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1 ÚVOD 

Benzimidazol a jeho deriváty jsou častým motivem v medicinální chemii, hlavně díky 

protizánětlivým a protirakovinným účinkům těchto látek. Struktura benzimidazolu 

poskytuje bohaté možnosti modifikace a syntéz derivátů s různými vlastnostmi. V této 

práci se zabývám vlivem o-substituce na 7V-arylu, která doposud v j iných publikacích 

nebyla příliš prozkoumána právě z důvodu vzniku axiálně chirálních látek. 

Tato bakalářská práce navazuje na výzkum Mgr. Jany Pospíšilové, která syntetizovala 

malou knihovnu benzimidazolových derivátů vykazujících axiální chiralitu. Tyto deriváty 

jsou založeny na struktuře 1-fenylbenzimidazolu, který byl modifikován různými 

substituenty (Obr.l). 

H, Ar/heteroaryl, C H 3 , C F 3 , Cl C N , C O O C H 3 , C O O H , I, Br, F, p-tolyl 

Obr. 1: Struktura 1-fenylbenzimidazolu modifikovaný různými substituenty 

Celkem bylo syntetizováno 29 benzimidazolových derivátů, které byly následně 

testovány na 7 různých nádorových buněčných liniích a na 2 normálních liniích. Většina 

z těchto 29 látek vykazovala určitou míru cytotoxicity, přičemž některé z nich jsou 

zaznamenány v tabulce 1. (Pospíšilová J.) 

Tab. 1: Cytotoxicita vybraných derivátů benzimidazolu u různých buněčných liniích 
prezentovaná jako IC50 (uM) po 72 hodinách (Pospíšilová J.) 

Látka R 1 R 2 R 3 MV4-11 HeLa RPE-
1 

JP-5i -Cl -I - C H 3 19.2 
±2.5 

17.1 
±0.6 

>100 

JP-5J - H -I - C H 3 54.9 
±4.2 

>100 >100 

JP-51 -Cl -I -Ph 13.3 
±4.8 

9.3 
±2.2 

>100 

JP-5n -Cl -CN -Ph 7.8 
±1.0 

3.2 
±0.5 

23.4 
±0.6 

JP-llb - H -pTol -Ph 36.7 
±0.2 

13.6 
±1.5 

25.3 
±4.5 

1 



Z porovnání biologických aktivit látek v tabulce 1 JP-51 a JP-5i vyplývá, že důležitým 

substituentem v poloze 2 u látky JP-51 byl fenyl, jako substituent R 3 . V porovnání 

s látkou JP-5i, která má v této pozici methyl, vykazovala látka JP-51 lepší cytotoxickou 

aktivitu na buněčných liniích MV4-11 i HeLa. Proto jsme se při návrhu nových struktur 

snažili o zachování fenylu jako substituentu R 3 . 

Dalším důležitým substituentem, který jsme v nových strukturách zachovali, byl chlor 

v poloze 7 (R 1 ) . Jeho přítomnost v molekule významně zvyšovala biologickou aktivitu 

látky. Tato skutečnost je zřetelná z porovnání látek JP-5i a JP-5j, kdy látka JP-5i 

obsahující chlor v poloze 7 vykazuje výrazně lepší výsledky u buněčných linií 

MV4-11 a HeLa, než látka JP-5j, která tento substituent neobsahuje. 

Nej výraznější cytotoxickou aktivitu vůči nádorovým buňkám MV4-11 a HeLa 

vykazovaly látky JP-51 a JP-5n. Látka JP-5n sice vykazovala lepší účinky, než látka JP-

51, ale oproti ní prokázala určitou cytotoxicitu i vůči zdravým buňkám. Rozdíl mezi těmito 

dvěma látkami byl v substituentu R 2 . Proto byla obměna jódu a nitrilu v pozici R 2 za j iné 

substituenty cílem výzkumu v této bakalářské práci. (Obr. 2) 

Pro návrh R 2 substituentu jsme se inspirovali látkou JP-l lb , kde přítomnost/?-tolylu 

v této poloze zvýšila cytotoxickou aktivitu látky. Domnívali jsme se tak, že pokud 

zachováme chlor v poloze R 1 , fenyl v poloze R 3 a do polohy R 2 zavedeme substituenty 

podobné/?-tolylu, je zde možnost pozorování zajímavých biologických aktivit. 

a b c d 

Obr. 2: Navržená struktura nových derivátů benzimidazolu 

2 



Důležité bylo vymyslet vhodné reakční podmínky pro zavádění takto stericky 

náročných substituentů, což bylo komplikované zejména kvůli přítomnosti chloru ve 

struktuře. Syntéza nových látek se tak z předběžných výsledků jevila jako náročný úkol, 

proto byla pro tento krok byla navržena Suzuki-Miyaura cross-couplingová reakce 

s účinným prekatalyzátorem XPhos Pd G2. 

Nově nasyntetizované deriváty budou testovány na stejných buněčných liniích, jako 

látky JP-5i,j,l,n a JP- l lb . Protože podle předběžných výsledků tyto látky projevily také 

zajímavou cytotoxickou aktivitu na buněčné l ini i Eol-1, bude zde sledována aktivita také 

u mnou připravovaných derivátů. 

3 



2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Chiralita 

Chiralita je vlastnost molekuly, která má zásadní v l iv na reaktivitu a chemické a fyzikální 

vlastnosti látek, zejména na interakci s polarizovaným světlem a biologickou aktivitu. 

Nej známějším typem chirality je centrální chiralita. Centrální chiralitu organických 

molekul způsobuje přítomnost stereogenního centra, které je definováno jako atom, ke 

kterému jsou vázány čtyři různé substituenty. Tyto substituenty jsou rozmístěny tak, že 

molekula není ztotožnitelná se svým zrcadlovým obrazem. Molekula tedy neobsahuje osu 

ani střed symetrie. Molekuly, které nejsou identické se svými zrcadlovými obrazy se 

nazývají enantiomery (Červinka, 1999) Chiralita molekul hraje klíčovou roli ve 

farmaceutickém průmyslu, kdy biologické systémy často rozpoznávají jen jednu formu 

enantiomeru. Výzkum a vývoj v oblasti chirálních látek je tedy důležitý pro optimalizaci 

účinnosti a bezpečnosti léčiv. (John McMurry , 2015) 

2.1.1 Axiální chiralita 

Axiální chiralita představuje specifický případ chirality, kdy molekula neobsahuje 

stereogenní centrum, ale osu chirality. Kolem osy chirality je rozmístěn soubor 

substituentů tak, že nejsou shodné se svým zrcadlovým obrazem. (Obr. 3) Existuje 

několik typů axiálně chirálních sloučenin. Například atropoisomerní sloučeniny, alleny 

nebo různé šroubovicové struktury (DNA) . Atropoisomerie je jev, který vzniká vlivem 

sterické náročnosti substituentů na aromatickém jádru. Tato sterická náročnost zabraňuje 

rotaci kolem jednoduché vazby a v důsledku toho se molekuly atropoisomerů vyskytují 

ve dvou prostorově odlišných konformacích. Enantiomery axiálně chirálních sloučenin 

jsou značeny stereodeskriptory R a a S a (Obr. 4). (Moss, 1996) 

a 

b 

1 2 

Obr. 3: Příklady axiální chirality (Moss, 1996) 
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1 - ^ 2 - ^ r - » . 2' 

Obr. 4: Příklady axiálně chirálních sloučenin značených stereodeskriptory R a a S a 

2.2 Benzimidazol a jeho deriváty 

Benzimidazol a jeho deriváty představují velice zajímavou třídu sloučenin v organické 

chemii. Díky heterocyklickému skeletu, podobnému purinům (Obr. 5), nalézá tato 

skupina uplatnění v široké škále biologicky aktivních látek. Jelikož j sou puriny klíčovými 

komponenty nukleotidů, umožňuje tato strukturní analogie derivátům benzimidazolu 

efektivně interagovat s různými biologickými cíli. Zároveň benzimidazolový skelet 

nabízí široké možnosti modifikace, což představuje zásadní výhodu pro syntézu a výzkum 

nových farmaceutických látek. Mez i hlavní farmaceutické účinky benzimidazolu patří 

jejich významná antivirová aktivita, schopnost potlačovat růst a šíření hub a jejich 

antioxidační vlastnosti. Dále se projevují jako potenciální protirakovinné látky, kde 

vykazují schopnost interferovat s různými procesy souvisejícími s nádorovým bujením. 

(Wright, 1951) 

5 6 

Obr. 5: Porovnání struktury benzimidazolu (5) a purinu (6) 
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2.2.1 Struktura 

Benzimidazoly jsou heterocyklické sloučeniny obsahující dva atomy dusíku v centrálním 

kruhu, což j i m propůjčuje jedinečné chemické vlastnosti. Benzimidazolový kruh je 

vysoce stabilní, není ovlivněn zahřátím s koncentrovanou kyselinou sírovou ani prudkým 

působením kyseliny chlorovodíkové nebo alkálií. Oxidace štěpí benzenový kruh jen za 

extrémních podmínek. (Fischer, 1889) 

Přítomností atomů dusíku v poloze 1 a 3 mohou benzimidazoly v acidobazických 

reakcích vystupovat jako slabá kyselina nebo báze. Díky N - H skupině ve struktuře 

benzimidazolu dochází tautomerii (Obr. 6), kdy jednotlivé tautomery nelze izolovat ani 

separovat. K tautomerii však dochází pouze u 7V-nesubstituovaných derivátů 

benzimidazolu. (Day, 1950) 

H 

H 

5a 5b 

Obr. 6: Tautomerie benzimidazolu (Day, 1950) 

2.2.2 Syntéza benzimidazolu 

Jako první syntetizoval benzimidazol v roce 1872 Hobrecker, který redukcí iV-(4-methyl-

2-nitrofenyl)acetamidu 7 a následnou dehydratací získal dimethylbenzimidazol 9. 

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

7 8 9 

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

O pár let později získal stejnou sloučeninu Ladenburg pomocí refluxu o-

fenylendiaminu s kyselinou octovou. (Ladenburg, 1875) Nejprve dochází ke vzniku 

monoacylovaného meziproduktu, který následnou dehydratací cyklizuje za vzniku 

derivátu benzimidazolu 9. Tato reakce se následně stala standardní metodou pro přípravu 

benzimidazolu. (Wright, 1951) 

6 



10 8 9 

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

Fisher v roce 1905 popsal reakci o-fenylendiaminu 10 s přebytkem karboxylové 

kyseliny. (Fischer, 1905) V roce 1928 Philips tuto metodu modifikoval. Tato modifikace 

spočívala v refluxu o-fenylendiaminu 10 a karboxylové kyseliny v minerální kyselině, 

konkrétně v kyselině chlorovodíkové. Benzimidazol se následně vysrážel po neutralizaci 

roztoku hydroxidem amonným. (Phillips, 1928) 

11 12 13 

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

Z a správných podmínek mohou s o-fenylendiaminy a jeho deriváty reagovat i 

aldehydy, kdy dochází ke vzniku benzimidazolu substituovaných v poloze 2. Například v 

roce 2005 L i n a kol. syntetizovali různé deriváty benzimidazolu z fenylendiaminů a 

aldehydů za přístupu vzduchu. Výhodou této reakce je jednoduchý postup, mírné 

podmínky, snadná purifikace produktu a také ekologická nenáročnost, jel ikož jediným 

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

O 

10 14 15 

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

V literatuře je popsáno mnoho dalších způsobů přípravy benzimidazolu, které nejsou 

omezené jen na reakci o-fenylendiaminů. Ve struktuře výchozích látek je však potřeba, 

aby benzenový kruh obsahoval 1-2 aminoskupiny, které zajišťují správné uzavření 

heterocyklického kruhu benzimidazolu. 

M e z i hojně popisované syntézy benzimidazolu a jeho derivátů patří tzv. one-pot 

reakce, vycházející z o-nitroanilinu 16. Tato reakce probíhá ve dvou krocích. Nejdříve 
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dochází k redukci nitroskupiny o-nitroanilinu na o-fenylendiamin a následně dochází 

k cyklizaci s pomocí různých zdrojů uhlíku. Například Rasal a kol. využili D M F jako 

zdroj uhlíku v přítomnosti katalyzátoru CuFeiCu, a produkt byl získán ve vysokých 

výtěžcích. (Rasal & Yadav, 2018) 

16 17 5 

Schéma 5: Syntéza benzimidazolu pomocí one-pot reakce (Rasal & Yadav, 2018) 

2.3 Biologická aktivita benzimidazolu 

První zmínku o biologické aktivitě benzimidazolu publikovali Goodman a Hart v roce 

1943. O rok později publikoval svoji práci také Woolley, v níž se zabýval benzimidazoly, 

puriny a antibakteriální aktivitou syntetizovaných benzimidazolu na E. coli a S. lactis. 

(Woolley, 1944) V roce 1949 získali Brink a Folkers 5,6-dimethylbenzimidazol pomocí 

kyselé hydrolýzy vitamínu B n . Zkoumáním tohoto degradačního produktu zjistili 

aktivitu podobnou právě vitaminu B12. (Brink & Folkers, 1949) Během mnoha dalších let 

byly zkoumány a syntetizovány další deriváty benzimidazolu, u kterých byla 

zaznamenána biologická aktivita. (Barker et al., 1960) 

V dnešní době je přítomnost benzimidazolového jádra popsána u různých 

terapeutických látek, jako jsou například antiparazitika (Navarrete-Vázquez et al., 2001), 

antimikrobiotika (Bhoi et al., 2023), antivirotika (Chen et al., 2021), antioxidanty (Ayhan-

K i l c i g i l et al., 2007), protizánětlivé látky (Thakurdesai et al., 2007) , inhibitory 

protonových pump (Uematsu et al., 1994) nebo potenciální protirakovinná léčiva (Tan et 

al., 2018). 

2.3.1 Protirakovinné účinky 

Aktivita látek, připravených v experimentální části práce, bude v návaznosti na 

předchozí výzkum testována na nádorových buněčných liniích, z tohoto důvodu j sou 

v teoretické části práce popsány hlavně protirakovinné účinky derivátů benzimidazolu. 

Rakovina je jednou z nej závažnějších a nej častějších nemocí na světě. Je to komplexní 

onemocnění, které je charakterizováno nekontrolovatelným růstem a množením buněk 

v těle. Její nebezpečnost spočívá v tom, že může postihnout téměř jakoukoliv tkáň nebo 
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orgán v lidském těle. Tato nemoc má velkou řadu forem a podtypů, kdy každá forma 

rakoviny má své vlastní charakteristiky, které jsou důležité pro její diagnostiku, léčbu a 

výzkum. (Reddy et al., 2019) I přes přínosy moderní medicíny, která pomohla vylepšit 

metody diagnostiky a léčby a zlepšila míru přežití pacientů, je rakovina stále velmi špatně 

léčitelnou nemocí. Může za to hlavně rezistence nádorů, toxicita léků a nízká úspěšnost 

při vývoji nových léčiv. Většina léků, které se používají pro léčbu rakoviny je necílená. 

Znamená to, že léky jsou toxické nejen pro rakovinné buňky, ale i pro buňky zdravé. 

(Aydemir & Bilaloglu, 2003) M e z i protinádorovými léčivy se v posledních letech 

objevily různé deriváty benzimidazolů. (Yamori et al., 1999) (Dogra et al., 2018) 

Benzimidazoly se díky své jedinečné struktuře, rozmanité biologické aktivitě a minimální 

toxicitě staly populárním základem pro vývoj protinádorových léčiv. 

2.3.1.1 Inhibitory topoisomeras 

D N A topoisomerasy jsou enzymy, které hrají důležitou roli při replikaci D N A , 

transkripci, rekombinaci a remodelaci chromatinu. Tyto enzymy jsou schopné měnit 

topologii D N A bez toho, aniž by j i nějak poškodily či fyzicky rozštěpily. Buňky nesou 

genetickou informaci pro dva druhy: topoisomerasa typu I (Top I) a topisomerasa typu II 

(Top II). Liší se od sebe tím, že, Top I jsou schopné provádět úpravy pouze na jednom 

z D N A vláken, zatím co Top II provádí změny v obou vláknech. (Champoux, 2001) 

Topoisomerasy při štěpení molekuly D N A vytváří intermediát enzym-DNA, který je 

nezbytný pro správnou buněčnou funkci enzymu. I když je tento štěpný komplex 

důležitým meziproduktem, narušení jeho funkce může vést k trvalému rozštěpení řetězce 

D N A , který vede k buněčnému poškození či smrti. U přeživších buněk se zvýšenou 

hladinou štěpů v D N A může docházet k iniciaci leukemické translokace. Zdravé buňky 

jsou schopny rozštěpené řetězce opravit či rekombinovat, rakovinné buňky tuto funkci 

postrádají. (McClendon & Osheroff, 2007) 

Inhibitory topoisomeras zabraňují zpětné ligaci rozštěpeného D N A řetězce a drasticky 

tak zvyšují hladinu štěpných komplexů Top I -DNAnebo Top I I -DNA. Jejich dostatečná 

koncentrace iniciuje buněčnou smrt. (Fortune & Osheroff, 2000) 
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2.3.1.2 Inhibitory mikrotubulů 

Mikrotubuly jsou hlavní strukturní složkou buňky. Udržují tvar buňky, jsou důležitými 

prvky při buněčném dělení, komunikaci buněk a umožňují buněčný pohyb. Jsou to 

dynamické sestavy heterodimerů, složených z podjednoteka a P tubulinu. Tyto 

podjednotky jsou rovnoběžně uspořádané kolem osy a tvoří tak dlouhé řetězce ve tvaru 

trubice. N a dynamice mikrotubulů, tedy schopnosti se prodlužovat či zkracovat, je závislá 

hlavně mitóza. Mitóza je důležitým procesem buněčného dělení, kdy je replikovaný 

genetický materiál ve formě chromozomů rovnoměrně rozdělován mezi dvě nové dceřiné 

buňky. Mikrotubulový cytoskelet buňky se při mitóze rozpadne a mikrotubuly z vřeténka 

se připojí k chromozomům, které následně přesunou k oběma pólům buňky. (Wilson & 

Jordán, 1995) 

Inhibitory mikrotubulů se dají rozdělit do dvou skupin. První skupina látek inhibuje 

polymeraci mikrotubulů, patří mezi ně například kolchicin 20, vinkristin 18 nebo 

vinblastin (Obr. 7). Druhá skupina mikrotubuly stabilizuje a patří mezi ně například 

paclitaxel 19 (Obr. 7) nebo docataxel. Obě skupiny narušují dynamiku mitotického 

vřeténka při buněčném dělení, zastavují metafázi a tím iniciují apoptózu. (Dogra et al., 

2018) 

C H 3 

O 

20 

Obr. 7: Struktura vinkristinu (18), paclitaxelu (19) akolchicinu (20) 
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2.3.1.3 DNA interkalační a alkylační činidla 

D N A interkalační a alkylační činidla představují skupinu látek, které se váží na D N A , 

čímž ovlivňují její strukturu a znemožňují tak interakci proteinu s molekulou D N A . Tyto 

interakce mezi proteiny a D N A jsou důležité pro replikaci D N A , transkripci, balení 

chromozomů nebo opravy D N A . Přerušení těchto interakcí interkalátorem může změnit 

konformaci D N A a biologické funkce proteinů vázajících se na D N A , jako jsou 

transkripční faktory, topoizomerasy a polymerasy. 

Interkalátory interagují s D N A buďto ireverzibilné pomocí kovalentní vazby, nebo 

reverzibilně pomocí nekoval entní ch elektrostatických interakcí mezi dvěma páry bází v 

D N A . Po navázání interkalátoru na D N A dochází k inhibici syntézy nukleových kyselin 

a tím i k inhibici buněčného dělení, které vede k buněčné apoptóze. Interkalační a 

alkylační činidla jsou využívána k selektivnímu poškozování rychle se dělících buněk a 

mají tak klíčový význam v léčbě nádorových onemocnění. (Karími Goftar et al., 2014) 

Yamori a kol. v roce 1999 syntetizovali derivát benzimidazolu 21 známý pod názvem 

MS-247 (Obr. 8). Tento derivát vykazoval protinádorovou aktivitu u 39 nádorových 

buněčných linií a u 17 nádorových xenografů vaječníku, prsu, žaludku a plic. Ve srovnání 

s klinicky používanými léčivy, jako je například cisplatina A D M a 5-FU, byl MS-247 ve 

většině případů účinnější a v předběžné studii byla prozatím zjištěna minimální 

cytotoxicita projevující se potlačením činnosti kostní dřeně. MS-247 se váže k malému 

žlábku D N A , konktrétně k místům bohatým na Adenin a Thymin. Tato vazba byla 

potvrzena pomocí fluorescenčního barviva Hoechst 33342, které bylo vytěsňováno látkou 

MS-247. Po navázání vytváří mezi řetězcové příčné vazby, které následně blokují 

buněčný cyklus ve fázi G 2 / M a indukují tak apoptózu. (Yamori et al., 1999) 

/ 21 

Obr. 8: Struktura látky MSF-247 (Yamori et a l , 1999) 
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2.3.1.4 Inhibitory kinas 

Kinázy jsou skupinou enzymů regulující buněčnou signalizaci pomocí katalýzy 

reverzibilní fosforylace proteinů. Jako první charakterizovali kinázovou aktivitu Krebs a 

Fisher v roce 1955. (Krebs & Fischer, 1955) 

U člověka je známo více než 530 kinas, mezi které můžeme zařadit například 

tyrosinkinasy a serin/threoninkinasy. Při fosforylaci se přenáší fosfátová skupina z A T P 

na cílovou molekulu, mění tak její strukturu a funkci. Obvykle tyrosinkinasové signální 

dráhy zabraňují buňkám v nekontrolovatelném buněčném dělení, nebo přispívají k 

citlivosti na apoptotické signály. V rakovinných buňkách jsou tyto signální dráhy často 

geneticky nebo epigeneticky změněny a poskytují tak těmto buňkám selektivní výhodu 

v přežití a růstu. (Hunter, 1998) 

V roce 2020 El-Meguid a kol. syntetizovali nové deriváty benzimidazolu (22 a 23, 

Obr. 9), které vykazovaly slibnou inhibiční aktivitu na tyrosinkinasách, konkrétně na 

PDGFR-(3 a V E G F R - 2 , které jsou klíčové v regulaci růstu a vývoji buněk například při 

angiogenezi. Jsou ale také důležité při patologických procesech jako je růst nádoru. 

Účinnost sloučenin porovnávali s referenčním lékem Erlotinib, kdy například látka 23 

vykazovala až 2 krát větší účinnost než Erlotinib u obou proteinkinas. (El-Meguid et al., 

2020) 

22 

Obr. 9: Struktura nových derivátů benzimidazolu (El-Meguid et a l , 2020) 
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2.4 Suzuki-Miyaura cross-coupling 

Suzuki-Miyaura cross-couplingová reakce je efektivní a široce využívanou metodou 

v organické chemii pro vytváření C - C vazeb s využitím aromatických nebo alkenylových 

halogenidů a boronových sloučenin za přítomnosti katalyzátoru, nejčastěji na bázi 

palladia. Využívá se zejména pro výrobu biarylů, ve kterých jednoduchou vazbou 

vzájemně spojuje dva aromatické kruhy. Tuto vazbu obsahuje velká část běžných léčiv, 

proto má tato reakce uplatnění i ve farmaceutickém průmyslu. (J. McMurry , 2012) Jedním 

z léčiv, připravovaných pomocí Suzuki cross-couplingové reakce je například látka 

CI-1034 24 (Obr. 10), která se využívá jako antagonista endotelinu pro léčbu primární 

plieni hypertenze a městnavého srdečního selhání. (Jacks et al., 2004) 

F 3 C 

24 

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

2.4.1 Historie a vývoj 

V roce 1979 japonští chemici Aki ra Suzuki a Norio Miyaura poprvé zveřejnili článek, 

týkající se Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce. (Miyaura et al., 1979) Základní 

myšlenkou Suzuki-Miyaurovy reakce bylo využití organoboronových sloučenin, kterými 

se zabýval A . Suzuki ve své dřívější studii, pro vytváření nových vazeb mezi uhlíkovými 

atomy. Jako první tak tato reakce umožnila účinné provedení cross-couplingu 

organoboronových sloučenin za přítomnosti palladiového katalyzátoru. V následujících 

letech se práce A . Suzukiho stala velmi populární díky své všestrannosti, komerční 

dostupnosti reagentů a mírným reakčním podmínkám. Pro tvorbu C - C vazeb je 

k dispozici několik dalších metod, jako například Kharash coupling, Himaya coupling 

nebo Negishi coupling. Tyto reakce však oproti Suzuki couplingu mohou vyžadovat 

mnohem agresivnější podmíky, vyšší teploty, nebo reaktanty s omezenou dostupností. 

/~~9 
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A . Suzuki za svůj výzkum obdržel několik ocenění, včetně Nobelovy ceny za chemii 

v roce 2010, kterou získal spolu s Richardem F. Heckem a Ei- ichi Negishim za rozvoj 

palladiově katalyzovaných cross-couplingových reakcí. (Suzuki, 2011) 

2.4.2 Reakční mechanismus 

Obecný mechanismus Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce je založen na třech 

hlavních reakcích: oxidatívni adice, transmetalace a reduktivní eliminace. Nejlépe se 

katalytický cyklus Suzukiho reakce popisuje na komplexu palladia v iz Schéma 6. 

X - B ( O R ) 2 Ar 2 B(OR) 2 

+ báze 

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

První fází cykluje oxidatívni adice, která ve většině případů bývá krokem určujícím 

rychlost reakce. Dochází při ní k aktivaci Pd katalyzátoru, kdy se Pd (0) oxiduje na Pd 

(II). Pd (0) katalyzátor reaguje s aryl-halogenidem za vzniku aryl-halogen-palladnatého 

intermediátu. Dochází ke štěpení vazby C-halogen a na atom Pd se váže alkyl i halogen. 

Relativní reaktivita substrátů klesá v pořadí I > O T f > B r » C l . Reaktivita arylových a 

1-alkenylových halogenderivátů se zvyšuje, jsou-li v sousedních polohách navázané 

skupiny odčerpávající elektrony. (Miyaura & Suzuki, 1995) 
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P h 3 R 
P d ( P P h 3 ) 4 + >— - N

p d ^ + 2 P P h 3 

C l — / i \ 
Cl P P h 3 

25 26 27 28 

Schéma 7: Oxidatívni adice 

Druhou fází cykluje transmetalace, při které je důležitá přítomnost báze. Tento krok 

umožňuje přenos arylové skupiny z organoboronové sloučeniny na palladnatý komplex. 

Transmetalace však neprobíhá snadno kvůli nízké nukleofilitě organoboronového 

substrátu. Báze reaguje s organoboronovým substrátem za vzniku tetravalentního 

komplexu boru, který zvyšuje nukleofilitu substrátu a je tak v transmetalačním kroku 

reaktivnější. (Miyaura et al., 1985) Alternativní proces transmetalace spočívá v reakci 

báze s aryl-halogen-palladnatým komplexem, kdy báze nahrazuje halogen v koordinační 

sféře komplexu a vzniká tak reaktivnější alkoxo-palladnatý komplex. Tento komplex 

velmi snadno podléhá transmetalaci a následně reaguje s organoboronovou sloučeninou 

za vzniku intermediátu A ^ - P d - A r 2 . (Miyaura & Suzuki, 1995) 

.A r 1 . ^A r 1 

Pdl_n-C + A r 2 - B Y 2 P d L n ^ + X - B Y 2 

X A r 2 

29 30 31 32 

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

Poslední fází j e reduktivní eliminace, při které dochází ke vzniku výsledného produktu 

a také k obnově částice L n Pd(0). Reakce probíhá přímo z cis- a trans- izomerů pomocí 

izomerace na příslušný c/s-komplex, následně dochází k reduktivní eliminaci a vzniká 

výsledný produkt (Schéma 9). Reaktivita substrátů klesá v pořadí: aryl-aryl > aryl-alkyl 

> propyl-propyl > ethyl-ethyl > methyl-methyl, což naznačuje účast 7r-elektronů arylové 

skupiny při tvorbě vazby. 

L. 
P l ~ \ j " L ^ S r - ^ " \ J ~ \ J + LPd° 

35 36 
33 34 

trans cis 

Schéma 9: Obecné schéma mechanismu reduktivní eliminace 
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2.4.3 Katalyzátory a Ugandy 

Rozvoj Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce vedl k vývoji nových katalyzátoru. 

Nové katalyzátory jsou aplikovatelné na mnohem širší škálu substrátů a mají velmi 

dobrou toleranci k funkčním skupinám. 

Aktivita katalyzátoru z velké části závisí na stereo-elektronových vlastnostech 

Ugandu. Do roku 1998 se u většiny katalyzátorů pro cross-couplingy využívaly 

triarylfosfinové Ugandy, které však byly později nahrazovány novými, na elektrony 

bohatými, fosfinovými Ugandy Tyto Ugandy zlepšovaly jak účinnost, tak i selektivitu 

cross-couplingové reakce. Patří mezi ně hlavně dialkylbiarylfosfiny a trialkylfosfiny, 

které jsou dodnes nej používanějšími Ugandy pro cross-couplingové reakce. Dalšími často 

využívanými Ugandy jsou například JV-heterocyklické karbeny (NHC) . (Martin & 

Buchwald, 2008) 

Při začátcích Suzuki couplingů byl nejvíce používaným katalyzátorem Pd(PPli3)4. 

Tento katalyzátor je hojně využíván dodnes i přes své nedostatky, jako je citlivost na 

vzduch a světlo, nebo tvorba vedlejších produktů obsahujících fenylovou skupinu. 

Dalšími často využívanými katalyzátory jsou také PdCl2(PPh3)2 nebo Pd(OAc)2 

v kombinaci s fosfinovými ligandy. 

V roce 1999 byla prof. Buchwaldem a kol. zveřejněna publikace popisující syntézu 

nového stericky náročného a na elektrony bohatého Ugandu DavePhos. (Aranyos et al., 

1999) Následně se Buchwald a kol. věnovali vývoji a popisu dalších 

dialkylbiarylfosfinových ligandů (Obr. 11), které se staly výbornými podpůrnými ligandy 

při tvorbě vazeb uhlík-uhlík, uhlík-dusík a uhlík-kyslík. (Martin & Buchwald, 2008) 

f / P C y 2 i / / r C y 2 j / / r C y 2 

M e 2 N N J v M e O ^ J \ ^ O M e ' - p r \ ^ \ ^ ' - p r 

i-Pr 

DavePhos SPhos XPhos 

37 38 39 

Obr. 11: Struktury nových dialkylbiarylfosfinových ligandů (Martin & Buchwald, 2008) 
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Tyto Ugandy mohou být syntetizovány přidáním arylového Grignardova činidla nebo 

aryllithia k in situ generovanému benzynu a následným zachycením intermediátu 

chlorfosfinem (Schéma 10). 

R1 

40 41 

42 43 

Schéma 10: Syntéza dialkylbiarylfosfinových ligandů (Martin & Buchwald, 2008) 

Katalytické systémy na bázi biarylfosfinových ligandů mají kromě vysoké reaktivity i 

řadu dalších vlastností, díky kterým jsou velmi využívané pro organickou syntézu. Jsou 

to krystalické látky, stabilní na vzduchu i v roztoku, mají vysokou tepelnou stabilitu a 

mnoho z těchto ligandů je komerčně dostupných. 

Vysoká aktivita dialkyl-biarylfosfinových ligandů je přisuzována kombinaci 

elektronických a sterických vlastností. Tyto vlastnosti zvyšují rychlost oxidatívni adice, 

transmetalace a redukční eliminace v katalytickém cyklu. Obecná struktura, modifikace 

a jejich v l iv na katalytický cyklus těchto ligandů je znázorněna na Obrázku 12. (Martin 

& Buchwald, 2008) 

R 4 substituent: R substituenty: 

fixuje konformaci R2P nad spodním 
kruhem, zvyšuje rychlost reduktivní 
Rhminara 

R 1 a R 2 : 

R l , R2 4- H zabraňuje 
cyklomethylaci. 
zvyšuje stabilitu 
Objemné skupiny 
zvvšuií tvorbu LPd(0) 

R 3 substituent 

Čím je větší R tím se zvyšuje 
rychlost reduktivní eliminace. 
Vetší R také podporuje tvorbu 
LPd(0) 
Alkylové skupiny zvyšují 
elektronovou hustotu na 
fosforu, zvyšují rychlost 
oxidatívni adice 

Spodní kruh: 

zvětšuje velikost ligandů. 
zpomaluje oxidaci kyslíkem 
umožňuje stabilizaci interakcí 
mezi Pd a arylem 
podporuje reduktivní eliminaci 

• R 4- H obvykle pro 
zjednodušení syntézy 
ligandů 

Obr. 12: Strukturní vlastnosti dialkylbiarylfosfinů a jejich vliv na účinnost katalyzátorů 
využívajících tyto ligandy (Martin & Buchwald, 2008) 
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2.4.3.1 Prekatalyzátory 

Při S M C se dnes kromě katalyzátorů používají také Pd(II) prekatalyzátory, které jsou na 

rozdíl od Pd(0) katalyzátorů stabilní na vzduchu. Pd(II) komplex je však potřeba 

aktivovat redukcí na příslušnou aktivní částici L n Pd(0), aby mohl vstoupit do 

katalytického cyklu. 

Jednou z nej důležitějších skupin prekatalyzátorů jsou tzv palladacycles, které 

vykazují výbornou aktivitu v coupling a cross-coupling reakcích. Schéma aktivačního 

mechanismu těchto prekatalyzátorů znázorňuje Schéma 11. 

44 45 46 47 

Schéma 11: Aktivační mechanismus palladacycles prekatalyzátorů 

Buchwald a kol. usilovali o vývoj prekatalyzátorů, který by mohl být použit s různými 

typy ligandů. Podařilo se j i m vyvinout vysoce účinnou skupinu prekatalyzátorů, která je 

rozdělena do několika generací. První generace ( G l ) byla založena na N , C -

fenylaminovém palladacyklu. V přítomnosti báze je amin vázaný na palladium snadno 

deprotonován, čímž je iniciována reduktivní eliminace za vzniku L n Pd(0) a indolinu. 

48 49 50 51 

Schéma 12: Aktivační mechanismus G l prekatalyzátorů 

Druhá generace prekatalyzátorů je založena na 2-aminobifenylu. Díky vyšší kyselosti 

dochází k rychlejší aktivaci i se slabými bázemi za pokojové teploty. Tyto prekatalyzátory 

jsou využívány při S M C reakcích široké škály nechráněných heteroarylbromidů nebo 

chloridů ve vynikajících výtěžcích. M e z i nejčastěji používané prekatalyzátory druhé 

generace patří například XPhos Pd G2. (Kinzel et al., 2010) Schéma č. 13 znázorňuje 
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pravděpodobný katalytický cyklus prekatalyzátoru XPhos Pd G2 pro Suzuki cross-

couplingovou reakci heterocyklů s navázaným chlorem. (Savitha et al., 2019) 

Cl—B(OH) 2 RB(OH) 2 + báze 

Schéma 13: Pravděpodobný katalytický cyklus Prekatalyzátoru XPhos Pd G2 (Savitha et al., 
2019) 

Nevýhodou G2 prekatalyzátoru je však jejich sterická náročnost. Tento problém 

Buchwald vyřešil nahrazením chloridového Ugandu elektronově chudším mesylátovým 

aniontem a vytvořil tak skupinu prekatalyzátoru třetí generace. Tyto prekatalyzátory j sou 

aktivnější než prekatalyzátory G2 a využívají se při tvorbě C - N a C - 0 vazeb. (Bruno et 

al., 2013) 

iV-methylové a JV-fenylové analogy prekatalyzátoru G3 jsou využívány k přípravě 

prekatalyzátoru čtvrté generace. Tyto prekatalyzátory se však využívají jen omezeně kvůli 

tvorbě vedlejších produktů, které komplikují zpracování produktu a jejich přítomnost ve 

farmaceutických vzorcích představuje zdravotní riziko.(Bruno et al., 2014) 
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2.4.4 Využití boronových sloučenin 

Pro Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce se využívají organoboronové substráty. 

Jejich snadná příprava, relativní stabilita, rychlá transmetalace s komplexy palladia (II) a 

ekologická neškodnost vysvětlují oblíbenost těchto substrátů v chemickém, 

farmaceutickém a agrochemickém průmyslu. Tyto substráty můžeme rozdělit do sedmi 

skupin: organoborany, boronové kyseliny, estery boronových kyselin, 

organotrifluorboritanové soli, JV-koordinované boronáty, boronáty a boronamidy (Obr. 

13). 

61 62 

Obr. 13: Struktury boronové kyseliny (58), organotrifluorboritanové soli (59), boronátu (60) a 
esterů boronových kyselin (61, 62) 

Původně používanými činidly v začátcích vývoje S M C byly organoborany. (Miyaura 

& Suzuki, 1979) (Miyaura et al., 1979b) Jejich výhodou byla především jejich snadná 

příprava pomocí alkenové a alkynové hydroborace. Primární nevýhodou však byl jejich 

sklon k oxidaci na vzduchu, která tak omezovala jejich aplikaci a podstatně snižovala 

výtěžky reakce. 

V roce 1981 byly poprvé v S M C reakci použity boronové kyseliny, které se díky 

vysoké reaktivitě staly široce využívanými substráty. (Miyaura et al., 1981) Jejich další 

výhodou je snadná a ekonomicky nenáročná syntéza podobně jako u organoboranů, avšak 

boronové kyseliny se obtížněji purifikují. Primárním způsobem přípravy boronových 

kyselin je reakce organokovů s estery kyseliny borité. Reakce probíhá při nízké teplotě, 

která zabraňuje nadměrné alkylaci. Pro přípravu jsou vhodná organolithná činidla 

(Schéma 14) (L i et al., 2002) a Grignardova činidla (Schéma 15) (Gerbino et al., 2009). 

Dalším způsobem přípravy je hydrolýza esterů nebo palladiová katalýza. 
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B(OMe) 3 ^ s . B ( O H ) 2 

H 3 0 + 

Schéma 14: Příklad syntézy boronových kyselin pomocí organolithných činidel (Li et al., 2002) 

^ ^ M g B r ^ ^ B ( O M e ) 3 ^ . B ( O H ) 2 

K^J B(OMe) 3 KjJ H 3 0 + > K^J 

67 68 69 

Schéma 15: Příklad syntézy boronových kyselin pomocí Grignardových činidel (Gerbino et al., 
2009) 

Další početnou skupinou substrátů pro S M C reakci jsou estery boronových kyselin. 

M e z i obecně nejčastěji používané estery patří pinakol, neopentyl a katechol boronové 

estery. Oproti ostatním esterům boronových kyselin vynikají svojí reaktivitou, stabilitou, 

a snadnou přípravou. Díky jejich zvýšené stabilitě jsou estery často využívány jako 

náhrady za nestabilní boronové kyseliny. (Roy & Brown, 2007) 

M e z i substráty pro S M C patří také organotrifluorboritanové soli (R-BF3K), které se 

od ostatních substrátů odlišují hlavně svojí solnou krystalickou strukturou. Tato struktura 

napomáhá k příznivým fyzikálním vlastnostem, jako je vysoká odolnost vůči teplu a 

chladu. Značnou nevýhodou je však nestabilita vůči silikagelu a nerozpustnost v mnoha 

nepolárních rozpouštědlech. (Chambers et al., 1960) 

iV-koordinované boronáty jsou charakterizovány atomem dusíku v cyklické kostře 

esteru boronové kyseliny. Nejčastěji používanými Ugandy pro S M C jsou diethanolamin, 

Af-mehyldiethanolamin, iV-fenyldiethanolamin a kyselina iV-methylimindioctová. 

Další skupinou j sou boronáty, které j sou taktéž užitečnými vazebnými partnery v S M C 

reakcích. Nejběžnějšími zástupci jsou trihydroxyboronáty (Cammidge et al., 2006), 

cyklické triolboronáty (Yamamoto et al., 2008) a triisopropylboronáty (Billingsley & 

Buchwald, 2008) (Obr. 14). Boronáty podstupují S M C za podmínek, které nezahrnují 

přítomnost báze. Tím je naznačeno, že reakce probíhá přímou transmetalací s komplexem 

palladia (II). Reakce probíhají ve vodném prostředí za pokojové teploty bez potřeby 

Ugandu pro palladium. 
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N a + 

OH 
l - ^ O H L l \ / ľ I L l T ^ b z - P r 

\ H r r B ^ r r B V p r 

Li Q / V L i

+ 0/ -Pr 

70 71 72 

Obr. 14: Struktury trihydroxyboronátu (70), cyklického triolboronátu (71) a triisopropylboronátu 
(72) (Yamamoto et al., 2008) (Cammidge et al., 2006) (Billingsley & Buchwald, 2008) 

Boronamidy jsou poslední skupinou substrátů pro S M C . Jsou to chránící skupiny 

boronových kyselin, které byly vyvinuty společností Suginome a byly uplatněny v tzv. 

iterative cross-coupling reakci (ICC). První vyvinutou chránící skupinou pro boronové 

kyseliny byl 1,8-diaminonaftalen ( D A N ) , následně byly připraveny analogy antraniamid 

( A A M ) a 2-(pyrazol-5-yl)anilin (PZA) . Všechny tyto chránící skupiny jsou jednoduše 

odstranitelné kyselou deprotekcí. (Ihara et al., 2011) 

2.4.5 Báze 

V cross-couplingových reakcích s organoboronovými sloučeninami hraje báze klíčovou 

roli. Tato báze plní trojí funkci. Připravuje Pd (II) komplex, kdy reakcí s meziproduktem 

A r - P d L n - X tvoří A r - P d L n - O R , čímž urychluje transmetalaci. Dále formuje vysoce 

reaktivní boronátový komplex pomocí reakce organoboronových kyselin s bází a také 

urychluje reduktivní eliminaci reakcí báze s meziproduktem. Nejčastěji používanými 

bázemi jsou N a 2 C 0 3 , K 3 P 0 4 , Ba(OH) 2 , C s 2 C 0 3 , K 2 C 0 3 , K F a N a O H . (Braga et al., 2005) 

2.4.6 Rozpouštědla 

Výběr rozpouštědla pro S M C je velmi důležitý, jel ikož může ovlivnit rychlost reakce, 

selektivitu a výtěžnost produktu. Nejběžněji používanými rozpouštědly jsou toluen, 

D M F , TUF, dioxan, voda, methanol, acetonitril a další. Tyto reakce často probíhají 

ve dvoufázovém systému nebo ve vodném prostředí s přídavkem organického 

rozpouštědla, jel ikož přítomnost vody a báze je nezbytná pro aktivaci boronových 

kyselin. (Littke et al., 2000) 
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3 VÝSLEDKY A DISKUZE 

3.1 Reakční schéma a použité reaktanty 

V této kapitole je popsána syntetická cesta vedoucí k axiálně chirálním derivátům 

benzimidazolu (Schéma 16). Cílem této práce bylo zachovaní chloru v poloze 7 

z původního strukturního motivu a zároveň zavedení různých arylových substituentů do 

polohy 1. 

Syntéza byla zahájena nukleofilní aromatickou substitucí l-chlor-2-fluor-3-

nitrobenzenu (I) s 2-jodanilinem (II) za vzniku látky III. Klíčovým krokem byla 

Suzuki-Miyaura cross-couplingová reakce, při které látka III reagovala s různými 

boronovými kyselinami za vzniku látky IV. Následujícím krokem byla redukce 

nitroskupiny látky IV na aminoskupinu za vzniku látky V. Finální reakcí byla cyklizace 

látky V za vzniku finálních derivátů (VI). 

a b c d e 

Schéma 16: Syntéza cílových derivátů benzimidazolu 
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3.1.1 Aromatická nukleofilní substituce 

Pro syntézu látky III byla použita reakce l-chlor-2-fluor-3-nitrobenzenu s 2-jodanilinem 

v dimethylsulfoxidu (Schéma 17). Reakční podmínky byly inspirovány diplomovou prací 

Mgr. Jany Pospíšilové, která při této reakci vycházela z metody podle Gorvina a kol. 

(Gorvin, 1988). Tato metoda původně využívala k aromatické nukleofilní substituci t-

B u O K jako bázi. Při následné optimalizaci však bylo zjištěno, že jako báze může být 

využit i hydroxid draselný, který poskytuje lepší výsledky a nevyžaduje bezvodé 

podmínky. 

I II III (75 %) 

Schéma 17: Aromatická nukleofilní substituce 

Produkt byl izolován nakapáním reakční směsi do ledové vody s následným 

okyselením zředěnou kyselinou chlorovodíkovou na p H 7, kdy se produkt po pár 

minutách míchání vysrážel a následně byl odfiltrován. Látka III byla získána v podobě 

hnědé amorfní látky v celkovém výtěžku 75 %. 

3.1.2 Suzuki-Miyaura cross-coupling 

Druhým krokem syntézy byla Suzuki-Miyaura cross-couplingová reakce. Při této reakci 

reagovala látka III s různými boronovými kyselinami IVa-e (Schéma 18). Pro reakci byl 

využit prekatalyzátor XPhos Pd G2 v bazickém prostředí fosforečnanu draselného 

rozpuštěného v dioxanu a vodě (1:1). Reakce probíhala cca 2 hodiny při 80 °C. Po 

ukončení reakce byla reakční směs okyselena zředěnou kyselinou chlorovodíkovou, 

extrahována do CH2CI2 a promyta vodou a solankou. 

Jelikož byl substrát pro tento typ reakce stericky náročný, předpokládali j sme jeho 

špatnou reaktivitu. Proto jsme pro reakci zvol i l i prekatalyzátor XPhos Pd G2, který 

vyniká svojí velkou účinností při Suzuki-Miyaura cross-couplingu. (Jedinák et al., 2017) 

(Pisár et al., 2018) Bohužel i přesto reakce nedosahovala požadovaného stupně konverze, 

což vedlo k problémům s izolací produktu. 

24 



a b c d e 

Schéma 18: Suzuki-Miyaura cross-coupling 

U všech reakcí s různými boronovými kyselinami vznikalo poměrně velké množství 

vedlejších produktů, kdy nej častějším vedlejším produktem byla látka VIII (Obr. 15). Ta 

pravděpodobně vznikala odštěpením jodu ze struktury při oxidatívni adici, ale následně 

již nedocházelo k pokračování cross-couplingové reakce. Tato situace nastávala nejspíše 

z důvodu sterické náročnosti substrátu a jeho nízké reaktivity. Reaktivitu substrátu jsme 

se snažili vylepšit přídavkem kyseliny boronové, j elikož j sme předpokládali, že v reakční 

směsi mohla probíhat vedlejší reakce tzv. homocoupling boronových kyselin. 

Homocoupling nastává u Suzukiho reakcí katalyzovaných palladiem za přístupu kyslíku, 

tudíž vzhledem k použití vody jako rozpouštědla byla tato vedlejší reakce možná. 

(Adamo et al., 2006) Produkt této reakce při použití kyseliny /?-tolylboronové kyseliny je 

znázorněn na Obrázku 15 (látka IX). A n i přídavek boronové kyseliny výsledky reakcí 

však nezlepšil. 

VIII IX 

Obr. 15: Meziprodukty vznikající při Suzkuki-Myiaura cross-couplingu 

Vyizolovaný produkt bylo nutné přečistit na sloupcové chromatografii, abychom se 

zbavili zbytků katalyzátoru a vedlej ších produktů. Z důvodu velmi podobných retenčních 

faktorů látky VIII a produktu (Obr. 16) byla separace na sloupcové chromatografii velmi 

obtížná. Látky se tak nepodařilo dokonale oddělit a konkrétně látku IVb se nepodařilo od 
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látky VIII oddělit vůbec. Pro následující reakce jsme využili i látky znečištěné vedlejším 

produktem VIII a produkt byl přečištěn až po následujícím kroku - redukci nitroskupiny. 

~ ÍVa~ V l i l " 

Obr. 16: Příklad TLC ze separace látek IVa a VIII. Rfiva = 0,29; Rfyin = 0,31 

Výsledné produkty byly vzhledem k obtížnosti přečištění získány v nižších výtěžcích 

(26-83 %) ve formě amorfní látky oranžové až červené barvy s nedostatečnou čistotou 

pro jejich spolehlivou charakterizaci pomocí N M R . Připravené látky, jejich výtěžky a 

procentuální H P L C čistota v j sou shrnuty v Tabulce 2. Čistota syntetizovaných látek byla 

stanovena jako procentuální čistota vypočítaná z U V - V I S spektra (220-500 nm). 

Tab. 2: Výtěžky látek IVa-e a jejich procentuální H P L C čistota vypočítaná z UV-VIS spektra 
(220-500 nm) 

Látka Struktura Výtěžek HPLC čistota 

IVa 

IVb 

IVc 
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Tab. 2: Výtěžky látek IVa-e a jejich procentuální H P L C čistota vypočítaná z UV-VIS spektra 
(220-500 nm) (pokračování) 

Látka Struktura Výtěžek HPLC čistota 

IVd 

IVe 

3.1.3 Redukce nitroskupiny 

Následujícím krokem syntézy byla redukce nitroskupiny látek IVa-e (Schéma 19). Jako 

redukční činidlo byl v této reakci použit zinek v kyselém prostředí kyseliny octové 

s methanolem (3:8). Nejprve byly použity jen 4 ekv. zinku a reakce probíhala 30 min za 

laboratorní teploty. Později však bylo nutné přidat další 2 ekv. zinku, jelikož v reakční 

směsi se i po 30 minutách podle kontroly na T L C nacházela stále výchozí látka. Po přidání 

těchto 2 ekv. zinku reakce probíhala dalších 30 min, kdy po kontrole T L C docházelo 

k téměř úplné konverzi. Tato situace nastala u všech pěti reakcí. Po skončení reakce byl 

zinek odfiltrován, filtrát byl nakapán do vody a pomocí roztoku K O H bylo p H filtrátu 

upraveno na hodnotu 12. Následně byl produkt extrahován do CH2CI2 a promyt vodou a 

solankou. 

a b c d e 

Schéma 19: Redukce nitroskupiny 
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Produkt bylo potřeba přečistit na sloupcové chromatografii. Mobilní fáze byla 

odpařena na R V O a výsledné produkty Va-e (Obr. 17) byly získány ve formě světle 

oranžové až žluté amorfní látky. Důvodem nižšího výtěžku u některých látek je nutnost 

přečištění od vedlejšího produktu VIII z předchozího kroku. 

Va Vb Vc Vd Ve 

50% 29% 71% 53% 91% 

Obr. 17: Přehled látek získaných po redukci nitroskupiny a jej ich výtěžky 

3.1.4 Cyklizace na deriváty benzimidazolu 

Posledním krokem byla cyklizace látek Va-e s benzaldehydem za katalýzy kyselinou p-

toluensulfonovou na benzimidazoly. Jako rozpouštědlo byl použit toluen (Schéma 20) a 

reakce probíhala 24 h při 80 °C. 

a b c d e 

Schéma 20: Cyklizace na deriváty benzimidazolu 

Po ukončení reakce byly všechny produkty přečištěny na sloupcové chromatografii. 

Bohužel látku V í c se nepodařilo izolovat v dostatečném množství a z časových důvodů 

již nebyla připravena znovu. Nasyntetizované finální produkty, jejich výtěžky a 

procentuální H P L C čistota v jsou shrnuty v Tabulce 3. 
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Tab. 3: Výtěžky látek Vla-e a jejich procentuální HPLC čistota vypočítaná z UV-VIS spektra 
(220-500 nm) 

Látka Struktura Výtěžek HPLC čistota 

Via 

VIb 

Vid 

Vid 

Finální produkty byly získány ve formě bílých až světle oranžových krystalků a 

následnou analýzou na FIPLC a X H a 1 3 C N M R a stanovením teploty tání těchto produktů 

byla prokázána jejich dostatečná čistota pro biologické testování. 
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3.2 Molekulový docking 

Molekulový docking je velmi významným nástrojem při predikci způsobu vzájemné 

interakce biomakromolekul (hlavně proteinů) s j inými molekulami - Ugandy, čehož se 

využívá zejména při výzkumu nových léčiv. Hlavním úkolem molekulového dockingu je 

přiblížit se optimalizované molekulové konformaci interagujících molekul, což je 

v mnoha případech velmi komplikované vzhledem k vlastnostem a flexibilitě některých 

proteinů a Ugandu. Konktrétně u mnou syntetizovaných látek je potřeba dbát na 

přítomnost axiální chirality, která vede ke vzniku dvou enantiomerů, jež se do aktivního 

místa proteinu mohou vázat zcela jinak. Nej pravděpodobnější konformace interagujících 

molekul je vyhodnocována pomocí hodnoty vazebné energie. Struktury proteinů pro 

docking je možné získat z Proteinové databanky (PDB), která nabízí širokou škálu 

struktur, získanou pomocí velmi přesné rentgenové krystalografie. Pro samotný docking 

se v posledních letech vyvinulo mnoho komerčně dostupných programů, v našem případě 

byl využit program AutoDock Vlna. 

Z dřívej šího biologického testování j sme věděli, že látka JP-5n, kterou byly strukturně 

inspirovány látky v této práci, ovlivňovala polymeraci tubulinu. Podle dostupných 

publikací se mohla tato látka vázat do tzv. kol chi cínového místa, proto jsme kolchicinové 

místo P-tubulinu zvoli l i jako cíl pro molekulový docking. Tubulin je klíčovou součástí 

mikrotubulů, které hrají důležitou roli v mnoha fyziologických procesech buňky, zejména 

při buněčném dělení a tvarování buňky, (viz Současný stav řešené problematiky) 

Finální látky Vla-e spolu s referenční látkou JP-5n tak byly dokovány do 

kol chi cínového místa P-tubulinu (identifikační kód P D B : 6LS4) pomocí programu 

AutoDock Vlna. Struktury byly následně upraveny ve vizualizačním programu Pymol. U 

každé látky byly vždy dokovány oba atropoisomery a výsledkem bylo získání vazebných 

energií v k c a l m o l " 1 . Podle výsledných hodnot vazebných energií se do kol chi cínového 

místa vázaly poměrně dobře všechny syntetizované látky (Tabulka 4). Nejlepší vazebnou 

energii však vykazovala látka Vle. Atropoisomery této látky vykazovaly dokonce lepší 

hodnoty vazebné energie, než atropoisomery referenční látky JP-5n, v iz Tabulka 4. 
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Tab. 4: Vazebné energie dockováných látek v kcalmol 

Látka Vazebná energie [kcal'moľ 1 ] 

(i?)-Via -9,0 

(S)-\la -9,1 

(R)-\lb -8,7 

(S)-Vlb -8,4 

(R)-\ld -7,9 

(S)-\U -7,5 

(R)-\le -9,5 

(S)-\le -9,5 

(Ä)-(+)-JP-5n -8,8 

(S)-(-)-JP-5n -8,2 

N a Obrázcích 18 a 19 je znázorněn pohled na kolchicínové místo proteinového komplexu 

P-tubulinu s vazebným módem molekul (Tř)-VIe a (S)-VIe-2. Současně jsou v obrázcích 

černou barvou znázorněny i molekuly (7ř)-(+)-JP-5n a (1S)-(-)-JP-5n, které slouží 

k porovnání pozic navázaných látek. K našemu překvapení jsou u nových derivátů (R)-

Vle a (^-Vle preferovány j iné vazebné módy, než u látek (/?)-(+)-JP-5n a (£)-(-)-JP-5n 

i přes jejich vysokou strukturální podobu. 

Obr. 17: Pohled na kolchicinové místo p-tubulinu s vazebným módem molekul (i?)-VIe (šedá) a 
(+)-JP-5n (černá) 
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Obr. 18: Pohled na kolchicinové místo P-tubulinu s vazebným módem molekul (iS)-VIe (hnědá) 
a (-)-JP-5n (černá) 

3.3 Antiproliferační aktivita 

Všechny nasyntetizované finální látky byly poslány na testování antiproliferačních aktivit 

na různých nádorových i normálních buněčných liniích. Testování probíhá v laboratoři 

růstových regulátorů v Holicí. První testovanou linií jsou buňky HeLa, linie lidských 

epiteliálních buněk izolovaných z karcinomu děložního hrdla. Jsou nestarší a 

nej využívanější buněčnou linií pro biologické testování. Dále jsou látky testovány na 

buněčné l inii M V 4 - 1 1 , která je odvozena od buněk akutní monocytické leukémie. 

Poslední testovanou buněčnou linií je Eol-1, která je odvozena od lidské eosinofilní 

leukémie. V současné době byla provedena první série testů a pokračuje se v dalším 

testování. Výsledky buněčného testování budou prezentovány při obhajobě bakalářské 

práce. 

Jelikož jsem nemohla být přítomna při biologickém testování mnou syntetizovaných 

látek, účastnila jsem se procesu biologického testování aspoň u látek j iného studenta na 

katedře Experimentální biologie. První den testování byly připravovány buněčné linie, 

které byly vhodně naředěny. Naředěné buňky byly spočítány a napipetovány do 

mikrotitrační destičky. Následující den byla na buňky aplikována testovaná látka 

v různých koncentracích a buňky byly inkubovány po dobu 72 hodin. Po inkubaci bylo 

do mikrotitrační destičky přidáno fluorescenční barvivo AlamarBlue, pomocí kterého 

byla spektrofotometricky měřena proliferace buněk v jednotlivých jamkách destičky. N a 
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základě získaných dat byla sestavena křivka závislosti viability buněk na koncentraci 

testované látky a následně vypočítána hodnota inhibiční koncentrace IC50 [umol/1], 

3.4 Axiální chiralita 

Pro potvrzení axiální chirality u finálních látek byla použita chirální chromatografické 

separace. Analýza byla prováděna na látce VIb, kterou se zatím nepodařilo úspěšně 

analyticky separovat na dva enantiomery Separace enantiomerů a důkaz přítomnosti 

axiální osy u této látky bude do budoucna ještě prozkoumána, jelikož byla potvrzena u 

strukturně podobných látek z předchozích výzkumů. 

4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Přístrojové vybavení 

Pro identifikaci sloučenin pomocí N M R analýz byl využit spektrometr J E O L E C A 400II 

(^H: 399,78; 1 3 C : 100,53 M H z ) . Chemické signály byly referencovány na reziduálni 

signál rozpouštědla ( D M S O - í / 6 : 2,50 ppm, 39,51 ppm a C D C b : 7,27 ppm, 77,00 ppm). 

Sloučeniny byly dále charakterizovány pomocí H R M S (Orbitrap Elite high-resolution 

hmotnostní spektrometr) firmy Thermo. Průběžné analýzy vzorků byly provedeny na 

U H P L C - M S systému firmy Waters (Acquity Waters SQ Detector 2) a pomocí 

chromatografie na tenké vrstvě (TLC) . Chirální separace byla provedena na přístroji 

H P L C Agilent 1260 Infinity II Kolona Daicel IA-3 (4.6 x 100 mm, 3 um). 

4.2 Syntéza 

Pro syntézu byly použity komerčně dostupné chemikálie a rozpouštědla. 

4.2.1 2-chlor-7V-(2-jodfenyl)-6-nitroanilin III 
NOo , , I 

čc 
1750 mg l-chlor-2-fluor-3-nitrobenzenu (10 mmol) a 2190 mg 2-jodanilinu (10 mmol) 

bylo rozpuštěno v 40 ml D M S O . Poté bylo přidáno 2290 mg K O H (40 mmol) a reakční 

směs byla míchána za laboratorní teploty 4 hodiny. Po ukončení reakce byla reakční směs 
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nakapána do 400 ml ledové vody a po kapkách okyselena zředěnou HC1 na p H 7. 

Vy srážený produkt byl odfiltrován a vysušen. By lo získáno 2810 mg hnědé amorfní látky, 

což odpovídá výtěžku 75 %. 

' H N M R (500 M H z ; D M S O - í / 6 ) 5 = 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 H z ; 1H); 7,68 (s; 1H); 7,39 (t; J=8,l Hz ; 1H); 7,19 (ddd; 

J=7,6; 1,4 H z ; 1H); 6,70 (ddd; J=7,6; 1,4 Hz ; 1H); 6,46 (dd; J=8,0; 1,4 Hz ; 1H) ppm. 
1 3 C N M R (126 M H z , D M S O - d 6 ) 5 = 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. 

H R M S (ESI): m/z vypočítáno pro [M-H]" 372,9235, nalezeno 372,9246. 

4.2.2 7V-(2-chlor-6-nitrofenyl)-4'-methyl-[l,l'-bifenyl]-2-amin(IVa) 

1125 mg 2-chlor-AL(2-jodfenyl)-6-nitroanilinu (3 mmol), 684 mg /?-tolylboronové 

kyseliny (1,7 ekv. = 5,1 mmol) a 2547 mg fosforečnanu draselného (12 mmol) bylo 

rozpuštěno v 15 ml dioxanu a 3,75 ml vody. Po rozpuštění bylo přidáno 1 mol % XPhos 

Pd G2 (23,5 mg) a reakční směs byla zahřívána na 80 °C po dobu 2 h. Po ukončení reakce 

byla reakční směs okyselena zředěnou kyselinou chlorovodíkovou (37 % HC1 s vodou 

1:10 ml) a extrahována 3x100 ml CH2CI2 a promyta vodou a solankou. Produkt bylo 

potřeba přečistit na sloupcové chromatografii s mobilní fází CH2Cl2:hexan (1:2). Mobilní 

fáze byla odpařena na R V O a bylo získáno 473 mg produktu ve formě oranžovo-hnědé 

amorfní látky s 46% výtěžkem. Látku se však nepodařilo dokonale vyčistit, byla tedy 

použita znečištěná do další reakce. 
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4.2.3 7V-(2-chlor-6-nitrofenyl)-[l,ľ-bifenyl]-2-amin (IVb) 

375 mg 2-chlor-jV-(2-jodfenyl)-6-nitroanilinu (1 mmol), 207 mg fenylboronové kyseliny 

(1,7 mmol) a 849 mg fosforečnanu draselného (4 mmol) bylo rozpuštěno v 5 ml dioxanu 

a 1,25 ml vody. Po rozpuštění všech složek byly přidány 2 mol % XPhos Pd G2 (15 mg). 

Reakční směs byla zahřívána na 80 °C po dobu 2 h a po ukončení reakce byla okyselena 

70 ml zředěné kyseliny chlorovodíkové (37 % HC1 s vodou 1:10 ml). Produkt byl 

extrahován 3x50 ml CH2CI2 a promyt vodou a solankou. Extrahovaný produkt bylo 

potřeba přečistit od vedlejších produktů a zbytku katalyzátoru na sloupcové 

chromatografii s mobilní fází CLhChihexan 1:2. Organická fáze byla odpařena na R V O 

a bylo získáno 197 mg produktu ve formě oranžové amorfní látky s výtěžkem 60 %. Látku 

se nepodařilo zcela vyčistit, jako znečištěná tak byla použita do další reakce. 

4.2.4 Ar-(2-chloro-6-nitrophenyl)-4'-methoxy-[l,l'-biphenyl]-2-amin 

(IVc) 

OCH3 

V dioxanu (5ml) a vodě (1,25 ml) bylo rozpuštěno 375 mg 2-chlor-iV-(2-jodfenyl)-6-

nitroanilinu (1 mmol), 258 mg 4-methoxyfenylboronové kyseliny (1,7 mmol) a 849 mg 

fosforečnanu draselného (4 mmol) bylo rozpuštěno v 5ml dioxanu a 1,25 ml vody. 

K reakční směsi bylo přidáno 15 mg XPhos Pd G2 (2 mol %) a směs byla zahřívána na 

80 °C po dobu 2 hodin. Po ukončení reakce byla reakční směs okyselena zředěnou 

kyselinou chlorovodíkovou (37 % HC1 s vodou 1:10 ml) a extrahována 3x50 ml CH2CI2. 

Extrahovaný produkt byl promyt vodou a solankou a následně byl přečištěn na sloupcové 
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chromatografii od zbytků katalyzátoru a vedlejších produktů reakce. Jako mobilní fáze 

byla použita směs CFTiChihexan 1:2 a po přečištění byla odstraněna na R V O . Produkt byl 

izolován ve formě oranžové amorfní látky o hmotnosti 92 mg s výtěžkem 25 %. Látku se 

nepodařilo dokonale vyčistit, proto byla použita do další reakce znečištěná. 

375 mg 2-chlor-iV-(2-jodfenyl)-6-nitroanilinu (1 mmol), 217 mg 3-thiofenylboronové 

kyseliny (1,7 mmol) a 849 mg fosforečnanu draselného (4 mmol) bylo rozpuštěno ve 

směsi 5 ml dioxanu a 1,25 ml vody. Po úplném rozpuštění všech složek byly do směsi 

přidáno 2 mol % XPhos Pd G2 (15 mg). Reakční směs byla zahřívána na 80 °C po dobu 

2 h a po dokončení reakce byla okyselena pomocí 70 ml zředěné kyseliny chlorovodíkové 

(37 % HC1, zředěné ve vodě v poměru 1:10 ml). Následně byl produkt extrahován 3x50 

ml CH2CI2, byl promyt vodou a solankou a přečištěn na sloupcové chromatografii. 

Mobilní fází při chromatografii byla směs rozpouštědel CFTiChiheptan 1:2 a organická 

fáze byla následně odstraněna pomocí R V O . Výsledný produkt byl izolován ve formě 

oranžovo-červené amorfní látky o hmotnosti 225 mg, což činilo 68% výtěžek. Látka 

nebyla dokonale vyčištěná, proto byla použita jako znečištěná do další reakce. 

4.2.6 7V-(2-chlor-6-nitrofenyl)-4'-(trifluormethyl)-[l,l'-bifenyl]-2-

amin (IVe) 

375 mg 2-chlor-V-(2-jodfenyl)-6-nitroanilinu (1 mmol), 323 mg 4-

(trifluormethyl)fenylboronové kyseliny (1,7 mmol) a 849 mg fosforečnanu draselného (4 

mmol) bylo rozpuštěno ve směsi 5 ml dioxanu a 1,25 ml vody. K reakční směsi bylo 

4.2.5 2-chloro-6-nitro-7V-(2-(thiophen-3-yl)fenyl)anilin (IVd) 

C F 3 
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přidáno 15 mg XPhos Pd G2 (2 mol %) a směs byla zahřívána na 80 °C po dobu 2 hodin. 

Po ukončení reakce byla reakční směs okyselena zředěnou kyselinou chlorovodíkovou 

(37 % HC1 s vodou 1:10 ml) a extrahována 3x50 ml CH2CI2. Extrahovaný produkt byl 

promyt vodou a solankou a následně byl přečištěn na sloupcové chromatografii od zbytků 

katalyzátoru a vedlejších produktů reakce. Jako mobilní fáze byla použita směs 

CEhChiheptan 1:2 a po přečištění byla odstraněna na R V O . Výsledný produkt o 

hmotnosti 327 mg byl získán ve formě oranžovo-žluté amorfní látky a výtěžek činil 83 %. 

Látku se nepodařilo dokonale vyčistit, proto byla použita do další reakce znečištěná. 

H R M S (ESI): m/z vypočítáno [M+H] + 391,0456, nalezeno 3391,0464. 

4.2.7 6-chlor-7V-(4'-methyl-[l,l'-bifenyl]-2-yl)benzen-l,2-diamin(Va) 

C H , 

473 mg jV-(2-chlor-6-nitrofenyl)-4'-methyl-[l,l'-bifenyl]-2-aminu (1,4 mmol) bylo 

rozpuštěno v 11 ml methanolu. Po úplném rozpuštění bylo přidáno 365 mg Z n (4 ekv. = 

5,6 mmol) a za stálého míchání byly do směsi přidány 4 ml kyseliny octové. Reakce 

probíhala za laboratorní teploty po dobu 30 minut. Po 30 minutách bylo do reakční směsi 

přidáno dalších 182 mg Zn, jelikož nedocházelo k úplné konverzi výchozí látky, a reakční 

směs reagovala dalších cca 30 minut. Po ukončení reakce byl nezreagovaný zinek 

odstraněn filtrací a filtrát byl nakapán do 100 ml vody. Směs byla alkalizována pomocí 

10% vodného roztoku K O H na pH=12 a produkt byl extrahován 3x50 ml CH2CI2 a 

promyt vodou a solankou. Následně byl produkt přečištěn na sloupcové chromatografii 

s mobilní fází CEhChihexan 1:2. Produkt byl izolován ve formě hnědo-oranžové amorfní 

látky o hmotnosti 214 mg, což odpovídá 49% výtěžku. 

lH N M R (400 M H z ; C H L O R O F O R M - J ) ô = 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 H z ; 1 H) 6,96 - 7,02 (m; 1 H) 6,89 
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(td; J=7,40; 1,07 H z ; 1 H) 6,82 (dd; .7=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 H z ; 1 H) 5,50 (s; 1 H) 3,99 (br. s.; 2 H) 2,44 (s; 3 H) ppm. 

H R M S (ESI): m/z vypočítáno [M+H] + 309,1153, nalezeno 309,1155; m/z vypočítáno 

[ M - H ] - 307,0997, nalezeno 307,1002. 

4.2.8 ^-([l^'-bifenyll^-yO-ó-chlorbenzen-l^-diamin (Vb) 

f"2
 h T 

&u 
197 mg jV-(2-chlor-6-nitrofenyl)-[l,l'-bifenyl]-2-aminu (0,6 mmol) bylo rozpuštěno v 5 

ml methanolu. Následně byly přidány 4 ekv. Z n (2,4 mmol = 157 mg) a za stálého míchání 

bylo do reakční směsi nakapáno 1,3 ml kyseliny octové. Reakce probíhala za laboratorní 

teploty po dobu 30 minut. Po 30 minutách bylo do reakční směsi přidáno dalších 78,5 mg 

Z n (2 ekv.), a reakční směs reagovala dalších cca 40 minut. Po ukončení reakce byl 

katalyzátor odstraněn filtrací, filtrát byl nakapán do 100 ml vody a p H směsi bylo pomocí 

10% vodného roztoku K O H upraveno na pH=12. Produkt byl extrahován 3x50 ml 

CH2CI2 a promyt vodou a solankou. Produkt bylo vhodné přečistit na sloupcové 

chromatografii, ale vzhledem k nízkému výtěžku reakce byl tento krok přeskočen. 

Získaný produkt byl získán ve formě hnědé amorfní látky a vážil 52 mg, což činilo 

výtěžek 29 %. Podle H P L C byl produkt z 30 % znečištěn. 

H R M S (ESI): m/z vypočítáno [M+H] + 295,0997, nalezeno 295,0997. 

4.2.9 6-chlor-Arl-(4'-methoxy-[l,l'-bifenyl]-2-yl)benzen-l,2-diamin 

(Vc) 

OCH3 
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92 mg A^-(2-chlor-6-nitrofenyl)-4'-methoxy-[l,ľ-bifenyl]-2-aminu (0,26 mmol) bylo 

rozpuštěno v 2 ml methanolu. Po úplném rozpuštění bylo přidáno 68 mg Z n (4 ekv. = 

1,04 mmol) a za stálého míchání bylo přikapáno 0,5 ml kyseliny octové. Reakce probíhala 

za laboratorní teploty po dobu 30 minut. Po 30 minutách bylo do reakční směsi přidáno 

34 mg Z n (2 ekv. = 0,52 mmol), a reakční směs reagovala dalších cca 40 minut. Po 

ukončení reakce byl Z n odfiltrován a filtrát byl nakapán do 100 ml vody. K směsi byl 

následně přidán 10% vodný roztok K O H pro úpravu p H na pH=12 a produkt byl 

extrahován 3x50 ml CH2CI2 a promyt vodou a solankou. Výsledný produkt byl přečištěn 

na sloupcové chromatografii s mobilní fází CIHhChihexan 2:1 a po přečištění byla mobilní 

fáze odpařena na R V O . By lo izolováno 60 mg hnědo-oranžové amorfní látky s výtěžkem 

71 %. 

H R M S (ESI): m/z vypočítáno [M+H] + 325,1102, nalezeno 325,1101; m/z vypočítáno 

[ M - H ] - 323,0946, nalezeno 323,0948. 

4.2.10 6-chlor-7V1-(2-(thiofen-3-yl)fenyl)benzen-l,2-diamin (Vd) 

226 mg 2-chlor-6-nitro-AL(2-(thiophen-3-yl)fenyl)anilinu (0,68 mmol) bylo rozpuštěno 

v 5,4 ml methanolu. Po úplném rozpuštění bylo přidáno 178 mg Z n (4ekv = 2,72 mmol) 

a za stálého míchání byla po kapkách přidána kyselina octová (1,5 ml). Reakce probíhala 

za laboratorní teploty po dobu 30 minut. Po 30 minutách bylo do reakční směsi přidáno 

dalších 89 mg Z n (2 ekv.), a reakční směs reagovala dalších cca 30 minut. Po ukončení 

reakce byl Z n odfiltrován, filtrát byl nakapán do 100 ml vody a alkalizován 10% roztokem 

K O H na pH=12. Následně byl produkt extrahován 3x50 ml CH2CI2 a promyt vodou a 

solankou. Produkt byl přečištěn na sloupcové chromatografii s mobilní fází 

CEhChihexan 2:1. Mobilní fáze byla odstraněna na R V O a bylo izolováno 109 mg hnědo 

oranžové amorfní látky s výtěžností 53 %. 

H R M S (ESI): m/z vypočítáno [M+H] + 301,0561, nalezeno 301,0560; m/z vypočítáno 

[ M - H ] " 299,0404, nalezeno 299,0409. 

39 



4.2.11 6-chlor-7V1-(4'-(trifluormethyl)-[l,ľ-bifenyl]-2-yl)benzen-l,2-

diamin (Ve) 

296 mg V-(2-chloro-6-nitrofenyl)-4'-(trifluoromethyl)-[l ,ľ-bifenyl]-2-amin (0,75 mmol) 

bylo rozpuštěno v 6 ml methanolu. Po úplném rozpuštění bylo přidáno 197 mg Z n (4 ekv.) 

a za stálého míchání bylo do směsi přidáno 1,6 ml kyseliny octové. Reakce 

probíhala laboratorní teploty po dobu 30 minut. Po 30 minutách bylo do reakční směsi 

přidáno dalších 98,5 mg Zn, a reakční směs reagovala dalších cca 30 minut. Po ukončení 

reakce byl zinek odstraněn filtrací a k filtrát byl nakapán do 100 ml vody. Do směsi byl 

přidán roztok 10% vodný roztok K O H pro dosažení pH=12 a produkt byl extrahován 

3 x50 ml CH2CI2 a promyt vodou a solankou. Následně byl produkt přečištěn na sloupcové 

chromatografii s mobilní fází CFTiChihexan 2:1. Produkt byl izolován ve formě hnědo-

oranžové amorfní látky o hmotnosti 246 mg, což odpovídá 90% výtěžku. 

H R M S (ESI): m/z vypočítáno [M+H] + 363,0870, nalezeno 363,0869; m/z vypočítáno 

[M-H]-361,0714, nalezeno 361,0722. 

4.2.12 7-chlor-l-(4'-methyl-[l,l'-bifenyl]-2-yl)-2-fenyl-l^-

benzo[ť/]imidazol (Via) 

160 mg 6-chlor-/V-(4'-methyl-[l,l'-bifenyl]-2-yl)benzen-l,2-diaminu (0,52 mmol) bylo 

rozpuštěno v 1,5 ml toluenu a poté bylo přidáno 127 ul benzaldehydu (1,25 mmol) a 50 

mg /?-toluensulfonové kyseliny (0,26 mmol). Reakce probíhala za stálého míchání 24 

hodin při 80 °C. Po ukončení reakce byl produkt přečištěn na sloupcové chromatografii. 
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Jako mobilní fáze byl použit CH2CI2. Organická fáze byla následně odstraněna na R V O a 

produkt byl získán ve formě světle žlutých krystalů o hmotnosti 50 mg, což odpovídá 

výtěžku 24 %. 

' H N M R (400 M H z ; CHLOROFORM-<7) 5 = 7,72 (dd; .7=6,87; 2,29 H z ; 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; .7=7,32; 1,83 H z ; 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; .7=7,63 H z ; 2 H) 6,47 

- 6,51 (m; 2 H) 2,20 (s; 3 H) ppm. 

1 3 C N M R ( 1 0 1 M H z ; CHLOROFORM-<7) 5 = 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. 

H R M S (ESI): m/z vypočítáno [M+H] + 395,1310, nalezeno 395,1309. 

Teplota tání: 145 °C 

4.2.13 l-([l,l'-bifenyl]-2-yl)-7-chlor-2-fenyl-l^-benzo[ť/limidazol 

42 mg V^[l, l ' -bifenyl]-2-yl)-6-chlorbenzen-l,2-diaminu (0,14 mmol) bylo rozpuštěno 

v 0,5 ml toluenu. Po úplném rozpuštění bylo přikapáno 35 ul benzaldehydu (0,34 mmol) 

a přidáno 13,3 mg kyseliny /?-toluensulfonové (0,07 mmol). Reakce probíhala při 80 °C 

za stálého míchání přibližně 24 h. Po ukončení reakce byla reakční směs přečištěna na 

sloupcové chromatografii s mobilní fází CH2CI2. Výsledný produkt byl izolován ve formě 

bílé krystalické látky o hmotnosti 13,9 mg a výtěžku 25 %. 

' H N M R (400 M H z , CHLOROFORM-<7) ô = 7,72 (dd; .7=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; 

2 H) 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. 

(VIb) 
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1 3 C N M R (101 M H z ; C H L O R O F O R M - J ) 5 =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. 

H R M S (ESI): m/z vypočítáno [M+H] + 381,1153, nalezeno 381,1152. 

Teplota tání: 1 2 0 - 121 °C 

4.2.14 7-chlor-1-(4'-methoxy-[1,1 '-bifenyl]-2-yl)-2-fenyl- 1H-

benzo[ť/]imidazol (Víc) 

36,5 mg 6-chlor-A^ 1-(4'-methoxy-[l,l'-bifenyl]-2-yl)benzen-l,2-diaminu (0,11 mmol) 

bylo rozpuštěno v 0,5 ml toluenu, dále bylo přidáno 27 ul benzaldehydu (0,26 mmol) a 

10,5 mg kyseliny/?-toluensulfonové (0,055 mmol). Reakční směs byla za stálého míchání 

zahřívána na 80 °C po dobu cca 24 hodin. Po ukončení reakce byla reakční směs 

přečištěna na sloupcové chromatografii s mobilní fází CH2CI2. Bohužel vzhledem 

k malému množství produktu se nám finální látku nepodařilo izolovat. 

4.2.15 7-chloro-2-fenyl- l-(2-(thiofen-3-yl)phenyl)- 1/7-benzo [d\ imidazol 

(Vid) 

109 mg 6-chlor-A^1-(2-(thiofen-3-yl)fenyl)benzen-l,2-diaminu (0,36 mmol) bylo 

rozpuštěno v 1,5 ml toluenu. Následně bylo přidáno 88 ul benzaldehydu (0,86 mmol) a 

34 mg kyseliny /?-toluensulfonové (0,18 mmol). Reakce probíhala 24 hodin při 80 °C za 

stálého míchání. Po ukončení reakce byla směs přečištěna na sloupcové chromatografii 

s mobilní fází CH2CI2. Mobilní fáze byla po přečištění odstraněna pomocí R V O a finální 
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produkt byl izolován ve formě bílých krystalků o hmotnosti 28,8 mg, což činilo výtěžek 

21 %. 

T i N M R (400 M H z ; CHLOROFORM-<7) ô = 7,78 (dd; .7=7,00; 2,50 H z ; 1 H) 7,46 - 7,59 

(m; 4 H) 7,27 - 7,31 (m; 1 H) 7,15 - 7,26 (m; 6 H) 7,04 (dd; .7=5,04; 2,90 H z ; 1 H) 6,52 

(dd; .7=3,05; 1,22 Hz; 1 H) 6,45 (dd; .7=4,88; 1,22 Hz; 1 H) ppm. 

1 3 C N M R (101 M H z , CHLOROFORM-íf) ô = 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. 

H R M S (ESI): m/z vypočítáno [M+H] +387,0717, nalezeno 387,0714. 

Teplota tání: 174-176 °C 

4.2.16 7-chlor-2-phenyl-l-(4'-(trifluormethyl)-[l,l'-bifenyl]-2-yl)-l^-

benzo[ť/]imidazol (Vle) 

180 mg 6-chlor-A^ 1-(4'-(trifluormethyl)-[l,ľ-bifenyl]-2-yl)benzen-l,2-diaminu (0,5 

mmol) bylo rozpuštěno ve 2 ml toluenu. Po úplném rozpuštění bylo do reakční směsi 

přisypáno 47,6 mg kyseliny p-toluensulfonové (0,25 mmol) a přikapáno 122 ul 

benzaldehydu (1,2 mmol). Reakční směs byla za stálého míchání zahřívána na 80 °C po 

dobu cca 24 hodin. Produkt byl přečištěn na sloupcové chromatografii s mobilní fází 

CH2CI2. Mobilní fáze byla po přečištění odpařena na R V O a bylo izolováno 156 mg bílé 

krystalické látky, což odpovídá výtěžku 64 %. 

1 3 C N M R ( 1 0 1 M H z , CHLOROFORM-íf) ô = 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; .7=32.00 H z ; 1 C) 128,4; 128,0; 

125,3; 125,1; 124,9 (q; .7=3,85 Hz; 1 C) 124,8 (q; .7=271,50 Hz ; 1 C) 118,9; 116,4 ppm. 

H R M S (ESI): m/z vypočítáno [M+H] + 449,1027, nalezeno 229,1024. 

Teplota tání: 123-124 °C 
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5 ZÁVĚR 

Tato bakalářská práce se věnuje syntéze nových axiálně chirálních derivátů 

benzimidazolu. Teoretická část se zaměřuje především na benzimidazol, jeho deriváty a 

dále také na Suzuki-Miyaura cross-couplingovou reakci, která je klíčovým bodem 

v experimentální části. 

Benzimidazol a jeho deriváty jsou častým motivem v medicinální chemii, hlavně díky 

protizánětlivým a protirakovinným účinkům těchto látek. Struktura benzimidazolu 

poskytuje bohaté možnosti modifikace a syntéz derivátů s různými vlastnostmi. V mé 

bakalářské práci se zabývám vlivem o-substituce na iV-arylu, která doposud nebyla příliš 

prozkoumána z důvodu vzniku axiálně chirálních látek. Tímto navazuji na předchozí 

výzkum naší výzkumné skupiny, která se vznikem axiálně chirálních látek zabývá. Právě 

axiální chiralitě a chiralitě samotné se věnuje první kapitola teoretické části. 

Další kapitola se zabývá samotným benzimidazolem a jeho deriváty. Obzvláště 

důležitý byl popis struktury těchto látek, jelikož benzimidazol obsahuje dva atomy 

dusíku, které díky svému unikátnímu uspořádání poskytují mnoho možností pro 

modifikace a derivatizaci. To je důležité pro vytváření nových sloučenin a ovlivňování 

biologické aktivity benzimidazolu. Dále je v této kapitole zmíněn historický vývoj 

syntézy benzimidazolu. 

Následující kapitola se zabývá biologickou aktivitou benzimidazolu. V úvodu je 

popsána historie a vývoj výzkumu biologické aktivity benzimidazolu a je zde uvedeno 

několik příkladů vlastností terapeutických látek obsahujících benzimidazolovou 

sktrukturu, které jsou využívány ve farmakologii. Tato kapitola se zaměřuje především 

na protirakovinné účinky a rakovinu samotnou, jelikož látky syntetizované v 

experimentální části bakalářské práce byly testovány na aktivitu na nádorových 

buněčných liniích. Více pozornosti je věnováno hlavně inhibitorům topoisomerás, 

inhibitorům mikrotubulů, D N A alkylačním a interkalačním činidlům a v poslední řadě 

také inhibitorům kinás. 

Poslední kapitola teoretické části se zabývá Suzuki-Miyaura cross-couplingovou 

reakcí, která byla využita v rámci experimentální části. V úvodu této kapitoly je popsáno 

historické pozadí vývoje Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce, které se týká hlavně 

A . Suzukiho, jenž za rozvoj cross-couplingových reakcí katalyzovaných palladiem získal 

Nobelovu cenu za chemii. Dále je popsán samotný reakční mechanismus, kdy jsou 
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podrobněji popsány všechny jeho fáze. N a závěr byly podrobněji popsány jednotlivé 

reaktanty, katalyzátory a reakční ch podmínek, které ovlivňují průběh reakce. 

V části věnující se výsledkům a diskuzi je popsána samotná syntetická cesta vedoucí 

k cílovým produktům. Jsou zde také uvedeny výsledky z molekulového dockingu látek 

Vla-e, které se dockovaly na strukturu P-tubulinu. Z těchto výsledků j sme zjistili, že látka 

Vie má s proteinovým komplexem nej nižší vazebnou energii ze všech látek, dokonce 

nižší než referenční látka JP-5n a mohla by se tak do vazebného místa P-tubulinu vázat 

lépe. Jelikož byla látka JP-5n j iž dříve testována na cytotoxickou aktivitu jako inhibitor 

mikrotubulů, můžeme předpokládat, že látka Vle bude jevit podobnou aktivitu. 

Nasyntetizované finální látky byly odeslány k biologickému testování na buněčných 

liniích HeLa, MV4-11 a Eol-1. Vzhledem k potvrzené biologické aktivitě strukturně 

podobných látek (JP-5n) se dá u látek Vla-e předpokládat jistá míra cytotoxické aktivity. 

Biologické testování mnou syntetizovaných látek probíhalo v laboratoři růstových 

regulátorů, u kterého jsem však nemohla být přítomna. Vzorové testování na látkách 

j iného studenta probíhalo na katedře experimentální biologie, kde jsem měla možnost 

nahlédnout do procesu biologického testování a vyzkoušet si základní principy 

manipulace s buněčnými kulturami a jejich očkování inhibitory. Bohužel se biologické 

testy nepodařilo dokončit včas, výsledky tak budou prezentovány při obhajobě této 

bakalářské práce. 

Experimentální část bakalářské práce se zaměřuje na syntézu axiálně chirálních 

derivátů benzimidazolu, kdy byla tato syntéza zahájena klasickou nukleofilní 

aromatickou substitucí. N a ni navazovala klíčová Suzuki-Miyaura cross-couplingová 

reakce. Následovala redukce nitroskupiny a cyklizace na cílové deriváty benzimidazolu. 

Veškeré meziprodukty i produkty bylo potřeba přečistit pomocí sloupcové 

chromatografie. Finální produkty byly analyzovány pomocí ' H N M R , 1 3 C N M R , FIRMS, 

F I P L C / M S , teploty tání a pro potvrzení axiální chirality byla použita analytická separace 

atropoisomerů pomocí chirální FIPLC. S A R studii látek se tak podařilo rozšířit o 4 nové 

deriváty benzimidazolu (VIa,b,d,e). 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

A A M - antraniamid 

A D M - adriamycin 

A r - aryl 

A T P - adenosintrifofsát 

č. - číslo 

D A N - 1,8-diaminonaftalen 

DavePhos - 2-dicyklohexylfosfino-2'-(N,N-dimethylamino)bifenyl 

D C M - dichlormethan 

D M F - dimethylformamid 

D M S O - dimethylsulfoxid 

ekv. - ekvivalent 

Eol-1 - buňky lidské eosinofilní leukémie 

HeLa - buňky lidského karcinomu děložního hrdla 

H P L C - High Performance Liquid Chromatography 

H R M S - High-resolution Mass Spectrometry 

ICC - Iterative cross-coupling reakce 

IC50 - hodnota inhibiční koncentrace [u.mol/1] 

L - ligand (všeobecně) 

mol. % - molární procenta 

MV-4-11 - buněčná linie odvozená od akutní myeloidní leukémie 

N H C - jV-heterocyklické karbeny 

NMPv - nukleární magnetická rezonance 

Obr. - Obrázek 

O T f - triflátový anion 

P D B - Proteinová databanka 

P D G F - růstový faktor produkovaný krevními destičkami 

P D G F R - receptor pro růstový faktor P D G F 

Ph - fenyl 

P Z A - 2-(pyrazol-5-yl)anilin 

R - uhlovodíkový zbytek (všeobecně) 

R V O - rotační vakuová odparka 

S A R - vztah mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou 
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S M C - Suzuki-Miyaura cross-coupling 

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

Tab. - tabulka 

THF - tetrahydrofuran 

T L C - chromatografie na tenké vrstvě 

Top - topoisomerása 

V E G F R - 2 - receptor pro vaskulární endoteliální růstový faktor 2 

X - halogen (všeobecně) 

XPhos - 2-dicyklohexylfosfino-2',4',6'-triisopropylbifenyl 
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! H a 1 3 C N M R spektra ( C H L O R O F O R M - * / ) 7-chloro-2-fenyl-l-(2-(thiofen-3-

yl)phenyl)- 1/7-benzo [d\ imidazolu 
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1 3 C N M R spektra (CHLOROFORM-*/) 7-chlor-2-phenyl-l-(4'-(trifluormethyl)-

[l,l'-bifenyl]-2-yl)-l//-benzo[</|imidazolu 
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