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Cile prace

e Studium struktury a vlastnosti benzimidazolu a jeho derivata

e Zpracovani reSersSe tykajici se Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce

e Navrh novych struktur derivati benzimidazolu

e Rozsifeni SAR studie latek se stejnym strukturnim motivem o nové derivaty

o Charakterizace syntetizovanych latek pomoci analytickych metod

e Testovani finalnich latek na jejich protirakovinné ucinky na riznych bunécnych
liniich

e Molekularni docking syntetizovanych latek

e Prokdzani vzniku axialné chiralnich latek pomoci analytické separace

atropoisomert



1 UVOD

Benzimidazol a jeho derivaty jsou Castym motivem v medicinalni chemii, hlavné diky
protizanétlivym a protirakovinnym ucinkiim téchto latek. Struktura benzimidazolu
poskytuje bohaté moznosti modifikace a syntéz derivati s riznymi vlastnostmi. V této
praci se zabyvam vlivem o-substituce na N-arylu, kterd doposud v jinych publikacich
nebyla pfili§ prozkoumana prave z divodu vzniku axialng€ chiralnich latek.

Tato bakalafska prace navazuje na vyzkum Mgr. Jany Pospisilové, ktera syntetizovala
malou knihovnu benzimidazolovych derivati vykazujicich axialni chiralitu. Tyto derivaty

jsou zalozeny na strukture 1-fenylbenzimidazolu, ktery byl modifikovan riznymi

substituenty (Obr.1).
H, CHs, Ph
N Pl 3
S
N R2
R1 @ \
H, Ar/heteroaryl, CH3, CF3, CI CN, COOCH3, COOH, I, Br, F, p-tolyl

Obr. 1: Struktura 1-fenylbenzimidazolu modifikovany riznymi substituenty

Celkem bylo syntetizovano 29 benzimidazolovych derivatd, které byly nasledné
testovany na 7 riaznych nadorovych bunéénych liniich a na 2 normalnich liniich. Vétsina
z téchto 29 latek vykazovala urcitou miru cytotoxicity, pficemz nékteré z nich jsou

zaznamenany v tabulce 1. (Pospisilova J.)

Tab. 1: Cytotoxicita vybranych derivati benzimidazolu u riznych bunéénych liniich
prezentovana jako ICso (uM) po 72 hodinach (PospiSilova J.)

Latka R! R? R® MV4-11 HeLa  RPE-
1
JP-5i -Cl -I -CH; 192 17.1 >100
25 +0.6
JP-5j -H -I -CH; 549 >100 >100
+42
JP-51 -Cl -I -Ph 13.3 93 >100
+4.8 +2.2
JP-5n  -Cl -CN -Ph 7.8 3.2 23.4
+1.0 +0.5 +0.6
JP-11b -H -pTol  -Ph 36.7 13.6 25.3
+0.2 +1.5 +4.5




Z porovnani biologickych aktivit latek v tabulce 1 JP-Sl a JP-Si vyplyva, ze dilezitym
substituentem v poloze 2 u latky JP-51 byl fenyl, jako substituent R?. V porovnani
s latkou JP-5i, kterda ma v této pozici methyl, vykazovala latka JP-51 lepsi cytotoxickou
aktivitu na bunéénych liniich MV4-11 i HeLa. Proto jsme se pii navrhu novych struktur
snazili o zachovani fenylu jako substituentu R>.

Dalsim dilezitym substituentem, ktery jsme v novych strukturach zachovali, byl chlor
v poloze 7 (RY). Jeho pfitomnost v molekule vyznamné zvySovala biologickou aktivitu
latky. Tato skuteCnost je zfetelnd z porovnani latek JP-5i a JP-5j, kdy latka JP-5i
obsahujici chlor v poloze 7 vykazuje vyrazné lepsi vysledky u bunécnych linii
MV4-11 a Hela, nez latka JP-5j, ktera tento substituent neobsahuje.

Nejvyrazn€jsi cytotoxickou aktivitu vici nadorovym buinkam MV4-11 a Hela
vykazovaly latky JP-51 a JP-Sn. Latka JP-5n sice vykazovala lepsi uCinky, nez latka JP-
51, ale oproti ni prokazala urcitou cytotoxicitu i vici zdravym buiikam. Rozdil mezi témito
dvéma latkami byl v substituentu R2. Proto byla obména jodu a nitrilu v pozici R? za jiné
substituenty cilem vyzkumu v této bakalarské praci. (Obr. 2)

Pro navrh R? substituentl jsme se inspirovali latkou JP-11b, kde piitomnost p-tolylu
v této poloze zvysila cytotoxickou aktivitu latky. Domnivali jsme se tak, ze pokud
zachovame chlor v poloze R!, fenyl v poloze R* a do polohy R? zavedeme substituenty

podobné p-tolylu, je zde moznost pozorovani zajimavych biologickych aktivit.

e

\'l

CH3 OMe CF3
R = S
JCRCReRY)
a b c d e

Obr. 2: Navrzena struktura novych derivati benzimidazolu



Dulezité bylo vymyslet vhodné reakéni podminky pro zavadéni takto stericky
naro¢nych substituentti, coz bylo komplikované zejména kvuli pfitomnosti chloru ve
struktufe. Syntéza novych latek se tak z predbéznych vysledka jevila jako narocny ukol,
proto byla pro tento krok byla navrzena Suzuki-Miyaura cross-couplingova reakce
s ucinnym prekatalyzatorem XPhos Pd G2.

Nové nasyntetizované derivaty budou testovany na stejnych bunécnych liniich, jako
latky JP-Si,j,l,n a JP-11b. Protoze podle pfedbéznych vysledku tyto latky projevily také
zajimavou cytotoxickou aktivitu na bunééné linii Eol-1, bude zde sledovana aktivita také

u mnou pfipravovanych derivatu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Chiralita

Chiralita je vlastnost molekuly, kterda ma zasadni vliv na reaktivitu a chemické a fyzikalni
vlastnosti latek, zejména na interakci s polarizovanym svétlem a biologickou aktivitu.
Nejznaméj§im typem chirality je centralni chiralita. Centralni chiralitu organickych
molekul zpisobuje piitomnost stereogenniho centra, které je definovano jako atom, ke
kterému jsou vazany Ctyfi rizné substituenty. Tyto substituenty jsou rozmistény tak, ze
molekula neni ztotoznitelna se svym zrcadlovym obrazem. Molekula tedy neobsahuje osu
ani stied symetrie. Molekuly, které nejsou identické se svymi zrcadlovymi obrazy se
nazyvaji enantiomery. (Cervinka, 1999) Chiralita molekul hraje klicovou roli ve
farmaceutickém pramyslu, kdy biologické systémy Casto rozpoznavaji jen jednu formu
enantiomeru. Vyzkum a vyvoj v oblasti chiralnich latek je tedy dilezity pro optimalizaci

ucinnosti a bezpecnosti 1€¢iv. (John McMurry, 2015)
2.1.1 Axialni chiralita

Axialni chiralita predstavuje specificky pfipad chirality, kdy molekula neobsahuje
stereogenni centrum, ale osu chirality. Kolem osy chirality je rozmistén soubor
substituentl tak, ze nejsou shodné se svym zrcadlovym obrazem. (Obr. 3) Existuje
nékolik typl axialné chiralnich sloucenin. Napfiklad atropoisomerni slouceniny, alleny
nebo rizné Sroubovicové struktury (DNA). Atropoisomerie je jev, ktery vznika vlivem
sterické naro¢nosti substituentl na aromatickém jadru. Tato stericka naro¢nost zabranuje
rotaci kolem jednoduché vazby a v dusledku toho se molekuly atropoisomert vyskytu;ji
ve dvou prostorové odlisSnych konformacich. Enantiomery axialné chiralnich sloucenin

jsou znaceny stereodeskriptory Ra a S, (Obr. 4). (Moss, 1996)

Obr. 3: Priklady axialni chirality (Moss, 1996)



Br Cl 1 2
3
Cl, CHs 1 1
/C:C:C; — T [ /C:C:C’
H H 2 2
4

12— 1—>2'

Obr. 4: Priklady axialn€ chiralnich sloucenin znacenych stereodeskriptory R, a S,
2.2 Benzimidazol a jeho derivaty

Benzimidazol a jeho derivaty predstavuji velice zajimavou tfidu sloucenin v organické
chemii. Diky heterocyklickému skeletu, podobnému purinim (Obr. 5), naléza tato
skupina uplatnéni v Siroké Skale biologicky aktivnich latek. Jelikoz jsou puriny kli¢ovymi
komponenty nukleotidi, umoziuje tato strukturni analogie derivatim benzimidazolu
efektivné interagovat s riznymi biologickymi cili. Zaroven benzimidazolovy skelet
nabizi §iroké moznosti modifikace, coz predstavuje zasadni vyhodu pro syntézu a vyzkum
novych farmaceutickych latek. Mezi hlavni farmaceutické ucinky benzimidazolu patfi
jejich vyznamna antivirova aktivita, schopnost potlacovat rast a Sifeni hub a jejich
antioxidaCni vlastnosti. Dale se projevuji jako potencialni protirakovinné latky, kde
vykazuji schopnost interferovat s riiznymi procesy souvisejicimi s nadorovym bujenim.

(Wright, 1951)

N Nﬁn
<j[N/> k\N | N/>
5 6

Obr. 5: Porovnani struktury benzimidazolu (5) a purinu (6)



2.2.1 Struktura

Benzimidazoly jsou heterocyklické slouceniny obsahujici dva atomy dusiku v centralnim
kruhu, coz jim propujcuje jedinecné chemické vlastnosti. Benzimidazolovy kruh je
vysoce stabilni, neni ovlivnén zahtatim s koncentrovanou kyselinou sirovou ani prudkym
pusobenim kyseliny chlorovodikové nebo alkalii. Oxidace Stépi benzenovy kruh jen za
extrémnich podminek. (Fischer, 1889)

Pritomnosti atomt dusiku v poloze 1 a 3 mohou benzimidazoly v acidobazickych
reakcich vystupovat jako slabd kyselina nebo baze. Diky N-H skupiné ve struktufe
benzimidazolu dochazi tautomerii (Obr. 6), kdy jednotlivé tautomery nelze izolovat ani
separovat. K tautomerii vSak dochazi pouze u N-nesubstituovanych derivata

benzimidazolu. (Day, 1950)

Qo — 0
H

5a 5b

Obr. 6: Tautomerie benzimidazolu (Day, 1950)

2.2.2 Syntéza benzimidazolu

Jako prvni syntetizoval benzimidazol v roce 1872 Hobrecker, ktery redukci N-(4-methyl-
2-nitrofenyl)acetamidu 7 a naslednou dehydrataci ziskal dimethylbenzimidazol 9.

Reakce je znazornéna na Schéma 1. (Hobrecker, 1872)

H3C NOZ H3C NH2 _ H3C N
_sn “H0_ N
HCI N 3
NHCOCH;4 NHCOCH;, H

7 8 9

Schéma 1: Syntéza 2,5-dimethylbenzimidazolu dle Hobreckera (Hobrecker, 1872)

O par let pozdéji ziskal stejnou slouceninu Ladenburg pomoci refluxu o-
fenylendiaminu s kyselinou octovou. (Ladenburg, 1875) Nejprve dochazi ke vzniku
monoacylovaného meziproduktu, ktery naslednou dehydrataci cyklizuje za vzniku
derivatu benzimidazolu 9. Tato reakce se nasledné stala standardni metodou pro pfipravu

benzimidazold. (Wright, 1951)



H5;C
H3C NH2 _ H20 H3C NHZ _ Hzo 3 N\
+ CH3COOH — = — >—CH3
NH, H

NHCOCH,

10 8 9

Schéma 2: Syntéza 2,5-dimethylbenzimidazolu dle Ladenburga (Wright, 1951)

Fisher v roce 1905 popsal reakci o-fenylendiaminu 10 s prebytkem karboxylové
kyseliny. (Fischer, 1905) V roce 1928 Philips tuto metodu modifikoval. Tato modifikace
spocivala v refluxu o-fenylendiaminu 10 a karboxylové kyseliny v mineralni kyseling,
konkrétné v kyseliné chlorovodikové. Benzimidazol se nasledné vysrazel po neutralizaci

roztoku hydroxidem amonnym. (Phillips, 1928)

H
NH, o) N
HCI (4N
[:::I: " R/M\OH S [:::I: )R
NH, N
11 12 13

Schéma 3: Syntéza benzimidazolu substituovaného v poloze 2 (Phillips, 1928)

Za spravnych podminek mohou s o-fenylendiaminy a jeho derivaty reagovat i
aldehydy, kdy dochazi ke vzniku benzimidazol( substituovanych v poloze 2. Naptiklad v
roce 2005 Lin a kol. syntetizovali rizné derivaty benzimidazolu z fenylendiamint a
aldehydt za pfistupu vzduchu. Vyhodou této reakce je jednoduchy postup, mirné
podminky, snadna purifikace produktu a také ekologicka nenarocnost, jelikoz jedinym

odpadnim produktem je voda. (Lin & Yang, 2005)

o)
H,C NH, H3C N
oL, - T
+
NH, 100°C, 4 h N
10 14 15

Schéma 4: Syntéza 5-methyl-2-fenylbenzimidazolu (Lin & Yang, 2005)

V literatufe je popsano mnoho dalsich zpisobu pfipravy benzimidazoll, které nejsou
omezené jen na reakci o-fenylendiamind. Ve struktufe vychozich latek je vSak potieba,
aby benzenovy kruh obsahoval 1-2 aminoskupiny, které zajistuji spravné uzavieni
heterocyklického kruhu benzimidazolu.

Mezi hojné popisované syntézy benzimidazolu a jeho derivati patii tzv. one-pot

reakce, vychazejici z o-nitroanilinu 16. Tato reakce probiha ve dvou krocich. Nejdiive



dochazi k redukci nitroskupiny o-nitroanilinu na o-fenylendiamin a nasledné dochézi
k cyklizaci s pomoci ruznych zdroji uhliku. Naptiklad Rasal a kol. vyuzili DMF jako
zdroj uhliku v pfitomnosti katalyzatoru CuFe;O4, a produkt byl ziskan ve vysokych
vytézcich. (Rasal & Yadav, 2018)

©:NH2 N SN~ CuFey04 voda ©:N\>
N02 k\ 180 °C N

0 H

16 17 5

Schéma 5: Syntéza benzimidazolu pomoci one-pot reakce (Rasal & Yadav, 2018)
2.3  Biologicka aktivita benzimidazolu

Prvni zminku o biologické aktivité benzimidazolu publikovali Goodman a Hart v roce
1943. O rok pozdé&ji publikoval svoji praci také Woolley, v niz se zabyval benzimidazoly,
puriny a antibakterialni aktivitou syntetizovanych benzimidazoll na E. coli a S. lactis.
(Woolley, 1944) V roce 1949 ziskali Brink a Folkers 5,6-dimethylbenzimidazol pomoci
kyselé hydrolyzy vitaminu Bia. Zkoumanim tohoto degradacniho produktu zjistili
aktivitu podobnou prave vitaminu B1,. (Brink & Folkers, 1949) Béhem mnoha dalSich let
byly zkoumany a syntetizovany dalsi derivaty benzimidazolu, u kterych byla
zaznamenana biologicka aktivita. (Barker et al., 1960)

V dnesni dobé je pfitomnost benzimidazolového jadra popsana u raznych
terapeutickych latek, jako jsou napiiklad antiparazitika (Navarrete-Vazquez et al., 2001),
antimikrobiotika (Bhoi et al., 2023), antivirotika (Chen et al., 2021), antioxidanty (Ayhan-
Kilcigil et al., 2007), protizanétlivé latky (Thakurdesai et al., 2007) , inhibitory
protonovych pump (Uematsu et al., 1994) nebo potencialni protirakovinna lé¢iva (Tan et

al., 2018).
2.3.1 Protirakovinné ucinky

Aktivita latek, pfipravenych v experimentalni Casti prace, bude v navaznosti na
predchozi vyzkum testovana na nadorovych bunécnych liniich, z tohoto divodu jsou
v teoretické Casti prace popsany hlavné protirakovinné ucinky derivati benzimidazolu.

Rakovina je jednou z nejzavaznéjSich a nejCastejsich nemoci na svéte. Je to komplexni
onemocnéni, které je charakterizovano nekontrolovatelnym ristem a mnozenim bunék

v téle. Jeji nebezpeCnost spociva v tom, ze maze postihnout témér jakoukoliv tkarn nebo



organ v lidském téle. Tato nemoc ma velkou fadu forem a podtypu, kdy kazda forma
rakoviny ma své vlastni charakteristiky, které jsou dualezité pro jeji diagnostiku, 1é¢bu a
vyzkum. (Reddy et al., 2019) I pfes piinosy moderni mediciny, kterd pomohla vylepSit
metody diagnostiky a 1écby a zlepsila miru preziti pacient, je rakovina stale velmi Spatné
1écitelnou nemoci. Muze za to hlavné rezistence nadort, toxicita 1éka a nizka Gispésnost
pii vyvoji novych 1éciv. VétSina 1éku, které se pouzivaji pro 1éCbu rakoviny je necilena.
Znamena to, ze 1éky jsou toxické nejen pro rakovinné buriky, ale i pro buriky zdravé.
(Aydemir & Bilaloglu, 2003) Mezi protinddorovymi lé¢ivy se v poslednich letech
objevily rizné derivaty benzimidazolt. (Yamori et al,, 1999) (Dogra et al., 2018)
Benzimidazoly se diky své jedine¢né struktufe, rozmanité biologické aktivité a minimalni

toxicité staly popularnim zakladem pro vyvoj protinadorovych 1éCiv.
2.3.1.1 Inhibitory topoisomeras

DNA topoisomerasy jsou enzymy, které hraji dulezitou roli pii replikaci DNA,
transkripci, rekombinaci a remodelaci chromatinu. Tyto enzymy jsou schopné ménit
topologii DNA bez toho, aniz by ji néjak poskodily ¢i fyzicky rozstépily. Buiiky nesou
genetickou informaci pro dva druhy: topoisomerasa typu I (Top I) a topisomerasa typu II
(Top II). Lisi se od sebe tim, ze, Top I jsou schopné provadét upravy pouze na jednom
z DNA vlaken, zatim co Top II provadi zmény v obou vlaknech. (Champoux, 2001)

Topoisomerasy pii Stépeni molekuly DNA vytvafi intermediat enzym-DNA, ktery je
nezbytny pro spravnou bunéfnou funkci enzymu. I kdyz je tento St€pny komplex
dilezitym meziproduktem, naruseni jeho funkce muaze vést k trvalému rozstépeni fetézce
DNA, ktery vede k buné€nému poskozeni ¢i smrti. U prezivSich bunék se zvySenou
hladinou $tépti v DNA muze dochazet k iniciaci leukemické translokace. Zdravé bunky
jsou schopny rozstépené fetézce opravit ¢i rekombinovat, rakovinné burky tuto funkci
postradaji. (McClendon & Osheroff, 2007)

Inhibitory topoisomeras zabrariuji zpétné ligaci roz§tépeného DNA fetézce a drasticky
tak zvySuji hladinu §tépnych komplext Top [-DNA nebo Top II-DNA. Jejich dostatecna

koncentrace iniciuje bunécnou smrt. (Fortune & Osheroff, 2000)



2.3.1.2 Inhibitory mikrotubula

Mikrotubuly jsou hlavni strukturni slozkou buriky. Udrzuji tvar buriky, jsou dulezitymi
prvky pii bunééném déleni, komunikaci bun€k a umoziuji bunécny pohyb. Jsou to
dynamické sestavy heterodimert, slozenych z podjednotek o a [ tubulinu. Tyto
podjednotky jsou rovnobézné usporadané kolem osy a tvoii tak dlouhé fetézce ve tvaru
trubice. Na dynamice mikrotubult, tedy schopnosti se prodluzovat ¢i zkracovat, je zavisla
hlavné mitdza. Mitdza je dilezitym procesem bunécného deéleni, kdy je replikovany
geneticky material ve formé chromozomi rovnomeérné rozdélovan mezi dvé nové dcefiné
bunky. Mikrotubulovy cytoskelet buiiky se pii mitdze rozpadne a mikrotubuly z vieténka
se piipoji k chromozomum, které nasledné presunou k obéma polim buriky. (Wilson &
Jordan, 1995)

Inhibitory mikrotubuld se daji rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina latek inhibuje
polymeraci mikrotubul, patii mezi né napfiklad kolchicin 20, vinkristin 18 nebo
vinblastin (Obr. 7). Druhd skupina mikrotubuly stabilizuje a patfi mezi né naptiklad
paclitaxel 19 (Obr. 7) nebo docataxel. Ob& skupiny narusuji dynamiku mitotického
vieténka pfi bunécném déleni, zastavuji metafazi a tim iniciuji apoptdzu. (Dogra et al.,

2018)

20

Obr. 7: Struktura vinkristinu (18), paclitaxelu (19) a kolchicinu (20)
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2.3.1.3 DNA interkalacni a alkyla¢ni Cinidla

DNA interkalacni a alkylacni Cinidla predstavuji skupinu latek, které se vazi na DNA,
¢imz ovliviiuji jeji strukturu a znemozuji tak interakci proteinu s molekulou DNA. Tyto
interakce mezi proteiny a DNA jsou dulezité pro replikaci DNA, transkripci, baleni
chromozomt nebo opravy DNA. Preruseni téchto interakci interkalatorem mize zménit
konformaci DNA a biologické funkce proteini vazajicich se na DNA, jako jsou
transkripcni faktory, topoizomerasy a polymerasy.

Interkalatory interaguji s DNA bud'to ireverzibilné pomoci kovalentni vazby, nebo
reverzibilné pomoci nekovalentnich elektrostatickych interakci mezi dvéma pary bazi v
DNA. Po navazani interkalatoru na DNA dochazi k inhibici syntézy nukleovych kyselin
a tim 1 kinhibici bunécného déleni, které vede k bunécéné apoptoze. Interkalacni a
alkyla¢ni €inidla jsou vyuzivana k selektivnimu poSkozovani rychle se délicich bun¢k a
maji tak klicovy vyznam v 1écbé nadorovych onemocnéni. (Karimi Goftar et al., 2014)

Yamori a kol. v roce 1999 syntetizovali derivat benzimidazolu 21 zndmy pod nazvem
MS-247 (Obr. 8). Tento derivat vykazoval protinddorovou aktivitu u 39 nadorovych
bunécnych linii a u 17 nadorovych xenografti vajecniku, prsu, zaludku a plic. Ve srovnani
s klinicky pouzivanymi 1€¢ivy, jako je napiiklad cisplatina ADM a 5-FU, byl MS-247 ve
vétsiné pripadi ucCinnéjsi a v predbézné studii byla prozatim zji§t€éna minimalni
cytotoxicita projevujici se potlaCenim ¢innosti kostni diené. MS-247 se vaze k malému
zlabku DNA, konktrétné k mistim bohatym na Adenin a Thymin. Tato vazba byla
potvrzena pomoci fluorescencniho barviva Hoechst 33342, které bylo vytésfiovano latkou
MS-247. Po navazani vytvaii mezi fetézcové piicné vazby, které nasledné blokuji

bunéény cyklus ve fazi G2/M a indukuji tak apoptozu. (Yamori et al., 1999)

0
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N
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21

Obr. 8: Struktura latky MSF-247 (Yamori et al., 1999)
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2.3.1.4 Inhibitory kinas

Kinazy jsou skupinou enzymu regulujici bunéfnou signalizaci pomoci katalyzy
reverzibilni fosforylace proteinti. Jako prvni charakterizovali kindzovou aktivitu Krebs a
Fisher v roce 1955. (Krebs & Fischer, 1955)

U cloveéka je znamo vice nez 530 kinas, mezi které mizeme zaradit napfiklad
tyrosinkinasy a serin/threoninkinasy. Pii fosforylaci se ptenasi fosfatova skupina z ATP
na cilovou molekulu, méni tak jeji strukturu a funkci. Obvykle tyrosinkinasové signalni
drahy zabranuji buiikdm v nekontrolovatelném bunécném déleni, nebo pfispivaji k
citlivosti na apoptotické signaly. V rakovinnych burikach jsou tyto signalni drahy ¢asto
geneticky nebo epigeneticky zménény a poskytuji tak t€émto buiikam selektivni vyhodu
v preziti a ristu. (Hunter, 1998)

V roce 2020 El-Meguid a kol. syntetizovali nové derivaty benzimidazolu (22 a 23,
Obr. 9), které vykazovaly slibnou inhibi¢ni aktivitu na tyrosinkinasach, konkrétné na
PDGFR-p a VEGFR-2, které jsou klicové v regulaci ristu a vyvoji bunek naptiklad pfi
angiogenezi. Jsou ale také dulezité pii patologickych procesech jako je rast nadoru.
Utinnost slougenin porovnavali s referenénim Iékem Erlotinib, kdy napiiklad latka 23
vykazovala az 2 krat vétsi ucinnost nez Erlotinib u obou proteinkinas. (El-Meguid et al.,

2020)

o} /\(o
S S

N
o) e

N

N
0 HBC o H3C
OCHj OCH3
22 23

Obr. 9: Struktura novych derivati benzimidazolu (El-Meguid et al., 2020)
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2.4 Suzuki-Miyaura cross-coupling

Suzuki-Miyaura cross-couplingova reakce je efektivni a Siroce vyuzivanou metodou
v organické chemii pro vytvareni C-C vazeb s vyuzitim aromatickych nebo alkenylovych
halogenidii a boronovych slouCenin za pfitomnosti katalyzatoru, nejCastéji na bazi
palladia. Vyuziva se zejména pro vyrobu biaryld, ve kterych jednoduchou vazbou
vzajemné spojuje dva aromatické kruhy. Tuto vazbu obsahuje velka ¢ast béznych 1éCiv,
proto ma tato reakce uplatnéni i ve farmaceutickém prumyslu. (J. McMurry, 2012) Jednim
z 1éc¢iv, pfipravovanych pomoci Suzuki cross-couplingové reakce je naptiklad latka
CI-1034 24 (Obr. 10), ktera se vyuziva jako antagonista endotelinu pro 1écbu primarni

plicni hypertenze a méstnavého srdecniho selhani. (Jacks et al., 2004)

Obr. 10: Struktura latky CI-1034 (Jacks et al., 2004)

2.4.1 Historie a vyvoj

V roce 1979 japonsti chemici Akira Suzuki a Norio Miyaura poprvé zvetejnili ¢lanek,
tykajici se Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce. (Miyaura et al., 1979) Zakladni
mySlenkou Suzuki-Miyaurovy reakce bylo vyuziti organoboronovych sloucenin, kterymi
se zabyval A. Suzuki ve své drivejsi studii, pro vytvareni novych vazeb mezi uhlikovymi
atomy. Jako prvni tak tato reakce umoznila ucinné provedeni cross-couplingu
organoboronovych sloucenin za pfitomnosti palladiového katalyzatoru. V nasledujicich
letech se prace A. Suzukiho stala velmi popularni diky své vSestrannosti, komercni
dostupnosti reagenti a mirnym reakénim podminkam. Pro tvorbu C-C vazeb je
k dispozici nekolik dal§ich metod, jako naptiklad Kharash coupling, Himaya coupling
nebo Negishi coupling. Tyto reakce vSak oproti Suzuki couplingu mohou vyzadovat

mnohem agresivnéj§i podmiky, vyssi teploty, nebo reaktanty s omezenou dostupnosti.
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A. Suzuki za sviij vyzkum obdrzel nékolik ocenéni, vCetné Nobelovy ceny za chemii
v roce 2010, kterou ziskal spolu s Richardem F. Heckem a Ei-ichi Negishim za rozvoj

palladiové katalyzovanych cross-couplingovych reakci. (Suzuki, 2011)
2.4.2 Reak¢ni mechanismus

Obecny mechanismus Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce je zalozen na tfech
hlavnich reakcich: oxidativni adice, transmetalace a reduktivni eliminace. Nejlépe se

katalyticky cyklus Suzukiho reakce popisuje na komplexu palladia viz Schéma 6.

Ar'—Ar2 Arl—Ar2

L,Pd® Arl—X L,Pd®

Reduktivni
eliminace

Reduktivni Oxidativni adice

eliminace

Oxidativni adice

Intramolekularni

R109 Transmetalace
Transmetalace Ar! L @
L —Pd’ ArLPd(;OR1
" Tor! , 1O
Xe AuB(OR)z
X-B(OR), Ar?B(OR),
+ baze

Schéma 6: Obecny mechanismus Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce popsany na
komplexu palladia (Martin & Buchwald, 2008)

Prvni fazi cyklu je oxidativni adice, ktera ve vétsiné piipada byva krokem urcujicim
rychlost reakce. Dochazi pfi ni k aktivaci Pd katalyzatoru, kdy se Pd (0) oxiduje na Pd
(I). Pd (0) katalyzator reaguje s aryl-halogenidem za vzniku aryl-halogen-palladnatého
intermediatu. Dochazi ke §tépeni vazby C-halogen a na atom Pd se vaze alkyl i halogen.
Relativni reaktivita substratd klesa v poradi I > OTf > Br >> Cl. Reaktivita arylovych a
1-alkenylovych halogenderivati se zvySuje, jsou-li v sousednich polohach navazané

skupiny odcerpavajici elektrony. (Miyaura & Suzuki, 1995)
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Schéma 7: Oxidativni adice

Druhou fazi cyklu je transmetalace, pii které je dalezita pritomnost baze. Tento krok
umoziuje pienos arylové skupiny z organoboronové slouceniny na palladnaty komplex.
Transmetalace vSak neprobiha snadno kvili nizké nukleofilit¢ organoboronového
substratu. Béaze reaguje s organoboronovym substratem za vzniku tetravalentniho
komplexu boru, ktery zvySuje nukleofilitu substratu a je tak v transmetala¢nim kroku
reaktivn€jsi. (Miyaura et al., 1985) Alternativni proces transmetalace spociva v reakci
baze s aryl-halogen-palladnatym komplexem, kdy baze nahrazuje halogen v koordinacni
sfére komplexu a vzniké tak reaktivnéjsi alkoxo-palladnaty komplex. Tento komplex
velmi snadno podléha transmetalaci a nasledné reaguje s organoboronovou slouceninou

za vzniku intermediatu Ar!-Pd-Ar?. (Miyaura & Suzuki, 1995)

1

Ar' Ar

PdL,_ " + Ar2-BY, — PdL;_ _ + X-BY,
X Ar?

29 30 31 32

Schéma 8: Obecné schéma transmetalace (D’ Alterio et al., 2021)

Posledni fazi je reduktivni eliminace, pfi které dochazi ke vzniku vysledného produktu
a také k obnové castice L,Pd(0). Reakce probiha pfimo z cis- a trans- izomert pomoci
izomerace na piislusny cis-komplex, nasledné dochazi k reduktivni eliminaci a vznika
vysledny produkt (Schéma 9). Reaktivita substrati klesa v poradi: aryl-aryl > aryl-alkyl
> propyl-propyl > ethyl-ethyl > methyl-methyl, coz naznacuje ucast m-elektront arylové

skupiny pfi tvorbé vazby.

] o
| —_— L\

OAO — WL —
L

33 34
trans cis

Schéma 9: Obecné schéma mechanismu reduktivni eliminace
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2.4.3 Katalyzatory a ligandy

Rozvoj Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce vedl k vyvoji novych katalyzatort.
Nové katalyzatory jsou aplikovatelné na mnohem S§irSi Skalu substrati a maji velmi
dobrou toleranci k funkénim skupinam.

Aktivita katalyzatoru zvelké cCasti zavisi na stereo-elektronovych vlastnostech
ligandu. Do roku 1998 se u veétSiny katalyzatori pro cross-couplingy vyuzivaly
triarylfosfinové ligandy, které vSak byly pozdé€ji nahrazovany novymi, na elektrony
bohatymi, fosfinovymi ligandy. Tyto ligandy zlepSovaly jak ucinnost, tak 1 selektivitu
cross-couplingové reakce. Patfi mezi né hlavné dialkylbiarylfosfiny a trialkylfosfiny,
které jsou dodnes nejpouzivanéj§imi ligandy pro cross-couplingové reakce. Dal§imi Casto
vyuzivanymi ligandy jsou napfiklad N-heterocyklické karbeny (NHC). (Martin &
Buchwald, 2008)

Pii zacatcich Suzuki couplingl byl nejvice pouzivanym katalyzatorem Pd(PPhs).
Tento katalyzator je hojné vyuzivan dodnes i1 pres své nedostatky, jako je citlivost na
vzduch a svétlo, nebo tvorba vedlejSich produkti obsahujicich fenylovou skupinu.
Dal§imi Casto vyuzivanymi katalyzatory jsou také PdCIx(PPhs), nebo Pd(OAc)
v kombinaci s fosfinovymi ligandy.

V roce 1999 byla prof. Buchwaldem a kol. zvefejnéna publikace popisujici syntézu
nového stericky naro¢ného a na elektrony bohatého ligandu DavePhos. (Aranyos et al.,
1999) Nasledné¢ se Buchwald a kol. vénovali vyvoji a popisu dalSich
dialkylbiarylfosfinovych ligandti (Obr. 11), které se staly vybornymi podptarnymi ligandy
pfi tvorbé vazeb uhlik-uhlik, uhlik-dusik a uhlik-kyslik. (Martin & Buchwald, 2008)

l PCy, l PCy, l PCy,
MesN O MeO O OMe i-Pr O i-Pr

i-Pr
DavePhos SPhos XPhos
37 38 39

Obr. 11: Struktury novych dialkylbiarylfosfinovych ligandia (Martin & Buchwald, 2008)
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Tyto ligandy mohou byt syntetizovany piidanim arylového Grignardova ¢inidla nebo

aryllithia kin situ generovanému benzynu a naslednym zachycenim intermediatu

chlorfosfinem (Schéma 10).
O MgX(Li) O P(R"),

R1
MgX(Li) Br
RO R? o O CIP(R%), O
R3

40 41 L i R®

42 43

Schéma 10: Syntéza dialkylbiarylfosfinovych ligandi (Martin & Buchwald, 2008)

Katalytické systémy na bazi biarylfosfinovych ligandii maji kromeé vysokeé reaktivity i
fadu dalSich vlastnosti, diky kterym jsou velmi vyuzivané pro organickou syntézu. Jsou
to krystalické latky, stabilni na vzduchu i v roztoku, maji vysokou tepelnou stabilitu a
mnoho z téchto ligandt je komercné dostupnych.

Vysoka aktivita dialkyl-biarylfosfinovych ligandi je pfisuzovana kombinaci
elektronickych a sterickych vlastnosti. Tyto vlastnosti zvySuji rychlost oxidativni adice,
transmetalace a reduk¢ni eliminace v katalytickém cyklu. Obecna struktura, modifikace
a jejich vliv na katalyticky cyklus téchto ligandl je znazornéna na Obrazku 12. (Martin

& Buchwald, 2008)

R* substituent: R substituenty:

e fixuje konformaci R,P nad spodnim o Cim je vétsi R, tim se zvysuje
kruhem, zvysuje rychlost reduktivni rychlost reduktivni eliminace.
eliminace \1 e Vetsi R také podporuje tvorbu

LPd(0
R!a RZ () o
R4 o Alkylové skupiny zvySuji
"R R27H b O R (—  clektronovou hustotu na
cyklomethylaci, P(R fosforu, zvysuji rychlost
zvySuje stabilitu - R R2 oxidativni adice
e Objemné skupiny Spodni kruh:

zvvSuii tvorbu LPd(0)
e zvétSuje velikost ligandu,
/ zpomaluje oxidaci kyslikem
e umoznuje stabilizaci interakci
mezi Pd a arylem
e podporuje reduktivni eliminaci

Obr. 12: Strukturni vlastnosti dialkylbiarylfosfini a jejich vliv na ucinnost katalyzatora
vyuzivajicich tyto ligandy (Martin & Buchwald, 2008)
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2.4.3.1 Prekatalyzatory

Pii SMC se dnes krom¢ katalyzatora pouzivaji také Pd(I) prekatalyzatory, které jsou na
rozdil od Pd(0) katalyzatorG stabilni na vzduchu. Pd(I) komplex je vSak potieba
aktivovat redukci na pfislusnou aktivni castici L,Pd(0), aby mohl vstoupit do
katalytického cyklu.

Jednou z nejdulezitéSich skupin prekatalyzatord jsou tzv. palladacycles, které
vykazuji vybornou aktivitu v coupling a cross-coupling reakcich. Schéma aktiva¢niho

mechanismu té€chto prekatalyzatort znazorfiuje Schéma 11.

~
\ /\\
< <
N N

'\ ’;)\ baze S ’;)\ o
+
i .Pd PR3 i ) (RsP)Pd
44 45 46 47

Schéma 11: Aktivacni mechanismus palladacycles prekatalyzatora

Buchwald a kol. usilovali o vyvoj prekatalyzatoru, ktery by mohl byt pouzit s riznymi
typy liganda. Podafilo se jim vyvinout vysoce ucinnou skupinu prekatalyzatora, ktera je
rozdélena do nekolika generaci. Prvni generace (Gl) byla zalozena na N,C-
fenylaminovém palladacyklu. V pfitomnosti baze je amin vazany na palladium snadno

deprotonovan, ¢imz je iniciovana reduktivni eliminace za vzniku L,Pd(0) a indolinu.

ﬁ/:\\ql —
(G . . ///)
baze \__/, + LPdO
- -X
L F/’dAN H
X H,
48 49 50 51

Schéma 12: Aktiva¢ni mechanismus G1 prekatalyzatoru

Druhé generace prekatalyzatora je zaloZena na 2-aminobifenylu. Diky vyssi kyselosti
dochazi k rychlejsi aktivaci 1 se slabymi bazemi za pokojové teploty. Tyto prekatalyzatory
jsou vyuzivany pii SMC reakcich Siroké Skaly nechranénych heteroarylbromidi nebo
chloridi ve vynikajicich vytézcich. Mezi nejCast€ji pouzivané prekatalyzatory druhé

generace patfi napiiklad XPhos Pd G2. (Kinzel et al., 2010) Schéma ¢. 13 znazoriuje
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pravdépodobny katalyticky cyklus prekatalyzatoru XPhos Pd G2 pro Suzuki cross-

couplingovou reakci heterocyklt s navazanym chlorem. (Savitha et al., 2019)

QL O

—— LPd® + NH + Cl-baze
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L
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R 7 "NH
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~ "NH

L\sz i-Pr
R ) \/ —\ M O
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2
HN \ R
L i-Pr
56 53 L=XPhos
Transmetalace 39
CI—B(OH), RB(OH), + baze

Schéma 13: Pravdépodobny katalyticky cyklus Prekatalyzatoru XPhos Pd G2 (Savitha et al.,

2019)

Nevyhodou G2 prekatalyzatorti je vSak jejich stericka naro¢nost. Tento problém

Buchwald vyfteSil nahrazenim chloridového ligandu elektronové chud§im mesylatovym

aniontem a vytvoril tak skupinu prekatalyzatoru tieti generace. Tyto prekatalyzatory jsou

aktivn&jsi nez prekatalyzatory G2 a vyuzivaji se pii tvorb&é C-N a C-O vazeb. (Bruno et

al, 2013)

N-methylové a N-fenylové analogy prekatalyzatoru G3 jsou vyuzivany k pripraveé

prekatalyzatort Ctvrté generace. Tyto prekatalyzatory se vSak vyuzivaji jen omezené kvuli

tvorbé vedlejsich produktu, které komplikuji zpracovani produktu a jejich ptitomnost ve

farmaceutickych vzorcich predstavuje zdravotni riziko.(Bruno et al., 2014)
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2.4.4 Vyuziti boronovych sloucenin

Pro Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce se vyuzivaji organoboronové substraty.
Jejich snadna pfiprava, relativni stabilita, rychla transmetalace s komplexy palladia (II) a
ekologicka neskodnost vysvétluji oblibenost téchto substrati v chemickém,
farmaceutickém a agrochemickém pramyslu. Tyto substraty mizeme rozdélit do sedmi
skupin:  organoborany, boronové  kyseliny, estery  boronovych  kyselin,
organotrifluorboritanové soli, N-koordinované boronaty, boronaty a boronamidy (Obr.

13).

©/B(OH)2 ©/BF3K B{

58 59 60

61 62

Obr. 13: Struktury boronové¢ kyseliny (58), organotrifluorboritanové soli (59), boronatu (60) a
estert boronovych kyselin (61, 62)

Plivodné pouzivanymi Cinidly v zacatcich vyvoje SMC byly organoborany. (Miyaura
& Suzuki, 1979) (Miyaura et al., 1979b) Jejich vyhodou byla predevsim jejich snadna
ptiprava pomoci alkenové a alkynové hydroborace. Primarni nevyhodou vsak byl jejich
sklon k oxidaci na vzduchu, ktera tak omezovala jejich aplikaci a podstatné snizovala
vytézky reakce.

V roce 1981 byly poprvé v SMC reakci pouzity boronové kyseliny, které se diky
vysoké reaktivité staly Siroce vyuzivanymi substraty. (Miyaura et al., 1981) Jejich dalsi
vyhodou je snadna a ekonomicky nenaro¢na syntéza podobné jako u organoborand, av§ak
kyselin je reakce organokovu s estery kyseliny borité. Reakce probiha pfi nizké teplote,
kterd zabranuje nadmérné alkylaci. Pro pfipravu jsou vhodna organolithna cinidla
(Schéma 14) (Li et al., 2002) a Grignardova ¢inidla (Schéma 15) (Gerbino et al., 2009).

Dalsim zptasobem piipravy je hydrolyza estert nebo palladiova katalyza.
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Br Li B(OMe)3 B(OH),
©/ BuLi ©/ B(OMe); Hs0"
F F F F
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Schéma 14: Priklad syntézy boronovych kyselin pomoci organolithnych ¢inidel (Li et al., 2002)

MgBr B(OMe)3 B(OH),
[j B(OMe)3 H3O

67 68 69

Schéma 15: Priklad syntézy boronovych kyselin pomoci Grignardovych ¢inidel (Gerbino et al.,
2009)

Dalsi pocetnou skupinou substrati pro SMC reakci jsou estery boronovych kyselin.
Mezi obecné nejCastéji pouzivané estery patii pinakol, neopentyl a katechol boronové
estery. Oproti ostatnim esterim boronovych kyselin vynikaji svoji reaktivitou, stabilitou,
a snadnou pripravou. Diky jejich zvySené stabilité jsou estery Casto vyuzivany jako
nahrady za nestabilni boronové kyseliny. (Roy & Brown, 2007)

Mezi substraty pro SMC patii také organotrifluorboritanové soli (R-BF3K), které se
od ostatnich substrati odlisuji hlavné svoji solnou krystalickou strukturou. Tato struktura
napomaha k pfiznivym fyzikalnim vlastnostem, jako je vysoka odolnost vuci teplu a
chladu. Zna¢nou nevyhodou je vSak nestabilita vici silikagelu a nerozpustnost v mnoha
nepolarnich rozpoustédlech. (Chambers et al., 1960)

N-koordinované boronaty jsou charakterizovany atomem dusiku v cyklické kostte
esteru boronové kyseliny. Nejcastéji pouzivanymi ligandy pro SMC jsou diethanolamin,
N-mehyldiethanolamin, N-fenyldiethanolamin a kyselina N-methylimindioctova.

Dalsi skupinou jsou boronaty, které jsou taktéz uziteCnymi vazebnymi partnery v SMC
reakcich. Nejbé€zné€j§imi zastupci jsou trihydroxyboronaty (Cammidge et al., 2000),
cyklické triolboronaty (Yamamoto et al., 2008) a triisopropylboronaty (Billingsley &
Buchwald, 2008) (Obr. 14). Boronaty podstupuji SMC za podminek, které nezahrnuji
ptitomnost baze. Tim je naznaceno, ze reakce probiha pifimou transmetalaci s komplexem
palladia (IT). Reakce probihaji ve vodném prostiedi za pokojové teploty bez potieby

ligandu pro palladium.
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Obr. 14: Struktury trihydroxyboronatu (70), cyklického triolboronatu (71) a triisopropylboronatu
(72) (Yamamoto et al., 2008) (Cammidge ¢t al., 2006) (Billingsley & Buchwald, 2008)

Boronamidy jsou posledni skupinou substrati pro SMC. Jsou to chranici skupiny
boronovych kyselin, které byly vyvinuty spole¢nosti Suginome a byly uplatnény v tzv.
iterative cross-coupling reakci (ICC). Prvni vyvinutou chranici skupinou pro boronové
kyseliny byl 1,8-diaminonaftalen (DAN), nésledné& byly pfipraveny analogy antraniamid
(AAM) a 2-(pyrazol-5-yl)anilin (PZA). Vsechny tyto chranici skupiny jsou jednoduse
odstranitelné kyselou deprotekci. (Ihara et al., 2011)

2.45 Baze

V cross-couplingovych reakcich s organoboronovymi slou¢eninami hraje baze klicovou
roli. Tato baze plni troji funkci. Pfipravuje Pd (IT) komplex, kdy reakci s meziproduktem
Ar-PdLn-X tvoii Ar-PdL,;-OR, ¢imz urychluje transmetalaci. Dale formuje vysoce
reaktivni boronatovy komplex pomoci reakce organoboronovych kyselin s bazi a také
urychluje reduktivni eliminaci reakci baze s meziproduktem. NejCastéji pouzivanymi

bazemi jsou Na;COs, K3POs4, Ba(OH),, Cs2CO3, K2COs, KF a NaOH. (Braga et al., 2005)

2.4.6 Rozpoustédla

Vybér rozpoustédla pro SMC je velmi dulezity, jelikoz maze ovlivnit rychlost reakce,
selektivitu a vytéznost produktu. Nejb&znéji pouzivanymi rozpoustédly jsou toluen,
DMF, THF, dioxan, voda, methanol, acetonitril a dalsi. Tyto reakce Casto probihaji
ve dvoufazovém systému nebo ve vodném prostiedi s pfidavkem organického
rozpoustédla, jelikoz pfitomnost vody a baze je nezbytna pro aktivaci boronovych

kyselin. (Littke et al., 2000)

22



3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Reakc¢ni schéma a pouzité reaktanty

V této kapitole je popsana synteticka cesta vedouci k axialné chiralnim derivatim
benzimidazolu (Schéma 16). Cilem této prace bylo zachovani chloru v poloze 7
z puvodniho strukturniho motivu a zaroven zavedeni riznych arylovych substituentt do
polohy 1.

Syntéza byla zahajena nukleofilni aromatickou substituci 1-chlor-2-fluor-3-
nitrobenzenu (I) s 2-jodanilinem (II) za vzniku latky III. Klicovym krokem byla
Suzuki-Miyaura cross-couplingova reakce, pii které latka III reagovala s riznymi
boronovymi kyselinami za vzniku latky IV. Nasledujicim krokem byla redukce
nitroskupiny latky I'V na aminoskupinu za vzniku latky V. Finalni reakci byla cyklizace

latky V za vzniku finalnich derivata (VI).

nukleofilni

NO, NH; No2
F I aromaticka Suzuki-Miyaura
+ substituce cross- coupllng @i
Cl

N> < > NH,
N Syklizace ©: \@ redukee

\"
OMe CF3
S
ol
A
a b c d e

Schéma 16: Syntéza cilovych derivati benzimidazolu
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3.1.1 Aromaticka nukleofilni substituce

Pro syntézu latky Il byla pouzita reakce 1-chlor-2-fluor-3-nitrobenzenu s 2-jodanilinem
v dimethylsulfoxidu (Schéma 17). Reakcni podminky byly inspirovany diplomovou praci
Mgr. Jany Pospisilové, ktera pii této reakci vychazela z metody podle Gorvina a kol.
(Gorvin, 1988). Tato metoda pivodné vyuzivala k aromatické nukleofilni substituci z-
BuOK jako bazi. Pii nasledné optimalizaci vSak bylo zjisténo, Ze jako baze muze byt

vyuzit 1 hydroxid draselny, ktery poskytuje lepsi vysledky a nevyzaduje bezvodé

podminky.
NO, NH, NO» H I
F | 4ekv. KOH N
+
DMSO, i1, 4 h
Cl Cl
| I

(75 %)

Schéma 17: Aromaticka nukleofilni substituce

Produkt byl izolovan nakapanim reakéni smési do ledové vody s naslednym
okyselenim zfedénou kyselinou chlorovodikovou na pH 7, kdy se produkt po par
minutach michani vysrazel a nasledné byl odfiltrovan. Latka III byla ziskana v podobé

hnédé amortni latky v celkovém vytézku 75 %.
3.1.2 Suzuki-Miyaura cross-coupling

Druhym krokem syntézy byla Suzuki-Miyaura cross-couplingova reakce. Pfi této reakci
reagovala latka III s riznymi boronovymi kyselinami I'Va-e (Schéma 18). Pro reakci byl
vyuzit prekatalyzdtor XPhos Pd G2 v bazickém prostiedi fosfore¢nanu draselného
rozpusténého v dioxanu a vodé (1:1). Reakce probihala cca 2 hodiny pii 80 °C. Po
ukonceni reakce byla reak¢ni smés okyselena zfedénou kyselinou chlorovodikovou,
extrahovana do CH2Cl, a promyta vodou a solankou.

Jelikoz byl substrat pro tento typ reakce stericky naro¢ny, predpokladali jsme jeho
Spatnou reaktivitu. Proto jsme pro reakci zvolili prekatalyzator XPhos Pd G2, ktery
vynika svoji velkou ucinnosti pfi Suzuki-Miyaura cross-couplingu. (Jedinak et al., 2017)
(Pisar et al., 2018) Bohuzel 1 pfesto reakce nedosahovala pozadovaného stupné konverze,

coz vedlo k problémiim s izolaci produktu.
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Schéma 18: Suzuki-Miyaura cross-coupling

U vsech reakci s riznymi boronovymi kyselinami vznikalo pomérné velké mnozstvi
vedlejsich produktl, kdy nejcastéjSim vedlejsim produktem byla latka VIII (Obr. 15). Ta
pravdépodobné vznikala odstépenim jodu ze struktury pfi oxidativni adici, ale nasledné
jiz nedochazelo k pokraovani cross-couplingové reakce. Tato situace nastavala nejspise
z divodu sterické naroCnosti substratu a jeho nizké reaktivity. Reaktivitu substratu jsme
se snazili vylepsit pfidavkem kyseliny boronové, jelikoz jsme piedpokladali, ze v reakcni
smési mohla probihat vedlejsi reakce tzv. homocoupling boronovych kyselin.
Homocoupling nastava u Suzukiho reakci katalyzovanych palladiem za ptistupu kysliku,
tudiz vzhledem k pouziti vody jako rozpoustédla byla tato vedlej§i reakce mozna.
(Adamo et al., 2006) Produkt této reakce pii pouziti kyseliny p-tolylboronové kyseliny je
znazornén na Obrazku 15 (latka IX). Ani piidavek boronové kyseliny vysledky reakci
vSak nezlepsil.

NO, |,

L0

VIl IX

Obr. 15: Meziprodukty vznikajici pfi Suzkuki-Myiaura cross-couplingu

Vyizolovany produkt bylo nutné precistit na sloupcové chromatografii, abychom se
zbavili zbytkt katalyzatoru a vedlejSich produktt. Z divodu velmi podobnych retencnich
faktort latky VIII a produktu (Obr. 16) byla separace na sloupcové chromatografii velmi
obtizna. Latky se tak nepodatilo dokonale odd¢lit a konkrétné latku I'Vb se nepodatilo od
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latky VIII oddélit vibec. Pro nasledujici reakce jsme vyuzili i latky zneCisténé vedlejSim

produktem VIII a produkt byl pfeci§tén az po nasledujicim kroku — redukci nitroskupiny.

4 .
____'.___‘.___
IVa Vil

Obr. 16: Priklad TLC ze separace latek I'Va a VIII. Rfiva = 0,29; Rfyur = 0,31

Vysledné produkty byly vzhledem k obtiznosti precisténi ziskany v nizsich vytézcich
(26-83 %) ve formé amorfni latky oranzové az Cervené barvy s nedostatecnou Cistotou
pro jejich spolehlivou charakterizaci pomoci NMR. Ptipravené latky, jejich vytézky a
procentualni HPLC &istota v jsou shrnuty v Tabulce 2. Cistota syntetizovanych latek byla
stanovena jako procentualni Cistota vypocitana z UV-VIS spektra (220-500 nm).

Tab. 2: Vytézky latek I'Va-e a jejich procentualni HPLC distota vypocitana z UV-VIS spektra
(220-500 nm)

Latka Struktura Vytézek HPLC distota

NO, |, ‘
CLO
cl
IVb O 60 % 16 %

NO, |,
LT
cl

IVe OCH; 26 % 81 %

NO, |, ‘
@N ®
cl

IVa 46 % 84 %
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Tab. 2: Vytézky latek I'Va-e a jejich procentualni HPLC Cistota vypocitana z UV-VIS spektra
(220-500 nm) (pokracovdni)

Latka Struktura Vytézek HPLC distota
1vd f S 68 % 73 %
NO 7
2 H
ii“ﬁQ)
Cl
Ve CFs3 83 % 95 %

NO; ‘
e
o

3.1.3 Redukce nitroskupiny

Nasledujicim krokem syntézy byla redukce nitroskupiny latek I'Va-e (Schéma 19). Jako
redukéni Cinidlo byl v této reakci pouzit zinek v kyselém prostfedi kyseliny octové
s methanolem (3:8). Nejprve byly pouzity jen 4 ekv. zinku a reakce probihala 30 min za
laboratorni teploty. Pozdéji vSak bylo nutné pridat dalsi 2 ekv. zinku, jelikoz v reakcni
smési se 1 po 30 minutach podle kontroly na TLC nachézela stale vychozi latka. Po pridani
téchto 2 ekv. zinku reakce probihala dalsich 30 min, kdy po kontrole TLC dochézelo
k téméf uplné konverzi. Tato situace nastala u vSech péti reakci. Po skonceni reakce byl
zinek odfiltrovan, filtrat byl nakapan do vody a pomoci roztoku KOH bylo pH filtratu

upraveno na hodnotu 12. Nasledné byl produkt extrahovan do CH>Cl, a promyt vodou a

solankou.

NO, , R NHz R
N 6 ekv. Zn, MeOH, AcOH N
cl 1h,rt cl

IV a-e V a-e
CH3 OMe CF3
R S
v
.y e v v
J\IIVV h \ \ 1
a b c d e

Schéma 19: Redukce nitroskupiny
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Produkt bylo potfeba precistit na sloupcové chromatografii. Mobilni faze byla
odpatfena na RVO a vysledné produkty Va-e (Obr. 17) byly ziskany ve formé svétle
oranzové az Zluté amorfni latky. Divodem nizsiho vytézku u nékterych latek je nutnost

precisténi od vedlej§iho produktu VIII z pifedchoziho kroku.

OCHj3 CF3
S
() ® ® ® ®
NH, H NH» H NH, H NH» H NH» H
Cl Cl Cl Cl Cl
Va Vb Vc vd Ve
50 % 29 % 71 % 53 % 91 %

Obr. 17: Prehled latek ziskanych po redukci nitroskupiny a jejich vytézky
3.1.4 Cyklizace na derivaty benzimidazolu

Poslednim krokem byla cyklizace latek Va-e s benzaldehydem za katalyzy kyselinou p-

toluensulfonovou na benzimidazoly. Jako rozpoustédlo byl pouzit toluen (Schéma 20) a

reakce probihala 24 h pti 80 °C.

N
NH, R H. 0 \
H 0,5ekv. pTSA N
+ L
24 h,80°C ¢l
Cl R
V a-e X Vi a-e
CHs OMe CFs
_ S
R = Q
a b c d e

Schéma 20: Cyklizace na derivaty benzimidazolu

Po ukonceni reakce byly vSechny produkty pfecistény na sloupcové chromatografii.
Bohuzel latku VIe se nepodafilo izolovat v dostateCném mnozstvi a z Casovych diavodia
jiz nebyla pfipravena znovu. Nasyntetizované findlni produkty, jejich vytézky a

procentualni HPLC ¢istota v jsou shrnuty v Tabulce 3.
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Tab. 3: Vytézky latek VIa-e a jejich procentualni HPLC cistota vypodcitana z UV-VIS spektra

(220-500 nm)

Latka Struktura Vytézek HPLC distota
Via N\>_© 24 % > 99 %
N
cl
HsC O Q
VIb N\>_© 25% 96 %
N
Cl
Vid N\>_© 21 % 97 %
N
cl
S s
> 99 %

VId @%_@ 64 %
N

Finalni produkty byly ziskany ve formé bilych az svétle oranzovych krystalka a

naslednou analyzou na HPLC a 'H a 1*C NMR a stanovenim teploty tani téchto produkti

byla prokazéana jejich dostatecna Cistota pro biologické testovani.
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3.2 Molekulovy docking

Molekulovy docking je velmi vyznamnym nastrojem pii predikci zpisobu vzajemné
interakce biomakromolekul (hlavné proteint) s jinymi molekulami — ligandy, ¢ehoz se
vyuziva zejmeéna pii vyzkumu novych 1é¢iv. Hlavnim ukolem molekulového dockingu je
priblizit se optimalizované molekulové konformaci interagujicich molekul, coz je
v mnoha pfipadech velmi komplikované vzhledem k vlastnostem a flexibilité nekterych
proteini a ligandi. Konktrétné u mnou syntetizovanych latek je potieba dbat na
pfitomnost axialni chirality, ktera vede ke vzniku dvou enantiomert, jez se do aktivniho
mista proteinu mohou vazat zcela jinak. Nejpravdépodobnéjsi konformace interagujicich
molekul je vyhodnocovana pomoci hodnoty vazebné energie. Struktury proteind pro
docking je mozné ziskat z Proteinové databanky (PDB), ktera nabizi Sirokou Skalu
struktur, ziskanou pomoci velmi pfesné rentgenové krystalografie. Pro samotny docking
se v poslednich letech vyvinulo mnoho komer¢né dostupnych programd, v naSem piipadé
byl vyuzit program AutoDock Vina.

Z dtivejsiho biologického testovani jsme veédéli, ze latka JP-5n, kterou byly strukturné
inspirovany latky v této praci, ovlivilovala polymeraci tubulinu. Podle dostupnych
publikaci se mohla tato latka vazat do tzv. kolchicinového mista, proto jsme kolchicinové
misto B-tubulinu zvolili jako cil pro molekulovy docking. Tubulin je klicovou soucasti
mikrotubuld, které hraji dilezitou roli v mnoha fyziologickych procesech buriky, zejména
pfi bunécném déleni a tvarovani burtiky. (viz Soucasny stav feSené problematiky)

Finalni latky VIa-e spolu sreferencni latkou JP-Sn tak byly dokovany do
kolchicinového mista B-tubulinu (identifikacni kod PDB: 6L.S4) pomoci programu
AutoDock Vina. Struktury byly nasledné upraveny ve vizualizacnim programu Pymol. U
kazdé latky byly vzdy dokovany oba atropoisomery a vysledkem bylo ziskani vazebnych
energii v kcal-mol™. Podle vyslednych hodnot vazebnych energii se do kolchicinového
mista vazaly pomérmé dobfe vSechny syntetizované latky (Tabulka 4). Nejlepsi vazebnou
energii vSak vykazovala latka VIe. Atropoisomery této latky vykazovaly dokonce lepsi

hodnoty vazebné energie, nez atropoisomery referencni latky JP-5n, viz Tabulka 4.

30



Tab. 4: Vazebné energie dockovanych latek v kcal-mol™

Latka Vazebna energie [kcal-mol]
(R)-VIa 9.0
($)-VIa 9.1
(R)-VIb -8,7
(5)-VIb -8.4
(R)-V1d 7.9
(S)-VIc -1.5
(R)-VIe -9,5
(8)-Vle -9,5
(R)-(+)-JP-5n 8.8
($)-(-)-JP-5n 82

Na Obrazcich 18 a 19 je znazornén pohled na kolchicinové misto proteinového komplexu
B-tubulinu s vazebnym médem molekul (R)-VIe a (S)-VIe-2. Soucasné jsou v obrazcich
¢ernou barvou znazornény i1 molekuly (R)-(+)-JP-5n a (S)-(-)-JP-Sn, které slouzi
k porovnani pozic navazanych latek. K naSemu piekvapeni jsou u novych derivati (R)-
Vle a (S)-Vle preferovany jiné vazebné mody, nez u latek (R)-(+)-JP-5n a (S)-(-)-JP-5n

1 pres jejich vysokou strukturalni podobu.

Obr. 17: Pohled na kolchicinové misto -tubulinu s vazebnym mddem molekul (R)-VIe (Sedd) a
(+)-JP-5n (Cerna)
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Obr. 18: Pohled na kolchicinové misto B-tubulinu s vazebnym moédem molekul (8)-VIe (hnéda)
a (-)-JP-5n (Cema)

3.3 Antiproliferac¢ni aktivita

Vsechny nasyntetizované finalni latky byly poslany na testovani antiproliferacnich aktivit
na rtiznych nadorovych i normalnich bunécnych liniich. Testovani probiha v laboratori
rastovych regulatorti v Holici. Prvni testovanou linii jsou buriky HeLa, linie lidskych
epitelidlnich buné€k izolovanych zkarcinomu délozniho hrdla. Jsou nestar§i a
nejvyuzivanéj§i bunénou linii pro biologické testovani. Déle jsou latky testovany na
bunécné linii MV4-11, kterd je odvozena od bunek akutni monocytické leukemie.
Posledni testovanou bunécnou linii je Eol-1, kterd je odvozena od lidské eosinofilni
leukemie. V soucasné dobé€ byla provedena prvni série testi a pokracuje se v dal§im
testovani. Vysledky bunécného testovani budou prezentovany pii obhajobé bakalarské
prace.

Jelikoz jsem nemohla byt pfitomna pii biologickém testovani mnou syntetizovanych
latek, ucastnila jsem se procesu biologického testovani aspoii u latek jiného studenta na
katedie Experimentalni biologie. Prvni den testovani byly pfipravovany bunécné linie,
které byly vhodné natfedény. Natfedéné buriky byly spocitany a napipetovany do
mikrotitracni desticky. Nasledujici den byla na buiky aplikovana testovana latka
v ruznych koncentracich a buiky byly inkubovany po dobu 72 hodin. Po inkubaci bylo
do mikrotitracni desti€ky pifidano fluorescencni barvivo AlamarBlue, pomoci kterého

byla spektrofotometricky métena proliferace bunék v jednotlivych jamkach desticky. Na
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zaklad¢€ ziskanych dat byla sestavena kiivka zavislosti viability bun€k na koncentraci

testované latky a nasledn€ vypocitana hodnota inhibi¢ni koncentrace ICso [umol/1].

3.4 Axialni chiralita

Pro potvrzeni axialni chirality u finalnich latek byla pouzita chiralni chromatografické
separace. Analyza byla provadéna na latce VIb, kterou se zatim nepodafilo UspéSné
analyticky separovat na dva enantiomery. Separace enantiomerd a dikaz pfitomnosti
axialni osy u této latky bude do budoucna jesté prozkoumana, jelikoz byla potvrzena u

strukturné€ podobnych latek z predchozich vyzkumi.

4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristrojové vybaveni

Pro identifikaci sloucenin pomoci NMR analyz byl vyuzit spektrometr JEOL ECA 40011
(*H: 399,78; 13C: 100,53 MHz). Chemické signaly byly referencovany na rezidualni
signal rozpoustédla (DMSO-ds: 2,50 ppm, 39,51 ppm a CDCls: 7,27 ppm, 77,00 ppm).
Slouceniny byly dale charakterizovany pomoci HRMS (Orbitrap Elite high-resolution
hmotnostni spektrometr) firmy Thermo. Pribézné analyzy vzorku byly provedeny na
UHPLC-MS systému firmy Waters (Acquity Waters SQ Detector 2) a pomoci
chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Chiralni separace byla provedena na pfistroji

HPLC Agilent 1260 Infinity II Kolona Daicel IA-3 (4.6 X 100 mm, 3 pm).

4.2 Syntéza
Pro syntézu byly pouzity komer¢né dostupné chemikalie a rozpoustédla.

4.2.1 2-chlor-N-(2-jodfenyl)-6-nitroanilin III

g
COLO
Cl
1750 mg 1-chlor-2-fluor-3-nitrobenzenu (10 mmol) a 2190 mg 2-jodanilinu (10 mmol)

bylo rozpusténo v 40 ml DMSO. Poté bylo ptidano 2290 mg KOH (40 mmol) a reakéni

smés byla michana za laboratorni teploty 4 hodiny. Po ukonceni reakce byla reakéni smés
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nakapana do 400 ml ledové vody a po kapkach okyselena ziedénou HCI na pH 7.
Vysrazeny produkt byl odfiltrovan a vysuSen. Bylo ziskdno 2810 mg hnédé amortni latky,
coz odpovida vytézku 75 %.

'"H NMR (500 MHz; DMSO-ds) 6 = 8,03 (dd; J=8.,3; 1,4 Hz; 1H), 7,89 (dd; J=8,0; 1,4
Hz; 1H); 7,80 (dd; J=7,7; 1,4 Hz; 1H); 7,68 (s; 1H); 7,39 (t; J=8,1 Hz; 1H); 7,19 (ddd,
J=7,6; 1,4 Hz; 1H); 6,70 (ddd; J=7,6; 1,4 Hz; 1H), 6,46 (dd; J=8,0; 1,4 Hz; 1H) ppm.
BBC NMR (126 MHz, DMSO-d6) & = 145,2; 143,6; 139,1; 135,4; 134,1; 130,9; 128,8;
125,0; 124,7; 123,0; 116,9; 88,7 ppm.

HRMS (ESI): m/z vypo€itano pro [M-H] 372,9235, nalezeno 372,9246.

4.2.2 N-(2-chlor-6-nitrofenyl)-4'-methyl-[1,1'-bifenyl]-2-amin (IVa)

CH;

NO, ‘

H
e
Cl

1125 mg 2-chlor-N-(2-jodfenyl)-6-nitroanilinu (3 mmol), 684 mg p-tolylboronové
kyseliny (1,7 ekv. = 5,1 mmol) a 2547 mg fosfore¢nanu draselného (12 mmol) bylo
rozpusténo v 15 ml dioxanu a 3,75 ml vody. Po rozpusténi bylo ptidano 1 mol % XPhos
Pd G2 (23,5 mg) a reak¢ni smés byla zahiivana na 80 °C po dobu 2 h. Po ukonceni reakce
byla reakéni smés okyselena zfedénou kyselinou chlorovodikovou (37 % HCI s vodou
1:10 ml) a extrahovana 3x100 ml CH:Cl; a promyta vodou a solankou. Produkt bylo
potieba precistit na sloupcové chromatografii s mobilni fazi CH>Cl,:hexan (1:2). Mobilni
faze byla odpafena na RVO a bylo ziskano 473 mg produktu ve formé oranzovo-hnédé
amorfni latky s 46% vytézkem. Latku se vSak nepodafilo dokonale vy¢istit, byla tedy

pouzita znecisténa do dalsi reakce.
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4.2.3 N-(2-chlor-6-nitrofenyl)-[1,1'-bifenyl]-2-amin (IVb)

NO, 'i

H
N

CLC

375 mg 2-chlor-N-(2-jodfenyl)-6-nitroanilinu (1 mmol), 207 mg fenylboronové kyseliny
(1,7 mmol) a 849 mg fosfore¢nanu draselného (4 mmol) bylo rozpusténo v 5 ml dioxanu
a 1,25 ml vody. Po rozpusteéni vSech slozek byly ptidany 2 mol % XPhos Pd G2 (15 mg).
Reakeni smés byla zahfivana na 80 °C po dobu 2 h a po ukonceni reakce byla okyselena
70 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové (37 % HCI s vodou 1:10 ml). Produkt byl
extrahovan 3x50 ml CH,Cl> a promyt vodou a solankou. Extrahovany produkt bylo
potieba precistit od vedlejSich produkti a zbytku katalyzatoru na sloupcové
chromatografii s mobilni fazi CH,Cls:hexan 1:2. Organicka faze byla odpafena na RVO
a bylo ziskano 197 mg produktu ve formé oranzové amorfni latky s vytézkem 60 %. Latku

se nepodarilo zcela vy(istit, jako znecCisténa tak byla pouzita do dalsi reakce.

4.2.4 N-(2-chloro-6-nitrophenyl)-4'-methoxy-[1,1'-biphenyl]-2-amin
(IVc)

OCHj

NO, |, li
N

Cl I

V dioxanu (5ml) a vodé (1,25 ml) bylo rozpusténo 375 mg 2-chlor-N-(2-jodfenyl)-6-
nitroanilinu (1 mmol), 258 mg 4-methoxyfenylboronové kyseliny (1,7 mmol) a 849 mg
fosforecnanu draselného (4 mmol) bylo rozpusténo v Sml dioxanu a 1,25 ml vody.
K reak¢ni smési bylo pfidano 15 mg XPhos Pd G2 (2 mol %) a smés byla zahfivana na
80 °C po dobu 2 hodin. Po ukonceni reakce byla reakéni smés okyselena zredénou
kyselinou chlorovodikovou (37 % HCI s vodou 1:10 ml) a extrahovana 3x50 ml CH,Cl,.

Extrahovany produkt byl promyt vodou a solankou a nasledné byl precistén na sloupcové
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chromatografii od zbytka katalyzatoru a vedlejSich produkti reakce. Jako mobilni faze
byla pouzita smeés CH»Cl,:hexan 1:2 a po precisténi byla odstranéna na RVO. Produkt byl
izolovan ve form¢ oranzové amorfni latky o hmotnosti 92 mg s vytézkem 25 %. Latku se

nepodartilo dokonale vycistit, proto byla pouzita do dalsi reakce znecisténa.

4.2.5 2-chloro-6-nitro-N-(2-(thiophen-3-yl)fenyl)anilin (IVd)

S
/A
N02 H 7
(j“ﬁQ)
Cl

375 mg 2-chlor-N-(2-jodfenyl)-6-nitroanilinu (1 mmol), 217 mg 3-thiofenylboronové
kyseliny (1,7 mmol) a 849 mg fosforeCnanu draselného (4 mmol) bylo rozpusténo ve
smeési 5 ml dioxanu a 1,25 ml vody. Po uplném rozpusténi vSech slozek byly do smési
pfidano 2 mol % XPhos Pd G2 (15 mg). Reak¢ni smés byla zahfivana na 80 °C po dobu
2 h a po dokonceni reakce byla okyselena pomoci 70 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové
(37 % HCI, ztedéné ve vode v poméru 1:10 ml). Nasledné byl produkt extrahovan 3x50
ml CHxClz, byl promyt vodou a solankou a pfeciStén na sloupcové chromatografii.
Mobilni fazi pti chromatografii byla smés rozpoustédel CH2Cla:heptan 1:2 a organicka
faze byla nasledné odstranéna pomoci RVO. Vysledny produkt byl izolovan ve formé
oranzovo-Cervené amorfni latky o hmotnosti 225 mg, coz ¢inilo 68% vytézek. Latka

nebyla dokonale vycisténa, proto byla pouzita jako znecisténa do dalsi reakce.
4.2.6 N-(2-chlor-6-nitrofenyl)-4'-(trifluormethyl)-[1,1'-bifenyl]-2-
amin (IVe)
CF;

NO, ‘

H
T
Cl

375 mg  2-chlor-N-(2-jodfenyl)-6-nitroanilinu (1 ~ mmol), 323 mg 4-
(trifluormethyl)fenylboronové kyseliny (1,7 mmol) a 849 mg fosforecnanu draselného (4

mmol) bylo rozpusténo ve smeési 5 ml dioxanu a 1,25 ml vody. K reakéni smési bylo
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pfidano 15 mg XPhos Pd G2 (2 mol %) a smés byla zahtivana na 80 °C po dobu 2 hodin.
Po ukonceni reakce byla reakcni smés okyselena zfedénou kyselinou chlorovodikovou
(37 % HCI s vodou 1:10 ml) a extrahovana 3x50 ml CH,Cl,. Extrahovany produkt byl
promyt vodou a solankou a nasledné byl piecistén na sloupcové chromatografii od zbytka
katalyzatoru a vedlejsich produkti reakce. Jako mobilni faze byla pouzita smés
CHClz:heptan 1:2 a po precisténi byla odstranéna na RVO. Vysledny produkt o
hmotnosti 327 mg byl ziskan ve formé oranzovo-zluté amorfni latky a vytézek ¢inil 83 %.

Latku se nepodaftilo dokonale vycistit, proto byla pouzita do dalsi reakce znecisténa.

HRMS (ESI): m/z vypocitano [M+H]" 391,0456, nalezeno 3391,0464.

4.2.7 6-chlor-N-(4'-methyl-[1,1'-bifenyl]-2-yl)benzen-1,2-diamin (Va)

CH;

NH, O

H
O
Cl

473 mg N-(2-chlor-6-nitrofenyl)-4'-methyl-[1,1'-bifenyl]-2-aminu (1,4 mmol) bylo
rozpusténo v 11 ml methanolu. Po plném rozpusténi bylo pfidano 365 mg Zn (4 ekv. =
5,6 mmol) a za stalého michani byly do smési pfidany 4 ml kyseliny octové. Reakce
probihala za laboratorni teploty po dobu 30 minut. Po 30 minutach bylo do reakcni smési
pfidano dalSich 182 mg Zn, jelikoz nedochazelo k uplné konverzi vychozi latky, a reakéni
smés reagovala dalSich cca 30 minut. Po ukonceni reakce byl nezreagovany zinek
odstranén filtraci a filtrat byl nakapan do 100 ml vody. Smés byla alkalizovana pomoci
10% vodného roztoku KOH na pH=12 a produkt byl extrahovan 3x50 ml CH,Cl; a
promyt vodou a solankou. Nasledné byl produkt precistén na sloupcové chromatografii
s mobilni fazi CH2Cla:hexan 1:2. Produkt byl izolovan ve formée hnédo-oranzové amortni

latky o hmotnosti 214 mg, coz odpovida 49% vytézku.

'H NMR (400 MHz; CHLOROFORM-d) § = 7,47 — 7,51 (m; 2 H) 7,30 — 7,34 (m; 2 H)
7,20 (dd; J=7,32; 1,53 Hz; 1 H) 7,15 (td; J=7,78; 1,53 Hz; 1 H) 6,96 — 7,02 (m; 1 H) 6,89
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(td; J=7,40; 1,07 Hz; 1 H) 6,82 (dd; J=8,10; 1,40 Hz; 1 H) 6,69 (dd; J=8,09; 1,37 Hz; 1
H) 6,39 (dd; J=8,09; 1,07 Hz; 1 H) 5,50 (s; 1 H) 3,99 (br. s.; 2 H) 2,44 (s; 3 H) ppm.
HRMS (ESI): m/z vypocitano [M+H]* 309,1153, nalezeno 309,1155; m/z vypocitano
[M—H] 307,0997, nalezeno 307,1002.

4.2.8 N'-([1,1'-bifenyl]-2-yl)-6-chlorbenzen-1,2-diamin (Vb)

NH, |IID

H
N

Cl I

197 mg N-(2-chlor-6-nitrofenyl)-[1,1'-bifenyl]-2-aminu (0,6 mmol) bylo rozpusténo v 5
ml methanolu. Nasledné byly ptidany 4 ekv. Zn (2,4 mmol = 157 mg) a za stalého michani
bylo do reak¢ni smési nakapano 1,3 ml kyseliny octové. Reakce probihala za laboratorni
teploty po dobu 30 minut. Po 30 minutach bylo do reakéni smési pfidano dalSich 78,5 mg
Zn (2 ekv.), a reak¢éni smés reagovala dalSich cca 40 minut. Po ukonceni reakce byl
katalyzator odstranén filtraci, filtrat byl nakapan do 100 ml vody a pH smési bylo pomoci
10% vodného roztoku KOH upraveno na pH=12. Produkt byl extrahovan 3x50 ml
CHCl, a promyt vodou a solankou. Produkt bylo vhodné ptecistit na sloupcové
chromatografii, ale vzhledem k nizkému vytézku reakce byl tento krok preskocen.
Ziskany produkt byl ziskdn ve formé& hnédé amorfni latky a vazil 52 mg, coz cinilo

vytézek 29 %. Podle HPLC byl produkt z 30 % znecistén.

HRMS (ESI): m/z vypocitano [M+H]* 295,0997, nalezeno 295,0997.

4.2.9 6-chlor-N'-(4'-methoxy-[1,1'-bifenyl]-2-yl)benzen-1,2-diamin
(Vo)

OCH,

NHz |, O
S e
cl
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92 mg N-(2-chlor-6-nitrofenyl)-4'-methoxy-[1,1'-bifenyl]-2-aminu (0,26 mmol) bylo
rozpusténo v 2 ml methanolu. Po Gplném rozpusténi bylo ptfidano 68 mg Zn (4 ekv. =
1,04 mmol) a za stalého michani bylo ptikapano 0,5 ml kyseliny octové. Reakce probihala
za laboratorni teploty po dobu 30 minut. Po 30 minutach bylo do reakéni smési ptidano
34 mg Zn (2 ekv. = 0,52 mmol), a reakéni smé&s reagovala dal§ich cca 40 minut. Po
ukonceni reakce byl Zn odfiltrovan a filtrat byl nakapan do 100 ml vody. K smési byl
nasledné pfidan 10% vodny roztok KOH pro upravu pH na pH=12 a produkt byl
extrahovan 3x50 ml CH»Cl a promyt vodou a solankou. Vysledny produkt byl precistén
na sloupcové chromatografii s mobilni fazi CH>Cly:hexan 2:1 a po precisténi byla mobilni
faze odparena na RVO. Bylo izolovano 60 mg hnédo-oranzové amorfni latky s vytézkem

71 %.

HRMS (ESI): m/z vypoc¢itano [M+H]" 325,1102, nalezeno 325,1101; m/z vypocitano
[M—H]™ 323,0946, nalezeno 323,0948.

4.2.10 6-chlor-N'-(2-(thiofen-3-yl)fenyl)benzen-1,2-diamin (Vd)

&
NH, H
Cl

226 mg 2-chlor-6-nitro-N-(2-(thiophen-3-yl)fenyl)anilinu (0,68 mmol) bylo rozpusténo
v 5,4 ml methanolu. Po tplném rozpusténi bylo ptidano 178 mg Zn (4ekv = 2,72 mmol)
a za stalého michani byla po kapkach pfidana kyselina octova (1,5 ml). Reakce probihala
za laboratorni teploty po dobu 30 minut. Po 30 minutach bylo do reak¢éni smési pfidano
dalSich 89 mg Zn (2 ekv.), a reakcni smés reagovala dalSich cca 30 minut. Po ukoncenti
reakce byl Zn odfiltrovan, filtrat byl nakapan do 100 ml vody a alkalizovan 10% roztokem
KOH na pH=12. Nasledné¢ byl produkt extrahovan 3x50 ml CHCl; a promyt vodou a
solankou. Produkt byl pfeci§ttn na sloupcové chromatografii s mobilni fazi

CH,Cls:hexan 2:1. Mobilni faze byla odstranéna na RVO a bylo izolovano 109 mg hnédo

oranzové amorfni latky s vytéznosti 53 %.

HRMS (ESI): m/z vypocitano [M+H]* 301,0561, nalezeno 301,0560; m/z vypocitano
[M—H]™ 299,0404, nalezeno 299,0409.
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4.2.11 6-chlor-N'-(4'-(trifluormethyl)-[1,1'-bifenyl]-2-yl)benzen-1,2-
diamin (Ve)

CF;

NH, O

H
N

CLC

296 mg N-(2-chloro-6-nitrofenyl)-4'-(trifluoromethyl)-[1,1'-bifenyl]-2-amin (0,75 mmol)
bylo rozpusténo v 6 ml methanolu. Po iplném rozpusténi bylo ptidano 197 mg Zn (4 ekv.)
a za stalého michani bylo do smési pfidano 1,6 ml kyseliny octové. Reakce
probihala laboratorni teploty po dobu 30 minut. Po 30 minutach bylo do reak¢éni smési
pfidano dalSich 98,5 mg Zn, a reak¢ni smés reagovala dal§ich cca 30 minut. Po ukonceni
reakce byl zinek odstranén filtraci a k filtrat byl nakapan do 100 ml vody. Do smési byl
pfidan roztok 10% vodny roztok KOH pro dosazeni pH=12 a produkt byl extrahovan
3x50 ml CH,Cl; a promyt vodou a solankou. Nasledné byl produkt pfecistén na sloupcové
chromatografii s mobilni fazi CH>Clz:hexan 2:1. Produkt byl izolovan ve formé hnédo-

oranzové amorfni latky o hmotnosti 246 mg, coz odpovida 90% vytézku.

HRMS (ESI): m/z vypocitano [M+H]* 363,0870, nalezeno 363,0869; m/z vypocitano
[M—H] 361,0714, nalezeno 361,0722.

4.2.12 7-chlor-1-(4'-methyl-[1,1'-bifenyl]-2-yl)-2-fenyl-1H-
benzo[d]imidazol (VIa)

-0
H4C O Q

160 mg 6-chlor-N-(4'-methyl-[1,1'-bifenyl]-2-yl)benzen-1,2-diaminu (0,52 mmol) bylo
rozpusténo v 1,5 ml toluenu a poté bylo pfidano 127 pl benzaldehydu (1,25 mmol) a 50

mg p-toluensulfonové kyseliny (0,26 mmol). Reakce probihala za stalého michani 24

hodin pfi 80 °C. Po ukonceni reakce byl produkt precistén na sloupcové chromatografii.
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Jako mobilni faze byl pouzit CH2Cl,. Organicka faze byla nasledné odstranéna na RVO a
produkt byl ziskan ve formé svétle zlutych krystali o hmotnosti 50 mg, coz odpovida

vytezku 24 %.

"H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 6 = 7,72 (dd; J=6,87; 2,29 Hz; 1 H) 7,63 — 7,67
(m; 1 H) 7,53 - 7,58 (m; 1 H) 7,48 — 7,53 (m; 1 H) 7,35 (dd; J=7,32; 1,83 Hz; 1 H) 7,27
- 7,31 (m; 1 H)7,20-7,26 (m; 2 H) 7,14 - 7,18 (m; 4 H) 6,79 (d; J/=7,63 Hz; 2 H) 6,47
—-6,51 (m; 2 H) 2,20 (s; 3 H) ppm.

BBC NMR (101 MHz; CHLOROFORM-d) & = 153,9; 144,7, 141,5; 137,7, 134,7; 134,5,
133,2; 130,9; 130,7; 129,8; 129,3; 129,2; 129,1; 128,7; 127,9; 127,8; 127,4; 124,8; 123,1;
118,7; 116,6; 21,0 ppm.

HRMS (ESI): m/z vypoc¢itano [M+H]* 395,1310, nalezeno 395,13009.

Teplota tani: 145 °C

4.2.13 1-([1,1'-bifenyl]-2-yl)-7-chlor-2-fenyl-1H-benzo[d]imidazol
(VIb)

N
oW
N
Cl

42 mg N'-([1,1'-bifenyl]-2-yl)-6-chlorbenzen-1,2-diaminu (0,14 mmol) bylo rozpusténo
v 0,5 ml toluenu. Po uplném rozpusténi bylo prikapano 35 pl benzaldehydu (0,34 mmol)
a ptfidano 13,3 mg kyseliny p-toluensulfonové (0,07 mmol). Reakce probihala pii 80 °C
za stalého michani pfiblizné 24 h. Po ukonCeni reakce byla reakéni smés preciSténa na

sloupcové chromatografii s mobilni fazi CH>Cls. Vysledny produkt byl izolovan ve formé

bilé krystalickeé latky o hmotnosti 13,9 mg a vytézku 25 %.

'H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & = 7,72 (dd; J=7,17; 1,98 Hz; 1 H) 7,67 — 7,70
(m; 1 H) 7,51 - 7,60 (m; 2 H) 7,35 — 7,38 (m; 1 H) 7,27 - 7,32 (m; 1 H) 7,20 — 7,25 (m;
2H) 7,13 - 7,19 (m; 4 H) 7,07 — 7,12 (m; 1 H) 6,95 — 7,00 (m; 2 H) 6,57 — 6,60 (m; 2 H)
ppm.
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3C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) 8 =153,9; 144,8; 141,4; 137,6; 134,5; 133,1,
131,0; 130,6; 129,8; 129,8; 129,3; 129,1; 128,0; 128,0; 127,9; 127,7; 127,3; 124,8; 123,1;
118,8; 116,6 ppm.

HRMS (ESI): m/z vypo¢itano [M+H]" 381,1153, nalezeno 381,1152.

Teplota tani: 120 — 121 °C

4.2.14 7-chlor-1-(4'-methoxy-[1,1'-bifenyl]-2-yl)-2-fenyl-1H-
benzo|[d]|imidazol (VIc)

sele
H,CO O Q

36,5 mg 6-chlor-N'-(4'-methoxy-[1,1'-bifenyl]-2-yl)benzen-1,2-diaminu (0,11 mmol)
bylo rozpusténo v 0,5 ml toluenu, dale bylo pfidano 27 pl benzaldehydu (0,26 mmol) a
10,5 mg kyseliny p-toluensulfonové (0,055 mmol). Reakéni smés byla za stdlého michani
zahfivana na 80 °C po dobu cca 24 hodin. Po ukonceni reakce byla reakéni smés
precisténa na sloupcové chromatografii s mobilni fazi CH>Cl,. Bohuzel vzhledem

k malému mnozstvi produktu se ndm finalni latku nepodatilo izolovat.

4.2.15 7-chloro-2-fenyl-1-(2-(thiofen-3-yl)phenyl)-1H-benzo[d]imidazol

(VId)
-0

Cl

—

S/

109 mg 6-chlor-N'-(2-(thiofen-3-yl)fenyl)benzen-1,2-diaminu (0,36 mmol) bylo
rozpusténo v 1,5 ml toluenu. Nasledné€ bylo pfidano 88 ul benzaldehydu (0,86 mmol) a
34 mg kyseliny p-toluensulfonové (0,18 mmol). Reakce probihala 24 hodin pii 80 °C za
stalého michani. Po ukonceni reakce byla smés preci§téna na sloupcové chromatografii

s mobilni fazi CH2Cl,. Mobilni faze byla po piecisténi odstranéna pomoci RVO a finalni
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produkt byl izolovan ve formé bilych krystalkii o hmotnosti 28,8 mg, coz Cinilo vytézek

21 %.

"H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 6 = 7,78 (dd; J=7,00; 2,50 Hz; 1 H) 7,46 — 7,59
(m; 4H) 7,27 -7,31 (m; 1 H) 7,15 - 7,26 (m; 6 H) 7,04 (dd; J=5,04; 2,90 Hz; 1 H) 6,52
(dd; J=3,05; 1,22 Hz; 1 H) 6,45 (dd; J=4,88; 1,22 Hz; 1 H) ppm.

BC NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & = 153,9; 144,8; 137,9; 136,3; 134,3; 132,8,;
131,0; 129,9; 129,9; 129,6; 129,4; 129,0; 128,0; 127,6; 126,9; 125,6; 124,8; 123,2; 122,9;
118,8; 116,6 ppm.

HRMS (ESI): m/z vypo¢itano [M+H]*387,0717, nalezeno 387,0714.

Teplota tani: 174-176 °C

4.2.16 7-chlor-2-phenyl-1-(4'-(trifluormethyl)-[1,1'-bifenyl]-2-yl)-1H-
benzo|d]|imidazol (Vle)

-0
FsC O Q

180 mg 6-chlor-N'-(4'-(trifluormethyl)-[ 1,1'-bifenyl]-2-yl)benzen-1,2-diaminu (0,5
mmol) bylo rozpusténo ve 2 ml toluenu. Po tplném rozpusténi bylo do reakéni smési
pfisypano 47,6 mg kyseliny p-toluensulfonové (0,25 mmol) a piikapano 122 pl
benzaldehydu (1,2 mmol). Reakéni smés byla za stalého michani zahfivana na 80 °C po
dobu cca 24 hodin. Produkt byl pfecistén na sloupcové chromatografii s mobilni fazi
CH,Cl,. Mobilni faze byla po precisténi odparena na RVO a bylo izolovano 156 mg bilé
krystalické latky, coz odpovida vytézku 64 %.

BBC NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) § = 153,5; 141,3; 139,8; 134,4; 133,4; 132,9;
131,3; 130,4; 130,1; 130,1; 129,5; 129,3; 129,0; 128,7 (q; /=32.00 Hz; 1 C) 128,4; 128,0;
125,3; 125,1; 124,9 (q; J=3,85 Hz; 1 C) 124,8 (q; J/=271,50 Hz; 1 C) 118,9; 116,4 ppm.
HRMS (ESI): m/z vypocitano [M+H]" 449,1027, nalezeno 229,1024.

Teplota tani: 123—124 °C
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5 ZAVER

Tato bakalarska prace se vénuje syntéze novych axialné chiralnich derivati
benzimidazolu. Teoreticka Cast se zamétuje predev§im na benzimidazol, jeho derivaty a
dale také na Suzuki-Miyaura cross-couplingovou reakci, kterd je klicovym bodem
v experimentalni casti.

Benzimidazol a jeho derivaty jsou Castym motivem v medicinalni chemii, hlavné diky
protizanétlivym a protirakovinnym ucinkiim téchto latek. Struktura benzimidazolu
poskytuje bohaté moznosti modifikace a syntéz derivati s riznymi vlastnostmi. V mé
bakalafské praci se zabyvam vlivem o-substituce na N-arylu, ktera doposud nebyla prili§
prozkoumana z divodu vzniku axialné chiralnich latek. Timto navazuji na ptredchozi
vyzkum nasi vyzkumné skupiny, ktera se vznikem axialn€ chiralnich latek zabyva. Prave
axialni chiralité a chiralité samotné se vénuje prvni kapitola teoretické ¢asti.

Dalsi kapitola se zabyva samotnym benzimidazolem a jeho derivaty. Obzvlasté
dilezity byl popis struktury téchto latek, jelikoz benzimidazol obsahuje dva atomy
dusiku, které diky svému unikdtnimu uspofadani poskytuji mnoho moznosti pro
modifikace a derivatizaci. To je dilezité pro vytvareni novych sloucenin a ovliviiovani
biologické aktivity benzimidazolu. Dale je v této kapitole zminén historicky vyvoj
syntézy benzimidazoli.

Nasledujici kapitola se zabyva biologickou aktivitou benzimidazolu. V tvodu je
popsana historie a vyvoj vyzkumu biologické aktivity benzimidazoll a je zde uvedeno
nékolik prikladt vlastnosti terapeutickych latek obsahujicich benzimidazolovou
sktrukturu, které jsou vyuzivany ve farmakologii. Tato kapitola se zaméfuje predevsim
na protirakovinné ucinky a rakovinu samotnou, jelikoz latky syntetizované v
experimentalni Casti bakalarské prace byly testovany na aktivitu na nadorovych
bunécnych liniich. Vice pozornosti je vénovano hlavné inhibitorim topoisomeras,
inhibitorim mikrotubul, DNA alkylacnim a interkalacnim cinidlim a v posledni fadé
také inhibitoram kinas.

Posledni kapitola teoretické Casti se zabyva Suzuki-Miyaura cross-couplingovou
reakci, ktera byla vyuzita v ramci experimentalni ¢asti. V ivodu této kapitoly je popsano
historické pozadi vyvoje Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce, které se tyka hlavné
A. Suzukiho, jenz za rozvoj cross-couplingovych reakci katalyzovanych palladiem ziskal

Nobelovu cenu za chemii. Dale je popsan samotny reakéni mechanismus, kdy jsou
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podrobnéji popsany vSechny jeho faze. Na zavér byly podrobnéji popsany jednotlivé
reaktanty, katalyzatory a reak¢nich podminek, které ovliviiuji pribéh reakce.

V casti vénujici se vysledktm a diskuzi je popsana samotna synteticka cesta vedouci
k cilovym produktim. Jsou zde také uvedeny vysledky z molekulového dockingu latek
Vla-e, které se dockovaly na strukturu B-tubulinu. Z téchto vysledki jsme zjistili, ze latka
Vle ma s proteinovym komplexem nejnizs§i vazebnou energii ze vSech latek, dokonce
niz8i nez referencni latka JP-Sn a mohla by se tak do vazebného mista B-tubulinu vazat
1épe. Jelikoz byla latka JP-5n jiz dfive testovana na cytotoxickou aktivitu jako inhibitor
mikrotubuli, mizeme predpokladat, ze latka VIe bude jevit podobnou aktivitu.

Nasyntetizované finalni latky byly odeslany k biologickému testovani na bunéénych
liniich HeLa, MV4-11 a Eol-1. Vzhledem k potvrzené biologické aktivit¢ strukturné
podobnych latek (JP-5n) se da u latek VIa-e predpokladat jistd mira cytotoxické aktivity.
Biologické testovani mnou syntetizovanych latek probihalo v laboratofi rustovych
regulatort, u kterého jsem vsSak nemohla byt pfitomna. Vzorové testovani na latkach
jiného studenta probihalo na katedfe experimentalni biologie, kde jsem méla moznost
nahlédnout do procesu biologického testovani a vyzkouSet si zéakladni principy
manipulace s bunéénymi kulturami a jejich ockovani inhibitory. Bohuzel se biologické
testy nepodafilo dokoncit vcas, vysledky tak budou prezentovany pii obhajobé této
bakalarské prace.

Experimentalni cast bakalarské prace se zaméfuje na syntézu axialn€ chiralnich
derivatd benzimidazolu, kdy byla tato syntéza =zahajena klasickou nukleofilni
aromatickou substituci. Na ni navazovala klicova Suzuki-Miyaura cross-couplingova
reakce. Nasledovala redukce nitroskupiny a cyklizace na cilové derivaty benzimidazolu.
Veskeré meziprodukty 1 produkty bylo potfeba precistit pomoci sloupcové
chromatografie. Finalni produkty byly analyzovany pomoci 'H NMR, *C NMR, HRMS,
HPLC/MS, teploty tani a pro potvrzeni axialni chirality byla pouzita analyticka separace
atropoisomerti pomoci chiralni HPLC. SAR studii latek se tak podafilo rozsifit o 4 nové

derivaty benzimidazolu (VIa,b,d,e).
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7  SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAM - antraniamid

ADM - adriamycin

Ar — aryl

ATP — adenosintrifofsat

¢. —cislo

DAN - 1,8-diaminonaftalen

DavePhos — 2-dicyklohexylfosfino-2'-(N,N-dimethylamino)bifenyl
DCM - dichlormethan

DMF - dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

ekv. — ekvivalent

Eol-1 — bunky lidské eosinofilni leukemie

HeLa — burnky lidského karcinomu délozniho hrdla
HPLC — High Performance Liquid Chromatography
HRMS — High-resolution Mass Spectrometry

ICC - Iterative cross-coupling reakce

ICso — hodnota inhibi¢ni koncentrace [pumol/l]

L — ligand (vSeobecn¢)

mol. % — molarni procenta

MV-4-11 — buné&¢na linie odvozena od akutni myeloidni leukemie
NHC - N-heterocyklické karbeny

NMR - nuklearni magneticka rezonance

Obr. — Obrazek

OTf — triflatovy anion

PDB - Proteinova databanka

PDGEF - rustovy faktor produkovany krevnimi destiCkami
PDGFR - receptor pro rastovy faktor PDGF

Ph — fenyl

PZA - 2-(pyrazol-5-yl)anilin

R — uhlovodikovy zbytek (vSeobecn¢)

RVO - rota¢ni vakuova odparka

SAR - vztah mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou



SMC - Suzuki-Miyaura cross-coupling

SPhos — 2-dicyklohexylfosfino-2',6'-dimethoxybifenyl

Tab. — tabulka

THF - tetrahydrofuran

TLC — chromatografie na tenké vrstve

Top — topoisomerasa

VEGFR-2 — receptor pro vaskularni endotelialni ristovy faktor 2
X — halogen (vSeobecng)

XPhos — 2-dicyklohexylfosfino-2",4",6 -triisopropylbifenyl
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8 PRILOHY

8.1 NMR spektra

'H a 3C NMR spektra (DMSO-ds) 2-chloro-N-(2-jodofenyl)-6-nitroanilinu
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'H NMR spektra (CHLOROFORM-d) 6-chloro-N-(4'-methyl-[1,1'-bifenyl]-2-

yl)benzen-1,2-diamin
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'H a 3C NMR spektra (CHLOROFORM-d) 7-chloro-1-(4'-methyl-[1,1'-bifenyl]-2-
yl)-2-fenyl-1H-benzo|d]imidazolu
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'H a BC NMR spektra (CHLOROFORM-d) 7-chloro-2-fenyl-1-(2-(thiofen-3-
yl)phenyl)-1H-benzo|d]imidazolu
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BC NMR spektra (CHLOROFORM-d) 7-chlor-2-phenyl-1-(4'-(trifluormethyl)-
[1,1'-bifenyl]-2-yl)-1H-benzo|[d]imidazolu
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