino)pyridinu (DMAP). S jeho lze piipravit amidy 35 opét za laboratorni

teploty a ve vysokém vytézku.
2.2.2 Priprava amidi za pomoci CDI

Dalsim zpisobem, jak mize byt aktivovana karboxylova kyselina 33 je jeji reakce

s karbodiimidazolem (CDI) 40.%

40

Schema 18

Syntéza amidi 35 touto metodou je obvykle provedena tzv. ,,one pot,” kdy je
karboxylova kyselina 33 nejprve pfevedena na reaktivni acyl imidazol 41. Do reakéni
smési je poté pridan ptisluSny amin 34, coz vede ke vzniku amidu 35. Jako vedlejsi

produkty se pfi této reakci uvoliuji 1 ekvivalent CO; a 2 ekvivalenty imidazolu.®*
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N N
0 =\ i R,—NH, o
R NN - Ry

- CO,, imidazol N _imidazol T E

33 41 35

Schema 19

Aktivovany meziprodukt v podobé acyl imidazolu 41 je obvykle stabilnéjsi nez
prislusny acyl chlorid 36, coz se n¢kdy projevuje negativné v jeho reaktivité, kdy tvorba
amida 31 ze stericky branénych karboxylovych kyselin 33 a stericky branénych amint
34 je nékdy touto cestou velmi neefektivni. Z toho diivodu byla vyvinuta rtizné aditiva,
jez reakci acyl imidazolu 41 saminem 34 urychluji. Nejbéznéjsim znich je 1-
hydroxybenzotriazol (HOBt) 42, jehoZ nevyhody ovSem spocivaji ve vysoké cené a jeho

explozivnich vlastnostech.®*

Z toho ditvodu jsou na trhu v dnesni dobé k dostdni i jind aditiva, jako napft. 2-
hydroxy-5-nitropyridin (NO2-HOPyr) 43,% imidazol hydrochlorid (im-HCI) 44 nebo
1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-ene (DBU) 45,3 jez jsou levnéjsi, vykazuji obdobné

katalytické vlastnosti a jsou stabilngjsi, na rozdil od HOBt 42 nevykazuji explozivni

OH
; H
N ON N N
Crr G, :
N N~ ~OH N . HCI N
42 44 45

43
HOBt NO,-HOPyr im-HClI DBU

vlastnosti.

Schéema 20

Vyuziti CDI 40 jako aktiva¢niho ¢inidla pro pfipravu amidl karboxylovych
kyselin 33 ma oproti acyl chloridim 36 zna¢nou vyhodu v tom, ze se pii pfipravé
piislusnych acyl imidazoll 41 negeneruje neZadouci HCI, proto neni potieba do reakéni
smési pridavat bazi. Acyl imidazoly 41 naopak reaguji dokonce s hydrochloridy
prislusnych amindi 34.3" Tato metoda nala vyznamné uplatnéni v laboratorni syntéze

peptidii a mize byt dokonce pievedena do primyslového méiitka.??
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2.2.3 Priprava amidi za pomoci tvorby anhydrida

Dalsi metodou, jak mize byt aktivovana karboxylova kyselina 33 pro reakci
S prislusnymi aminy 34 je jeji pfevedeni na anhydrid karboxylové kyseliny 46. Anhydridy
karboxylovych kyselin 46 jsou funkcni derivaty, jez snadno reaguji s celou fadou
nukleofilti jako jsou alkoholy, thioly, ¢i aminy. V literatufe jsou popsany postupy, jez
zahrnuji syntézu amida 35 jak ze symetrickych, tak ze smésnych anhydridt, vyuzivajici

K jejich tvorbé nejriiznéjsi ¢inidla.??

Jednou z variant je tvorba symetrickych anhydridt z karboxylové kyseliny 46 za
pomoci karbodiimidti 47. Obecny mechanismus tvorby anhydridi 46 touto cestou lze

znazornit napt.:3®

R R?

s N 1 O/\'ﬂ' s ,
R4 + ¢ =—— R4/ + ¢ — rR4 M
OH N o H-N= o4

R2 R2 NHR?2
33 47
o
RI—{
OH

£ i Ll g
R' o+ -~ R + R N*R
o REHN O NHR? o _*o¥ 2
. NHR
46 48
Schéma 21

Anhydridy 46 vznikaji jako hlavni produkty, pokud jsou pouzity alifatické
karbodiimidy 47. V ptipad¢€ pouziti aromatickych karbodiimidid jsou hlavnim produktem
této reakce N-acyl derivaty mocoviny. Reakce je také zavisla na typu pouzité karboxylové
kyseliny 33. Rychlost reakce stoupa, ¢im je nizsi pKa piislusné karboxylové kyseliny
33.38

Z hlediska komer¢ni dostupnosti se lze v literatufe setkat nejéastéji
s dicyklohexylkarbodiiminem (DCC) jako ¢&inidlem pro tvorbu amidi.®® % Nejvétsim

omezenim této metody je fakt, ze pouze 0,5 ekvivalentu vychozi kyseliny 33 je prevedeno
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na cilovy amid 35, z tohoto diivodu je tato metoda velmi neefektivni, pokud je vychozi

kyselina 33 cenna.?

Tento problém Ize vyfesit prevedenim karboxylové kyseliny 33 na smésny
anhydrid, avSak obvykle je velmi problematické docilit toho, aby pfi nasledné reakci
s aminem 34 dochazelo ke vzniku zadouciho amidu 35.2? Jednim z piikladi z literatury,
kde toho bylo dosazeno je béhem syntézy endothelinového antagonisty ABT-627, kdy
autofi v jednom z kroki syntézy piipravili amid 52 z karboxylové kyseliny 49, jeZ byla
aktivovana na smésny anhydrid pivalové kyseliny 50. Jeho nasledna reakce s aminem 51

poskytla pozadovany amid 52 ve vytézku 70 %.*

% D\/U\ (CHg)sCCOC! ¢ ]@\/U\ J\Q/

HN//<
49 ﬁ 51

SOU W
\\/O

\i\‘

52

Schéma 22

Dalsi moznosti je vyuziti smésnych anhydrida kyseliny uhlicité¢ 53, ve kterém se
ob¢ elektrofilni centra 1i$i svou reaktivitou, tim padem dochézi ke vzniku pouze jednoho
zmoznych amidl 35. V nasledujicim ptipadé je elektrofilni centrum A mnohem

reaktivngjsi nez elektrofilni centrum B.??

0 CICOOEt O 0
R™— — J( O + R:-NH, ———— R
OH Ao N-R2
B OEt H
33 53 35

Schema 23
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2.2.4 Priprava amidi za pomoci T3P

Jednim z dalSich c¢inidel, jez lze vyuzit pro aktivaci karboxylové kyseliny je

anhydrid n-propanfosfonové kyseliny (T3P) 54.42

0~

N
\\\9/ O

|

~P<
o O HO

54

Schéma 24

Toto ¢inidlo 54 ma vedle dalSich n¢kolik nespornych vyhod. Vedlejsi produkty,
jez se vytvareji pti jeho pouziti jsou ve vod¢ rozpustné latky, jez mohou byt snadno
odstranény z reakéni smési bez nutnosti €iSténi pomoci chromatografie. T3P 54 je navic
dobte komercné dostupné ve formée 50 % roztokli v riiznych organickych rozpoustédlech.
Tyto komeréné dostupné roztoky jsou velmi stabilni, malo toxické, nejsou piili§ drahé a

jsou snadno manipulovatelné pro ,,one pot* syntézu amida 35.42

Jako velmi vyhodné se T3P 54 jevi pfi aktivaci karboxylovych kyselin, jez
obsahuji na a-uhliku chirdlni centrum 55. Takovéto karboxylové kyseliny 55 ¢asto béhem
aktivacniho kroku racemizuji zejména diky deprotonaci na a-uhliku, pfi¢emz tento efekt
se prevazné tyka téch latek, kde je vznikly karboaniont stabilizovan pomoci
hyperkonjugace. Pravé pii pouziti T3P 54 v kombinaci s vhodnou bazi (napt. pyridin,
nebo 2,6-lutidin) k téméf zadné racemizaci na a-uhliku nedochazi a lze tak pfipravit

chiralni amidy 57 ve vysoké optické &istoté.*?

Q T3P, pyridin Q
R} + 3 - . R1 RS
OH R*-NH; N
R? R? H
55 56 57
Schéma 25

Mezi dalsi vyhody T3P 54 patfi, ze nevyZzaduje pouziti bezvodych rozpoustédel a

Ize jej pouzit i v syntéze v kilogramovém méfitku.*?
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2.2.5 Priprava amidi za katalyzy boronovymi kyselinami

Dalsi metodou, jez Ize vyuzit pro syntézu amidi 35 z karboxylovych kyselin 33,
je vyuziti aryl boronovych kyselin, jez obsahuji dezaktivujici substituenty, jako

katalyzatoru.*

Jako nejucinnéjsi se z hlediska katalytické aktivity jevi aryl boronové kyseliny,
jez obsahuji m- a p- dezaktivujici substituenty, za azeotropniho refluxu v nepolarnich
rozpoustédlech typu toluen, anisol nebo xylen. Naopak aryl boronové kyseliny S 0-
substituci pak dosahuji horsi katalytické aktivity nez samotné kyselina benzenboronov4,
a to i v piipad¢, ze dezaktivujici substituenty v poloze 0- jsou malo stericky objemné.

Nejlepsi katalytické aktivity pak 1ze dosdhnout s pouzitim 3,4,5-trifluorobenzenboronové

kyseliny.*®
F
(HO),B F
o o]
F J R
+ R2-NH - 1 -
R1kOH 2 RN
H
33 34 35

Schema 26

Obrovskou vyhodou této metody je fakt, Ze se aryl boronové kyseliny pouZivaji
pouze Vv katalytickém mnozstvi (1 — 5 mol %), navic jsou komeréné dostupné a stabilni
na vzduchu. Metoda je pouzitelna pro ptripravu celé¢ Skaly primarnich a sekundarnich
amidd 35.* Pravdépodobny mechanismus piisobeni aryl boronovych kyselin lze

znazornit napi:*
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H,O

JKN,RZ R2-NH,
|

H

R‘l
Schema 27

Obdobnou katalytickou aktivitu rovnéz vykazuji pyridinyl boronové kyseliny a
zejména jejich N-alkyl soli. Mezi nimi se jako nejvic efektivni katalyzatory jevi N-alkyl-
4-pyridinium jodidy, jez vykazuji vysokou katalytickou aktivitu pfi syntéze amidi. Mezi
zna¢né nevyhody téchto soli vak patii jejich nizka tepelna stabilita, jez komplikuje jejich
pripadné pouziti.**

Problém s tepelnou stabilitou vSak mlze byt vyfeSen, jsou-li tyto soli vdzdny na
polystyrenovou pryskyfici. Takto na pevné fazi vazané katalyzatory 58 vykazuji vysokou
katalytickou aktivitu, vysokou tepelnou stabilitu a Ize je opakované pouzivat zhruba 5,

nez nastane vyrazny pokles jejich katalytické aktivity.**
S
58

Schéema 28

2.2.6 Priprava amidi z estert karboxylovych kyselin

Aminolyza esterti karboxylovych kyselin 58 je v naprosté vétSing piipada velmi
pomaléd a neefektivni reakce. Vyjimku z tohoto pravidla pfedstavuji estery obsahujici
dobfe odstupujici skupiny jako jsou naptiklad nitrofenyl, thiofenyl, vinyl, hydroxylaminy
a N-hydroxyimidy.*®
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V literatufe vSak navzdory tomu byla popsana i fada ptiprav, vyuzivajici k syntéze
amida 35 i mén¢ reaktivni, tzv. dezaktivované estery 59, z nich nékteré budou shrnuty

Vv této podkapitole.

Jednou z moznosti, jak urychlit obvykle velmi pomalou reakci mezi esterem
karboxylové kyseliny 59 a aminem 34 je pouziti silné baze jako katalyzatoru. V literatuie
jsou popsany naptiklad ptipravy amidd 35 za katalyzy amidem sodnym,*® hydridem

sodnym,*’ ¢ methanolatem sodnym.*®

Pomérné zajimavé se jevi metoda, pfi niz autofi pouzili jako katalyzator 10
molarnich procent kyanidu sodného za pomérné mirnych podminek v methanolu pti 50

°C. Autofi takto naptiklad ptipravili methylamid N-ethyl prolinu 62 v pomérné vysokém
gixr 9

Et Et
N NaCN N O
Q—cooa +  HsC-NH, ——— »
N—CH
H
60 61 62
Schema 29

Dalsi zajimavou metodou, jez deklaruje ptipravu amidti karboxylovych kyselin
35 zjejich ethyl estert za velmi mirnych reakénich podminek a minimem toxickych
odpadu (tzv. ,,green conditions®), je za katalyzy 2 ekvivalenty terc-butanolatu draselné¢ho
Vv technickém THF, jeZ obsahuje cca. 0,2 % vody. Autoriim se touto metodou podatilo
pfipravit fadu amidi 34, zejména z derivati kyseliny benzoové a anilintl, za laboratorni
teploty a za pfistupu vzduchu s reakénimi Casy, jez se pohybovaly v rozmezi 10 — 60
minut. Metoda zcela selhala pfi pouziti bezvodého THF. Autoii v publikaci navrhli
pravdépodobny mechanismus, jeZ podle nich spociva v radikdlovém pribéhu reakce,

kterého se ucastni vzdusny kyslik.%

Dalsi moznosti, jak docilit reakce mezi dezaktivovanym esterem karboxylové
kyseliny 59 a aminem 34 je pomoci aktivace aminu 34. Toho Ize docilit napiiklad reakci
aminu 34 strialkylaluminiem 63, coz vede nejprve ktvorbé komplexu amin-

organohlinita slou¢enina 65. Tento komplex poté piechazi, je-li vychozi amin sekundarni
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64 v organohlinité amidy 66. Je-1i reagujici amin primarni 34, mize vznikly organohlinity

amid 68 dale reagovat za vzniku pfisluiného organohlinitého imidu 69.>
R,AI + RZNH ———> RBAILRLNH ————>  RLAINRZ,
63 64 65 66

R';AI + R?NH, — R"AI.R?°NH, —— RLAINHR? —> R™-AI=NR?

63 34 67 68 69

Schéma 30

Organohlinit¢ amidy poté reaguji sestery karboxylovych kyselin 59
Vv dichloromethanu za vzniku pfislusného amidu karboxylové kyseliny 35. PtisluSny
organohlinity amid 66 pak miiZze byt generovan in-situ reakci trimethylaluminia s aminem

3451

o 0
1
R4 +  (CHg)AINHR3 — R4 .
OR? DCM N-R
H
59 66 35

Schema 31

Znacnou nevyhodou této metody jsou pyroforické vlastnosti trimethylaluminia a
nutnost prace s nim vyluéné za inertnich podminek. V literatuie byly nicméné popsany
pfipravy na vzduchu stabilnich aduktl trimethylaluminia. Jednim znich je napf.
(Me3Al)2.DABCO, coz je stabilni komplex trimethylaluminia s 1,4-
diazobicyklo[2.2.2]oktanem. Ten mize byt ispesné pouzit jako zdroj trimethylaluminia

pro aminolyzu esterti 59 za podminek vyse popsané metody.>?
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Specifické postaveni v syntéze amidi 35 pak piedstavuji tzv. aktivované estery.
Nejvyznamnéj$i metodou piipravy aktivovaného esteru karboxylové kyseliny pak
spo¢iva v jeji reakci s karbodiimidy 47.5% Ty byly zminény uz jako ¢inidlo pro p¥ipravu
anhydridi karboxylovych kyselin 46, jez poté reakci s aminem poskytnou piislusny amid
35. Nejvétsi nevyhodou syntézy amidi 34, za pomoci anhydridii 46, generovanych
pomoci karbodiimidi 47 byl fakt, ze pouze 0,5 ekvivalentu vychozi kyseliny 33 je
pievedeno na piislusny amid 35.22 Tento problém odpada, paklize se vhodnou tipravou
reak¢nich podminek docili toho, aby s aminem 34 reagoval jiz aktivovany ester 71. Tato

metoda je velmi hojné uplatiiovana v syntéze peptidi.>

{00
O
f, o Qo) ——
" d
33 70 71

N__N
g o
0 N-R?

Schéma 32

Prvnim z karbodiimid 47, jez byly pouzity ktomuto ucelu je NN'-
dicyklohexylkarbodiimid (DCC) 70. Jeho nevyhodou je, ze v reakci vznika jako vedlejsi
produkt N,N'-dicyklohexylmocovina 72, jejiz G¢inné odstranéni z reakéni smési mize byt
problematické. Proto se hojné¢ vyuzivaji i jiné karbodiimidy 47, jako napiiklad
diisopropylkarbodiimid (DIC). Velmi uzite¢né jsou pak karbodiimidy 47, jez poskytuji
vedlejsi produkty rozpustné ve vodé. Prikladem takového karbodiimidu 47 mutze byt 1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDCI) 73, pfi jehoZ pouziti se znacné

usnadiiuje odstrafiovani vedlejsich produktil z reakéni smési.>
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V kombinaci s karbodiimidy 47 se do reak¢éni smési Casto ptidavaji aditiva, jez
maji za cil urychlit reakci aktivovaného esteru s pfisluSnym aminem. Hojné se k tomuto
ucelu vyuziva 1-hydroxy-1H-benzotriazol (HOBt) 42, jez bylo zminéno jiz v podkapitole
vénujici se CDI 38. Pravdépodobny mechanismus ptusobeni HOBt 42 je shrnut ve

schématu:>®

N
N, N
@ N N

N 0 1o _
() g O

N - -

O O

Schema 34

Obdobn¢ jako HOBt 42 pusobi i 1-hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAt) a N-
hydroxysukcinimid, u nichz byla popsana vétsi efektivita ve smyslu vytézki a kinetiky

reakce.>®
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3 Vysledky a diskuze

Cilové slouceniny |1, spiedpokladanou CDK 2 inhibi¢ni aktivitou byly
syntetizovany zZ vychoziho, ochranéného vinyl bromidu I, kdy kli¢ovymi reakcemi byla
nejprve Suzuki-Miyauraova cross-couplingova reakce a posléze aminolyza odchranéné

karboxylové kyseliny I11.

H
N < fz
| N N NO
X ~ | \N
\ COOH /
X Br NS
COOEt
1 m [}
X =CH-OH; N
Schéema 35

Vychozi vinyl bromid Il byl pfipraven jiz béhem bakaldiské prace na téma:
»Syntéza derivatt pyrazol-3(5)-karboxylové kyseliny. Béhem pievadéni, v této praci
popsane syntézy, do vétsiho meétitka se vSak objevilo né€kolik komplikaci, jeZ musely byt

feSeny soubézné s diplomovou praci.

Komplikace, jez se béhem ptipravy vychozi latky Il objevily a jez se podatilo

vyftesit jsou shrnuty v nasledujici podkapitole.

3.1 Priprava vychoziho vinyl bromidu |1

Vychozi vinyl bromid byl syntetizovan ctyfstupiiovou syntézou, jeZ zahrnovala
postupné kondenzaci 2,4-dinitrofenylhydrazinu 1V s ethyl pyruvatem V na hydrazon VI,
jez byl posléze cyklizovan za podminek Vilsmeier-Haackovy reakce na aldehyd VI. Ten
byl posléze pieveden za podminek Doebnerovy modifikace Knoevenagelovy kondenzace
na E-vinyl karboxylovou kyselinu VIII1, jez byla poté za podminek Hunsdieckerovy

reakce pfevedena na vychozi latku 1.

Cela synteticka cesta je shrnuta ve schématu 36:
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Schema 36

2,4-dinitrofenylova chranici skupina byla v tomto reak¢nim sledu zavedena z toho
divodu, Ze nebylo moZné pfipravit nechranény vinyl bromid Il za podminek
Hunsdieckerovy reakce pouze v konfiguraci E bez vzniku neZzadouciho Z izomeru.
Zavedeni silné€ dezaktivujici 2,4-dinitrofenylové chranici skupiny na dusik pyrazolu méla
zabranit vzniku neZadouciho Z-izomeru skrze potladeni konkurencni -elektrofilni

substituce, ktera se pfi jeho vzniku mohla uplatiovat.

Pti prevadéni do vétSiho meéfitka nez cca. 1 g mnozZstvi se jako nejvice
problematické kroky ukazaly Vilsmeier-Haackova reakce a Hunsdieckerova reakce.
V obou piipadech musely byt zavedené postupy z bakalatrské prace znacné upraveny a

opctovné optimalizovany.
3.1.1 Vilsmeier-Haackova reakce

Za podminek Vilsmeier-Haackovy reakce byl cyklizovan hydrazon VI na pyrazol
s aldehydickou skupinou v poloze 4 VII. Pivodni reakéni podminky vychazely

z publikace v asopisu Tetrahedron Letters od indickych autord.>*
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VI 46 % Vil
Schéma 37

Vychozi hydrazon VI byl rozpustén v DMF (1 mmol na 10 ml). K roztoku bylo
posléze za chlazeni ledem ptikapavano 8 ekvivalenti POCIs. Po ptikapani veskerého
POClI3 byla reakéni smés zahtivana na 75 °C po dobu 4 - 8 hodin, az do doreagovani
vychozi latky. Reakéni smés byla posléze zpracovana nalitim na nadbytek drceného
vodniho ledu a neutralizaci cca. 50 % roztokem NaOH na neutrdlni pH, ¢imz doslo
K vysrazeni hnédé, amorfni pevné latky o HPLC Cistoté zhruba 75 %. Autory popsany
zpusob purifikace, jez zahrnoval sloupcovou chromatografii s mobilni fazi petroleum
ether/ethyl acetat 75:15 se jiz dfive neosvédcil, nebot’ v tomto poméru zistaval pyrazol
V11 na kontrolni TLC desti¢ce na startu a béhem sloupcové chromatografie nedochazelo

vvvvvv

ze smé&si ethanol/voda. Produkt V11 byl takto ziskan ve vytézku 46 %.

Pii vétsi navazce bylo nepraktické, Ze je reakce podle popsaného postupu
provedena ve velmi zfedéné reakcni smési (3,35 % roztok). V praxi pak bylo nutno reakci
V navazce napt. 30 g vychozi latky VI provadét v 900 ml DMF. Byl proveden pokus o
rozpu$téni hydrazonu VI v menSim mnozstvi DMF, avSak ukazalo se, Ze v menS$im
objemu nedochazi k rozpusténi veskerého mnozstvi. Byly proto testovany alternativni

reakéni podminky, jez byly popsané v patentu na podobné vychozi latce.>

Podle tohoto postupu bylo nejprve za chlazeni ledem do DMF piidano 8
ekvivalenti POCIs. Teprve posléze byl do reakéni smési pfidan hydrazon VI a byla
zvySena reakcni teplota na 75 °C. Cca. za pul hodiny az hodinu doslo k rozpusténi
veskerého hydrazonu VI a posléze byla reakce ponechana 4 - 8 hodin, kdy doslo ke
vzniku pyrazolu VII. Objem DMF v tomto ptipad¢ ¢inil 1,05 ml na 1 mmol vychoziho
hydrazonu, tudiz cca. 10krat méné€ nez v piredchozim postupu. Reakéni smés byla posléze

zpracovana stejnym zpusobem jako u pfedchozi metody.
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Paklize byla vSak navazka hydrazonu VI vétsi nez 5 g, dochdzelo pfi zpracovani
reak¢ni smési béhem neutralizace pomoci NaOH k rozkladu cca. 40 % produktu podle
HPLC na necistotu, a to pfi obou vySe zminénych postupech. Purifika¢ni postup,
zahrnujici rekrystalizaci ze smési ethanol/voda byl v tomto piipad¢ neacinny, taktéz se
nepodafilo najit optimalni mobilni fazi na TLC, kdy by se vznikl4 necistota dala efektivné

oddélit pomoci sloupcové chromatografie. Bylo tedy nutno patrat po pficin€ problému.

Jako prvni z moznych pfi¢in bylo zkouméno reakcni teplo, vznikajici béhem
neutralizace, kdy pii provedeni reakce ve vétsim meétitku doslo k uvolnéni daleko vétsiho
reak¢niho tepla, tedy K vétsimu zahtati reakéni smési, coz mohlo mit za nasledek vznik

necistoty.

Byl proto proveden experiment, kde byla surova reakéni smes rozdélena na 3 ¢asti
a po naliti na vodni led byla kazdé ¢ast neutralizovana nejprve za chlazeni pti 0 °C, za
laboratorni teploty a pii 80 °C. Ani Vv jednom piipadé vSak nedoslo ke vzniku zminéné

necistoty.

Jako nejpravdépodobnéjsi pticina problému byla nakonec identifikovdna povaha
samotné srazeniny, jeZz vznikala béhem neutralizace. Ve vétsim meétitku dochazelo
k tomu, ze amorfni srazenina vznikla na magnetickém michadle zabranila efektivnimu
michéani reakéni smési. Tudiz v reakéni smési dochazelo pii nedostatecném promichani

k lokalnim vykyvim pH na vic nez 7-8, pii kterych dochazelo k rozkladu pyrazolu VII.

Byla proto testovana neutralizace reakéni smési nasycenym roztokem NaHCOs.
V tomto pfipadé nedochazelo ke vzniku necistoty, navic byl surovy produkt ziskan

Vv dostate¢né Cistoté a nebylo potieba dalsi purifikace rekrystalizaci, ve vytézku 68 %.

NO, NO,
NO, 1) 8 ekv. POCl3; DMF;
HN 75°C; 4 h N NO,
h g L{N
2) H,0; nasyc. roztok NaHCO
H3C)\COOEt 2 3 OHC N okt
VI 68 % Vil
Schema 38
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3.1.2 Hunsdieckerova reakce

Derivat VI11 byl podroben Hunsdieckerové reakci s NBS a octanem draselnym,
ve smési aceton/voda 1:1, za modifikovanych reakénich podminek popsanych

v literatute.®®

NO, NO,

1) 1,2 ekv. NBS; 1 ekv. AcOK

N NO: aceton/voda 1:1; 100 °C; 2h N, NO:
/\)l/\/(N i /\)T\/(N
H x 2) 0,5 ekv. NBS: 100 °C: 1 h Br X
0oC COOEt ) ' COOEt
vill 88 % I
E:Z = 96:4
Schéema 39

NBS bylo k roztoku vychozi latky VIII pfidavano po kapkach, rozpusténé ve
smési aceton/voda 1:1 pfi 100 °C. Bylo nutno pouzit oproti postupu v literatuie jeho

mirny nadbytek, nebot’ jinak nedochazelo k doreagovani veskeré vychozi latkyVI1II.

Pti vétsi navazce (cca. 5 g a vice) nedochdzelo ani tak po dvou hodinach
k doreagovani vychozi latky V111, proto bylo k reakéni smési ptidano dalsi 0,5 ekv. NBS
a po dal8i hodin¢ zahtivani doslo ke 100 % konverzi na derivat Il, jeZ byl poté izolovan

ve vytézku 88 %.

Pomér E ku Z izomeru v izolovaném vinyl bromidu Il ¢inil 96:4 podle NMR.
Vzniklé geometrické izomery nebyly dale separovany. Byl proveden pokus o posunuti
poméru zcela ve prospéch E izomeru pouzitim KOH, tedy silné;si baze, avsak 1 v tomto

ptipadé obsahoval izolovany produkt 11, nezadouci Z izomer.

Komplikace v tomto reakénim kroku nastala v okamziku, kdy byla pouzZita jina
Sarze NBS nez u veskerych ptedchozich experimentli. V tomto piipadé dochazelo ke
vzniku neidentifikovanych necistot, jez podle izotopickych pikti obsahovaly ve struktuie
atomy Br. Izolovany produkt byl v takovém ptipad¢ kontaminovéan cca. 20 % necistot
podle HPLC a musel byt purifikovan pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi

toluen/aceton 10:1 za nizs§iho vytézku, ktery ¢inil pouze cca. 50 %.
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Pticinu, pro¢ dochazi pfi pouziti jiné Sarze NBS ke vzniku necistot se nepodafiilo
prozatim vyftesit. Pouzitd Sarze NBS byla z nového, neotevieného a dle pokyntll vyrobce

spravn¢ skladovaného baleni.

3.2 Priprava cilovych slouc¢enin

Cilové derivaty pyrazolu I, s ptfedpokladanou CDK inhibi¢ni aktivitou, byly
z vychoziho, ochranéného vinyl bromidu Il, syntetizovany celkem ve ¢tyiech reakénich

krocich, jez jsou znazornény v nésledujicim schématu:

N02 No2
H
NO Suzuki-Miya.uraO\{a NO, Deprotekce chranici
N cross-couplingova reakce N\N skuplny N
_— »
B X S COOEt
COOEt COOEt
I HO X
Hydrolyza esteru
H
Synzéza amidu N
z karboxylové kyseliny | N
 — =
COOH
HO

Schéma 40

Nejprve byla za pomoci Suzuki-Miyauraovy cross-couplingové reakce navazana
arylova ¢ast na vinylovou skupinu v poloze 4 pyrazolu Il. Na vzniklém pyrazolu X byla
dale odchranéna 2,4-dinitrofenylova chréanici skupina na endocyklickém pyrazolovém
dusiku pomoci nukleofilni aromatické substituce. Na pyrazolovém dusiku v poloze 1
odchranény ethyl ester 1X byl posléze hydrolyzovan na karboxylovou kyselinu 111, jez

slouzila jako vychozi latka pro cilové slouceniny I.

Béhem této nejoptimalnéjsi reakeni cesty K pripravé cilovych latek | bylo rovnéz
prozkoumano né¢kolik alternativnich cest, jez se pfili§ neosvédcily a budou diskutovany

spolecné s usp€Snymi experimenty.
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3.2.1 Suzuki-Miyauraova cross-couplingova reakce

Béhem optimalizace Suzuki-Miyauraovy cross-couplingové reakce vychoziho
vinyl bromidu 11 s boronovymi kyselinami byly postupné testovany dva piistupy. V tom
prvnim z nich byla testovana moznost kromé samotné, cross-couplingové reakce, provést
vV jednom kroku zaroven deprotekci jak 2,4-dinitrofenylové chranici skupiny na
endocyklickém pyrazolovém dusiku v poloze 1, tak deprotekci ethyl esteru v poloze 3, na

karboxylovou kyselinu.

Béhem prvotniho experimentu, kdy byl vychozi vinyl bromid Il, ponechan
reagovat s 1,2 ekvivalenty 4-methoxyfenyl boronové kyseliny Xla s nadbytkem
fosfore¢nanu draselného a za katalyzy 2 molarnimi procenty katalyzatoru XPhosPdG2
pti 100 °C a po 4 hodinach, bylo zjisténo, ze namisto derivatu XI1 byla v reakéni smési

identifikovana slouc¢enina XII1.

N02 NOZ
N; NO, 2 mol. % XPhosPdG2 N; NO,
/\)T\/%N ' /©/B(OH)2 e R | /\N
x . . B
Br COOEt H,CO 1,:;-d|oxan/voda 4:1; 100 °C; COOEt
I Xla H,CO XIl
H
N\
| N
X
COOH
HsCO
Xil
Schéema 41

Fakt, ze béhem reakce dochéazelo zaroven k deprotekci obou chranicich skupin se
zdal byt velmi vyhodny, proto byly hledany optimélni reakéni podminky, kdy by vznikal

dominantné pouze produkt XII1.

Reakce byla testovana postupné se Ctyimi boronovymi kyselinami, a to s 4-
methoxyfenylboronovou Xla, 4-tolylboronovou XIb, 4-hydroxyfenylboronovou Xlc a 4-
pyridinylboronovou kyselinou XId. Z hlediska biologické aktivity bylo nutné, aby cilové

derivaty obsahovaly volnou bud’ volnou OH skupinu na aromatickém jadfe nebo
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pyridinylovou skupinu, proto by bylo velmi vyhodné, kdyby se za téchto podminek

podatilo provést cross-couplingovou reakci s 4-hydroxyfenylboronovou kyselinou Xilc,

nebot’ by nebylo nutné déle tesit deprotekci methoxyskupiny na aromatickém jadie

derivatu XIII. 4-methylfenylboronova kyselina Xlb byla do seznamu boronovych

kyselin zahrnuta pouze pro porovnani reaktivity a nebylo v planu se zabyvat izolaci

produktu této reakce.

NO,

1,5 ekv. R—B(OH), XI

5 mol % XPhosPdG2;
3'6 ekV. K3PO4
1,4-dioxan/voda 4:1; 100 °C

b) f@% @ (N

Schema 42

H
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| N
R X
COOH
XII - XVI

V ptipadé boronovych kyselin Xla a Xlb, za uvedenych reakénich podminek

nebyla vreakéni smési pritomna vychozi latka jiz po dvou hodinach. Bé&hem

monitorovani reakce byly sledovany v daném case vzdy tyto 3 produkty:

N

N ZT

R X
COOEt

R = 4-methoxyfenyl XIlI
4-methylfenyl XIV

NO,

N NO

R X
COOH

R = 4-methoxyfenyl XVlla
4-methylfenyl XVIilb

Schéma 43

NO,

R X
COOEt

R = 4-methoxyfenyl XII
4-methylfenyl  XVIII
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Pii reakei latky Il s 4-methoxyfenylboronovou kyselinou Xla bylo zastoupeni

produktli v ¢ase nasledujici:

Zastoupeni dle HPLC (%)

ekv. reakcni
KsPO; cas (hod) XIil XVlla Xl
3 4 2 44 54
3 24 40 48 12
6 24 71 11 17

Tabulka 1

Pii reakei latky 11 s 4-methylfenylboronovou kyselinou Xl1b pak:

Zastoupeni dle HPLC (%)

ekv. reakéni
KsPO, cas (hod) Xiv XVIib Xviii
6 24 83 7 10
6 48 84 4 11
8 24 80 7 13

Tabulka 2

V obou piipadech se nepodafilo ani za relativné dlouhého reakéniho ¢asu docilit
toho, aby v reakéni smési byl pfitomen pouze jeden, zddany produkt. Dalsi prodlouzeni
reakcniho Casu jiz pak nevedlo ke zmén€ poméru produktii v reakéni smési. Kromé téchto
tfi reakCnich produktt vznikal v reakéni smési dale 2,4-dinitrofenol, jako vedlejsi produkt
deprotekce 2,4-dinitrofenylové chranici skupiny na endocyklickém pyrazolovém dusiku

v poloze 1.

Reakce s boronovymi kyselinami XIc a XId byly za danych reakénich podminek
neuspésné a dochazelo béhem nich pouze ke vzniku smési neidentifikovanych nedistit.
Diivodem je pravdépodobné nizka stabilita téchto boronovych kyselin za dané reakéni

teploty.

Znac¢ného zefektivnéni deprotekce chranicich skupin bylo dosazeno ptidanim
KOH, jakozto siln¢jsi baze do reakéni smési po dvou hodinach, tedy v okamziku, kdy

podle HPLC analyzy nebyl v reakci jiz pfitomen vychozi vinyl bromid I1.
39



B(OH),
1)1,5 ekv. H3;CO Xla

5 mol % XPhosPdG2;

N JZT

NO 4 ekv. K3PO4 | N
N 2 1,4-dioxan/voda 4:1; 100 °C
| N - X
B X 2) 3 ekv. KOH; 5 h; 100 °C COOH
COOEt H,CO
I Xill
36 %

Schéma 44

Po ptidani 3 ekvivalenti KOH do reakéni smési béhem reakce vinyl bromidu 11
s 4-methoxyfenylboronovou kyselinou Xla, doslo po 5 hodinach k tplné hydrolyze jak
2,4-dinitrofenylové chranici skupiny, tak ethyl esteru. V reakéni smési byl pfitomen

pouze derivat X111 a 2,4-dinitrofenol jez vznikal jako vedlejsi produkt.

Pomérné problematickd se vSak ukazala byt izolace produktu XIII z reakéni
smési. Jak latka X111, tak i 2,4-dinitrofenol jsou latky zna¢né polarni a ob& vykazuji
kyselé vlastnosti, proto jejich oddéleni za pomoci rekrystalizace se setkalo s netispéchem.
TaktéZ diky podobnym acidobazickym vlastnostem obou latek neslo uvazovat o vyuziti

kyselé, popt. bazické extrakce. Muselo tedy byt uchyleno ke sloupcové chromatografii.

Sloupcova chromatografie pro izolaci latky X111 vSak nebyla pfili§ vhodna, nebot’
tato latka vykazuje velmi malou rozpustnost v naprosté vét§ing organickych rozpoustédel,
véetn¢ téch polarnich, jako napf. methanolu nebo acetonitrilu. Z divodu S$patné
rozpustnosti v organickych rozpoustédlech a pravdépodobné také z divodu kyselych
vlastnosti této latky, dochazelo na vSech testovanych mobilnich fazich ke chvostovani
latky X111 na TLC. Ke chvostovani dochazelo i poté, co byly testovany mobilni faze,
okyselené kyselinou octovou pro potlaceni disociace vodikového protonu karboxylové

skupiny.

Pro separaci byla nakonec pouzita mobilni faze ethylacetat/aceton 1:4, pti které
dochazelo k nejlepSimu rozdéleni obou latek v reakéni smési na TLC, i navzdory
chvostovani piku latky XII1. Surovy produkt musel byt adsorbovan na silikagel, nebot’
nebyl rozpustny v mobilni fazi. Béhem sloupcové chromatografie doslo nejprve k vymyti

2,4-dinitrofenolu z kolony, latka X111 vsak zlistala zadrzena na startu, proto byla posléze
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vymyvana z kolony methanolem, avSak i po nékolikanasobném vymyti ¢inil vytézek

reakce pouhych 36 %.

Soubézné s timto experimentem byla testovana reakce vinyl bromidu 11 s pinakol
esterem 4-pyridinylboronové kyseliny Xle, jez namisto volné kyseliny XlId vykazuje

veétsi stabilitu za vysokych reakénich teplot a 1ze jej pouZzit ve vétSim rozmezi reakénich

podminek.
‘?&
B.
NO, | N @)
11,5ekv. \~F  Xid
5 mol % XPhosPdG2; H
4 ekv. K3PO, N,
NO, . N
N, 1,4-dioxan/voda 4:1; 100 °C; 4 h p
~ ] o h COOH
Br” S 2) 3 ekv. KOH; 2 h; 100 °C
r COOEt NP
' XVi

Schéema 45

Za uvedenych reak¢nich podminek dochdzelo k doreagovani vychozi latky 11 po
4 hodinach. Po této dobé byly do reakéni smési ptidany 3 ekvivalenty KOH, ¢imz doslo
k Gplnému odchranéni chranicich skupin, v tomto piipadé jiz po dvou hodinach. Izolace

produktu XV1 vsak nebyla dale rozpracovana.

Z dtivodu komplikované izolace produktt reakci, znazornénych ve schématech 44
a 45, bylo rozhodnuto o zméné reak¢énich podminek tak, aby béhem Suzuki-Miyauraovy
cross-coupligové reakce, pokud mozno nedochazelo k hydrolyze chranicich skupin, aby
mohly byt posléze odchranény ve formé produkti, jez budou 1épe oddélitelné z reakéni

smesi.

Bylo proto testovano, zda bude dochéazet k Suzuki-Miyauraové cross-couplingové
reakci i za nizsi reak¢ni teploty. Nejprve byla testovana reakce vinyl bromidu Il s 4-

methoxyfenylboronovou kyselinou Xla.
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NO, NO>

NO, H,co Xla NO>

N, N,
B X 5 mol % XPhosPdG2; S
COOEt 4 ekv. K3PO, COOEt
1,4-dioxan/voda 4:1
I HsCO Xil
Schema 46
Testované reak¢ni podminky jsou shrnuty v tabulce 3:
zastoupeni dle
ekv. boronové teplota reakéni HPLC (%) vytézek (%)
kyseliny (°C) ¢as (h) Xl Il po izolaci
1,5 60 2 100 0 80
1,5 25 2 95 5 neizolovano
1,5 25 5 95 5 76
Tabulka 3

JiZ prvni experiment, provedeny pii 60 °C byl Gsp&sny. Po dvou hodindch doslo
ke 100 % konverzi vychozi latky Il na produkt XII. Pro zajimavost byla tato reakce
testovana i pfi laboratorni teploté, kdy byl opét pozorovan hladky priibéh, avsak v tomto
pripad¢ zistavalo v reakéni smési 1 po delsi dobé cca. 5 % nedoreagované vychozi latky
podle HPLC.

Izolace byla provedena nafedénim reakéni smési dvojnasobnym mnozstvim vody

a okyselenim na pH = 1.

Jakmile byl otestovan hladky prubéh reakce vinyl bromidu Il s 4-methoxyfenyl
boronovou kyselinou Xla za nizsi reak¢ni teploty nez 100 °C, byla vyslovena otazka, zda
by za nizsi reakéni teploty neslo provést reakei s 4-hydroxyfenyl boronovou kyselinou
Xlc, coz by znaéné zjednodusilo reakéni cestu k cilovym derivatim, jez by odpadla

nutnost fesit deprotekci methoxy skupiny na benzenovém jadre derivatu XII.

Tato reakce byla proto zahy otestovana.
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NO, NO,

NO, HO Xlc

Br X 5 mol % XPhosPdG2;
COOEt 2,5 - 4 ekv. K3POy,
1,4-dioxan/voda 4:1

Schéma 47

Veskeré provedené experimenty jsou pak shrnuty Vv tabulce 4 na nésledujici
strang. Jiz prvni provedeny experiment, pii némz byl vychozi vinyl bromid 11, ponechdn
reagovat s 1,2 ekvivalenty 4-hydroxyfenylboronové kyseliny Xlc s 2,5 ekvivalenty baze
K3PO4 v smési rozpoustédel 1,4-dioxan/voda 4:1, pii 60 °C a za katalyzy 5 molarnimi
procenty XPhos Pd G2 po 2 hodinach, byl nakonec nejoptimalngjsi. Avsak za téchto
reakénich podminek zlistavalo v reakéni smési asi 5 % nezreagované vychozi latky I1I.
Proto byly hledany reakéni podminky, kde by dochazelo ke 100 % konverzi vychozi latky
Il na produkt X, avSak ty se nalézt nepodafilo. DalSim zvySovanim reak¢ni teploty
dochazelo k ¢astecné hydrolyze esterové skupiny vychozi latky Il, za vzniku necistoty
XIX. Navic byla za vyssi teploty znateln€ horsi konverze vychozi latky Il na produkt X,
coz bylo zptsobeno pravdépodobné protodeboronaci 4-hydroxyfenylboronové kyseliny
Xlc. Pro zajimavost byla rovnéz testovdna reakce za laboratorni teploty, avSak byla
pomalejsi nez v piipadé 4-methoxyfenylboronové kyseliny Xla a konverze pfi ponechani
reakéni smési pies noc €inila pouze zhruba 25 % podle HPLC. Dale byly testovany i dalsi
rozpoustédla a baze, za optimalni reakéni teploty, avSak ani jeden z téchto experimentti

nevedl ke zlepSeni reaktivity na 100 % konverzi vychozi latky Il na produkt X.

NO,

Schema 48
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ekv. boronové

kyseliny

1,5
1,5
1,5

N

N NN NN DNDNDNDNN

ekv. baze
2,5
4
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5

baze
K3sPO4
K3sPO4
KsPO4
KsPO4
KsPO4
KsPO4
KsPO4
KsPO4
KsPOa4
KsPO4
KsPO4
KsPO4
K2COs
Cs2C0s3

rozpoustédlo
dioxan:voda 4:1
dioxan:voda 4:1
dioxan:voda 4:1
dioxan:voda 4:1
dioxan:voda 4:1
dioxan:voda 4:1
dioxan:voda 4:1
MeCN:voda 4:1
MeCN:voda 4:1
THF:voda 4:1
THF:voda 4:1
DMF:voda 4:1
dioxan:voda 4:1
dioxan:voda 4:1

teplota reakéni
(°C) ¢as (h)
60 2
60 2
60 8
60 2
60 pres noc
25 pres noc
80 2
60 2
60 pres noc
60 2
60 pres noc
60 2
60 2
60 2
Tabulka 4

zastoupeni dle HPLC (%)

X

Il

95 5
95 5
95 5
95 5
95 5
25 75
40 55

5 95

5 95
60 35
60 35

smés necistot
70 30
55 45

XIX

o 01 O O 00 O O O O O O

o

vytézek (%)
surovy produkt
920
920
920
90
90
neizolovano
neizolovano
neizolovano
neizolovano
neizolovano
neizolovano
neizolovano
neizolovano

neizolovano
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Surovy produkt X byl izolovan stejn¢ jako v ptedchozim ptipad¢, tedy nafedénim
reakéni smési dvojnasobnym mnozstvim vody a okyselenim na pH = 1 a jeho HPLC
Cistota Cinila zhruba 90 %, pficemz hlavnimi necistotami byly vychozi latka Il a

katalyzator.

Bylo postupné testovano néckolik purifika¢nich metod. Tou prvni byla
rekrystalizace z butan-1-olu. Tou se podafilo ziskat produkt X v ¢istoté zhruba 93 %
podle HPLC, avSak nepodafilo se u¢inn¢ zcela odstranit ani vedlejsi produkt, ani
katalyzator. Vytézek po rekrystalizaci ¢inil 73 % a pomér E/Z izomert byl podle NMR
95:5. Takto vycistény produkt byl pro potieby dalsi syntézy dostacujici.

Druhou purifikaéni metodou byla sloupcova chromatografie s mobilni fazi
toluen/acetonitril 10:1. Na sloupcové chromatografii se podaftilo efektivné odseparovat
vychozi latku 11, avSak reten¢ni faktor katalyzatoru byl takika totozny s produktem X a
proto se je ve vétsing frakci nepodatilo G¢inn€ odseparovat. TaktéZ se nepodafilo oddélit
vznikly Z izomer. Celkovy vytézek po sloupcové chromatografii ¢inil 77 % a pomér E/Z
byl stejné jako v pedchozim piipadé 95:5. Cisty produkt, jez byl ziskan odpatenim frakci,

jez neobsahovaly katalyzator byl pouzit pro Gcely charakterizace latky X.

Dale byla testovana reakce vinyl bromidu Il s 4-pyridinylboronovou kyselinou

Xld.
NO2 NO,
N B(OH),
N _~
N, NO: Xid N NO,
N o N = | N
Br” X 5 mol % Pd - kat.; PN
COOEt  2,5-4ekv. KsPO, \ b OOE
1,4-dioxan/voda 4:1 N~
! XX
Schéma 49

Pifi pouziti osvédcenych reakénich podminek z pfedchozich experimenti
nedochazelo pii reakci vinyl bromidu Il s 4-pyridinylboronovou kyselinou Xld ke
konverzi vétsi nez cca. 18 % ani po relativné dlouhé reakéni dob€. Pii pouziti vyssi
reakéni teploty, jez Cinila 80 °C dochazelo jiZ ke znatelné hydrolyze esterové skupiny
vychozi latky Il a vzniku necistoty XIX. Krom¢ XPhos Pd G2 byly v této reakci
testovany i nov¢jsi generace Buchwaldovych prekatalyzatord, a to XPhos Pd G3 a XPhos
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Pd G4. V ptipad¢ pouziti XPhos Pd G3 bylo dosazeno o néco lepsi konverze nez v pripadé

XPhos Pd G2. Experimenty jsou sumarizovany v tabulce 5:

ekv. boronové

kyseliny ekv. baze
1,5 2,5
1,5 2,5
1,5 2,5
1,5 2,5
1,5 2,5
1,5 2,5
1,5 2,5
1,5 2,5

Pd
katalyzator

Xphos Pd G2
Xphos Pd G2
Xphos Pd G2
Xphos Pd G2
Xphos Pd G3
Xphos Pd G3
Xphos Pd G4
Xphos Pd G4

teplota (°C)
60
60
80
80
60
60
60
60

Tabulka 5

reakéni
¢as (h)

2
pres noc
2
pres noc
2
pres noc
2
pres noc

zastoupeni dle HPLC (%)

XX
8
18
5
5
15
20
10
10

Il
92
82
90
85
85
75
90
90

XIX
0]

10

o O O O

Byl proveden i experiment s pinakol esterem 4-pyridinylboronové kyseliny Xle:

NO,
‘?ﬁ
N~
N N9 q5ekv. Xle
N , -
5 mol % XPhosPdG2;
Br” T
COOEt 2,5 ekv. K3PO, \
1,4-dioxan/voda 4:1; N
I 60 - 80 °C
Schema 50

NO,

Pti reakéni teploté 60 °C nebyla pozorovéana zadna konverze vychozi latky Il na

produkt XX. To bylo zpisobeno tim, Zze za této teploty nedochazi k hydrolyze pinakol

esteru Xle na boronovou kyselinu XlId, jez by mohla reagovat. Paklize byla zvysena

teplota na 80 °C, byla pozorovana konverze cca. 5 %, pii ponechani reakéni smési pres

noc, ovSem v reakci bylo detekovano cca. 10 % necistoty XIX, coz naznacuje, Ze

dochazelo rychleji k hydrolyze esteru na vychozim vinyl bromidu 11 nez na pinakol esteru

boronové kyseliny Xle.
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Dale byl testovan neopentyl ester 4-pyridinylboronové kyseliny XIf, nebot’ se
ptedpokladalo, ze by se tento stericky méné branény ester mohl hydrolyzovat na

boronovou kyselinu XId za nizsi reak¢ni teploty.

Neopentyl ester XIf byl pfipraven esterifikaci 4-pyridinylboronové kyseliny XId
s ekvimolarnim mnozstvi neopentyl glykolu v toluenu za refluxu v Dean-Starkové

aparatufe po 24 hodinach.

(l)/jL
~B(OH); N

| 1 ekv. neopentyl glykol
N~ ” N~
toluen; reflux; 24 h

Xid XIf
Schéma 51

Reakce tohoto esteru XIf s vinyl bromidem Il v§ak vykazovala stejny trend jako
Vv pripad¢ pinakol esteru Xle. Minimalni konverze byla pozorovana az pii teploté 80 °C,
ovSem v reakéni smési bylo pfitomno vét§i mnoZzstvi necistoty v podobé hydrolyzované

vychozi latky XIX.

NO, NO,
(l)/jL
NP0

N N9 qsekv. N” xif NO,

| N . N
Br” 5 mol % Pd - kat.; P
COOEt 2,5 ekv. KsPO, \  OOE
1,4-dioxan/voda 4:1; N~

. 60 - 80 °C XX

Schema 52

Derivat XX se zadnou z vysSe popsanych metod pfipravit nepodatilo, proto byla
snaha o jeho pfipravu opusténa a bylo vénovano veSkeré usili k pfipravé cilovych

slouCenin z intermediatu X.

3.2.2 Deprotekce chranicich skupin

Vzhledem k tomu, Ze prvotn¢ slibné reak¢éni podminky Suzuki-Miyauraovy cross-
couplingové reakce, pii kterych dochéazelo jak k odchranéni 2,4-dinitrofenylové chranici
skupiny na endocyklickém pyrazolovém dusiku v poloze 1, tak k hydrolyze esteru
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v poloze 3, se ukazaly jako velmi nevyhodné z divodu komplikované izolace produktu

X111, bylo nutno provadét odchranéni téchto skupin v samostatnych reakénich krocich.

Cilem bylo nejprve odchranit 2,4-dinitrofenylovou chréanici skupinu ve forme
pokud mozno lipofilni, snadno separovatelné slouceniny a poté provést na vzniklém

derivatu IX hydrolyzu esteru v poloze 3.

NO,

NO, Nu-H

NO,

\
COOEt
o - 02N Nu
H X

1|
Schéma 53
Prvnim cCinidlem, jeZ byl testovan pro deprotekci 2,4-dinitrofenylové skupiny na

derivatu X byl azid sodny. Reakéni podminky byly inspirovany v literatute.®’

NO,

N NO2  2ekv.NaN;
| N s
x MeCN; 25 °C
COOEt

HO

Schéma 54

Béhem reakce vsak nedochazelo k zadné konverzi vychozi latky X na produkt IX.
Jako pravdépodobnd pti¢ina nezdaru mohla byt velmi mala rozpustnost azidu sodné¢ho

Vv acetonitrilu za laboratorni teploty.

Druhym testovanym ¢inidlem byl hydrazin hydrat. Vychozi reakéni podminky

byly opét inspirovany v literatuie.>®
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NO,

H
N NOz2  4ekv.NyH, . Hy0 | N\N
A _ /
| N 7 = X
B EtOH; 25 °C nebo 100 °C COOEt
COOEt
HO
HO X IX

Schéema 55

Hydrazin hydrat byl zvolen jako Cinidlo, nebot’ se piedpokladalo, ze vznikly 2,4-
dinitrofenylhydrazin bude diky svym bazickym vlastnostem snadno oddé¢litelny od
produktu IX bud’ krystalizaci pii vhodném pH, nebo acidobazickou extrakci.

Prvotni testovaci reakce z navazky 20 mg vychozi latky X vypadaly velmi slibné.
Jak za laboratorni teploty, tak za refluxu dochazelo jiz po 1 hodiné ke vzniku zadaného
derivatu IX. Necekany problém vSak nastal, kdyZ byla navdzka zvySena na 100 mg.

V reak¢ni smési v takovém piipadé za obou reakc¢nich teplot vznikal ve velké miie

hydrazid XXI.

NO,

CONHNH,

HO XXI

Schéma 56

Pfi¢ina vzniku hydrazidu XXI pii vétSi navazce nebyla objevena, proto bylo

rozhodnuto o upusténi od této metody a bylo pokra¢ovéano v hledani vhodného ¢inidla.

Jako optimalni ¢inidlo vhodné pro odchranéni 2,4-dinitrofenylové skupiny byl

zvolen piperidin. Prvotni reakéni podminky byly opét inspirovany v literatute.*

Postupnym testovanim rizného poctu ekvivalentl piperidinu vi€i vychozi latce
X byly nakonec jako optimalni zvoleny 3 ekvivalenty po reakéni ¢as 3 hodiny. V reak¢ni

smési 1 za idedlnich reak¢énich podminek pietrvavaly zhruba 3 % nezreagované vychozi
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latky X. Bylo testovano, zda vychozi latka nedoreaguje za del$i reakéni Cas, popft. pfi

zvySeni ekvivalentl piperidinu na 5, avSak tyto pokusy byly netispésné.

NO,
(w y
N NO, 1,5-5¢ekv. N
. N /
S THF; 25 °C COOEt
COOEt
HO
HO X IX

Schema 57

Optimalizace reak¢nich podminek je shrnuta v nasledujici tabulce:

zastoupeni dle HPLC (%)

ekv. reakéni
piperidinu  ¢as (h) X X
1,5 24 90 10
1,8 48 95 5
2 3 93 7
2 24 95 5
3 3 97 3
3 24 97 3
5 3 97 3

Tabulka 6

Reakéni smés byla poté zpracovdna odpafenim do sucha na rotani vakuoveé
odparce, ¢imz byl ziskan Cerny olej, obsahujici produkt X, n€kolik procent nezreagované

vychozi latky X a 2,4-dinitrofenylpiperidin.

Jako prvni purifikatni metoda byla testovana sloupcovd chromatografie.
Optimalni mobilni faze byla na TLC zvolena ethylacetat/hexan 2:3. Sloupcova
chromatografie vSak nebyla pfili§ vhodnd z divodu S$patné rozpustnosti latky IX

v organickych rozpoustédlech a vytézek po koloné byl velmi maly a ¢inil pouhych 35 %.

Druhou testovanou metodou purifikace byla bazicka extrakce. Latka 1X ve své
struktufe obsahuje fenolickou OH skupinu a zaroven nechrdnény endocyklicky
pyrazolovy dusik v poloze 1, od nichz se ptedpokladd, ze budou vykazovat kyselé

vlastnosti. Proto bylo piedpokladano, ze bude-1i vodna faze alkalizovana silnou bazi, jako
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je napt. KOH, bude do organické faze ptechdzet pouze 2,4-dinitrofenylpiperidin,
poptipad¢ pak vychozi latka X.

Odparek byl tedy suspendovan pii prvnim pokusu 5 % roztokem KOH (5 ml na
0,25 mmol navazky vychozi latky X). Ten byl poté extrahovan 5x CHCls. Béhem
extrakce dle ocekavani do organické faze prechazel pouze 2,4-dinitrofenylpiperidin a
nedoreagovana vychozi latka X. Bylo nicméné¢ zjiSténo, Ze v alkalické vodné fazi dochézi
jiz za laboratorni teploty k hydrolyze ethyl esteru v poloze 3 pyrazolu a tudiz dochazi ke
vzniku latky I11. Toto bylo brano jako pozitivum, nebot’ by se tim pddem usetfil jeden

reakéni krok.

N JZT
N 2T

N vodny roztok KOH |

Y

COOEt COOH
HO HO

Schéma 58

Vodna faze, obsahujici po extrakci latku X a ¢aste€né hydrolyzovany produkt 111
byla proto michana za laboratorni teploty a byla monitorovana doba nutna k tomu, aby
byla esterova skupina hydrolyzovéna zcela. Pfi extrakci byly testovany rizné koncentrace

KOH. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

% koncentrace KOH (5 doba nutna pro
ml na 0,25 mmol X) hydrolyzu esteru IX (h)
1 2
S 4
10 12
Tabulka 7

Kyselina 111 byla posléze z reakéni smési vysrazena okyselenim konc. HCI ve
form¢ jemné srazeniny, jiz nebylo mozno zachytit na bézném filtraénim papife, ani na
filtratnim papife s modrym pruhem. Jedinou moznosti, jak latku Il zfiltrovat bylo
pouziti frity s oznacenim S4. Alternativn€ je mozno latku Il izolovat extrakci do butan-

1-olu a nasledné odpatrenim extraktu do sucha.

o1



Izolace za pomoci bazické extrakce vSak nevyfeSila problém s malym vytézkem.
Vytézek latky 111 po extrakei ¢inil pouhych 35 %, diivodem byl pravdépodobné fakt, ze
¢ast produktu IX se béhem extrakce nerozd¢€lilo ani do organické, ani do vodné faze a

zustalo na mezifazi.

v

Nejucinngjsi izolacni metoda latky IX byla nakonec ta nejjednodussi, co se
provedeni tyce. Bylo zjisténo, Ze je-li Kk odparku po zpracovani reakéni smési pridavan
toluen, dochézi za piritomnosti vn€jsiho mechanického podnétu (magnetické michadlo,
popt. ultrazvuk) selektivné ke krystalizaci latky IX. Takto lze ziskat produkt IX ve
vytézku 66 % a ve vysoké Cistoté podle NMR. Pomér E/Z izomerl podle NMR ztstaval

Vv tomto reakénim kroku nezménény, tedy 95:5.

Hydrolyza esterové skupiny na pyrazolu IX v poloze 3 byla dosazena nadbytkem

silné baze ve vodném prostiedi. Nejprve byla testovana reakce s 5 ekvivalenty KOH.

N ZT

‘N 5 ekv. KOH

COOEt H,0;25°C;4h

HO
Schéma 59

Reakéni smés byla poté zpracovana okyselenim, ¢imz doslo k vysrazeni latky I11.
Takto izolovany produkt byl v HPLC ¢istoté cca. 90 %. Bylo zjisténo, Ze o néco Cistej$iho

pribéhu reakce 1ze dosahnou, pouzije-li se namisto KOH, LiOH.

5 ekv. LiOH . H,O

H,0; 25 °C; 4 h

88 %

Schema 60

Kyselinu 111 1ze takto ziskat ve vytézku 88 % v NMR Ccistoté kolem 96 % jiz
zminénym izolacnim postupem, coZ je dostacujici pro dalsi syntézu. Zajimavy je fakt, Ze
na NMR nebyly nalezeny ptislusné dublety dvojné vazby, odpovidajici Z-izomeru. Pomér

E/Z byl tedy po tomto reakénim kroku pravdépodobné vyssi nez 99:1.
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Alternativné byla testovana hydrolyza esteru na derivatu 1X za pomoci nadbytku

trimethylsilanolatu draselného v THF.

H
N\
N 2 ekv. (CH5);SiOK

COOEt THF; 25 °C nebo 75 °C

HO

Schéma 61

Jak za laboratorni teploty, tak za refluxu nebyla pozorovana Zadna konverze

vychozi latky 1X na produkt 111.

3.2.3 Priprava potencialné biologicky aktivnich amidu

Cilové slouceniny |, byly pfipraveny z vychozi karboxylové kyseliny I11. Aby
mohla byt karboxylova kyselina 111 pfevedena na cilové amidy |, musela byt nejprve
aktivovana na pfislusny aktivovany derivat, jez poté mohl reagovat s piislusnymi aniliny

a benzylaminy.

H
N, 1) aktivace
S
COOH 2) R=NH,
HO
[} |
R= — X —X
\_ 7/ \_ 7/

Schema 62

Postupné bylo testovano nékolik metod aktivace karboxylové skupiny, z nichz
nejefektivnéjs$i nakonec byla tvorba aktivovaného esteru za pomoci kombinace EDCI a
HOBt. VSechny metody, jez byly v prtibéhu optimalizace pfipravy cilovych latek

testovany budou diskutovany nize.

Prvni metodou, jez byla pro ptipravu cilovych latek 1, z karboxylové kyseliny 111

otestovana, byla ptiprava pomoci tvorby acyl chloridu.
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H H
N, 1) 2 ekv. SOCl,; THF; 75 °C; 5 h N,
N . N
/ /
X
2) < >—\
COOH 1 ekv. NH,
HO 1 ekv. Et;N; THF; 25 °c; HO
i 1h la
Schema 63

Acyl chlorid byl nejprve ptipraven reakci karboxylové kyseliny I s2
ekvivalenty SOCI; za refluxu v THF. Reakéni doba nutna pro vznik acyl chloridu ¢inila
5 hodin, pficemz pribéh reakce byl monitorovan za pomoci HPLC. Nestabilni acyl
chlorid byl pro pied ptipravou vzorku na HPLC nejprve derivatizovan nadbytkem

piperidinu na amid, jez posléze mohl byt v reakéni smési detekovan.

Jakmile v reakéni smési nebyla piitomna jiz Zadna karboxylova kyselina 111, bylo
odpareno rozpoustédlo spolecné s nezreagovanym SOCI; na rotacni vakuové odparce do
sucha. Odparek byl posléze rozpustén v THF, K reakéni smési byl pfidan triethylamin,

jakozto nenukleofilni baze, vychytavajici v reakci vznikajici HCI a pfislusny amin.

Za uvedenych podminek byla testovana reakce chloridu kyseliny
s benzylaminem. Uvedena reakce byla za 1 hodinu jiz hotova, avSak neobesla se bez
vzniku velkého mnozstvi neidentifikovanych necistot. HPLC cistota surového produktu

la ¢inila cca. 65 %.

Byl proveden pokus o purifikaci ptipraveného amidu la, pomoci sloupcové
chromatografie s mobilni fazi toluen/acetonitril 5:2, avSak z diivodu velmi komplexni
reakéni smési se jej vSak nepodafilo izolovat v dostate¢né Cistoté. Z toho diivodu byla
metoda ptfipravy amidl |, pfes acyl chlorid opusténa a byly testovany jiné mozZnosti

piipravy cilovych latek.

Druhou testovanou metodou byla aktivace karboxylové kyseliny I11, za pomoci
T3P.
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4 ekv. 50 % T3P v DMF

| N 1,1 ekv. C/ NH

S DMF/pyridin 2:1; 25 °C; 1 h
COOH

HO HO
i la

2

N ZT

Schéema 64

Pro aktivaci byly vyuzity 4 ekvivalenty komeréné dostupného 50 % roztoku T3P
v DMF, jako baze pak byl zvolen pyridin. Velky nadbytek ¢inidla vii¢i vychozi latce 111,
byl zvolen z toho divodu, Ze v ptipadé pouziti 2 ekvivalenti T3P nedochazelo zcela
k doreagovani vychozi latky I11. Pro ucely testovaci reakce byl opét vyuzit benzylamin.
Po jedné hodiné nebyla jiz v reakéni smési pfitomna zZadna vychozi latka Il1l. Surovy
produkt byl ziskdn nafedénim reakéni smési 1 M roztokem HCI, a néaslednou extrakei

ethylacetatem.

Ani zde se vsak nepodatilo docilit ¢istého pribéhu reakce. HPLC Cistota surového

produktu po extrakei €inila cca. 70 %.

Byla provedena purifikace za pomoci sloupcové chromatografie, opét s mobilni

fazi toluen/acetonitril 5:2, kdy se podafilo izolovat derivat la ve vytézku 32 %.

Jako tfeti v pofadi byla testovdna metoda aktivace karboxylové kyseliny 111

s kombinaci EDCI a HOBt.

2 ekv. EDCI; 2 ekv. HOBt

1,1 ekv. C NH

DMF; 25°C;1h

2

Schéma 65
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Zauvedenych reak¢énich podminek byla testovaci reakce karboxylové kyseliny 111
s benzylaminem hotova jiz za jednu hodinu. Reakéni smés byla poté zpracovana
nafedénim vodou a posléze extrakci ethylacetatem. Surovy produkt kromé latky la
obsahoval pouze HOBLt a jednu dominantni necistotu XXI1, jiz bylo cca. 5 % podle HPLC

a jez bude diskutovéna nize.

Byla provedena purifikace pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi
toluen/acetonitril 5:2, po niz byl ziskan derivat la ve vytézku 42 %. Vzhledem k tomu, ze
za této metody dochazelo béhem reakce k nejmensimu mnozstvi necistot, byly tyto
podminky pouzity i pro ptipravu dalSich derivati.

2 ekv. EDCI; 2 ekv. HOBt
1,1 ekv. R-NH, (1.1 ekv. DIPEA)

DMF; 25°C; 1h

HO

Schéma 66

Vysledky provedenych experimenti jsou shrnuty v tabulce 8 na nasledujici strané.
V ptipadé, Zze byl vychozi amin ve formé¢ hydrochloridu, byl do reakéni smési piidan
odpovidajici ekvivalent baze. U vSech reakci vychozi karboxylové kyseliny 111
s benzylaminy dochazelo pravdépodobné ke vzniku necistoty XXII, jejiz struktura je

navrzena jen na zakladé¢ LC-MS analyzy.

XXl

Schéma 67

Ptredpoklada se totiz, Ze by tato necistota XXII mohla pti prodlouzeni reakcni
doby, popt. zvySené teploty reagovat s dalsi molekulou aminu, za vzniku cilové latky I.

U reakci karboxylové kyseliny 11 s pfislusnymi aniliny nebyla tato necistota pozorovana.
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e ")
" Zastoupeni dle HPLC (%) Vytszek (%)
| XXIl
2 ﬁ{/@ > i *
OCHs
Ib ‘){/©/ 97 3 47
0\
@]
Br
e ,>“M©/ » ? N
OCHs
If ﬁmm 100 0 52
OCHs
Tabulka 8

Vsechny cilové slouceniny byly izolovany pomoci sloupcové chromatografie
s mobilni fazi toluen/acetonitril 5:2. Malé vytézky byly zplsobeny pravdépodobné
Spatnou rozpustnosti latek | v mobilni fazi a obecné v organickych rozpoustédlech.
Zvolena mobilni faze byla jedna z mala, kde alespon nedochazelo ke chvostovani
pfislusnych skvrn na TLC. Mobilni fazi, v niz by byly cilové slouceniny | rozpustné se

najit nepodafilo.
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V piipad€ amind, jez reagovaly bez vzniku necistoty XXII bylo testovano, zda by
neslo HOBt odstranit za pomoci bazické extrakce s 5 % roztokem K;COg, avsak tato
Cistici metoda se neukazala byt ptilis vhodna, nebot’ pti bazické extrakci prechazely latky

| ze zna¢né ¢asti do vodné faze.

U cilovych sloucenin | se predpoklada, ze budou vykazovat CDK II inhibi¢ni
aktivitu. Vysledky biologického testovani vak z ¢asovych divodi nemohlo byt zahrnuto

do diplomové prace.
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4 Experimentalni ¢ast

NMR spektra byla méfena na spektrometru JEOL 40011 (*H: 399,78; 3C: 100,53
MHz). Vsechny vzorky byly rozpustény a nasledné zméifeny v DMSO-ds a CDClz a
chemické signaly byly referencovany vzdy na stfed daného rozpoustédla (DMSO-d6:
2,50 ppm, 39,51 ppm; CDCI3: 7,27 ppm, 77,00 ppm).

Vsechny LC-MS analyzy byly méfeny na UHPLC-MS systému, opatieném
UHPLC chromatografem Accela s fotodiodovou fadou a trojitym kvadrupélovym
hmotnostnim spektrometrem TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, CA, USA). TLC
chromatografie byla provadéna na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 F254

znacky Merck. Teploty tani byly méfeny na Boetiové bodotavku a nejsou korigovany.
Veskeré¢ komercné dostupné slouceniny a ¢inidla byly pouzity bez ¢isténi.

4.1 Priprava intermediati

4.1.1 Ethyl 1-(2,4-dinitrofenyl)-4-formyl-1H-pyrazol-3-karboxylat

NO,

N NO;

J'/\/(N
OHC

COOEt

Do 94,5 ml bezvodého DMF bylo za chlazeni ledem pifidavano po kapkach POCl3
(74 ml; 808,8 mmol). Po pridani veskerého POCIs byl roztok ptil hodiny michan pti 0 °C.
Poté byl do reak¢ni smési pridan ethyl 2-(2,4-dinitrofenylhydrazono)propanoat (30 g;
101,7 mmol). Posléze byla zvysena teplota na 75 °C, po cca. pul hodiné az 2 hodinach
doslo k rozpusténi veskeré vychozi latky. Smés byla poté zahtivana pti 75 °C dalSich 4-
8 hodin, dokud nedoslo k doreagovani veSkeré vychozi latky podle HPLC. Poté byla
reakéni smés ochlazena na laboratorni teplotu a nalita na cca. 600 g ledu za michani. Smés
byla poté zneutralizovana nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného na pH = 6,
¢imz doslo k vylouceni zluté pevné latky. Reak¢éni smés byla po neutralizaci ponechdna
pfes noc pii laboratorni teploté. Pevna latka byla poté zfiltrovdna a vysuSena do
konstantni hmotnosti. Bylo ziskano 23,1 g produktu ve formé zluté krystalické latky, coz
¢inilo 68 % vytézek.
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IH NMR (400MHz ,DMSO-ds) § = 10.27 (s, 1 H), 9.24 (s, 1 H), 8.95 (d, J = 2.3 Hz, 1
H), 8.74 (dd, J = 2.5, 8.9 Hz, 1 H), 8.27 (d, J = 8.7 Hz, 1 H), 4.40 (g, J = 7.3 Hz, 2 H),
1.34 (t, J=7.1 Hz, 3 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) & = 185.8, 160.2, 147.1, 145.0, 143.3, 135.7, 135.1,
128.5, 128.4, 124.9, 121.2, 61.6, 13.8

Teplota tani: 140 — 144 °C; MS: 335,07 [M+H]"

4.1.2 (E)-ethyl 4-(2-bromvinyl)-1-(2,4-dinitrofenyl)-1H-pyrazol-3-
karboxylat

NO,

N NO,

| N
X
Br COOEt

(E)-ethyl 4-(2-karboxyvinyl)-1-(2,4-dinitrofenyl)-1H-pyrazol-3-karboxylat (15 g;
39,8 mmol) a octan draselny (3,9 g; 39,8 mmol) byly rozpustény ve smési 239 ml acetonu
a 239 ml vody pti 100 °C. Do vzniklého roztoku byl ptikapavan roztok NBS (8,52 g; 47,8
mmol) v 146 ml acetonu a 146 ml vody. Po dvou hodinach byl do reakéni smési ptidan
dalsi podil NBS (3,54 g; 19,9 mmol) bylo pokracovano v zahtivani dal$i hodinu. Poté
byla reakéni smés ochlazena na laboratorni teplotu a zahu$téna na rota¢ni vakuové
odparce pfiblizné na 1/2 objemu. Vznikld pevnd, krystalicka latka byla zfiltrovana a
usuSena do konstantni hmotnosti. Bylo ziskano 12,72 g Zluté krystalické latky, coz ¢inilo

78 % vytézek.

IH NMR (400MHz ,DMSO-ds) & = 8.92 (d, J = 2.3 Hz, 1 H), 8.90 (s, 1 H), 8.73 (dd, J =
2.7,9.2 Hz, 1 H), 8.17 (d, J = 8.7 Hz, 1 H), 7.43 (d, J = 14.2 Hz, 1 H), 7.20 (d, J = 14.2
Hz, 1 H), 4.33 (q, J = 7.3 Hz, 2 H), 1.30 (t, J = 6.9 Hz, 3 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) & = 161.1, 146.7, 143.2, 141.9, 135.5, 130.7, 128.6,
127.3,125.8, 122.2, 121.5, 109.5, 61.2, 30.6, 14.1.

Teplota tani: 180 — 182 °C; MS: 411,07 [M+H]*
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4.1.3 (E)-4-(4-methoxystyryl)-1H-pyrazol-3-karboxylova kyselina

H,CO

(E)-ethyl  4-(2-bromvinyl)-1-(2,4-dinitrofenyl)-1H-pyrazol-3-karboxylat (514
mg; 1,25 mmol) a fosfore¢nan draselny (1,06 g; 5 mmol) byly rozpustény ve smési 10 ml
1,4-dioxanu a 2,5 ml vody. Takto pfipraveny roztok byl 5 minut probublavan argonem a
posléze do n¢&j byla piidana 4-methoxyfenylboronova kyselina (285 mg; 1,875 mmol) a
XPhos Pd G2 (39,2 mg; 0,05 mmol). Reakéni smés byla zahfivana na 100 °C 2 hodiny.
Poté bylo do reakéni smési pfidan KOH (526 mg; 9,375 mmol) a bylo pokra¢ovéano
v zahtivani dalSich 5 hodin. Poté byla reakéni smés nafedéna 25 ml vody a okyselena
koncentrovanou HCI na pH = 1. Vznikla srazenina byla zfiltrovana, rozpusténa v acetonu
a adsorbovana na silikagel ve formé& jemného, poletavého prasku. Surovy produkt byl
poté purifikovan na sloupcové chromatografii s mobilni fazi ethylacetat/aceton 1:4.
Produkt zadrzeny na startu kolony byl posléze promyvan methanolem. Sbirané frakce,
obsahujici produkt byly poté spojeny a odpatfeny na rotacni vakuové odparce, za ziskani

164 mg Zluté krystalické latky, coZ ¢inilo 36 % vytézek.

'H NMR (400MHz ,DMSO-dg) § = 13.05 (s, 1 H), 7.82 (s, 1 H), 7.63 (d, J = 16.5 Hz, 1

H), 7.35 (d, J = 8.2 Hz, 2 H), 6.86 (d, J = 7.8 Hz, 2 H), 6.88 (d, J = 16.9 Hz, 1 H), 3.70

(s,3H)

4.1.4 (E)-ethyl 1-(2,4-dinitrofenyl)-4-(4-hydroxystyryl)-1H-pyrazol-3-
karboxylat

NO,

HO

(E)-ethyl 4-(2-bromvinyl)-1-(2,4-dinitrofenyl)-1H-pyrazol-3-karboxylat (3 ¢;
7,30 mmol) a fosfore¢nan draselny (3,86 g; 18,2 mmol) byly rozpustény ve smési 59 ml
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1,4-dioxanu a 15 ml vody. Pfipraveny roztok byl 5 minut probublédvan argonem, poté bylo
do reak¢ni smési pridana 4-hydroxyfenylboronova kyselina (3,86 g; 0,0146 mol) a XPhos
Pd G2 (285 mg; 0,36 mmol). Reakéni smés byla posléze zahiivana pii 60 °C po 2 hodiny.
Poté byla smés nafedéna 148 ml vody a okyselena koncentrovanou HCI na pH = 1.

Vznikla srazenina byla zfiltrovana.

Izolace A: Surovy produkt byl rekrystalizovan z butan-1-olu. Bylo ziskano 2,25 g zluté
krystalické latky, coz ¢inilo 73 % vytézek.

Izolace B: Surovy produkt byl rozpustén v acetonu a posléze adsorbovan na silikagel.
Nésledné¢ byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi

toluen/acetonitril 10:1. Celkovy vytézek poté ¢inil 78 %.

IH NMR (400MHz ,DMSO-ds) 5 = 9.66 (s, 1 H), 8.96 (s, 1 H), 8.91 (d, J = 2.3 Hz, 1 H),
8.71(dd, J=2.7,9.2 Hz, 1 H), 8.22 (d, J = 8.7 Hz, 1 H), 7.35 (d, J = 8.7 Hz, 2 H), 7.26
(d, J = 16.9 Hz, 1 H), 7.10 (d, J = 16.5 Hz, 1 H), 6.80 (d, J = 8.7 Hz, 2 H), 4.35 (q, J =
7.3 Hz, 2 H), 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 3 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) & = 161.5, 157.7, 146.4, 143.0, 142.6, 135.7, 131.4,
129.2,128.4,127.7,127.1, 125.2, 121.4, 115.8, 113.5, 60.9, 14.1

Teplota tani: 205 — 208 °C; MS: 425,15 [M+H]"; 423,07 [M-H]*

4.1.5 (E)-ethyl 4-(4-hydroxystyryl)-1H-pyrazol-3-karboxylat

HO

(E)-ethyl 1-(2,4-dinitrofenyl)-4-(4-hydroxystyryl)-1H-pyrazol-3-karboxylat
(3,98 g; 9,4 mmol) byl rozpustén v 36 ml THF. K roztoku byl ptidan piperidin (2,79 ml;
28 mmol) a reakéni smes byla michana pti laboratorni teploté po 3 hodiny. Poté byla
zahuSténa na rotacni vakuové odparce do sucha. K odparku bylo za michani magnetickym
michadlem pfidano 235 ml toluenu a smés byla ponechana za michéni po 2 hodiny.
Vznikla pevna latka byla zfiltrovana. Bylo ziskano 1,6 g naZloutlé krystalické latky, coz
¢inilo 66 % vytézek.
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IH NMR (400MHz ,DMSO-ds) & = 8.92 (d, J = 2.7 Hz, 1 H), 8.91 (s, 1 H), 8.73 (dd, J =
2.7,8.7Hz, 1 H),8.17 (d, J = 8.7 Hz, 2 H), 7.43 (d, J = 14.2 Hz, 1 H), 7.21 (d, J = 14.2
Hz, 1 H), 4.33 (d, J = 7.3 Hz, 2 H), 1.30 (d, J = 7.3 Hz, 3 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) & = 161.6, 147.2, 143.7, 142.4, 136.0, 131.2, 129.1,
127.8, 126.3, 122.7, 122.0, 110.0, 61.7, 14.5

Teplota tani: 196 — 200 °C; MS: 213,13 [M+H]"; 257,03 [M-H]*

4.1.6 (E)-4-(4-hydroxystyryl)-1H-pyrazol-3-karboxylova kyselina

HO

Hydroxid lithny hydrat (1,42 g; 29,6 mmol) byl rozpustén v 25 ml vody. Do tohoto
roztoku byl pfidan (E)-ethyl 4-(4-hydroxystyryl)-1H-pyrazol-3-karboxylat (1,53 g; 59,3
mmol) a vznikla suspenze byla ponechana za michani pii laboratorni teploté 4 hodiny.
Reakéni smés byla poté okyselena koncentrovanou HCI za ziskani jemné sraZeniny, jez
byla zfiltrovéana na frité se specifikaci S4. Bylo ziskano 1,31 g naZloutlé krystalické latky,

coz Cinilo 88 % vytézek.

IH NMR (400MHz ,DMSO-dg) § = 13.34 (s, 1 H), 9.59 (br. s., 1 H), 8.06 (s, 1 H), 7.30
(d, J = 16.5 Hz, 1 H), 7.30 (d, J = 8.7 Hz, 2 H), 7.01 (d, J = 16.5 Hz, 1 H), 6.77 (d, J =
8.7 Hz, 2 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) 5 = 162.1, 157.2, 129.1, 128.3, 127.4, 122.8, 115.7, 115.3
Teplota tani: > 260 °C; MS: 213,13 [M+H]"; 229,02 [M-H]*

4.1.7 4-(5,5-dimethyl-1,3,2-dioxaborinan-2-yl)pyridin

4-Pyridinylboronova kyselina (0,5 g; 4,06 mmol) byla suspendovana v 25 ml
toluenu. Do reak¢ni smési byl pfidan neopentyl glykol (0,42 g; 4,06 mmol) a smés byla

refluxovana v aparatufe podle Dean-Starka 24 hodin. Poté bylo rozpoustédlo odpareno
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na rota¢ni vakuové odparce za ziskani 0,77 g bilé krystalické latky, coz odpovida

kvantitativnimu vytézku.

IH NMR (400MHz ,CHLOROFORM-d) 5 = 8.61 (d, J = 5.5 Hz, 2 H), 7.69 - 7.64 (m, 2
H), 3.77 (s, 4 H), 1.03 (s, 6 H)

Teplota tani: 174 — 176 °C

4.2 Priprava cilovych latek

HO

4.2.1 Obecny postup pripravy cilovych latek

Postup 1: (E)-4-(4-hydroxystyryl)-1H-pyrazol-3-karboxylova kyselina (100 mg; 0,436
mmol) byla rozpusSténa ve 2 ml DMF. Do roztoku bylo ptiddno EDCI (168 mg; 0,872
mmol) a HOBt (120 mg; 0,872 mmol). Poté byl do reakéni smési pfidan ptislusny amin
(1,1 ekv.; 0,48 mmol) a smés byla ponechéna 1 hodinu za michéni pfi laboratorni teploté.
Reakéni smés byla zpracovana nafedénim 6 ml vody a extrakei 5x 10 ml ethylacetatu.
Spojené organické extrakty byly posléze promyty 1x 25 ml vody a vysuSeny bezvodym
siranem hofe¢natym. Extrakt byl poté zahu$tén na rotacni vakuové odparce do sucha,
rozpus$tén v acetonu, adsorbovan na silikagel. Pfislusny amid byl izolovan na sloupcové

chromatografii s mobilni fazi toluen/acetonitril 5:2.

Postup 2: (E)-4-(4-hydroxystyryl)-1H-pyrazol-3-karboxylova kyselina (100 mg; 0,436
mmol) byla rozpusténa ve 2 ml DMF. Do roztoku bylo ptidano EDCI (168 mg; 0,872
mmol) a HOBt (120 mg; 0,872 mmol) a DIPEA (0,084 ml; 0,480 mmol). Poté byl do
reakéni smési ptidan piislusny amin hydrochlorid (1,1 ekv.; 0,48 mmol) a smés byla
ponechana 1 hodinu za michani pii laboratorni teploté. Reakéni smés byla zpracovana
nafedénim 6 ml vody a extrakci 5x 10 ml ethylacetatu. Spojené organické extrakty byly
posléze promyty 1x 25 ml vody a vysuSeny bezvodym siranem hotfec¢natym. Extrakt byl
poté zahustén na rota¢ni vakuové odparce do sucha, rozpustén v acetonu, adsorbovéan na
silikagel. PrisluSny amid byl izolovan na sloupcové chromatografii s mobilni fazi

toluen/acetonitril 5:2.
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4.2.2 (E)-N-benzyl-4-(4-hydroxystyryl)-1H-pyrazol-3-karboxamid

H
N\
N

HO
Ziskéano 58,5 mg Cervené krystalické latky, coz ¢inilo 42 % vytézek.

IH NMR (400MHz ,DMSO-ds) & = 13.29 (s, 1 H), 9.49 (s, 1 H), 8.68 (t, J = 6.4 Hz, 1 H),
8.19 (s, 1 H), 7.48 (d, J = 16.9 Hz, 1 H), 7.26 (d, J = 8.7 Hz, 2 H), 7.34 - 7.19 (m, 5 H),
6.91 (d, J = 16.5 Hz, 1 H), 6.75 (d, J = 8.2 Hz, 2 H), 4.43 (d, J = 6.4 Hz, 2 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) & = 162.8, 156.8, 141.8, 140.0, 128.6, 128.2, 127.8,
127.3,127.1, 126.6, 120.5, 116.2, 115.6, 41.8

Teplota tani: 226 — 230 °C; MS: 320,24 [M+H]"; 318,14 [M-H]*

4.2.3 (E)-4-(4-hydroxystyryl)-N-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-3-

karboxamid

HO
Ziskéano 71,5 mg Cervené krystalické latky, coz ¢inilo 47 % vytézek.

IH NMR (400MHz ,DMSO-ds) & = 13.27 (s, 1 H), 9.49 (s, 1 H), 8.59 (t, J = 6.4 Hz, 1 H),
8.18 (d, J = 0.9 Hz, 1 H), 7.47 (d, J = 16.5 Hz, 1 H), 7.28 - 7.23 (M, 4 H), 6.93 - 6.84 (m,
3H),6.75(d, J = 8.2 Hz, 2 H), 4.35 (d, J = 6.4 Hz, 2 H), 3.71 (s, 3 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) & = 162.6, 158.1, 156.8, 141.9, 132.0, 128.7, 127.7,
127.1, 126.6, 120.5, 116.3, 115.6, 113.6, 55.0, 41.2

Teplota tani: 204 — 208 °C; MS: 372,23 [M+H]"; 348,15 [M-H]*
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4.2.4 (E)-N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yImethyl)-4-(4-hydroxystyryl)-1H-

pyrazol-3-karboxamid

HO
Ziskano 67,2 mg Zluté krystalické latky, coz ¢inilo 42 % vytézek.

IH NMR (400MHz ,DMSO-de) & = 13.28 (br. s., 1 H), 9.49 (s, 1 H), 8.61 (t, J = 6.2 Hz,
1H),8.18 (s, 1 H), 7.47 (d, J = 16.5 Hz, 1 H), 7.27 (d, J = 8.2 Hz, 2 H), 6.90 (d, J = 16.5
Hz, 1 H), 6.90 (s, 1 H), 6.84 (d, J = 7.8 Hz, 1 H), 6.80 (d, J = 7.8 Hz, 1 H), 6.75 (d, J =
8.7 Hz, 2 H), 5.97 (s, 2 H), 4.33 (d, J = 6.0 Hz, 2 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) § = 162.7, 156.8, 147.1, 145.9, 141.8, 133.9, 128.6,
127.8, 127.1, 126.7, 120.6, 120.5, 116.2, 115.6, 108.1, 107.9, 100.7, 41.6

Teplota tani: 219 — 223 °C; MS: 364,18 [M+H]"; 362,13 [M-H]*

4.2.5 (E)-4-(4-hydroxystyryl)-N-fenyl-1H-pyrazol-3-karboxamid
D

Ziskano 37,1 mg Cervené krystalické latky, coZ ¢inilo 28 % vytézek.

H
N\
/

HO

'H NMR (400MHz ,DMSO-dg) & = 13.45 (s, 1 H), 10.02 (s, 1 H), 9.52 (s, 1 H), 8.27 (s,
1H),783(,J=73Hz,2H),7.48(d, J=16.9Hz, 1 H), 7.34 (d,J=7.3 Hz, 2 H), 7.30
(d,J=8.7 Hz, 2 H), 7.07 (t, J = 7.3 Hz, 1 H), 6.96 (d, J = 16.9 Hz, 1 H), 6.77 (d, J = 8.2
Hz, 2 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) & = 161.4, 156.9, 141.9, 138.8, 128.5, 128.2, 127.2,
127.1,123.3, 121.1, 120.1, 115.9, 115.6

Teplota tani: 222 — 226 °C; MS: 306,18 [M+H]"; 304,08 [M-H]*
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4.2.6 (E)-N-(4-bromobenzyl)-4-(4-hydroxystyryl)-1H-pyrazol-3-

karboxamid

HO
Ziskano 88,3 mg cervené krystalické latky, coZ ¢inilo 51 % vytézek.

IH NMR (400MHz ,DMSO-ds) 6 = 13.31 (s, 1 H), 9.49 (s, 1 H), 8.75 (t, = 6.2 Hz, 1 H),
8.19 (s, 1 H), 7.51 (d, J = 8.2 Hz, 2 H), 7.46 (d, J = 16.5 Hz, 1 H), 7.31 - 7.22 (m, 4 H),
6.91 (d, J = 16.9 Hz, 1 H), 6.75 (d, J = 8.7 Hz, 2 H), 4.39 (d, J = 6.0 Hz, 2 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) & = 162.8, 156.8, 141.7, 139.5, 131.1, 129.5, 128.6,
127.8,127.1, 126.7, 120.6, 119.6, 116.2, 115.6, 41.3

Teplota tani: 235 — 240 °C; MS: 398,10 [M+H]"; 396,04 [M-H]*

4.2.7 (E)-N-(3,4-dimethoxyfenyl)-4-(4-hydroxystyryl)-1H-pyrazol-3-

karboxamid

HO
Ziskano 82,8 mg rizové krystalické latky, coZ ¢inilo 52 % vytézek.

IH NMR (400MHz ,DMSO-ds) & = 13.42 (s, 1 H), 9.85 (s, 1 H), 9.51 (s, 1 H), 8.26 (d, J
= 0.9 Hz, 1 H), 7.56 (d, J = 2.3 Hz, 1 H), 7.48 (d, J = 16.9 Hz, 1 H), 7.39 (dd, J = 2.7, 8.7
Hz, 1 H), 7.30 (d, J = 8.2 Hz, 2 H), 6.95 (d, J = 16.5 Hz, 1 H), 6.90 (d, J = 9.2 Hz, 1 H),
6.77 (d, J = 8.7 Hz, 2 H), 3.75 (s, 3 H), 3.73 (5, 3 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) § = 161.1, 156.9, 148.5, 144.9, 142.0, 132.5, 128.6,
128.1, 127.2, 127.0, 120.9, 116.0, 115.6, 111.9, 105.3, 55.7, 55.4

Teplota tani: 240 — 245 °C; MS: 366,20 [M+H]"; 364,14 [M-H]*
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4.2.8 (E)-4-(4-hydroxystyryl)-N-(4-methoxyfenyl)-1H-pyrazol-3-

karboxamid

HO
Ziskano 47,9 mg rizové krystalické latky, coz €inilo 32 % vytézek.

IH NMR (400MHz ,DMSO-dg) & = 13.40 (s, 1 H), 9.89 (s, 1 H), 9.50 (s, 1 H), 8.25 (s, 1
H), 7.73 (d, J = 9.2 Hz, 2 H), 7.48 (d, J = 16.9 Hz, 1 H), 7.29 (d, J = 8.7 Hz, 2 H), 6.95
(d, J=16.5 Hz, 1 H), 6.90 (d, J = 9.2 Hz, 2 H), 6.77 (d, J = 8.2 Hz, 2 H), 3.74 (s, 3 H)

13C NMR (101MHz ,DMSO-ds) & = 161.1, 156.9, 155.3, 142.1, 131.9, 128.9, 128.6,
128.1, 127.2, 127.0, 121.7, 120.9, 116.0, 115.6, 113.7, 55.2

Teplota tani: 246 — 250 °C; MS: 336,21 [M+H]"; 334,11 [M-H]*
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5 Zavér

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo syntetizovat potencidlné biologicky
aktivni derivaty pyrazolu I, u nichz se ptredpoklada, ze budou vykazovat inhibic¢ni aktivitu

vuci enzymu CDK 2.

Syntéza vychazela z prekurzoru I, ktery byl pfipraven jiz béhem bakalaiské
prace. Celkové bylo pfipraveno a charakterizovano 7 cilovych latek 1. Jejich biologicka

aktivita z ¢asovych divodi prozatim nebyla otestovana.

Synteticka cesta, vedouci k cilovym latkam I, zahrnovala piedevs§im dvé klicové
reakce, a to Suzuki-Miyauraovu cross-couplingovou reakci a ptipravu amidu
z karboxylové kyseliny. V ramci Suzuki-Miyauraovy cross-couplingové reakce byl
nejprve proveden pokus o provedeni jak samotné cross-couplingové reakce na derivatu
11, tak deprotekci obou chranicich skupin v jednom reakénim kroku. Ackoliv se podafilo
ptipravit derivat X111, bylo z diivodu velmi komplikované izolace a malého vytézku od
této strategie upusténo a byly zvoleny mirngjsi reakéni podminky, pfi nichz k deprotekci
chranicich skupin nedochéazelo. Diky tomu, Ze byla Suzuki-Miyauraova cross-
couplingova reakce provedena za mirnéjSich reakénich podminek, podafilo se ji provést
s 4-hydroxyfenylboronovou kyselinou Xlc a ptipravit tak prekurzor X. Rovnéz byla
snaha optimalizovat Suzuki-Miyauraovu cross-couplingovou reakci latky Il s4-
pyridinylboronovou kyselinou Xld, avSak optimalni reakéni podminky se nalézt

nepodafilo.

Z prekurzoru X byla poté ve dvou reakénich krocich, jez zahrnovaly deprotekei
2,4-dinitrofenylové chranici skupiny na endocyklickém pyrazolovém dusiku v poloze 1
a hydrolyzu esteru v poloze 3 pyrazolu, pfipravena karboxylova kyselina 11, jez slouzila

jako vychozi latka pro findlni reak¢ni krok, tedy ptipravu amida I.

Jako nejvyhodnéjsi metodou, pro piipravu cilovych latek 1 z prekurzoru 111 se pak
ukazala aktivace karboxylové kyseliny pomoci EDCI a HOBt. Komplikaci v poslednim
kroku syntézy byla izolace cilovych latek | pomoci sloupcové chromatografie, nebot’
z divodu jejich velmi omezené rozpustnosti v organickych rozpoustédlech byly
zadrzovany na startu kolony a nepodafilo se je efektivné vymyt ani siln€¢ polarnimi

rozpoustédly.
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Tento fakt se promitl do vytézki ptiprav cilovych latek I, jez byly malé i navzdory
faktu, Zze béhem jejich ptipravy bud’ dochdzelo ke vzniku jen malého mnozstvi necistot,

nebo necistoty nevznikaly viibec.

V dohledné dobé bude provedeno biologické testovani ptipravenych latek I, jez

bohuzel z ¢asovych diitvodi nemohlo byt zahrnuto do diplomové prace.
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