Univerzita Palackého v Olomouci

Prirodovédecka fakulta
Katedra organické chemie

Vyuziti benzothiazolsulfonyl fluoridu pri syntéze

benzothiazolsulfonylamidu

Bakalarska prace

Autor: Stastna Nikola
Studijni obor: Bioorganicka chemie a chemicka biologie
Vedouci prace: doc. RNDr. Jifi Pospisil, Ph.D.

Olomouc 2021



Prohlaseni
Prohlasuji, Ze jsem predlozenou bakalaiskou praci vypracovala samostatné pod vedenim
doc. RNDr. Jitiho Pospisila, Ph.D, a ze jsem pouzila pramend, které cituji v seznamu

pouzité literatury.

V Olomoucidne: .....oovveiveeea....



Podékovani

Chtéla bych velice podékovat Mgr. FrantiSku ZaleSdkovi za cenné rady, trpelivost a
ochotu vzdy se v§im pomoct. Také bych chtéla podékovat KOCH za moznost vykondvat
bakalatskou praci v laboratofi a za skvélou atmosféru, diky které jsem se tam rada vracela.
Velké podekovani patii také mému vedoucimu doc. RNDr. Jifimu PospiSilovi Ph.D. za
odborné vedeni. Dalsi podékovani patii Mgr. Alené Kadlecové Ph.D. za odborné vedeni
pfi biologickém testovani. Rada bych také podc¢kovala Interni Grantové Agentuie
Univerzity Palackého v Olomouci (grant IGA_PrF 2021 024) za finan¢ni podporu mého

vyzkumu.



Bibliografické udaje

Jméno a pifijmeni autora:

Nazev prace:

Typ prace:

Pracovisté:

Skolitel:

Rok obhajoby:
Abstrakt:

Nikola Stastna
Vyuziti benzothiazolsulfonyl
fluoridu pii syntéze

benzothiazolsulfonylamida
Bakalatska

Katedra Organické chemie,
Piirodovédecka fakulta, Palackého
Univerzita v Olomouci

doc. RNDr. Jiti Pospisil, Ph.D
2021

Moje bakalaiska prace se zamétuje na popis piipravy benzothiazolsulfonyl fluoridu a

nasledné na jeho vyuziti pfi pfipravé sulfonamidi. Na§ zdjem o sulfonamidy prameni

primarné z jejich znaéného vyuziti v medicinalni chemii. V praci se zaméfuji na

optimalizaci podminek pii ptfipravé primarnich, sekundarnich amind a anilinii pomoci

SuFEx protokolu. Cilem je nalézt takové podminky, které by nam umoznili snadnou a

rychlou ptipravu heterocyklickych sulfonamidt. Teoretické Cast se zabyva teoretickym

prehledem sulfonyl fluoridi a sulfonamida z pohledu jejich ptipravy, reaktivity a vyuziti.

Klic¢ova slova:

Pocet stran:
Pocet stran ptiloh:
Pocet ptiloh:

Jazyk:

sulfonamidy, sulfonyl fluoridy, klik
chemie, aminy, organicka syntéza
61

12

1

Cestina



Bibliographical identification

Author’s first name and surname:

Title:

Type of thesis:

Department:

Advisor:

The year of presentation:

Abstract:

Nikola Stastné

Benzothiazolesulfonyl  fluorides
and their use in benzothiazole
sulfonamide synthesis

Bachelor

Department of Organic chemistry,
Faculty of Science, Palacky
University

doc. RNDr. Jiti Pospisil, Ph.D

2021

My bachelor thesis is focused on the benzothiazolesulfonyl fluoride synthesis and

the use of such reagent in the preparation of sulfonamides. Our interest in sulfonamide

chemistry is primarily driven by their extensive use in the field of medicinal chemistry.

In this work | focus on the optimization of reaction conditions required for the preparation

of primary and secondary sulfonamides and anilines via the SUFEXx protocol. The aim is

to find such conditions that would allow us to prepare targeted sulfonamides in quick and

straightforward manner. The theoretical part deals with a theoretical overview of sulfonyl

fluorides and sulfonamides in terms of their preparation, reactivity and use.

Key words:

Number of pages:
Number of appendix pages:
Number of appendices:

Language:

sulfonamides, sulfonyl fluorides,
click Chemistry, amines, organic
synthesis

61
12
1

Czech



Seznam pouzitych zkratek

benzothiazol

SF sulfonyl fluorid

CC Click Chemistry

ESF vinyl sulfonyl fluorid

KF fluorid draselny

PMSF fenylmethyl sulfonyl fluorid
SUFEXx sulphur fluoride Exchange

KFHF bifluorid draselny

NHAS N-heterocyklické aren sulfonamidy
NBS N-brom sukcinimid

MeOH methanol

CH2Cl2 dichlormethan

NaHCOs hydrogenuhlicitan sodny

NaOH hydroxid sodny

THF tetrahydrofuran

H20 voda

CHsCN acetonitril

EtsN trimethylamin

HCI kyselina chlorovodikova

NMR nukledrni magnetické resonance
DABCO 1,4-diazobicyklo[2.2.2]oktan
DMAP 4-(dimethyl)amino pyridin

NaCl chlorid sodny

MgSOq4 siran hotfecnaty

NazHPOg4- 12 H20 dodeka hydrat hydrogen fosfore¢nanu sodného
RVO rotacni vakuova odparka

EtOAC ethyl acetat

PE petroleum ether

TLC tenkovrstevna chromatografie
t-BuOH terc-butanol

DBU 1,8-diazobicyklo[5.4.0]Jundek-7-en

C. elegans Caenorhabditis elegans



KH2PO4
MgSOas- 7TH20
KOH
Na2EDTA
MnClz - 4H20
ZnS0O4 + TH20
CuSOq4

EtOH

CaClz

NaClO
DMSO

NMG agar
LB

Bls

BBr3

TMSI

TBAI

.t

B.t.

ddH20

dihydrogenfosforecnan draselny
hepta hydrat siranu hofe¢natého
hydroxid draselny

sodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové
tetra hydrat chloridu manganatého
hepta hydrat siranu zine¢natého
siran méd’naty

ethanol

chlorid vapenaty

chlornan sodny

dimethyl sulfoxid

Nematode Growth Medium agar
Lysogeny Broth

jodid bority

bromid bority

jodotrimethylsilan
tetrabutylamoium jodid
laboratorni teplota

bod tani

deionizovana voda



Obsah

L VO s 10
1.1 CHIE PIACE oottt 11

2 Teoreticka CASt .........ooviiiiiiicece s 12
2.1 SUITONYI FIUOTIAY ... 12
2.2 Ptiprava sulfonyl fluoridll........cccocviiiiiiiiiii e 13
2.2.1  Syntéza sulfonyl fluoridii ze sulfonyl chloridii...........cccoovvviiiiiiiiiinn, 13

2.3 Reaktivita sulfonyl fluoridil ..........ccooiiiiiiiii e 18
2.3.1  Ortogonalni reaktivita .........coecviiiiiiiiiiicii e 19
2.3.2  SUFEX TEAKCE .....cuviiiiiiiiiici e 21

2.4 ClICK CREMISIIY ..ot 22
2.5 SUITONAMIAY ..o bbb 25
2.5.1  Sulfonamidy v medicinalni chemii...........ccocvririniiniiiiiescccsceeee, 26

2.6 Piiprava sulfonamidil ..........ccoooeiiiiiiiiiiiic e 29
2.7 CHIE PIACE ..vevveeeieieieteeeie ettt nb e nne s 31

3 Experimentalni CASt............cooiiiiiiiiiiiii 32
3.1 Obecné iNFOIMACE ......ccccviiiiiii s 32
3.1.1  Vizualizacni r0ztoky pro TLC .......ccccoviiiiiiiiiiiiieice e 33

3.2 Reakeéni cesta k piipravé BT-sulfonyl fluoridu............ccocooeiiiiniiiicn 33
3.2.1  Ptiprava sulfinoveého eStert 2 ........ccooiviiiiiiiiiiiiesc e 33
3.2.2  PHPrava soli 3 ..o 34
3.2.3  Priprava sulfonyl fluoridu 4..........cccooviiiiiiiiii 34

3.3 Priprava sulfonamidll..........cccooiiiiiiiiiiii s 35
3.3.1  Obecny POStUP PIIPIAVY ..c.veviiviriiiiieiieieiiesie sttt 35

3.4  Biologické testovani na anthelmintickou aKtivitu..........cceveverrieiiesieesienieenne 39
3.4.1  Obecné INfOrmMAaCE .......ccovviiiiiiiii i 39
3.4.2  SloZeni pouzitych pufrii @ medii........coovvviiiiiiiiiiiii e, 39



3.4.3  Kultivace C.elegans na NGM miskach..........c.coovvivviiiiniiininiiiccen, 40

3.44  Hodnoceni Anthelmintick€ aktivity..........cccovviiiiniiiiiiiiiiciecece e 41
VysledKy a diSKUZe............c.cooiiiiiiiii e 44
4.1  Syntéza sulfonamidil..........ccooeiiiiiiiiiici s 44
4.1.1  Ptiprava benzothiazol sulfonyl fluoridu 4 ...........ccccooiiiiiiiiii 44
4.1.2  Optimalizace podminek pro syntézu sulfonamidl...........c.ccceeviviriiinennnnnn. 46
4.1.3 Aplikace optimalizovanych podminek ..........cccoceviviiiiiiiiinnniin i, 47
4.2  Testovani sulfonamidil na biologickou aktivitl.........cccccoeeiiiiiiiiiiniicieeee, 51
4.2.1  Vyhodnoceni naméfenych hodnot ..........ccccoviiiiiiiienii 51
ZLAVEY ...t 53
Seznam PouZité LEeratury .............ccoiiiiiiiiiiiii e 54
PHIIORY ..o 62



1 Uvod

Slouceniny obsahujici sulfonamidickou funk¢ni skupinu vykazuji Sirokou Skalu
biologickych aktivit. Chemie sulfonamidd, a tedy sulfonamidy obecné, hraji dulezitou
roli pii medicinalnim vyzkumu a ptipraveé novych sloucenin se zajimavymi biologickymi
vlastnostmi. Vyhodou sulfonamidu je, ze jsou zna¢né inertni a Ize je tedy vyuzit jako
pomyslné spojky mezi nékolika 1éCivy resp. biologicky aktivnimi slou¢eninami a vytvorit
tak jednu latku, kterd mlze zaroven pusobit na nékolik molekularnich cilii zarover.
Sulfonamidy, chemicka tfida obsahujici motiv -SO2NR2 ve své struktufe, je jednou ze
skupin, které se praveé na takovyto typ ukoll hodi. Jejich uplatnéni se tak zaobira nejenom
oblasti 1é¢by onemocnéni bakterialniho pivodu (sulfonamidicka antibiotika), ale saha
az po moderni oblasti spojovani s 1é¢bou rakoviny. Ale hlavng, sulfonamidické 1éky jsou
velmi Casto vyuzivany v 1éEbé v kombinaci sjinymi latkami z davodu jejich
antimikrobialni aktivity.

Od roku 1940 se aplikace sulfonamidii zaméfuje na 1écbu rtiznych stavi, jako jsou
antibakterialni, antifungélni, antivirové a v posledni dobé také protinadorové stavy.
Sulfonamidické 1éky jsou oblibené zejména pro jejich hojné zastoupeni, kdy jednotlivé
sulfonamidy maji rizné biologické aktivity. Nové derivaty se navrhuji tak, aby jejich
aktivita byla vyrazna jiz v nizkych koncentracich. Vyuziti derivati sulfonamidu lze
vystopovat naptiklad pti lécbé Alzheimerovy choroby, pii poruSe centralniho nervového
systému, psychdze, diabetu a riznych typech rakoviny. V posledni dekadé se pak hodné
dba na to, aby nové syntetizované latky byli , multitarget” kandidaty proti riznym
onemocnénim (ciliim). Tento ,multitargetovy* piistup byl zaveden kvili lécbé
komplexnich onemocnéni, jelikoz se ukazalo, ze kombinace n¢kolika 1é¢iv vede k jejich
kompetitivni interakci, ktera jejich UCinky mnohdy zcela vyrusi. V dneSni dobé
samoziejmé existuje mnoho novych biologicky aktivnich latek, které ve svém skeletu
neobsahuji zddnou sulfonamidickou skupinu, ale i tak sulfonamidy hraji stile velice
dilezitou roli na poli medicinalni chemie, jelikoZ existuje obrovska knihovna biologicky
aktivnich a synteticky flexibilnich sulfo — 1€k, které mohou byt efektivné, rychle a levné
upraveny tak aby poskytly medicinalnim chemiki latky s multitargetovymi vlastnostmi.t
V nasi skupiné se dlouhodobé zabyvame piipravou benzothiazol sulfonti a jejich derivatt.
Nedavno se nam podatilo vyvinout novou metodu pfipravy benzothiazolsulfonamid,

ktera neni bohuzel vhodna pro ptirpavu N-aryl substituovanych derivatt. Z tohoto diivodu
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jsme se zaméfili na vyvoj novych metod primarné¢ vhodnych pro ptipravu N-alkyl
a N-aryl substituovanych sulfonamidi. Jednim z takovychto pfistupt, jez jsme si
vyhlédli jako moznou alternativu k jiZz znAmym metodam, byla pfiprava sulfonamidu via
sulfonyl fluoridovy intermediat. Obecné jsou sulfonyl fluoridy znac¢né nereaktivni
slouCeniny, které¢ ale v ptitomnosti N- anebo O-silylovanych latek reaguji s danym
silylovanym aminem/alkoholem velmi rychle a kvantitativné. Z tohoto diivodu jsem se ja
ve své praci zaméfila zejména na tento typ reakci. Tedy na reakce BT-sulfonyl fluorida

s aminy.

1.1 Cile prace

Cilem této bakalaiské prace je optimalizovat podminky pro reakce BT-sulfonyl fluoridu
s aminy za vzniku BT sulfonyl amidi via SUFEX protokolu (obrazek 1).2 V této praci se
dozvite, co to vlastné sulfonyl fluoridy jsou, jak se pfipravuji, a k cemu se vyuzivaji. Také
shrnu, jak se obecné sulfonyl amidy pfipravuji, pro¢ je o né tak velky zajem a nakonec
nastinim jaké sulfonyl amidy jsem pfipravila a charakterizovala pomoci

fyzikélné - chemickych metod.

X

X H

s, ¢ H s, OF
- S ~
CLs+ - s
N 0o N 0O
o
Nu

s_ %
_ / S—Nu
73

Obrazek 1. Reakce podle SuFEx protokolu.
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2 Teoreticka cast

2.1 Sulfonyl fluoridy

Chemie vys$ich organosulfurovych slou¢enin ma dlouhou historii a lze ji vystopovat az
do poloviny 19. stoleti. Nicméné klicova prace vedouci k opravdovému vyuziti
a naslednému rozsifeni sulfonyl fluoridi byla az Steinkopfova prace ve 20. letech 20.
stoleti. V této praci Steinkopf popsal na tu dobu az neuvéfitelné vlastnosti organosirnych
fluoridd (stabilita, reaktivita, rozpustnost). Vlastnosti, jez téméf o stoleti pozdéji
umoznily vyuziti sulfonyl fluoridi v rameci SUFEX Click chemie.

Z pohledu geometrie tvoii sulfonyl fluoridy tetraedrické slou¢eniny (centrum na atomu
siry v oxidacnim stavu 6), kde Vv jednotlivych vrcholech zabiraji misto atomy kysliku

(2x), fluoru (1x) a uhliku (zbytek fetézce) (Obrazek 2).

Obrazek 2. Obecny vzorec sulfonyl fluoridu

Alkyl anebo (hetero)aryl sulfonyl fluoridové slouceniny patii z pohledu jejich vyuziti
mezi velmi zajimavé latky s velkym potencialem do budoucna. Predpoklada se jejich
slibné vyuziti v oblasti 1é¢iv, agrochemikalii a materialu. Jeji hlavni pfednosti je vysoka
selektivita pfi tvorbé novych kovalentnich vazeb za ptesné¢ definovanych podminek
saminy ¢i alkoholy. Téchto vlastnosti se pak da velice dobfe vyuzit napt. pii studiu
mechanizmil biologickych transformaci ¢i vychytavani definovanych reakénich center.
V poslednich letech tak bylo pfipraveno a uspeésné aplikovano nékolik molekularnich
,sond“, jez byly substituovany sulfonyl fluoridovou funkéni skupinou a v kombinaci
S primarnim molekularnim skeletem byly vyuzity k identifikaci cilenych enzymd.
Sulfonyl fluoridova skupina pak béhem interakce s enzymem vytvofila kovalentni vazbu
a dany enzym tak mohl byt tisp&sné identifikovan a jeho vazebné misto popséano. *

Z pohledu reaktivity jsou aryl sulfonyl fluoridy vyrazné mén¢ reaktivni (stabilnéjsi vuci
hydrolyze) nez jejich alkylové ekvivalenty. Z pohledu substituce na arylovych zbytcich
se pak reaktivita sulfonyl fluoridu zvySuje pokud je aryl substituovany elektron-
akceptornimi substituenty, které tak zvysuji elektrofilicitu atomu siry(VI) v sulfonyl
fluoridu.® Alkyl sulfonyl fluoridy s a-vodiky pak ¢asto podléhaji eliminaénim reakcim,
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jez vedou ke vzniku velmi reaktivnich sulfend. Jako typicky ptiklad tohoto chovani by
mohl poslouzit fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), inhibitor serinové proteazy, ktery je
Siroce Vyuzivany pii piipravé bunéénych lyzata. Tento typ transformace, tvorba sulfenu,
je vSak mozna pouze za ptitomnosti baze, coz umoznuje, aby PMSF (Obrazek 3) a jiné
alifatické sulfonyl fluoridy byly stabilni a selektivné modifikovali napt. proteiny ve

vodnych roztocich pii mirném pH.°

C)
& B S i g
N — 0 - ~
O/l F o) d/ Nu

PMSF sulfenovy
intermediat

Obrazek 3. Struktura PMSF

2.2 Priprava sulfonyl fluoridu

Sulfonyl fluoridy lze pfipravit riiznymi zptisoby a z riznych typt vychozich latek (napf.
heteroaromatickych  thioli,”  kyseliny sulfonové,®  benzensulfonatu  sodného,’
sulfonylhydrazidu,®®  brombenzenu,'*  jodobenzenu,*>  benzenthiosulfonatu,*
diarylsulfida,'® sulfonyl chloridu'* a mnoho dalsich). Volba vychozich latek pro piipravu
odpovidajiciho sulfonyl fluoridu tak vice neZ na syntetické cesté zavisi na cené
a dostupnosti vychozich latek. V nasledujicich nékolika podkapitolach bych rada
predstavila ty nejznaméjsi, nejcastéjsi a nejpouzivangjsi metody piipravy sulfonyl
fluorida.

2.2.1 Syntéza sulfonyl fluoridii ze sulfonyl chloridi

Nejbéznéjsi zpusob piipravy sulfonyl fluoridi vychazi z odpovidajicich sulfonyl
chloridd. Synteticky problém se tak redukuje v podstaté na ptipravu cilovych sulfonyl
chloridi. Ty mohou byt pfipraveny v pifipad¢ aryl sulfonyl chloridti (a nasledné i fluoridi)
ze sulfidd, sulfonovych kyselin, pfimou sulfonylaci aromatickych jader, nebo
odpovidajicich aryl-organokovi ¢i diazosloucenin (Obrazek 4). U alifatickych sulfonyl
fluoridi pak syntéza vychazi z odpovidajici sulfinové soli, kterd je rovné€z snadno
dostupna z alifatickych sulfidd, halogenidd nebo cyklickych sulfonatti (Obrazek 5). Tato
snadna a univerzalni pfiprava je také jednim z divodd pro¢ sulfonyl fluoridy patti
k jedném z nejvice dostupnych a nejlevnéjsich zakladnich building bloki pro organickou

syntézu. Nasledna vyména atomu chloru za fluor je obecné velmi rychla.?
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Y Ar—H
Ar—.ISI—OH

o} HSO,CI
w
S
fox.] o [F-) or [FHFI® :
_h » | F—S—Ar
A R o o KF,H,0 (1-2 equiv)
nebo
KFHF, CH3CN/H,0
SO,/[ox.]/CI S0, nebo
or SO,Cly CuCl, KF,18-crown-6, CHsCN

Ar—[M] Ar=Nz

Obrazek 4. Syntéza aryl sulfonyl fluoridti z odpovidajicich sulfonyl chloridd.

Q
R_ _SH 75°
~
Ld)
[ox.]
\ /NU=R
Oy o. 0
~ Na,SO0; Ry vsZ (COCl), R, N 0, 0
RT X ——=—° 3 —_— N Ry 87
ﬁ; ONa nebo (\a; Cl F

SO,Cl,
Obrizek 5. Syntéza alifatickych sulfonyl fluorid.

Na zéklad¢ téchto informaci tedy miize byt az s podivem, Ze i kdyZ prvni dokumentovana
transformace sulfonyl chloridu na sulfonyl fluorid pochazi ze 40. let 20. stoleti, je stale
vV nezménéné formé vyuzivana. Tento ,,pivodni* protokol byl zalozen na reakci sulfonyl
chloridu s fluoridovymi solemi drasliku, sodiku, amoniaku ¢&i zinku.!® Pfi této studii se
také zjistilo, ze transformace je zna¢né urychlena ptitomnosti vody, a ze vznikly sulfonyl
fluorid se za pritomnosti vody nehydrolyzuje na odpovidajici kyselinu. Typické reakéni
podminky tak zahrnovaly reflux vySe zminénych anorganickych soli se sulfonyl
chloridem ve dvoufizové smési voda-organické rozpoustédlo.’® Vytéznost vzniklych
sulfonyl fluoridd sice malokdy piesahla 80 %, ale i tak v podstaté $lo o ,,blbovzdorné*
podminky, a tak nasly zna¢ného rozsifeni. Nasledny vyvoj vSak pfeci jenom postupem
¢asu prinesl reakéni podminky, kde odpovidajici sulfonyl fluoridy mohly byt pfipraveny
vV témét kvantitativnich vytéZcich. Za téchto podminek se ponechal reagovat ,,nahy*
fluoridovy anion (KF/18-crown-6) v acetonitrilu. Nevyhoda tohoto postupu vsak tkvéla
ve znacné bazicité takto generovaného fluoridového aniontu, ktery v pfipad¢ na bazi
citlivych latek vedla k tvorbé celé palety vedlejsich produkti (vedlejsi bazicky iniciované
elimina&ni reakce atp.). ReSenim tohoto problému pak bylo zavedeni hydrogendifluoridu

draselného jako fluora¢niho ¢inidla (viz kapitola 2.2.1.1).Y7
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2.2.1.1 Reakce sulfonyl chloridu s hydrogendifluoridem draselnym

Pouziti hydrogendifluoridu draselného je nejlepsi vyuzitelnou alternativou z pohledu
pouzivanych ¢inidel vhodnych pro pifeménu sulfonyl chlorida na jejich fluoridy. V téchto
transformacich reaguje anion hydrogendifluoridu [FHF]", vznikly disociaci KHF2, na jiz
zminény anion a draselny kation. Anion [FHF]” ma silnou vodikovou vazbu mezi dvéma
atomy fluoru, ktera zvysuje nukleofilitu jednoho z fluoridi a zaroven snizuje jeho
bazicitu (Obrazek 6). Pouziti tohoto typu aniontu tak umoziuje provadét danou reakci za
velmi mirnych reakénich podminek, zvysuje toleranci reakénich podminek vici na bazi
citlivym substratim, zjednodusuje izolaci (sulfonyl fluoridy jsou Casto nerozpustné ve
vode), a také umoziuje snadny up-scale reakce. Hydrogendifluorid je tak opravdu ten
nejlepsi reagent pro tento typ transformace, v ptipadé, ze sledovana reakce mtize probihat
za stalého a rychlého michani (napiiklad pomoci mechanického michadla). Jestlize je
potieba zvysit nukleofilitu fluoridového aniontu (nedostate¢na reaktivita vici substratu),
staci ptidat do reakéni smeési silnou anorganickou Bronstedtovu kyselinu (HX). Jeji
pfitomnost naru$i vnitini vodikovou vazbu mezi atomy fluoru a vodikem, a umozni

fluoridovému nukleofilu reagovat rychleji.8

@ ©
2 K [FHF] (sat.aq.)
R=SO0O,CI » R-SO,F
CH3CN/H50
RT, 2-4 h

Obrazek 6. Reakce sulfonyl chloridu s hydrogendifluoridem draselnym ve dvoufazovém systému
CH3CN/H20.

V ptipadé¢, kdy se pro reakci pouziva sulfonyl chlorid, jez je za normalnich podminek
kapalinou, staci, kdyz se vodny roztok substratu ponecha reagovat piimo s vodnym
roztokem K[FHF]. Vznikly surovy produkt, sulfonyl fluorid, je ve vétSiné piipada
izolovan piimo zreakéni smési (vysrazi se, protoze neni rozpustny v H20) v >98%
Cistoté. Pokud je nezbytné, cilovd molekula mize byt dale purifikovana pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu.?

Pii syntéze sulfonyl fluoridii se nemusi vzdy vychazet z jednoduchych sloucenin, které
jsou nasledné transformovany na sulfonyl chloridy za drastickych metod. Obrazek 7
znazornuje jeden z mnoha piikladi, kde tvorba sulfonyl fluoridu zacina u jednoduchého
alkyl bromidu, jez je in situ sulfonylovan a generovany intermediat, sulfonyl chlorid, je
okamzité¢ transformovan na ocekavany sulfonyl fluorid. Generace sulfonyl fluoridu

z odpovidajiciho chloridu je tak provedena in situ pouhym pfidanim nasyceného vodného
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roztoku K[FHF] do reak¢éni smési. Tento ,,trik* pak nalezl jesté vice uplatnéni pii piipravé

heterocyklickych sulfonyl fluoridd, ale o tom aZ v piisti kapitole.?’

1) HSO5CI (6 equiv) SO,F
W@ CHCls, RT, 24 h \/\Q/
B y
r 2) K[FHF] (nas. aq.) Br
CHsCN/H,0, RT, 18 h

Obrazek 7. Syntéza substituovaného aryl sulfonyl fluoridu z fenyl alkyl bromidu

2.2.1.2 Syntéza heteroaryl sulfonyl fluoridi

Heteroaryl sulfonové fluoridy jsou z pohledu syntézy piipravovany V literatuie pomoci

pon¢kud odlisnych metod, nez je tomu u aryl sulfonyl fluoridd. Divodem je, Ze

ptitomnost heteroatomd v heterocyklu transformuje arylové substituenty do role

(a) znacné elektrofilnich sulfonovych substituentil (Sesti clenné heterocykly), anebo

(b) zna¢n¢ elektron donorni heterocykly (péticlenné heterocykly). Obecné se znamé

metody syntézy heteroaryl sulfonyl fluoridu daji pfifadit do jedné z nasledujicich péti

kategorii:

1)
2)
3)

4)

5)

Elektrofilni substituce za pouziti kyseliny sulfinové.

Reakce sulfonyl chloridii s fluoridovym aniontem.

Oxidativni chlorace thiolti (Obrazek 8A) a sulfidii nasledovana in situ nukleofilni
substituci aniontem fluoru.

Elektrofilni fluorace sulfonati nebo sulfonyl hydrazidd. Neddvno vyvinuta
modifikace tohoto pfistupu se opirda o tvorbu sulfinatu in situ reakci
arylhalogenidli katalyzovanou paladiem za pfitomnosti DABSO, nasledovana
reakci se Selectfluorem® (Obrazek 8B) nebo NFSI (N-fluorobenzen
sulfonamidem).

Cykloadic¢ni a heterocykliza¢ni reakce.
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[Ox], KHF, /XeF,

Het—SH » Het—SO,F
25-95 %

: Rs N . ?N
[Ox] = Cly-H,0, NaClO, H,SO, 5 N. 2 /)\\{

! N

i

Het =

R3=CI, OMe R= H, 4-Me,

' 5-Me,etc
[\>—SOZX Selectfluor [\>—-802F
S
S

H,0, 60°C
X = Na, NHNH, 76-77%

g

Obrazek 8. Piiprava heteroaryl sulfonyl fluoridii z (A) thiolu a (B) pomoci Selectfluoru®

K témto typtim reakci pak mizeme ptidat dale praci Cherepakha a spol., ktefi v roce 2018
popsali syntézu novych péticlennych a SestiClennych heteroaromatickych sulfonyl
fluoridt, nesoucich atom bromu v riznych polohach heterocyklického kruhu (pyridinu,
furanu, thiofenu).'® Takto generované sulfonyl fluoridy mohou byt dale vyuzity v dalsich
couplingovych reakcich (Suzuki, Stille a Nagishi), coz zna¢n¢ zvysSuje jejich vyuziti
amoznosti jejich diverzifikace. Couplingové reakce na téchto skeletech probihaji
s exkluzivni chemoselektivitou (Ar-Br) a davaji produkty couplingu s 69-98% vytézky.
Tolerance skupiny SO2F vii¢i podminkam byla ve vét$iné experimentti téméi 100%.

Heteroaryl sulfonyl fluoridy jsou znamé jako deoxy fluora¢ni ¢inidla. Zejména pak
komeréné dostupny 2-pyridin sulfonyl fluorid (PyFluor) se velmi osvédcil v této roli.
Deoxy fluoraéni &inidla vyuzivame k pfipravé oganofluorovych sloucenin.?® Tyto
organofluorové slouceniny jsou diky svym jedine¢nym vlastnostem (bioisoster atomu
vodiku (sterické vlastnosti), ktery ale maze tvorit dodateéné interakce pies vodikovou
vazbu) vice a vice zastoupeny v nové akceptovanych farmaceutickych substancich
a agrochemikaliich. Navic zavedeni fluoru také zvySuje metabolickou stabilitu,
rozpustnost a jiz zminénou aktivitu kandidati, diky nové ustanovené vazbé¢ uhlik-fluor.
Deoxygenacni fluorace alkoholti je pak jednou z nejatraktivnéjSich metod instalace
alifatickych C-F vazeb (mnozstvi a dostupnost prekurzort — hydroxy slouc¢enin). PyFluor

Ize také snadno syntetizovat v multigramovém méfitku (Obrazek 9).2

1) 13%, NaOCl, H,SOy, o
SH .
B 0°C, 14h _ N ‘é\’o
~-N | F

2) KHF,, CH3CN,
rt, 20 min

Obrazek 9. Syntéza PyFluoru
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2.3 Reaktivita sulfonyl fluoridu

Aryl, heteroaryl a alkyl sulfonyl fluoridy se vyznacuji vysokou termodynamickou
stabilitou zejména v protickych rozpoustédlech. Za tuto situaci je plné zodpovédna
vodikova vazba mezi atomy vodiku rozpoustédla (6+) a atomu fluoru v sulfony! fluoridu
(6-). Na druhé strané, reaktivita sulfonyl fluoridt také neni Spatna. Jde jen o to, ze vazba
sira-fluor je velmi silnd a tedy stabilni. V okamziku, kdy dojde K jejimu poruseni
(aktivace fluoru k odstoupeni, dodatec¢na stabilizace 6+ na atomu siry), tak dojde k velmi
rychlé reakci, nebot’ se systém potiebuje stabilizovat. Tedy, jakmile je vazba narusena,
sulfonyl fluoridy reaguji velmi rychle virtualng s jakymikoliv nukleofily za vzniku nové
vazby S-cokoliv. Obecné tedy sila a stabilita vazby S(VI)-F zavisi jak na dalSich
substituentech, tak i na pfitomnych rozpoustédlech.?? Na druhou stranu, stabilita vazby
SO»-F je obvykle tak silna, Zze nepodléha hydrolyze anebo solvolyze (ve velkém kontrastu
s vazbou SO»-Cl). Tato skute¢nost pak umoziiuje vyuzit tuto funkéni skupinu k cilené
modifikaci (reaguje pouze kde chci a kdy chci) slozitych cili anebo substrati, jako jsou
tieba biopolymery. Vyhodou sulfonyl fluoridi je i nemoznost degradace radikalovou
cestou (standartni degradace sulfonyl chlorid®,?® & sulfoniovych soli)®* z divodu
energetické nedostupnosti F-radikalu, ktery by musel pti reakci vzniknout.

Nabizi se tedy dva zpisoby, jak aktivovat vazbu SO>-F, tak aby reagovala v pfitomnosti
nukleofild. Jednim a tim nejjednodussim zptisobem je mit atom vodiku ve formé protonu.
Nové vytvorena vodikova vazba H-F tak generuje potiebnou aktivaci fluoridového
aniontu k odstoupeni. Nevyhodou je, Ze je ve smési piitomna velkd koncentrace
vodikovych protond, které nejenom aktivuji fluoridovy atom k odstoupeni, ale zaroven
anihiluji jakoukoliv reaktivitu pfitomnych nukleofild. Z tohoto pohledu se tedy mnohem
vice osvédcila aktivace atomu fluoru pfidanim silylovanych sloucenin, u které dojde
k vytvofeni nové vazby Si-F, coZ je jedna z nejsilngjsich vazeb znamych v chemii.? Druha
mozna aktivace vazby SO»-F probiha neptimo atomy kysliku sulfonylové skupiny.
V tomto piipad¢ pak stac¢i pouze ptfidavek Lewisovy kyseliny, ktery nasledné zvysi
reaktivitu atomu siry (zvysi 6+ na atomu siry(VI)) a tim destabilizuje vazbu S-F (Obrazek
10).

I kdyZ méme pouze dva typy aktivace, tak reaktivita sulfonyl fluoridi je velice rozmanita.

Nékteré zajimavé priklady uvedu v nasledujicich podkapitolach.
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zvy$ena elektrofilicita
2 2L

I ®
R—=S—F----H anebo "Si" R=8----F----H

LA = Lewisova kyselina

Obrazek 10. Dva zptisoby aktivace sulfonyl fluorida. A aktivace fluoridového aniontu jako odstupujici
skupina. B aktivaci ptes kyslikové atomy na sulfonylové skuping.

2.3.1 Ortogonalni reaktivita

Ortogonalni reaktivitu definujeme jako selektivni chemickou transformaci jedné funkcni
skupiny v pfitomnosti jinych funkénich skupin. V pfipadé sulfonyl fluoridd je tento typ
reakce vice nez omnipfitomny a z tohoto ditvodu velice vyuzivanym konceptem nejenom
v oblasti organické syntézy, ale také v oblasti chemické biologie,? supramolekularni
chemie?® & polymerni chemie.?® Tento fenomén byl napiiklad vyuzit u dfive
zminéné cross- couplingové reakce, kde coupling (tvorba nové C-C vazby) byl proveden
Vv pritomnosti sulfonyl fluoridu, ktery ziistal v reakéni smési (na substratu) nezreagovan.
Obecné slouceniny obsahujici sulfonyl fluoridy mohou podléhat tranzitnimi kovy
katalyzovanym reakcim jako jsou cross-couplingové reakce (viz vyse) nebo napiiklad

médi katalyzovanych couplingt (Ullmanniiv coupling, Obrazek 11). 27

O\ /O \
‘S(F Cu, 230°C Q F
o
/Q/ 6-10 h o Q R
| i\

Obrazek 11. Syntéza biaryl disulfonyl difluoridu pomoci Ullmannova couplingu.

Obdobné se podafilo vroce 2016 vyvinout syntézu biaryl sulfonyl fluoridt, které
vznikaly z odpovidajicich halogenphenyl sulfonyl fluoridi a odpovidajicich boronovych
kyselin v ptitomnosti Pd(OAc)2 a EtsN ve vodé (Suzuki—Miyaura coupling). Reakce
probihaly béhem 0,5 az 2 h za laboratorni teploty a produkovaly cilené produkty
v dobrych az vynikajicich vytézcich (Obrazek 12).%8

OH O \ /O
A i
B. 5”7 Pd(OAC),, Et;N S
@ OH + /©/ \F o F
R —
X H,O, rt, R O
30-120 min
69-97%

Obrazek 12. Syntéza biaryl sulfonyl fluoridii pomoci Suzuki-Miyaura couplingu
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2.3.1.1 Bifunk¢ni reaktivita a,B-nenasycenych sulfonyl fluoridia

Dalsi zajimavou skupinou sulfonyl fluorida jsou a,3-nenasycené sulfonyl fluoridy. Tento
typ reagenti umoziuje nejenom reaktivitu jako sulfonyla¢niho cinidla, ale zejména
umoziuje reakci na nenasyceném systému (Michaclova adice) bez toho, aniz by
sulfonylaéni skupina (SO2F) podlehla kompetitivni reakci s pfitomnym nukleofilem.
Takto rozdilnou reaktivitou pak lze dosdhnout ptipravy nékterych jinak nedostupnych
slou¢enin.?® Lze tedy kombinovat n&kolik kroki, kdy naptiklad mGizeme ponechat
sulfonyl fluorid reagovat pouze jako Michaeluv akceptor (Obrazek 13A), anebo zménou
nukleofilu dojde nejprve k nukleofilni adici, aby pak doslo k nasledné cyklizaci (Obrazek
13B).%0

Roe Re

R; NEt; N
>
R2 CH2CI2/H20 Ar)\/sozF

nebo
MeOH (O,1M),50°C
73-93%

o THF (1M) HaCy NH

> -0 nebo

- =0
©/\/S\F . NHz  CH,CI,/H,0 (0,2M) . S‘b
H;C—NH
r.t nebo 50°C

93%

Obrazek 13. Orthogonalni reaktivita vinylsulfonyl fluorida: A Michaelova adice amint na B-
arylethensulfony! fluoridy, B syntéza cyklické formy sulfonylhydrazidu z B- arylethensulfonyl fluorida

2.3.1.2 Redukce sulfonyl fluoridi

Sulfonyl fluoridy mohou také byt redukovany na odpovidajici disulfidy za pfitomnosti
malo pouzivanych redukénich Cinidel, které jsou zaroven silnymi Lewisovymi kyselinami
jako jsou Bl3 (jodid bority), BBrs (bromid bority), ¢i TMSI (jodotrimethylsilan) (Obrazek
14). Dale je mozné sulfonyl fluoridy redukovat na pfislusné disulfidy pomoci Kl (jodid
draselny) nebo TBAI (tetrabutylamonium jodid) (jod vystupuje jako oxidacni ¢inidlo).
Ovsem vici ostatnim standartnim reduk¢énim ¢inidlim jako je napi. Sn/HCI, Zn/HCI nebo

BHs, jsou sulfonyl fluoridy odolné.®!

(o) Bl3 nebo BBr3
%20 nebo Kl nebo TBAI S
\F e \S
DCE, 80°C, 16 h

98%

Obrazek 14. Redukce sulfonyl fluoridu na odpovidajici disulfid.
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2.3.2 SUFEXx reakce

SUFEX (Sulphur Floride Exchange) reakce patii do nové skupiny tzv. ,,Click reakci® (viz
nize), ktera byla poprvé popsana Barry Sharplessem? v roce 2014 (koncept Click chemie
byl uveden taktéz Barry Sharplessem ale jiz v roce 2001%?). SuFEx naslo rychle vyuzZiti
v riznych odvétvich od chemické syntézy®®, pies materialovou védu®*, chemickou
biologii®® az po vyrobu 1é¢iv.%® SUFEX metoda tvofi robustni intermolekuldrni spojeni
mezi dvéma jinak nereaktivnimi molekularnimi celky. Velka stabilita noveé vzniklé vazby
prameni ze schopnosti, jinak velmi stabilnich fluorida siry s vysokym oxida¢nim ¢&islem,
vytvofit na ukor vazby S-F v pfitomnosti vhodného nukleofilu a vhodnych podminek
silnou vazbu S(VI)-O nebo S(V1)-N.%" Selektivitu nové vytvofené vazby (vytvofi se pravé
takova vazba) pak zarucuji podminky resp. zvoleny zpisob destabilizace ptivodni vazby
S(VD)-F (viz. Kapitola 2.3).

Z pohledu chemické biologie je naptiklad velmi vyhodné vyuzivat sulfonyl fluoridy jako
molekularni sondy, jez se mohou selektivné vazat kovalentni vazbou do molekularnich
cili napt. enzymui. V takovém piipad¢ pak ,tvar* molekuly umoziuje, aby dana
molekularni sonda byla rozeznéna aktivnim mistem a nasledné ptitomnost funkénich
skupin ve vazebném misté, jez aktivuji sulfonyl fluoridovou funkéni skupinu, pak umozni
vytvofeni nové vazby S(VI1)-O nebo S(VI1)-N.?" V materidlové chemii toho pak mizeme
dosahnout tak, Ze pouZijeme napf. silylem chranéné alkoholy resp. aminy, které pak
reaguji se sulfonyl fluoridy za vzniku nové vazby. Reakce je velice specificka.

V dnes$ni dobé se k takto designovanym konektivnim spojenim vyuZiva mnoha nové
vyvinutych ,,spojek, jez umoziuji selektivni propojeni dvou molekularnich celkt
pomoci SuUFEX metody. Nejéastéji vyuzivané jsou nasledujici spojky: sulfonyl fluoridy
(R-SO2F), sulfuryl fluorid (SO2F2), thionyl tetra fluorid (SOF4) a 1- bromethen-1-
sulfonyl fluorid (BESF).® Ale je ptedpoklad, Ze tento typ reagentli bude postupem ¢asu

rist a mnohé nové typy budou vyvinuty.

2.3.2.1 Priklad vyuziti SuFEx v chemické biologii

Fahrney a Gold v roce 1963 zkoumali aktivitu nékolika sulfonyl fluoridi na sadé esteraz
(acetylcholinesteraza, a-chymotrypsin a trypsin), poté identifikovali vysoce reaktivni
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) jako nespecificky inhibitor serinové protedzy.
Od tohoto objevu, dva sulfonyl fluoridy (PMSF, AEBSF (4-(2-aminoethyl)benzen
sulfonyl fluorid, Obrazek 15) zacaly byt Siroce Vyuzivany v biochemii a bunéc¢né biologii

jako nespecifické inhibitory serinovych proteaz v proteaz-inhibitorovych koktejlech k
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zamezeni degradace bunéénych lyzati bilkovinami. PMSF je nestabilni ve vod¢, zatimco
AEBSF je stabiln¢j§im analogem k PMSF. PMSF reaguje stechiometricky s
a-chymotrypsinem a produkuje neaktivni monosulfonylovany enzym a jeden ekvivalent
volné kyseliny. Titrace enzymu inhibitorem vede k témét Uplné inaktivaci, pokud je
pfitomno ekvivalentni mnoZzstvi inhibitoru. Nevratné¢ inhibovany chymotorypsin

a chymotrypsinogen nereaguji a ani neinteraguji s dal$imi inhibitory, jestlize jsou k nim

SO,F
©/\802F /\/©/
HoN

PMSF AEBSF

pridany.*®

Obrizek 15. Nespecifické inhibitory serinovych protedz PMSF a AEBSF
Taunton a spol. prokazali vysokou selektivitu aryl sulfonyl fluoridd k nukleofilim v
aktivnim misté proteinkindz zrodiny Src. Oznafené molekuly sulfonyl fluoridi
reagovaly vyhradné s katalytickym lysinem (Lys?®), zatimco oznacené molekuly vinyl
sulfonatu reagovali s blizkym cysteinem (Cys?’") (Obrazek 16). Védci také ukazali
schopnost konkuren¢niho profilovani téchto dvou sond oproti podmnozindm kinaz

nachazejicich se v zivych buiikach.*

- Q \\ /\
é/\'/\o \\
HS— Cy3277
N /
HaN—Lys2g5
NH»

Obriazek 16. Reaktivita sulfonyl fluoridovych sond v aktivnim misté proteinkinas rodiny Src

2.4 Click Chemistry

Il
)
< T
e}
o
; O
<o
Il

Click Chemistry (CC)*! se zabyva procesy chemickych reakci, které funguji za provozné
jednoduchych podminek, které jsou velice tolerantni vuéi Oz a H20. Zakladnim
postulatem CC je, Ze pfi reakcich musi byt vytvofeny produkty ve vysokych vytézcich
a s minimalnim pozadavkem na ¢isténi (kvazi neexistujici vedlejsi produkty). Tyhle
reakce maji vzdy neobvyklou kombinaci silnych hnacich termodynamickych sil (vice nez

20 kcal/mol) a dobie kontrolovatelnych reak¢nich mechanismi. Diky t€émto schopnostem
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je mozné je vyuzit na zna¢ném mnozstvi riznych substrati. CC vétSinou znacné
akcentuje tvorbu vazeb mezi uhlikem a heteroatomem. CC tak umoznila transfer
mnohych ¢isté organickych reakci (mysleno provadénych v ,bankach®) do oblasti
biologie, mediciny a materidlové védy. Divodem je, Ze tento typ reakci Ize provadét
nejenom selektivng, ale také napf. in vivo ptimo v bunkach. Obecné je ovSem velice
obtizné najit vhodné funkéni skupiny anebo experimentdlni podminky, které by
umoziovali selektivni ,click‘‘ reakci. Shrnuto podtrZzeno: CC reakce musi byt rychlé,
spontanni a musi probihat s vysokymi vytézky.

Mezi tento typ reakci patii naptiklad Huisgenova cykloadice anebo, v ramci SuFEx typu
reakci, Halexova reakce (Obrazek 17). Pomoci této reakce dochazi k pfeméné stabilnich

aromatickych sulfonyl fluoridii na reaktivni sulfonyl chloridy. 42

Q0 AlCI,

. Q
S (CH,CI), 570
—_—
1-4 h, reflux, ©/ cl
R 33-98% R

Obrazek 17. Halexova reakce

Reaktivita SF se silyl enolaty (Obrazek 18) se ukazala velmi selektivni a C nebo
O alkylace muiize byt pfi téchto reakcich dosazeno v zavislosti na reakénich podminkach.
C sulfonylace probiha za predpokladu, Ze se in situ TMS-enol ether piesmykne
Brookovym pfesmykem na C-silyl keton, ktery nésledné reaguje se sulfonyl fluoridem.
K O sulfonylaci pak dojde pokud se vyuzije CsF (fluorid cesny) anebo TBAF
(tetrabutylamonium fluorid) k aktivaci silylové funkéni skupiny. U obou téchto reakci
vznikaji produkty s vysokym vytéZzkem a hnaci silou je tvorba termodynamicky stabilni
vazby Si-F.%
0]

LDA - SO,CeHs
THF

-781020°C, 16 h

0 100 %
O 0
\S\/
OSiMe; * ©/ F
CsF nebo TBAF
THE > 0S0,CgHs

20°C, 16 h
100 %

Obrazek 18. Reaktivita sulfonyl fluoridi se silyl enolatem. Selektivni tvorba C-S anebo O-S vazby
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Vazba S-F v sulfonyl fluoridech mize byt také aktivovana pro CC reakci pomoci
vodikové vazby. Této schopnosti vazby S-F se vyuziva napiiklad pfi enzymatickych
reakcich, kde sulfonyl fluoridy interaguji s nukleofilnimi aminokyselinami za vzniku
kovalentnich adukti, anebo jsou pii reakcich aktivovany pomoci silylové skupiny (¢asto

je vyuzivan TBS - tert-butyldimethylsilylova skupina). Pii téchto reakcich vznikaji

odpovidajici sulfonamidy nebo sulfonové estery (Obrazek 19).44
O\\S//O 20 mol% DBU O\)S/,O
\. + R-OSi(Ry) > R
MeCN, r.t, 0,5-48 h
85-96 %

Obrazek 19. Syntéza sulfonatovych estera ze sulfonyl fluoridu

Reakce sulfonyl fluoridii s aromatickymi pétiClennymi aminy (napf. imidazolem
a pyrazolem) za ptitomnosti Cs2COz vede ke vzniku sulfonamidt (Obrazek. 20). Pokud
ponechame reagovat odpovidajici hydroxyanilin, produktem reakce budou sulfonatové

estery. Vzniklé produkty jsou izolovany ve vysokych vytézcich.!?

NH» N
¢
0 . .
[ Cs,CO;3 (2 equiv) _d_ Cs,CO5 (2 equiv
0=3%=0 - 2 3 0=S=0 2 3( q ) - O=é=o
Nuc-H (1,1 equiv), OO Nuc-H (1,1 equiv)
MeCN, 23°C, 1 h MeCN, 23°C, 1 h

79% 69%
Obrazek 20. Syntéza sulfonovych esterti a sulfonamidu ze sulfonyl fluorida
No ale abychom se vratili zpét na aplny pocatek. Prvni popsanou reakci nesouci oznaceni
CC reakci byla Cu(I) katalyzovana azid-alkyn cykloadi¢ni reakce (CUAAC, 2002), ktera
produkovala odpovidajici triazolovy produkt. CuAAC je bezpochybné jednou
z nejlepsich kondenzacnich reakci s neuvéfitelné Sirokou vsestrannosti a aplikabilitou,
ktera ji pfinesla zna¢ného rozsifeni do vSech oblasti vyzkumu pocinaje materialovou
védou az po medicindlni chemii. Je zajimavé, ze 1 kdyZ tato reakce zde byla jiz od
poloviny 20. stoleti (Huisgen), tak ji synteti¢ti chemici nevénovali témétf zadnou
pozornost, nebot’ se obavali nestability azidickych prekurzort. I tak se tato reakce od
pocatku 21. stoleti prosadila, protoze umoziiuje rychlou a regioselektivni reakci
umoziujici tvorbu triazolovych heterocyklu (zavedeni tiiatomového linkeru). Navic pii
této reakci naprosto chybi jakékoliv vedlejsi produkty a vychozi latky (azidy) jsou velmi

stabilni vaci H.0O a 02.%°
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2.5 Sulfonamidy

V piirod¢ byla nalezena jen hrstka sloucenin obsahujicich sulfonamidovou funkéni
skupinu. Sulfonamidy jsou ale velice populdrni mezi syntetickymi chemiky, ktefi pracuji
na navrhu a syntéze biologicky aktivnich sloucenin ve farmaceutickém a agrochemickém
pramyslu. 4

Sulfonamidicka funk¢éni skupina S=(0)2N(R)2 (Obrazek 21) je v podstaté sulfonova
skupina ptipojena k aminové skupin€. Obecné vzato je tato skupina nereaktivni. Vazba
S-N se $tépi jen velice obtizné. A vzhledem k rigidité sulfonamidické funkéni skupiny
jsou sulfonamidy typicky krystalické latky. Ztohoto divodu se vyuziva piiprava
sulfonamidu k identifikaci amint (identifikace via bod tani).
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Obrazek 21. Struktura sulfonamidu

Sulfonamidy jsou $iroce vyuzivané a vyhledavané bioisostery v medicinalni chemii.
Bioisostery jsou chemicka analoga jinych funkénich skupin, jez maji podobné fyzikalné-
chemické vlastnosti jako nahrazovana skupina (vyvolavaji stejnou biologickou
aktivitu/interakce), ale obecné jsou metabolicky stabilngjsi. Obecné isostery jsou
molekuly nebo ionty s podobnym tvarem a Casto i podobnymi elektronovymi vlastnostmi.
Bioisostery byvaji rozpoznavany a pfijimany télem, ale jejich funkce je v téle ve srovnani
s pivodni molekulou pozménéna. Koncept isosteru byl formulovan Irvingem
Langmuirem v roce 1919.4" Hans Erlenmeyer rozsifil tento koncept na biologické
systémy v roce 1932.% Jako zajimavy koncept bioisosterie se ukazaly aza analogy
Sestimocnych derivata siry. Slou¢eniny obsahujici sulfonamid se v medicinské chemii po
dlouhou dobu Siroce pouzivaji napiiklad jako antibiotika, diuretika a antivirotika a lze je
povazovat za bioisostery amidl s lepsi stabilitou vici proteolytické hydrolyze v plazmé
a ve stfevech. Obdobné jsou acylsulfonamidy S$iroce pouzivany jako bioisostery
karboxylovych kyselin ke zlepSeni farmakologickych vlastnosti, jako je vazba na
plasmatické bilkoviny a propustnost.“®

Sulfonamidy jsou dilezitou tfidou sloucenin s riznymi terapeutickymi ucinky.
N- heterocyklické aren sulfonamidy (NHAS) patii do specialni tfidy latek S rliznymi
biologickymi aktivitami, jako jsou antimikrobialni, antidiabetické, antiobezitni,

vazodilata¢ni, anti-HIV, protirakovinné a antialergické aktivity. Molekuly NHAS
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vykazuji tautomerii sulfonamidu se sulfonimidem (Obrazek 22). Oba tyto tautomery jsou
pravdépodobné stejné€ diilezité pro terapeutickou aplikaci téchto latek. Rovnéz neexistuje
jasna informace o rozdilech v chemické reaktivit¢ mezi témito dvéma tautomery.
Sulfonimidové tautomery jsou uznavany pro rizné aplikace, v€etn¢ asymetrické syntézy
napt. derivatl chiralnich piperidini. Moznost tautomerie sulfonamidu a sulfonimidu byla
zkoumana mnoha riznymi metodami a in silico pomoci metody DFT metod (DFT —
density functional theory). Rozdil energii mezi t€émito dvéma tautomery byl v plynné fazi
maly (< 6 kcal/mol), a sulfonamidovy tautomer byl upfednostiiovan. Avsak se zvySenim
polarity rozpoustédla se v mnoha ptikladech zvysila preference vici sulfonimidovym

tautomeram. *°

7 N\ U —/ 7 N\
(,), —N  tautomerizace 9 / E/Z izomerace 9 /) —NH
R@—ﬁ—NH — RO_ﬁ_N - R S—N
(¢} 0 O
sulfonamid sulfonimid sulfonimid
Z-izomer E-izomer

Obrazek 22. Tti mozné izomery NHAS

2.5.1 Sulfonamidy v medicinalni chemii

Od roku 1935, kdy bylo Gerhardem Domagkem objeveno azobarvivo Prontosil,*® za¢ala
,zlata éra“ sulfonamida v medicinalni chemii. Z historického kontextu: Domagk dostal
od svych kolegii Mietzscha a Klarera azobarvivo s ¢islem KL695. Domagk na tomto
azobarvivu délal rizné substituce a jednotlivé produkty zkousel na mysSich, které byli
infikovany strepkokokem. AZ vznikly produkt ¢islo KL730 jevil antibakterialni efekt.
Pozdéji dostala tato sloucenina ndzev Prontosil. Domagk stravil dal§i tfi roky
objevovanim ptesnych antibakteridlnich vlastnosti Prontosilu a za tento objev obdrzel
dokonce Nobelovu cenu. A od té¢ doby se rozsitilo vyuziti sulfa-1€kti do vSech oblasti
medicinalni chemie. Casto se uznava, ze sulfonamidova skupina ma obdobnou reaktivitu
jako sulfony, sulfoxidy a sulfonatové estery. Ale mezi témito typy funkénich skupin
existuji mnohé Kkontrasty, at’ jiz spojené s jejich reaktivitou nebo biologickymi
vlastnostmi. !

V uplynulé dekadé doslo k rozsahlému posunu v 1é¢bé demence a Alzheimerovy nemoci
a pouziti derivatli sulfonamidi ma v tomto posunu mnoho na svédomi. V navaznosti
na praci Bowerse a spol.®® se stali N-mustkové bicyklické sulfonamidické inhibitory
v-sekretdzy novymi kandidaty na tispésné 1é¢iva proti Alzheimerové nemoci. Pozornost

védci se zde soustfedila na sledovani inhibice y-sekretizy (zabranéni akumulace
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amyloidu-B) a zaroven na sledovani inhibice dvou cholinesterazovych enzymu
cholinergniho systému, které jsou zodpovédné za neurotransmisi a souvisi s paméti
ajinymi kognitivnimi ¢innostmi. Bylo zjisténo, Ze hydrolyza neurotransmiteru
acetylcholinu (ACh) ukoncuje cholinergni neurotransmisi v mozku a je katalyzovana
acetylcholinesterazou (AChE) a butyrylcholinesterazou (BChE). Akumulace tau
a amyloid-p proteinu a oxidac¢ni stres pak prispivaji ke snizeni mnozstvi AChE pii
Alzheimerové nemoci. Z tohoto divodu se zaméfili na vyvoj AChE a BChE inhibitori.
V roce 2016 Kosak a spol.® uvedli nékolik sulfonamidovych derivati aktivniho
cymserinového 1é¢iva inhibitoru BChE. Jedna z testovanych sloucenin (Obrazek 23)
prokézala, Ze je nejucinnéj$im kandidatem na novy typ léciva proti lidskému BChE. Tato
sloucenina dokazala uspésné inhibovat aktivitu BChE a zaroven chranit neuronalni bunky
pred toxickymi efekty amyloidu-p a méla také nizkou cytotoxicitu a vysokou
plasmatickou vazbu (dlouhy polocas rozpadu v lidské plasme).

R2

o, | 1
N _R
57 N
[\
O

R'= benzyl,2,3-dihydro-1H-inden-2-yl
R?= (CH,),0CHj, n = 2,3, CHy;NCH;3

Obrazek 23. Struktura kandidata na inhibitory AChE a BChE odvozenych od sulfonamidu
Dalsim dulezitym vyuzitim sulfonamida je jejich vyuziti jako antimikrobialnich 1é¢iv.
Dulezitymi faktory, jimiz se védci fidi pti vyvoji sulfonamida jako antibiotik, jsou jejich
aktivity vuéi bakterialnim kmenim, jez se neustale ptizpisobuji novym antibiotiktim.
Nevyhodou sulfa-léki  je pak jejich nerozpustnost ve vodé, ktera znacéné
omezuje/komplikuje jejich davkovani, nebot’ tyto latky mohou napft. krystalizovat v
ledvinach.! Ibrahim a spol® ukazali, Ze sulfa-léky sulfamethoxazole (SMZ)
a sulfobenzamid (SBM) mohou interagovat s ovotransferinem (Obrazek 24),
transferinovymi proteiny. Takto cilené molekuly méli mnohem vyssi Sanci se dostat na
misto urceni, a mohlo tak dojit ke snizeni jejich administrované davky. Sulfa-léky se
zaméfily pfimo na cilené patogeny, kdyz byly pouzity jako antimikrobialni 1éky. Tato
kombinace byla testovana na znamych cilovych slouceninach triclosanu (TCS)
a antimikrobidlnich latkach, které inhibuji syntézu mastnych kyselin inhibici enoyl-ACP

reduktazy. V tomto piipadé€ doslo k zesileni pozorované antimikrobiélni aktivity.
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Obriazek 24. Struktury SBM a SMZ antibiotik spojené s ovotransferinem

Chinolinové a isochinolinové derivaty sulfonamidickych skupin spolu s dal$imi typy
sulfonamidt byly také zkoumany pro jejich potencial jako cilena psychotika. V posledni
dobé¢ byly popsany nové azinsulfonamidické derivaty cyklickych amint s ,,multitarget*
vlastnostmi. Podrobnou SAR analyzou byl (S)- 4((2-(4-(benzothiophrn-4-yl)piperazin-1-
yl)ethyl)pyrrolidin-1-yl)sulfonyl) isoquinolin vybran jako potencialni kandidat na Ié¢ivou
latku. ,,Multitarget vlastnosti molekuly byly zkoumany testovanim parcialniho
agonismu 5-HT-1aR, antagonismu 5- HT2a/5-HT7/D2/D3R a blokovanim SERT, coz
snizilo pozitivni a negativni ptiznaky psychdzy. Bylo tedy zjisténo, Ze tato sloucenina
s 4-isoquinolyl a benzoisoxazolem ma vyssi aktivitu pro parcidlni agonismus 5-HT1aR
a antagonismus k 5- HT2a/5- HT7/D2/D3R a ve srovnani S jinymi ¢&leny knihovny
vykazovaly také mnohem nizsi toxicitu.>®

Sulfonamidové derivaty s, multitarget® vlastnostmi byly také pouzity u jinych
komplexnich onemocnéni jako napiiklad pfi 1é€bé mnohocetnych nadort. V roce 2010.
Marques aspol.®® reportovali pouziti konjugitu pteridin-sulfonamidu jako
protinadorového 1éCiva se schopnosti inhibovat jak karbonanhydrazy, tak 1 dihydrofolat
reduktdzy. Daéle pak testovali diaminopteridin benzosulfonamidové derivaty proti
bunéénym plicnim karcinomim A549 a karcinomu prostaty PC-3. Pozdéji byly nékteré
derivaty thioureido benzensulfonamidu testovany in vitro na rizné protinadorové aktivity
a bylo zjisténo, zZe dvé velmi €inné slouceniny vykazuji jesté vyssi aktivity vici riznym
bunéénym liniim lidské rakoviny neZz doxorubicin, zndmy protinadorovy lék. V posledni
dobé Sabt a spol.>” vyvinul uziti kumarin-6-sulfonamidia v kontextu jejich apoptotickych
a antiproliferalnich uc¢inkd. Testované protinadorové in vitro aktivity na tfech typech
rakovinnych buné¢nych linii HepG2 (hepatocelularni karcinom), MCF-7 (rakovina prsu)
a Caco-2 (rakovina tlustého stfeva) pak ukazali, ze n¢které z testovanych molekul jsou

aktivni na v§ech tfem bunéénych liniich.
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Podle neddvnych studii mohou mit sulfonamidové derivaty metforminu taktéz
antikoagulacni a antifibrinolytické vlastnosti, a proto je lze testovat pii vyvoji
potencialnich kandidat na 1é¢bu nemoci diabetus mellitus typu 2 (T2DM), ktery je nejen
omezen obvyklymi znamkami hyperglykémie, ale také jeho narusenou rovnovéahou mezi

koagulaci a fibrinolyzou. Ji a spol.”®

ptipravili fadu acylsulfonamidovych derivatt
chinoxalinonu a prokazali silnou ,multitarget inhibici aldézreduktazy (ALR2)
a aledhydreduktazy (ALR1). Tento vyvoj je dulezity pro 1écbu diabetes mellitus, protoze
ALR2 je enzym urcujici rychlost, kterou je gluk6za fosforylovana za euglykemickych
podminek. U pacientll s metabolickou aciddsou, hyperglykémii a zvySenym obsahem
ketolatek v krvi dochazi ke glykemickym staviim, i kdyz maji hladinu glukézy v séru

stale v normalnich mezich.

2.6 Priprava sulfonamidu

Vzhledem k Siroké pouzitelnosti sulfonamidi je stile zadouci nachazet nové obecné
metody jejich syntézy, tudiz pro syntetické chemiky je toto téma stale zajimavé.
K dne$nimu dni je znama spousta metod ptipravy sulfonamida. NiZze par metod shrnu.

NejtypictéjSim zplisobem pfipravy sulfonamidid je sulfonylace amind chloridy
Vv pfitomnosti baze. Tato metoda zahrnuje nukleofilni atak amoniaku, primarniho nebo
sekundarniho aminu se sulfonylchloridy v pfitomnosti baze. I kdyz je tato metoda velice
efektivni, vyZaduje dostupnost nékterych sulfonylchloridi, které jsou n€kdy obtizné
skladovatelné anebo je problém snimi manipulovat. Na druhé stran¢ mohou byt
sulfonylchloridy pfipraveny z odpovidajicich thioli pomoci fady metod, bé&zné
probublavanim plynného chléru roztokem vodné kyseliny nebo pfes smés obsahujici
thiol. Sulfonylchloridy se ptipravuji také zpracovanim sulfonové kyseliny s chlora¢nimi
¢inidly, jako je SOCIz, POCIs, anebo PCls. Nedavno doslo k piimé oxidaéni pfeméné
thiold na sulfonamidy s pomoci H20, a SOCI, (Obrazek 25),% kde jsou sulfonamidy

ziskany ve vynikajicich vytézcich a za velmi kratkych reakénich dob.

0
H,0,,S0Cl, O R'-NH \ //O
R-SH NP T2y oS
MeCN R™ pyridin NH
cl R
1 R,R'=alkyl,aryl }

..............

Obriazek 25. Pfeména thiolu na sulfonamid pfes sulfonyl chlorid
Dalsi inovativni piiklad syntézy sulfonamidi je ilustrovan syntézou 2-amino-9H-purin-

6-sulfonamidu. Revankar a spol.®® nejprve provedli transformaci thiopurinu v ptitomnosti
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chloraminu (chloramin byl pfipraven z komer¢né dostupného chlornanu sodného (clorox)
a roztoku hydroxidu amonného) za laboratorni teploty. Vznikly sulfonamid byl ¢istén na
chromatografické kolon¢ s vyslednym vytézkem 85 %. Nasledné se provedla oxidace
sulfenamidu (Obrazek 26) pomoci 1.0 ekvivalentu m-CPBA (3-chlorobenzoova kyselina)
Vv ethanolu pfi 0°C a vznikl sulfoxamid s vytézkem 46 %. Pfi oxidaci se 3.0 ekvivalenty

m- CPBA doslo k uplné transformaci na sulfonamid s vytéznosti 41 %.
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Obrazek 26. Ptiprava sulfonamidu pies sulfenamid

Yang a spol.%! pripravili sulfonamidy ze soli kyseliny sulfinové pomoci jodem
katalyzované oxidace za laboratorni teploty (Obrazek 27). Reakce se zda byt také lehce
aplikovatelna na Sirokou paletu substratii pocinaje riznymi sodnymi solemi sulfinovych
kyselin, a to v¢etn¢ aromatickych, heteroaromatickych nebo alifatickych, a také na mnoho
aminu (aromatické, heteroaromatické nebo alifatické), ptirozené se vyskytujicich amino

estertd, anebo dokonce na vyuziti vodného amoniaku.

l, (1 equiv.) O R

RSO,Na + NHR'R?
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Obrazek 27. Ptiprava sulfonamidi pomoci soli kyseliny sulfinové a jodu
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2.7 Cile prace

Cilem naseho vyzkumu ve skupin¢ je najit vhodné metody ptipravy benzothiazol (BT)
sulfonamidt. Nas zajem o tyto latky je zaméfen na jejich biologickou aktivitu stejné jako
na moznost je vyuzit jako H-bonding akceptory v organické syntéze.

V nasi skupin¢ se jiz podafilo navrhnut piipravu BT-sulfonamidi, ktera se ale ukazala
jako nevhodna pro N-aryl substituované slou¢eniny. Proto jsme chtéli zkusit ptipravu
tohoto typu produktd z BT-sulfonyl fluoridi, jelikoz bylo zjisténo, ze BT-sulfonyl
fluoridy jsou narozdil od BT-sulfonyl chloridd stabilni za laboratorni teploty. Za
normalnich okolnosti se pfevazné pii syntéze sulfonamida vychdzi ze sulfonyl chloridu.
Reakce sulfonyl fluoridu s aminy spada do SuFEx protokolu, kdy se jedna o rychlé
a selektivni reakce s vysokymi vytézky. Takze (1) prvnim cilem je ptiprava vychozi latky
BT-sulfonyl fluoridu ve vysokém vytézku, (2) takto pripraveny sulfonyl fluorid pak mél
byt ponechédn reagovat s riznymi aminy. Rozsah a aplikabilita vyvinutych podminek tak

m¢éla byt ohodnocena.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Obecné informace

Veskeré reakce byly provadény v bezvodém prostiedi v aparaturach Zihanych plamenem
pod neustalym pozitivnim tlakem inertniho plynu (argon). Veskera rozpoustédla pouzita
pro reakce byla, jestlize neni uvedeno jinak, zbavena piitomné vlhkosti pomoci
standartnich suSicich kolon dle protokolu vyvinut¢tho H. C. Grubsem a jeho
spolupracovniky.%?

Pro sloupcovou chromatografii (CC) bylo vyuzito silikagelu jako stacionarni faze a smési
petrolether (P.E.):EtOAc (V/V) jako mobilni faze. Pti déleni sloupcovou chromatografii
bylo pouzito postupného gradientu, kdy polarnéjsi frakce mobilni faze byla skokovée
pridavana do mobilmi faze (naptiklad dle nasledujiciho postupu: P.E.:EtOAc=20:1-
>10:1->4:1->2:1). Eluované frakce byly jimany po 5 - 30 mL frakcich a jejich obsah byl
monitorovan pomoci TLC. Frakce obsahujici stejny produkt byly spojeny a nasledné
odpareny na rotacni vakuové odparce (RVO).

K méfeni NMR spekter byl pouzit spektrometr JEOL ECA400II pracujici pii frekvenci
399,78 MHz (*H) a 100,53 MHz (**C). Méteni byla provadéna za laboratorni teploty,
pfiCemZ vzorky byly rozpuStény a nasledné meéfeny v jednom z nasledujicich
rozpoustédel: aceton-ds, DMSO-ds anebo CDCls. Chemické posuny zbytkového signalu
nedeuterovaného, resp. ne zcela deuterovaného rozpoustédla slouzily ke kalibraci
méfenych H NMR spekter. Chemické posuny zbytkovych nedeuterovanych resp.
caste¢né nedeuterovanych rozpoustédel v daném rozpoustédle jsou nasledujici: aceton-de
(2,17 ppm); DMSO (2.50); CDClsz (7,27 ppm).%® Ve spektrech *C bylo vyuzito ke
kalibraci charakteristického signalu atomu C substituovaného atomy vodiku 2H.
Chemické posuny jsou nasledujici: aceton-de (29,84 ppm, prostiedni signal); DMSO-de
(39,52 ppm, prostiedni signal); CDCls (77,23 ppm, prostfedni signal). Mefeni
hmotnostnich spekter bylo realizovano na pfistroji znacky Waters (Q-TOF MICRO).
Elementarni analyzy byly provedeny na pfistroji EA1112 Flash analyser (Thermo-
Finnigan). Teploty tani byly méfeny na piistroji SMP 30 (Stuart®) a jsou nekorigovany.
Pribéh reakcei byl monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na silikagelu.

Pro tento typ operace byly pouzity aluminiové desky pokryté silikagelem 60 SIL G/UV?%*
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s fluorescentnim indikatorem (Machery-Nagel nebo Sigma-Aldrich). Jednotlivé
slouceniny pfitomné v reakéni smési byli dale vizualizovany pomoci vizualizacnich

roztokd.
3.1.1 Vizualiza¢ni roztoky pro TLC
Metody pripravy:
e Zasadity roztok KMnOg byl pfipraven rozpusténim 9 g KMnO4 a 20 g K2CO3 ve
150 mL 10% NaOH.
e Vanilinovy roztok byl pfipraven rozpusténim 2 g vanilinu ve 100 mL ethanolu
obsahujici 1ImL koncentrované H2SOa.

e Roztok p-anisaldehydu byl pfipraven rozpusténim 2,5 mL koncentrované H2SO4
a 15 mL p-anisaldehydu v 250 mL 95% ethanolu.

3.2 Reak¢ni cesta k pripravé BT-sulfonyl fluoridu

3.2.1 Priprava sulfinového esteru 2

S
NBS (5 equi S, P—

o <0 ()
s>_ S MeOH/CH,Cl, N

(1:1, VIV)
1 rt., 4h 2

Disulfid 1 (2 g, 6,02 mmol, 1.0 equiv) byl rozpustén v MeOH (25 mL) a CH2Cl, (25 mL)
za laboratorni teploty. NBS (5,36 g, 30,01 mmol, 5.0 equiv) byl pfidan do reakéni smési
v deseti porcich. Smés byla ponechana za |.t. michana na elektromagnetické michacce.
Reakéni smés prechazela ze zluté do oranzové suspenze, az nakonec vznikl ¢iry oranzovy
roztok, tento piechod trval 4 hodiny. Reakce byla po celou dobu michana v baiice bez
vicka. Po ub&hnuti reakce byl do smési piidan nasyceny roztok NaHCOz (25 mL) na
ukonceni reakce. Reakéni smés byla poté extrahovana pomoci CH2Cly (2 x 25 mL).
Organicka faze byla poté promyta presycenym roztokem NaCl (25 mL). Pak byla
organicka faze dosusena pomoci MgSQOys, zfiltrovana a odpatena na RVO. Surovy produkt
byl tmavé oranZova olejovita latka. Vytéznost surového produktu byla v kvantitativnim
mnozstvi >99 %, hmotnost 2,78 g. Produkt nebyl dostate¢né Cisty, proto se musela ud¢lat
chromatograficka kolona (EtOAc/P.E. = 1:3). Vysledny produkt 2 (1.36g, 99 %) byl bila
krystalicka latka.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.19 — 8.17 (m, 1H), 8.03 — 8.00 (m, 1H),
7.62 —7.52 (m, 2H), 3.75 (s, 3H).
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13C {*H} NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 175.1, 153.8, 136.3, 127.4, 127.3, 125.1,
122.5, 51.5.
HRMS (ESI™) calcd. pro CsHsNO2S, [M+H]": 213.9991, nalezeno 213.9994.

3.2.2 Priprava soli 3

_ ®
S P NaOH (1.5 equiv) S, O Na
/>_S\\ > />_S\
N O MeOH, t, 1h NS

2 3

Ester 2 (1,34 g, 6,28 mmol, 1.0 equiv) byl rozpustén v MeOH (15,7 mL, 0,4 mol/l).
Nasledné byl pfidan vodny roztok NaOH (9,42 mL, 1 mol/l, 1.5 equiv). Reak¢ni smés se
nechala michat za |.t. Po 15 minutach byla reakce odreagovana (TLC). Reakéni smés se
dala odpatit na RVO a poté ponechala na lyofilizatoru pies noc. Vysledny produkt 3 byl
bila krystalicka latka. Vytéznost produktu byla 80 %. Hmotnost 1,1 g.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 8.04 — 8.02 (m, 1H), 7.92 — 7.90 (m, 1H), 7.47 — 7.35
(m, 2H).

13C {*H} NMR (101 MHz, DMSO-ds) 5 194.8, 153.9, 134.9, 125.6, 124.9, 122.9, 122.6.

3.2.3 Priprava sulfonyl fluoridu 4

S O'N 0]
/ a Selectfluor® S. W

s - O3
©:N \\O CH3CN, 0 °C to rt N 8

3 4

Sal 3 (1,11 g, 5,02 mmol, 1.0 equiv) byla rozpusténa v CH3CN (50 mL) za vzniku
krémové bilé suspenze a reakéni smés byla ochlazena vledové lazni (voda/led).
Selectfluor® (3,56 g, 10,04 mmol, 2.0 equiv) byl pfiddn do reakéni smési a vysledna smés
byla michéna jest¢ 5 minut v ledové lazni. Po 5 minutach byla ledova lazen oddélana
a vysledna smés byla michana za 1.t. dalsi dvé hodiny. Po dvou hodinach byla do reak¢éni
smési pridana voda (50mL). Vysledna smés byla extrahovana pomoci CH2Clz (2 x 25
mL). Organické faze byly spojeny a protiepany s vodnym nasycenym roztokem NaCl (25
mL), dosuseny pomoci bezvodého MgSQOs, zfiltrovany a odpafeny na RVO. Vysledny
produkt 4 (1,03g, 73%) byl izolovan jako krémové Zluta krystalicka latka dostatecné Cista
pro dalsi reakce.

B.t.=87-91°C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.35 — 8.32 (m, 1H), 8.08 — 8.05 (m, 1H),
7.75—7.68 (m, 2H).
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13C {*H} NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 156.2 (d, J=38.02 Hz), 152.1, 137.2, 129.5,
128.6, 126.5, 122.4.

1%F NMR (376 MHz, Chloroform-d) 64.14.

HRMS (ESI*) calcd. pro C7HsFNO2S2 [M+H]*: 217.9740, nalezeno 217.9755

3.3 Priprava sulfonamidu

3.3.1 Obecny postup pripravy
Q-
0] .0 equiv o
Ol 2 (e
N ¢ CH3CN, rt N HN
4 QQ

Sulfonyl fluorid 4 ( 0,2302 mmol, 1.0 equiv) byl rozpustén v CH3CN (2,3 mL, 0,1 M vuci

4) za laboratorni teploty. Poté byl piidan amin (0,69 mmol, 3.0 equiv). Reak¢ni smés byla
michana pies noc. Po probéhnuti reakce a kontrole na TLC, jestli vznikal vysledny
produkt, byla reakéni smés dana odpatit na RVO. Poté byla provedena purifikace pomoci

sloupcové chromatografie s mobilni fazi: P.E./EtOAC.

N-benzylbenzo[d]thiazole-2-sulfonamide (6)
s 2
pes L

6
Chemical Formula: C14H12N20282
Exact Mass: 304.03
Molecular Weight: 304.38

Surovy sulfonamid 6 byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; EtOAc/hexane
= 1:4) a izolovan jako bila krystalicka latka (65 %).

B.t.= 106-110 °C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.17 — 8.14 (m, 1H), 7.99 — 7.96 (m, 1H), 7.62
(ddd, J=8.1, 7.2, 1.5 Hz, 1H), 7.57 (ddd, J = 7.8, 7.2, 1.4 Hz, 1H), 5.46 (t, J = 5.4 Hz,
1H), 4.44 (d, J = 6.1 Hz, 2H).

13C {*H} NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 166.0, 152.4, 136.5, 135.7, 128.9, 128.3,
128.2,127.8, 127.6, 125.2, 122.3, 48.2.

MS (ESI), m/z (%): 239 [M-H] (100), 303 [M-H] (60)

HRMS (ESI*) calcd. pro C14H13N202S2 [M+H]": 305.0413, nalezeno 305.0412.
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N-allylbenzo[d]thiazole-2-sulfonamide (7)
s. 9 /
Lo

7
Chemical Formula: C4gH4gN20,S,
Exact Mass: 254.02
Molecular Weight: 254.32

Surovy sulfonamid 7 byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; EtOAc/hexane
= 1:1) a izolovan jako bila krystalicka latka (72 %).

B.t.= 104-108 °C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.16 (ddd, J = 8.2, 1.3, 0.7 Hz, 1H), 7.96 (ddd,
J=7.8, 1.5, 0.7 Hz, 1H), 7.60 (ddd, J = 8.0, 7.2, 1.4 Hz, 1H), 7.55 (ddd, J = 8.1, 7.3,
1.5 Hz, 1H), 5.79 (ddt, J = 17.1, 10.2, 5.9 Hz, 1H), 5.46 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 5.24 (dq,
J=17.1,15Hz 1H),5.11 (dq, J = 10.2, 1.3 Hz, 1H), 3.88 (tt, J = 6.0, 1.5 Hz, 2H).

13C {*H} NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 166.2, 152.5, 136.5, 132.6, 127.8, 127.6,
125.2,122.3, 118.5, 46.6.

MS (ESI), m/z (%): 255 [M+H]* (100).

HRMS (ESI*) calcd. pro C10H11N202S2 [M+H]": 255.0256, nalezeno 255.0257.

N-butylbenzo[d]thiazole-2-sulfonamide (8)

S
@E*_L
8
Chemical Formula: C41H44N,0,S,

Exact Mass: 270.05
Molecular Weight: 270.37

Surovy sulfonamid 8 byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; EtOAc/hexane
= 1:3) a izolovan jako svétle zluta krystalicka latka (67 %).

B.t.= 82-86 °C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.18 — 8.16 (m, 1H), 7.99 — 7.96 (m, 1H), 7.56
(ddd, J=8.1, 7.2, 1.4 Hz, 1H), 7.61 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.4 Hz, 1H), 5.18 (t, J = 6.0 Hz,
1H), 3.25 (td, J =7.1, 6.1 Hz, 2H), 1.58 — 1.51 (m, 2H), 1.40 — 1.30 (m, 2H), 0.88 (t, J =
7.4 Hz, 3H).

13C {*H} NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 166.2, 152.5, 136.5, 127.7, 127.6, 125.1,
122.3, 43.9, 31.8, 19,7, 13.6.

MS (ESI), m/z (%): 271 [M+H]" (100).

36



HRMS (ESI™) calcd. pro C11H15N202S, [M+H]": 271.0569, nalezeno 271.0569

N-(1-(4-chlorophenyl)ethyl)benzo[d]thiazole-2-sulfonamide (9)

3 3O
O
N 0
9
Chemical Formula: C45H13CIN5O,S,

Exact Mass: 352.01
Molecular Weight: 352.85

Surovy sulfonamid 9 byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; EtOAc/hexane
= 1:10) a izolovan jako nazloutla krystalicka latka (24 %).

B.t.=120-122 °C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.07 (ddd, J = 8.2, 1.3, 0.6 Hz, 1H), 7.92 (ddd, J =
7.8,1.3,0.6 Hz, 1H), 7.60 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.4 Hz, 1H), 7.55 (ddd, J = 8.4, 7.3, 1.3 Hz,
2H), 7.12 (dt, J=8.8, 2.0 Hz, 2H), 7.05 (dt, J = 8.9, 2.4 Hz, 2H), 5.74 (d, J = 7.4 Hz, 1H),
4,77 (p, J=7.0 Hz, 1H), 1.53 (d, J = 6.9 Hz, 3H).

13C {*H} NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 166.6, 152.3, 139.9, 136.6, 133.7, 128.7,
127.9, 127.8, 127.6, 125.0, 122.2, 54.2, 23.3.

MS (ESI), m/z (%): 351 [M-H]" (100).

HRMS (ESI™) calcd. pro C1sH14CIN20.S, [M+H]*: 353.0180, nalezeno 353.0179

N-(furan-2-ylmethyl)benzo[d]thiazole-2-sulfonamide (10)

10
Chemical Formula: C4,H1gN20O3S,
Exact Mass: 294.01
Molecular Weight: 294.34

Surovy sulfonamid 10 byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; EtOAc/hexane
= 1:1) a izolovan jako svétle zluta krystalicka latka (45 %).

B.t.=104-108 C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.14 — 8.13 (m, 1H), 7.97 — 7.96 (m, 1H), 7.56
(ddd, J = 8.3, 7.3, 1.3 Hz, 1H), 7.61 (ddd, J = 8.3, 7.2, 1.3 Hz, 1H), 7.17 (m, 1H), 6.16
(dd, J=3.1,0.7 Hz, 1H), 6.13 (dd, J = 3.2, 1.9 Hz, 1H), 5.56 — 5.54 (m, 1H), 4.46 (d, J =
6.0 Hz, 2H).
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13C {*H} NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 165.9, 152.5, 148.9, 143.0, 136.5, 127.8,
127.6, 125.2, 122.3, 110.5, 109.0, 40.9.

MS (ESI), m/z (%): 229 [M-H] (100), 293 [M-H] (40)

HRMS (ESI™) calcd. pro C12H10N203S:K [M+K]*: 332.9764, nalezeno 332.9767

N-cyclohexyl-N-methylbenzo[d]thiazole-2-sulfonamide (11)

s 9 >/:
)—S—N
Nog D
11
Chemical Formula: C44H4gN>0,S,

Exact Mass: 310.08
Molecular Weight: 310.43

Surovy sulfonamid 11 byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; EtOAc/hexane
= 1:3) aizolovan jako svétle zluta krystalicka latka (22 %).

B.t. = 80-82 °C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.18 — 8.16 (m, 1H), 7.97 — 7.95 (m, 1H), 7.59
(ddd, J=8.3, 7.2, 1.4 Hz, 1H), 7.56 — 7.52 (m, 1H), 3.98 (tt, J = 11.6, 3.8 Hz, 1H), 2.98
(s, 3H), 1.77 — 1.59 (m, 5H), 1.43 — 1.29 (m, 4H), 1.07 — 0.98 (m, 1H).

13C {*H} NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 166.4, 152.8, 136.4, 127.5, 127.4, 125.3,
122.2,58.1, 30.6, 29.5, 25.8, 25.4.

MS (ESI), m/z (%): 229 [M+H]" (100), 311 [M+H]" (50)

HRMS (ESI") calcd. pro C14H1sN202S:K [M+K]*: 349.0446, nalezeno 349.0441

2-(piperidin-1-ylsulfonyl)benzo[d]thiazole (12)

s %
e s
12
Chemical Formula: C4,H4N,0,S,

Exact Mass: 282.05
Molecular Weight: 282.38

Surovy sulfonamid 12 byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; EtOAc/CHCIs
= 1:1->0:1) a izolovan jako bila krystalicka latka (13 %).

B.t. =109 - 113 °C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.20 (ddd, J = 8.2, 1.3, 0.7 Hz, 1H), 7.98 (ddd, J =
7.9,1.4,0.7 Hz, 1H), 7.61 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.4 Hz, 1H), 7.56 (ddd, J = 7.9, 7.2, 1.4 Hz,
1H), 3.40 — 3.37 (m, 4H), 1.71 — 1.66 (m, 4H), 1.56 — 1.50 (m, 2H).
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13C {*H} NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 164.3, 152.8, 136.4, 127.6, 127.4, 125.3,
122.2,47.6, 25.4, 23.6.

MS (ESI), m/z (%): 283 [M+H]" (100).

HRMS (ESI*) calcd. pro C12H1sN202S2 [M+H]": 283.0569, nalezeno 283.0570.

3.4 Biologické testovani na anthelmintickou
aktivitu

3.4.1 Obecné informace

C. elegans linie a bakterie (Bacteria. Uracil auxotroph. E. coli, B. Biosafety
Level : BSL- 1) jsou z Caenorhabditis genetic center. C. elegans byly izolovany
z kompostu pobliz Bristolu v Anglii panem L. N. Stanilandem. Byly péstovany W. L.
Nicholasem a nasledné kultivovany C.E. Doughertym. Substrat chitinazy a pozitivni
kontrola byla z Merck, zakladni chemikalie byly ve vétsin¢ piipadi z LachNer.
Kvasnicovy extrakt, trypton apepton byly z VWR. Na staceni latek se pouzivala
centrifuga Jouan BR4i. VSechny operace se provadély ve sterilnim prostiedi
V horizontalnim laminarnim boxu pro proudéni vzduchu aura HZ 72 T od firmy BIOAIR.
Bakterie byly inkubovany v inkubatoru Medline. Inkubator na kultivaci ¢ervii byl pouzit
Q-CELL. Mikroskopy se pouzivaly dva, prvnim byl mikroskop Bresser Researcher ICD
a druhym mikroskop Leica. Na stoceni malych ampulek se pouzivala mini centrifuga od
firmy Labnet. Pro pipetovani se pouzivala multikanadlovd mikropipeta Transferpette®
S- 12, pipetor SWIFTPET PRO a pipety znacky Finnpipette® o riznych objemech.
Intenzita fluorescence byla méfena na readeru TECAN M200 PRO. Termoshaker byl
pouzit Mixing Block MB-102. Na neustalé¢ protfepavani vzorkl se pouzivala tiepacka
IKA® KS 260 basic.
3.4.2 SloZeni pouzitych pufri a médii
- M9 : 15 g Na2HPO4 - 12 H20, 3 g KH2PO4 5 g NaCl, 0.25 g MgSQOg4 - 7H0,
doplnit ddH20 (deionizovana voda) do 1 L, dat autoklavovat
- Fosfatovy pufr (PPB) : 136 g KH2POg, Piidat ddH20 do 900 mL, upravit pH na
6.0 s pouzitim 5SM KOH, doplnit ddH20 do 1 L, dat autoklavovat
- Stopové prvky : 1.86 g Na2:EDTA, 0.69 g FeSO4 - 7H20, 0.20 g MnCl: - 4H20,
0.29 g ZnS0O4 - 7TH20, 0.016 g CuSOg4, doplnit ddH2O do 1 L, dat autoklavovat
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- Citratovy pufr : 268.8 g citrat sodny, 26.3 g monohydrat kyseliny citronové,
doplnit ddH>O do 900mL, srovnat pH na 6.0 s pomoci SM KOH, doplnit ddH20
do 1 L, dat autoklavovat

- Shasal: 59 g NaCl, 50 mL fosfatového pufru (nesterilni), ptfidat 1 mL
cholesterolu (5mg/ mL v EtOH), doplnit ddH2>O do 1 L, dat autoklavovat

- S-complete medium : Do 11 S basal pridat: 10 mL citratovy pufr (sterilni), 10 mL
stopovych prvku (sterilni), 3 mL 1M-CaCl; (sterilni), 3 mL 1M-MgSOs (sterilni)

- NGM agar (Nematode Growth Medium) (400 mL) : 1.2g NaCl, 1g Pepton,
7.8g Agar, doplnit ddH20O do 400 mL, pfidat 400 pL cholesterolu (5mg/mL
v EtOH), dat autoklavovat. Po autoklavovani nechame médium trochu zchladnout
a piidame: 200 pL 1M CaCl; (sterilni), 400 uL 1M MgSOs (sterilni), 10 mL
fosfatovy pufr pH 6.0 (sterilni), médium vSechno rozlijeme.

- LB (Lysogeny Broth) : 10g trypton, 5g kvasnicovy extrakt, 10g NaCl, chceme-
li pevné médium (15g agar), doplnit ddH>O do 1 L, dat autoklavovat

- Mrazici roztok : 5.85g NaCl, 6.8g KH2PO4, 300g glycerol, 5.6 mL 1M NaOH,
doplnit ddH20 do 1 L, dat autoklavovat

- Roztok na bleaching: Na 10 mL : 8 mL voda, 1.5 mL roztok NaClO, 0.5 mL
10M NaOH

- Pufr na chitinasovou assay : 40g NaOH, 75¢g glycin, Doplnit H.O do 1L, srovnat
pH na 10.6

3.4.3 Kultivace C.elegans na NGM miskach

Nejprve si pomoci kiizového roztéru nasadime na novou LB misku 1 kolonii ze staré
misky. Kultivujeme pies noc pii 37 °C. Poté nabereme 1 kolonii a pomoci ni infikujeme
sterilni tekuté LB medium. Nakonec suspenzi pteneseme do Erlenmeyerovy barky.
Dale si musime ptipravit NGM misky. Nejprve si na Petriho misky rozpipetujeme teplé
a tekuté medium. Po zchladnuti a ztuhnuti media pridame do Petriho misky 100 uL
suspenze E. coli v LB mediu. Nasazené bakterie rozetfeme pomoci sterilni hokejky,
zavieme misku a chvili nechame stat v boxu, dokud se medium nevstieba. Kultivujeme
opét bud’ ptes noc pii 37 °C nebo dva dny za pokojové teploty.

Poté z misky, obsahujici dobte narostlou populaci C.elegans, pomoci sterilizovaného
skalpelu vyfizneme CtvereCek NGM, a tim pfeneseme malou ¢ast populace na misku

s novym zdrojem potravy, kde se mohou dale mnozit.
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Ptipravime si bakterie v S-complete. Nejprve si predvazime centrifugac¢ni zkumavky, pak
do zkumavek piepipetujeme 50 mL bakteridlni suspenze v LB a sto¢ime (4100 rpm, 15
min). Vymyjeme st€ny zkumavky nékolika mL S basal nebo sterilni vodou a oplachneme
1 vi€ko. Poté na buni¢inu nalejeme 70% EtOH, timto bunicinu sterilizujeme. Pfebytecnou
tekutinu ze zkumavek a vi¢ek potom vyklepneme na tuto sterilizovanou bunicinu.
Zkumavky nechdme v boxu vyschnout, ale nesmi vyschnout peletka, jen nesmi byt
ve zkumavce viditelné kapky tekutin. Zvazime zkumavky s mokrou peletkou, odecteme
vahu Ccisté zkumavky a spocitame vahu peletky. Poté resuspendujeme v takovém
mnozstvi S-complete, abychom ziskali suspenzi o koncentraci 60 mg bakterii/mL.
Skladuje se to v lednici.

Vékova synchronizace C.elegans neboli tzv. Bleaching se provadi tak, Zze populaci
s vysokym obsahem dospélych, téhotnych jedinci smyjeme pomoci M9 pufru do
mikrozkumavek. Mikrozkumavky stoc¢ime (asi 10s). Odpipetujeme co nejvetsi mnozstvi
supernatantu, ptidime 1 mL cCerstvé pripraveného roztoku na Bleaching a umistime do
termoshakeru, ktery je nastaven na pokojovou teplotu a nejvyssi otacky (1500 rpm).
Ttepeme, dokud nejsou okem vidét ervi (obvykle 5-10 minut). Mikrozkumavky sto¢ime
na 10 s, piipadné déle, pokud neni peletka jesté usazena. Odsajeme roztok na Bleaching
a 3x promyjeme M9 a pak jesté 1x S-complete. Na zavér pridame podruhé S-complete,
sto¢ime, odsajeme peletku a prepipetujeme ji do 15 mL zkumavky s 5 mL S-complete.
Po tomto Bleachingu jsou ptitomny v populaci pouze vajicka, ktera nechame vylihnout
pies noc na tiepacce a druhy den je nakrmime a pouzijeme k experimentiim. Pfi kultivaci
C. elegans nejprve populaci, ktera je vékove synchronizovana, piepipetujeme do Petriho
misky. Pfiddme poZadované mnozstvi S-complete a bakteridlni suspenze.
Do experimentu obvykle chceme 3 mg/mL, bakterialni suspenzi v S-complete fedime
20x. Populace chovame na tfepacce v tekutém mediu, aby mély dostate¢nou distribuci

vzduchu.
3.4.4 Hodnoceni Anthelmintické aktivity

Nejprve st musime piipravit desky na testovani. Zacneme tim, Ze Cerstvé vylihnuté L1
larvy pfipravené Bleachingem spocitdme. Je potieba aby v jedné jamce bylo mezi 15-30
cervy, to odpovida 150-300 ks/mL. Pro testovani ve dvou koncentracich, tzv. screening
potiebujeme 10 mL suspenze na 1 desku s 3 mg/mL bakterii. Suspenzi nachystame do
sterilnitho rezervoaru, at se sni lépe pracuje. Do sloupce 1 a 7 jamkové desky

napipetujeme 330 pL suspenze. Do sloupce 4 a 10 napipetujeme 270 uL suspenze. Nase
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latky budeme chtit testovat v koncentracich 50 uM a 5 uM, k 330 uL suspenze tedy
pfidame 0,33 pL 50 mM zésobniho roztoku DMSO (dimethyl sulfoxide). Posledni dvé
jamky ve sloupci 7 jsou vyhrazeny pro kontroly. Ivermectin 0,1 uM pouzijeme jako
pozitivni kontrolu (Obrazek 28) a DMSO jako negativni kontrolu (Obrazek 29). Poté
pomoci multikanalové pipety preneseme 30 pL suspenze ze sloupce 1 do sloupce 4 a ze
sloupce 7 do sloupce 10. Timto se latky zfedi 10x. Momentaln¢ mame 300 pL otravené
suspenze ve vsech 4 sloupcich. Pripravime technicky triplikéat rozpipetovanim 100 uL
suspenze do vedlejSich sloupci (tzn. ze sloupce 1 pijde 100 puL do sloupce 2 a 3, atd.).
Na desku dame folii a nechame inkubovat na tiepacce po dobu 4 dni, dokud cervi
nedospéji a neza¢nou se mnozit. Az dospéji, provedeme skorovani. Skérovani se provadi
tak, Ze desky prohlédneme pod mikroskopem a kazda jamka dostane skore od 1-5 (1-vse
je v poradku, 2- méné potomstva, 3- zpomaleni vyvoje, 4- zastaveni vyvoje, 5- vSe je
mrtvé). Skorovani se provadi pred provedenim chitinazového testu.

Chitinazovy test®

se provede tak, ze desky sto¢ime (1500 rpm, 2 min), abychom se
zbavili kondenzace na folii. Do desky ptidame substrat pro chitinazu
(4- Methylumbelliferyl B-D-N,N’,N"-triacetylchitotriosid, 0,8 mM, v -20°C). Pfidame
2,5 pL. zasobniho roztoku o koncentraci 0,8 mM. Desky nechame inkubovat hodinu pfi
37 °C. AZ ub&hne inkubac¢ni doba pfidame ,,alkaline buffer”. Desky méfime na TECANu

(excitace 360, emise 460, gain 65, horni méfeni). Naméfené hodnoty vyhodnotime.
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Obrazek 28. Jamka s pozitivni kontrolou Ivermectinem. Jedna se o 4 dny staré
cervy, kdy je ivermectin (v koncentraci 1 uM) silné paralyzoval, diky ¢emuz se
dale nevyvijeli a zlstali v L1 larvalnim stadiu.

Obrazek 29. Populace z negativni kontroly v DMSO. Jedna se o 4 dny staré
dospélce a jejich potomky-vajicka a Cerstvé vylihlé L1 larvalni stadium.
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4 Vysledky a diskuze

Moje bakalatska prace se da v podstaté shrnout do jednoho schématu (Schéma 1). Nejprve
jsem se pokusila piipravit BT-sulfonyl fluorid 4, ktery jsem nasledn¢ nechala reagovat
s aminy za vzniku BT-sulfonamidt 6-12. Bohuzel metoda se ukazala byt mén¢ obecna,
nez jsme doufali, a tak jsem nepfipravila dost zajimavych sulfonamidd pro jejich
testovani na C. elegans. Hodilo se mi, Ze strukturn¢ obdobné BT-sulfonamidy piipravil
Mgr. Zalesék jinym postupem v ramci své doktorské prace. Tyto ptipravené sulfonamidy

Mgr. ZaleSakem jsem poté otestovala na C. elegans.

! 0 . P
4 R,NH : S, W i otestovani BT-
>_SS_< :© ©: />—S F —> />_|S|—NR2 sulfonamidt
7 N o : na
; 6-12 1 anthelmintickou

______________________ ! aktivitu
Schéma 1. Obecné schéma pokryvajici principidlni naplih mé bakalatské prace
Samoziejmé, Ze cesta nebyla tak snadna a pifimocara, jak to popisuji, a proto bych vam

jeji trnitost ted’ chtéla piiblizit na pfistich par strankach.

4.1 Syntéza sulfonamidu

4.1.1 Priprava benzothiazol sulfonyl fluoridu 4

Ptiprava BT-sulfonyl fluoridu 4 vede pfes tfi kroky. Prvnim krokem je ptiprava prvniho
meziproduktu sulfinového esteru 2 (Schéma 2), kde je potiebna vychozi latka disulfid 1.
Normalné se pro piipravu latky 2 vyuziva kyselina sulfinova, sulfinyl chloridy nebo
sulfonamidy. Jenomze tyto derivaty siry (IV) nejsou moc komeréné€ dostupné a ani nejsou
zvlasté jednoduché na syntézu. Proto obecné nejméné drahé a dostupné organosirové
slouceniny jsou derivaty siry (II), thioly a disulfidy, z nichZ jsme jako prvni vychozi latku
zvolili disulfid 1. Rozhodli jsme se nasledovat ¢lanek, ktery publikoval Brownbridge
a spol.®®, ve kterém je ptimo popséana reakce vzniku sulfinového esteru z disulfidu pomoci
NBS (N-bromsukcinimid) a alkoholu. Je zde uvedeno, Ze reakce probiha az s 90%
vytéznosti. My jsme smichali MeOH s CH2Clz v poméru 1:1 a pfidali 5 equiv. NBS.
Podle TLC jsme zjistili, zdali vznika pozadovany produkt a reakci jsme zastavili pomoci
NaHCO3 (neutralizace vznikajici HBr). Surovy produkt byl izolovan po work-upu jako

oranzova olejovita latka. Vznikly produkt podle NMR nebyl ¢isty, musela se provést
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chromatograficka kolona. Cisty produkt 2 vznikal v kvantitativnim mnozstvi s vytéznosti

>99 %. Tato reakce probihala bez problému.

S
NB i S o—
Ny ,S_<\N:© SGequy) ©:,>—s'
s>_ s MeOH/CH,Cl, = 1:1 (VIV) NS

rt., 4h
1 2 (99%)

Schéma 2. Priprava latky 2 z disulfidu 1

Druhym krokem byla piiprava soli 3 z latky 2 (Tabulka 1). Nejprve jsme zkousSeli provést
hydrolyzu podle ¢lanku od Daye a spol.% Slo o reakei latky 2 v rozpoustédle THF/H20
v poméru 1:1 za pfidavku 1.0 ekvivalentu NaOH (tadek 1). Je zde uvedeno, Ze reakce
probiha za vysokych vytézki a za rychlého reakéniho Casu. Pokusili jsme se tedy presné
dodrzet podminky podle ¢lanku, jenomzZe nam to vitbec nereagovalo. Nasledné (fadek 2)
jsme zkusili zvétsit reakéni Cas, a nechali jsme reakci probihat pies vikend. Tato reakce
uz byla Gspésna, ale stale byla mala vytéznost 23 %. Nasledné (fadek 3) jsme nechali
stejny reakéni Cas jako v tfadku 2, jen jsme ptidali vice NaOH. Vytéznost se vyrazné
nezlepsila. Poté jsme pridali jesté vice NaOH (fadek 4) a reakce jiz prob&hla rychleji ale
pouze s vytéznosti 30 %. Tyto reakce byly pro nas velice nevyhodné, jelikoz jsme
potiebovali latku 3 do dalSich reakci. Proto jsme zkusili reakci podle patentu od Coopera
a spol.,%” kde ptipravil sulfinat sodny pomoci 1M-NaOH roztoku a MeOH (fadek 5).
Uvadi, Ze reakce probihd az v 90 % vytézku. Reakci jsme provedli za stejnych podminek,
jak bylo popsano v patentu, reakce probéhla do hodiny a s vytézkem 80 %. Vysledny

produkt byla bila krystalick4 latka.
Tabulka 1. Ptiprava latky 3 z latky 2

O @
/ O ' Na
/ S —_—
@,\P_ o) podminky ©:N/>_S\b

2 3
Podminky Vytezek [%]
1 NaOH (1.0equiv), THF/H20,rt.,1 h >5 %
2 NaOH (1.0equiv) THF/ H20,rt.,72 h 23 %
3 NaOH (1.4equiv)THF/ H20,1t.,72 h 25 %
4 NaOH (1.7equiv)THF/ H20,rt.,14 h 30 %
587 1M-NaOH (1.5 equiv), MeOH, 1 h 80 %

Tretim a poslednim krokem pfi piipravé BT-sulfonyl fluoridu 4 je reakce latky 3 se
Selectfluorem® (Schéma 3). Reakce zprvu probiha za chlazeni, ale pak se odebere
45



chladici lazen a reakce probiha za laboratorni teploty. Selectfluor® nam v této reakci
slouzi jako donor "F™. Vysledny produkt mé&l vytéznost 70 % a podle *H NMR byl
dostate¢né Cisty, tudiZ jej nebylo nezbytné dale Cistit pied dal§im pouzitim. Tato reakce

probihala bez problému. Vysledny produkt byla svétle zluté krystalicka latka.

_______________________

s, O N2 | F=B—F
>—S/ Na Selectfluor® S A r
7 : />—s=o 'OF N

N o CH3CN, 0°C to rt., 2h n '

®
ARG
3 1]
4 (70% .
@ (): ® F

F

S ' F ,
S ‘3 IP) E Foo
7S ' Selectfluor® '
N (@) N e e e e e e e . :’

Schéma 3. Piiprava BT-sulfonyl fluoridu 4 pomoci selectfluoru®

4.1.2 Optimalizace podminek pro syntézu sulfonamidi

Pii syntéze BT-sulfonamida jsme jako prvni chtéli nalézt vhodné reakéni podminky pro
reakci sulfonyl fluoridu 4 s benzylaminem (Tabulka 2). Zaméfili jsme se na roli
rozpoustédla. Vyzkouseli jsme tyto rozpoustédla: CH2Cly (tadek 1), CH2Cl2 s EtsN (fadek
2, aktivace pomoci tercialniho aminu), CH3CN s H2O (fadek 3, aktivace pomoci vodikové
vazby) a cisty CH3CN (fadky 4-6). Ve vsech piipadech dochazelo k uplné konverzi
vychozi latky, jenomze misto vzniku nami chténého produktu u podminek v fadcich 1-3
vznikaly neidentifikovatelné vedlejsi produkty spolu s benzo[d]thiazol-2-olem (5).
Predpokladame, Ze tato latka vznikla pti reakci jako vedlejsi produkt, kdy pravdépodobné
benzyl amin, jakozto nukleofil, atakoval fluoridovy atom a nasledné molekula vody
hydrolyzovala takto vznikly intermediat pfi zpracovani reak¢éni smési za vzniku latky 5

(Schéma 4).

S % [ NHBn Sm S
)—$=0 | —— )—S=0 — )—OH
N F N !

4

Schéma 4. Pfedpokladana vedlejsi reakce pozorovana pii kondenzaéni reakci sulfonyl fluoridu 4 s benzyl
aminem

Jako nejlepsi se nam tedy jevilo pouziti CH3CN jako rozpoustédla, protoze pouze v tomto
ptipadé¢ nam vznikal cileny produkt 6. Nasledné jsme se pokouseli zvysit vytézek této
reakce zménou délky reakéniho Casu a ekvivalentd benzylaminu. Nakonec se ukazalo,

ze pokud budeme provadeét reakci pii L.t. po dobu 14 h a s 3.0 ekvivalenty benzylaminu,
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reprodukovatelné ziskame produkt s vytézkem 65 %. Tyto podminky zndzornéné v fadku
6 se nam tedy jevily jako nejlepsi. Jestlize jsme zvysily reakéni ¢as (fadek 7), ekvivalenty
benzylaminu (fadek 8), anebo reak¢ni teplotu (fadek 9), tak produkt nebyl izolovan
V lepSim vytézku. Nejlepsi podminky (fadek 5) jsme se tedy rozhodli pouzit jako
standartni pro ostatni reakce BT-sulfonyl fluoridu 4 s aminy.

Tabulka 2. Optimalizace reakce sulfonyl fluoridu 4 s benzylaminem

[ :L _NH, o
s. Q s, ¢ S
= —_— S=0
©:N/>_I$= © podminky ©:N/>_Hl{l\/© ¥ ©:N/>_OH
4 6 5
Izolovany | Piitomnost
Konverze
] vytézek latky 5
Benzylamin Reakéni podminky latky 4
latky 6 [%]?
[9%]”
[%0]

1 1.0 equiv CH.Cly, r.t., 12h >99 % <5% ~45

i CH2C|2, EtsN, 0°C-rt., ~55
2 1.0 equiv >99 % <5%

12h

3 1.0 equiv CH3CN:H20 (1:1), r.t, 12h >99 % <5% ~50
4 2.0 equiv CHsCN, r.t., 12h >99 % 37% ~25
5 3.0 equiv CHsCN, r.t,, 3h >99 % 38% ~40
6 3.0 equiv CH3sCN, r.t., 14h, >99 % 65% ~20
7 3.0 equiv CHsCN, r.t., 24h, >99 % 64% n.d.”
8 4.0 equiv CHsCN, r.t., 14h, >99 % 60% n.d.”
9 3.0 equiv CH3sCN, 40°C, 12h, >99 % 31% n.d.”

a) Dle *H NMR spekter surové reakéni smési

b) n.d. - nebyl detekovan
4.1.3 Aplikace optimalizovanych podminek

Majice v rukou optimalizované reakéni podminky, rozhodli jsme se je aplikovat na
primarni, sekundarni a aromatické aminy (Tabulka 3). Ukazalo se, ze primarni
o-monosubstituované¢ aminy reaguji za téchto podminek velmi dobfe a cilené
sulfonamidy byly izolovany v dobrych vytézcich (latky 6-8, 10; 45-72%). Bohuzel jsme
si také v8imli, ze jakmile za¢ne narustat stericka naro¢nost v okoli aminu, v reak¢éni smési
se zaCina tvofit novy vedlejsi produkt 13, ktery byl na zaklad¢ typickych chemickych

posunt znamych z literatury ur¢en jako ptimy adukt amind na aktivovany sulfonyl fluorid
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4 (Schéma 5). Typicky maji N-alkylbenzo[d]thiazol-2-aminy 13 charakteristicky pik
(triplet. J ~ 7,6 Hz) mezi 7,05 a 7,10 ppm v *H NMR spektru (pro CDCls).%8 Tento signal
pak odpovida aromatickému atomu vodiku na benzenovém jadie benzothiazolového
kruhu.

Tabulka 3. Ptipravené sulfonamidy

0O, R'

H— N, R
S<_-S. N /
S Y . ©: -
N (3.0 equiv) S R?
4 CH5CN, RT, 14h 13
(o]
o - :
BT">>N">ph BTN BT’ N/\/\ BTsg-N
H H 3,
6 (65 %) 7 (72 %) 8 (67 %)
a) a) a) 9 (24 %)
6:13a = >99:1 7:13b = >99:1 8:13c = 68:32
9:13d = 70:302)
BTN
By T D) gt
10 (45 %) (13 %) (22 %) \© 02 \©\
a) OCHjy
10:13e = >99:1 12: 13g 92:8%) 11: 13f = 71:292) stopy stopy

a) pomér uréen z 'H NMR spekter surové reakéni smési

Vznik Vedlej§ih0 produktu 13 se pak stal zejména patrn}'lm v okamziku, kdy stericky
sulfonyl fluoridem 4. V tomto okamziku sulfonamidy 9, 11 a 12 byly izolovany pouze
v 13-24% vytézcich. Piekvapiveé pomér vedlejSich produkti 13 vzniklych v reakéni smési
se nezvysil, a tedy nam neukrojil z naseho vytézku. Zbytek latky 4 tak podlehl degradaci.
V tomto okamziku jsme podlehli dojmu, ze tedy latky 13 pravdépodobné vznikaji
degradaci cilovych sulfonamidi piimo v reakéni smési. Abychom otestovali tuto
hypotézu, tak jsme ponechali reagovat sulfonamid 8 za danych reak¢nich podminek
(Schéma 6). Prekvapive jsme zjistili, ze sulfonamid 8 je za danych reak¢énich podminek
stabilni a nedochazi k jeho degradaci (latka 8 byla re-izolovana v 95 % vytézku).

Nasledné jsme jesté otestovali vyuziti arylamind jako substratt pro nasi reakci, ale reakce

neprobihala (moZn4 stopy produktt jsme vidéli v *H NMR spektrech).
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Schéma 5. Navrzeny mechanismus tvorby neo¢ekavaného vedlejsiho produktu 13c

02 02 N B
S.,-B - NP M
NY N-Bu Bu—NH, . N\\I/S N U+ ©:\>—NH
@s H (3.0 equiv) Gs : S
8 CH3CN, RT, 14h 8 (95%) 13c (<5%)

Schéma 6. Testovani stability latky 8 za couplingovych reakénich podminek

Protoze konverze sulfonyl fluoridu byla >95 % a nevidéli jsme po work upu piili§
vedlejsich produktl, fekli jsme si, Ze mozna problém bude se zpracovanim reak¢nich
smési po reakci (velké ztraty). Proto jsme u reakci produkujici latky 6, 7 a 8 zkusili
provést work up okyselenim na pH = 2-3 pomoci 10% HCI a vyslednou reakéni smés

nasledné extrahovat do CH2Cl..Vytéznost reakei se ale nezvysila.

4.1.3.1 Vyvoj dodateénych alternativnich podminek

Pro malé vytézky nasich reakci jsme se rozhodli vyvinout nové reakéni podminky, jez by
misto aktivace fluoridu jakozto odstupujici skupiny (vodikova vazba s CH3CN)
aktivovaly sulfonovou skupinu. Inspirovali jsme se publikaci Mahapatra a spol.®® ktery
vyuzival reakce sekundarnich aminti s 1.0 ekvivalentem Lewisové kyseliny (aktivace)
za piitomnosti 1.5 ekvivalentu DABCO v t-BuOH pti 35 °C (Tabulka 4). Pokusili jsme
se tedy aplikovat dané reak¢ni podminky a otestovali 1 né€kolik riznych Lewisovych
kyselin. Bohuzel ve vSech ptipadech jsme pozorovali pouze degradaci vychoziho sulfonyl

fluoridu. KyZeny produkt nebyl za zddnych podminek pozorovan.
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Tabulka 4. Reakce sulfonyl fluoridu 4 se sekundarnim aminem za ptitomnosti DABCO, Lewisovych
kyselin a t-BuOH

LA

DABCO s. Q
Lewisova kyselina />—S=O
>_S O+ P - N

N t-BuOH N
H

H LA
t-BuO
Vytézek
Podminky
[%]
1. CaCl> (1.0 equiv), DABCO (1.5 equiv), t-BuOH, 35 °C <5%
2. Zn(CF3S03)2 (1.0 equiv), DABCO (1.5 equiv), t-BuOH, 35 °C <5 %
3. Sc(CF3S03)3 (1.0 equiv), DABCO (1.5 equiv), t-BuOH, 35 °C <5%
4, AgBF4 (1.0 equiv), DABCO (1.5 equiv), t-BuOH, 35 °C <5%
5. Bi(CF3S0z3)3 (1.0 equiv), DABCO (1.5 equiv), t-BuOH, 35 °C <5 %
6. CaCl; (1.0 equiv), EtsN (1.5 equiv), t-BuOH, 35 °C <5%
7. CaCl; (1.0 equiv), DBU (1.5 equiv), t-BuOH, 35 °C <5%

Zkouseli jsme také aplikovat nase podminky na aniliny, ale ukézalo se, Ze je pro né¢ tato
metoda velice nevhodna. Nevznikal pozadovany produkt, i kdyz jsme postupné
z laboratorni teploty zvySovali teplotu postupné az na 50 °C (od 30°C vzdy po 10°C po
dobu 1 h) a nasledné az na 100 °C po dobu 12 h. Produkty, které jsme ocekavali vSak

nevznikly (Schéma 7). Reakce produkovaly pouze neidentifikovatelnou smés latek.

Zn(CF4S0s), (1.0 equiv) s %
>_ HoN DABCO (1,5 equiv) = 770
S=0 + XK > N HN
x t-BUOH, 35 - 100 °C \©\
4 X =H, OCH,4 X

Schéma 7. Testované podminky reakce sulfonyl fluoridu 4 s aryl aminy

Zkusili jsme tedy reakci s Lewisovou bazi DMAP (aktivace fluoridu k odstoupeni). Ani
V tomto pripadé reakce neprobéhla, a to ani za zvysenych teplot (l.t., 50 °C, a 70 °C).
Sulfonyl fluorid pouze podlehl rozkladu na latku 5.

Dale jsme zkusili, jestli nemohou ptivodni reakéni podminky v pfipadé aminoalkohold
vést k reakci. Spekulovali jsme, Ze hydroxy skupina v aminoalkoholu mtize pfi reakci
utvotit vodikovou vazbu s fluoridem a tak zajistit jeho in situ aktivaci. Nejprve jsme

zkouseli reakei s 3.0 equiv valinolu (Schéma 8). Dle *H NMR jsme konstatovali, Ze nami
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hledany sulfonamid pii reakci nevznika. V reakci vznikalo pouze pocetné mnozstvi
vedlejsich produktu, které jsme ale nebyli schopni identifikovat a nepodafilo se je ani
izolovat.

Obdobna situace nastala pii pokusu reagovat sulfonyl fluorid 4 s dalsimi aminoalkoholy,

methyl esterem phenylglycinu a salmiakem.

s, 9 s. 9
/)—S=0 X )—S—NH
| 1)

N F CH5CN,rt N o

4
HO
HoN
2j\© OH
s, 9 s. O
N/>_?=O % > /
F

4

CHZCN, 1t N 0O

0
O/
NH,
N @ N Q
\>—§=O X ' C[\>_ﬁ_NH o—
S F CH4CN, rt. S

o
4 Et;N
N © NH,CI, Et;N N @
1] ) 1]
Crhfo a2 O3
s t CH4CN, rt. S NH,

Schéma 8. Dalsi testované reakce s aminoalkoholy, estery aminokyselin a salmiakem

4.2 Testovani sulfonamidi na biologickou aktivitu

Testovali jsme sulfonamidy, pfipravené Mgr. FrantiSkem ZaleSdkem, na cervech
Caenorhabditis elegans (C. elegans). Zkoumali jsme, jestli nase latky vykazuji toxicitu.
4.2.1 Vyhodnoceni namérenych hodnot

Pted chitinazovym testem jsme nejprve provedli skorovani jamek. Desticky jsme si
vloZily pod mikroskop a prohlédli jsme kazdou jamku zvlast. Podle naSeho skorovani
latky nemély efekt a populace se podobaly neotrdvenym populacim v negativni kontrole.
Vysledky nami naméfenych hodnot chitinazového testu jsou zobrazeny v grafu 1. V grafu

muzete vidét vysledny primér naméfenych hodnot pro dvé koncentrace. Graf znazoriuje
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primérnou hodnotu intenzity signalu vztazenou k DMSO ze 3 nezavislych biologickych

replikatt. Chybové usecky se zna¢i SEM (standard error of the mean). Porovnanim

vypocitané procentové intenzity signalu s negativni kontrolou DMSO jsme zjistili,

Ze zadna z latek nevykazuje vyrazny toxicky efekt v C.elegans, a proto jsme se rozhodli

dale nezkoumat jejich potencialni anthelmintickou aktivitu.

Vysledky chitinazového testu-priimér ze 3 biologickych
opakovani +/- SEM

120

10

o

8

o

6

o

4

o

2

o

% intenzita signalu vztazena ke kontrole (DMSO)

mCl mC2

0 || || || || || || || ‘I |‘ “
o5 64 L65 Le6  L67 L68 L75 L76 180 L8l

1IVR  DMSO

Graf 1: Vysledky chitindzového testu sulfonamidi spolu s pozitivni (IVR-ivermectin) a negativni (DMSO) kontrolou.

Koncentrace C1 byla 50 pL pro testované latky, 0,1% pro DMSO a 1 uM pro ivermectin. Koncentrace C2 byla 10x

mensi.

Tabulka 5. Seznam testovanych sulfonamidi prezentovanych v grafu 1

s %
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5 Zavér

Ve své bakalarské praci jsem se zaméiila na sulfonamidy a sulfonyl fluoridy, zejména
na piipravu BT-sulfonamidi z BT-sulfonyl fluoridu 4. V teoretické ¢asti jsem rozebrala
nejhlavnéjsi typy ptiprav sulfonyl fluoridi a jejich reaktivitu. Néasledné€ jsem se zamétila
na pfipravu sulfonamidl a na jejich vyuziti, jelikoz sulfonamidy jsou Casto biologicky
aktivni latky. Cilem této prace bylo optimalizovani metody ptiprav BT-sulfonamidu
z BT- sulfonyl fluoridu 4 s vyuzitim protokolu SuFEx.

Reakce podle protokolu SUFEX jsou v literatufe uz sice popsany, ale ne piimo na nasi
latce. K tomu abych tuto reakci mohla vyzkousSet, jsem si musela nejprve piipravit
vychozi latku BT-sulfonyl fluorid. Piiprava BT-sulfonyl fluoridu se skladala ze tfi krokd,
kdy prvni krok a tieti krok byly bez problému, ale u druhého uz vznikal problém, tudiz
jsme vyzkouseli rizné zpusoby piipravy. Kyzeného produktu jsme se dockali hydrolyzou
1M-NaOH v MeOH.

Po tspésné ptiprave vychozi latky, jsme tedy zkusili piijit na rychlou a selektivni reakci
podle SuFEXx protokolu. Rozhodli jsme se optimalizovat podminky, kdy jsme nejvetsi
duraz kladli na roli rozpoustédla. Nejlepsi podminky byly ty, kde vychozi latka 4
reagovala v CH3sCN se 3,0 ekvivalenty aminti. Bohuzel tyto reakéni podminky se ukazaly
jako ne piilis obecné a daly se aplikovat pouze na stericky nebranéné primarni aminy.
Se sekundarnimi aminy byly jiz vytézky mizerné a s aniliny nereagovaly viibec. Nasledné
pokusy dodate¢né optimalizovat reakéni podminky vyuzitim jinych zpisobt aktivace
sulfonyl fluoridu 4 se ukazaly jako naprosto zbyte¢né, neb za zadnych podminek kyzené
produkty nevznikaly.

Nakonec se jeste otestovaly vzniklé BT-sulfonamidy (¢aste¢né i sulfonamidy ptipravené
Mgr. Zalesdkem jinym zpiisobem) na jejich anthelmintickou aktivitu. Bohuzel Zadnou

aktivitu nasich latek jsme nepozorovali.
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