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ABSTRAKT

V ramci této prace byly na zakladé literarni reSerSe vytipovany slouCeniny na bazi
chiralnich 1-[2-(4-nitrofenyl)-1H-imidazol-4(5)-yl]Jalkanamin synteticky odvozenych od
opticky cistych biogennich a-aminokyselin s chranénou i odchranénou aminoskupinou jako
latky s potencialni antimykobakterialni aktivitou. Ne&které vytipované derivaty byly
syntetizovany a byla jim méfena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro ¢tyfi kmeny baktérii
rodu Mycobacterium. Aktivita byla porovnavana s nenitrovanymi analogickymi 1-[2-fenyl-
1H-imidazol-4(5)-yl]alkanaminy a z experimentalnich dat jsou vyvozeny vztahy struktura

ucinek.

Kli¢ova slova: imidazol, aminy, antimykobakterialni aktivita, Mycobacterium spp.

ABSTRACT

New substances with potential antimycobacterial actvity were predicted on the basis of
literature research. The substance library includes 1-[2-(4-nitrophenyl)-1H-imidazol-4(5)-
yl]alkanamines with or without CBz (benzyloxycarbonyl) protected alifatic amino group.
Some of predicted derivatives were synthetized and minimal inhibition concentration
(MIC) were then measured for four strains of Mycobacteria. Activity of predicted effective
substances were compared with measured activity of the 1-[2-phenyl-1H-imidazol-4(5)-
yllalkanamines which do not possess nitro group. Structure activity relationships were also
discussed.

Keywords: imidazole, amines, antimycobacterial activity, Mycobacterium spp.
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2 Seznam zkratek

BC-NMR — Nukle4rni magneticka rezonance jader **C

'H-NMR — Nuklearni magneticka rezonance jader ‘H

Ac — Acetyl

AIDS — Syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
BM 212 — 1,5-Bis(4-chlorfenyl)-2-methyl-3-(4-methylpiperazin-1-yl)methylpyrrol
brs —V NMR spektrech $iroky singlet (brought singlet)

Bz — Benzyl

CBz — Benzyloxykarbonyl

CGI 17341 - 2-Ethyl-6-nitro-2,3-dihydroimidazo[2,1-b][1,3]oxazol

d — V NMR spekterch dublet

dg-DMSO — PIn¢ deuterovany dimethylsulfoxid

DMF — Dimethylformamid

Et — Ethyl

Et,O — Diethylether

EtOAcC — Ethylacetat

GC/MS — Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

IBX - 1-Hydroxy-113-2-benziodoxol-3(1H)-on-1-oxid

INH — Isoniazid

IR — Spektrum v infracervené oblasti

m —V NMR spektrech multiplet

m/z — V GC/MS spektrech pomér hmotnosti a naboje

M" - V GC/MS spektrech jednou kladné nabity molekulovy ion

MDR-TB — Resistentni kmeny M. tuberculosis (Multidrug resistant M. tuberculosis)
Me - Methyl

MIC — Minimalni inhibi¢ni koncentrace

NXS — N-halogensukcinimid

OPC-67683 — (2R)-2-Methyl-6-nitro-2-[4-{4-[4-(trifluoromethoxy)fenoxy]piperidin-1-
yl}fenoxymethyl]-2,3-dihydroimidazo[2,1-b][1,3]oxazol



PA-824 — (6S)-2-Nitro-6-{[4-(trifluoromethoxy)benzyl]oxy}-6,7-dihydro-5H-
imidazo[2,1-b][1,3]oxazin

Ph — fenyl

Re — U TLC retenéni faktor

s —V NMR spektrech singlet

Srni — Substituce radikalova nukleofilni monomolekularni

t —V NMR spektrech triplet

t. t. — Teplota tani

TEA — Triethylamin

THF — Tetrahydrofuran

TLC — Tenkovrstva chromatografie (thin-layer chromatography)
WHO — Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organisation)

XDR-TB - Resistentni kmeny M. tuberculosis (extremely/extensively drug resistant
M. tuberculosis)



3 Zadani diplomové prace

Cilem této prace je obohaceni knihovny latek studovanych jako potencidlni
antimykobakterialni latky. Ukolem bylo syntetizovat derivaty 2-(4-nitrofenyl)imidazolu
(Obrazek 1) spotencialni antimykobakterialni aktivitou, u pfipravenych latek stanovit
minimalni inhibiéni koncentrace pro rizné kmeny Mycobacterium spp. a nasledné porovnat
ucinnost téchto derivati s diive syntetizovanymi nenitrovanymi 2-fenylimidazolovymi

derivaty a vyvodit vztahy struktura uc¢inek u zminovanych imidazolovych derivatu.

Obrazek 1 Obecna struktura studovanych derivat(

Y

R = (S) CHs, (R) CHa, (S) CH(CH3)CHs, (S) CH,CH(CH3)CHs, (S) CH(CH3)CH,CHs,
(S) CH,Ph
X = H nebo X+R = CH,CH,CH,

Y =H, NO;
Z = H, COOCH,Ph
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4 Uvod

Ptes znacné uspéchy, jichz bylo ve 20. stoleti naSeho letopoctu dosazeno v boji proti
tuberkuloze, je tato nemoc stale spolu s dalsimi mykobakterialnimi infekcemi pro medicinu
spiSe rostoucim problémem. Uvadi se, Ze az jedna tfetina svétové populace je infikovana

bakterii Mycobacterium tuberculosis.*

Zastoupeni mykobakterialnich infekci v populaci stoupa jednak kvuli zvySené
mobilité¢ lidi, a tim 1 mobilit¢ endemickych kmeni, jednak kvili stale vysSimu podilu
imunokompromitovanych lidi ve svétové populaci (AIDS, pacienti po transplantacich,
S leukemiemi) a rovnéz kvili vysokému potencialu téchto bakterii, pokud jde o vznik
resistence. Riziko vzniku rezistence zvySuji relativné dlouhé doby terapie (typicky 6 - 9

Cor e . N S . o 1,2
mésicl), které umoziuji selekei rezistentnich kmeni.

I pies pfijata strategicka opatieni (zavedeni 1éCebnych rezimi skladajicich se
Z kombinaci 1é¢iv) téchto rezistentnich kmenii pfibyva. Odborna vetejnost jiz delsi dobu
zna kmeny zkracované MDR-TB (multi-drug resistant Mycobacterium tuberculosis). Jedna
se o kmeny rezistentni soucasné na isoniazid a rifampicin, tj. na dvé nejpouzivanéjsi
antituberkulotia. Od roku 2006 Svétova zdravotnicka organizace (WHO) zavedla novy
termin XDR-TB?® (extremely/extensively drug resistant Mycobacterium tuberculosis) pro
kmeny MDR-TB, jez jsou navic rezistentni proti fluorochinoloniim a alespon proti jednomu
lé¢ivu z tzv. druhé linie injekénich antituberkulotik. To vSechno jsou divody, proc je
potieba vyvijet dalsi latky s antimykobakterialni aktivitou a zavadét nové struktury do
terapie, u nichz, pokud by se staly 1é¢ivymi latkami, se snizi pravdépodobnost zkiizené

rezistence s latkami pouzivanymi v sougasnosti.>**

Jednim z moZnych strukturnich motivli, které jsou v soucasné dob& pouZivany
v designu antituberkulotickych latek, jsou pctiClenné, elektronové bohaté, heterocykly
obsahujici dusiky, takzvané azoly. Latky s azolovym motivem jsou V dnesni dob¢ v terapii
pouzivany jako antimykotika, napf. flukonazol, itrakonazol, clotrimazol, ekonazol nebo
ketokonazol. Dulezitou roli v antimikrobidlni terapii maji I nitroimidazolova antibiotika
v Cele s metronidazolem, jez jsou uzivana v terapii infekci zptisobenych anaerobnimi

bakteriemi nebo parazity.®’
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Mezi tuberkulostatickymi latkami prvni a druhé linie uzivanymi dnes k terapii
vétSiny mykobakterialnich infekci nejsou vSak zminéné strukturni motivy zastoupeny.
Tento fakt skyta pfilezitost pro vyvoj novych azolovych derivatt jakozto struktur, které

nejsou pribuzné se strukturami zadnych dosud pouzivanych antituberkulotik a mohly by

mit jiny mechanismus uc¢inku.
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5 Teoreticka cast
Struktura cilovych latek byla vybrana na zdklad¢é reSerSe struktur potencidlnich

1é¢iv, které prokazuji vysokou ucinnost in vitro a jsou jiz dnes ve vyssich fazich klinického
testovani (viz kapitola 5.1). Z té€chto vudcich struktur (tzv. leads) byl vybran obecny vzorec
cilovych latek (Obrazek 5) poté, co byla vzata v uvahu jednak jeho aktualni synteticka

dostupnost, jednak ptedchozi vyzkumy®®*

provedené v oblasti antimykobakterialnich
latek na pfisluSnych pracovistich v Hradci Kralové a v Pardubicich. Po stanoveni cilové
struktury byla provedena reserSe syntetickych moznosti vedoucich k ziskani téchto latek.
Na konci této reSerSe pak bylo stanoveno obecné schéma, podle kterého byly jednotlivé

derivaty syntetizovany (Schéma 8).

5.1 Vybér pripravovanych latek

Jako centralni struktura jsou azoly u potencidlnich antimykobakterialnich latek
pouzivany v poslednich dvaceti letech. Prvni azolové latky s potencialné
antituberkulotickou aktivitou mély imidazolovy skelet. Jejich struktury jsou odvozené
od struktury nitroimidazolovych antibiotik, pfedev§im metronidazolu. Prvni testovanou
latkou byla latka CGI 17341 (Obrazek 2 - 1),** jejiz podoba se strukturou metronidazolu je
zcela evidentni. Vyvoj uG¢innych 4-nitroimidazolt s kondenzovanym péti- nebo
Sesti¢lennym cyklem (imidazoxazolanti a imidazoxazin) dospél az k latkam PA-824
(Obrazek 2 - II) a OPC-67683 (Obrazek 2 - 1), jez jsou v druhé fazi klinického testovani a
jevi se jako velmi slibna antituberkulotika s jinym mechanismem neZ dosud pouZivana

12,13,14

antituberkulotika. Patentovany jiz byly rizné strukturni variace téchto latek vcetné

latek, které v sobé spojuji jak nitroimidazolovy, tak oxazolidinonovy skelet. > 1017
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Obrazek 2 Azolové antimykobakterialni latky

F.C
3\0

Od konce 90. let minulého stoleti jsou pfedev§im italskymi vyzkumnymi tymy
vyvijena antituberkulotika na bazi 1,2-difenylpyrrold, jez vykazuji pomérné zajimavou
ucinnost predev§im proti atypickym mykobakteriim (M. avium, M. marinum nebo M.
smegmatis)'®*®. Z tohoto vyzkumu pochézi dalsi litka BM 212 (Obrazek 3 - 1V), jez se
stala vychozi strukturou pro dalsi potencialni antituberkulotika (napt. Obrazek 3 - V).
Obmeénovani jeji struktury stale pokracuje a vysledkem jsou latky, které jevi vysokou
aktivitu in vitro proti atypickym mykobakteriim®® Obecna struktura spo&ivajici v 2-
fenylsubstituovaném péti¢lenném heterocyklu se také odrazi v 2-(pyridin-4-yl)-1,3,4-
oxadiazolovych derivatech (napt. Obrazek 3 - VI), kde hraje péti¢lenny kruh roli
cyklického izosteru hydrazidové skupiny isoniazidu.?* Podobny strukturni motiv se nachazi
i u 5-fenyloxazolovych (napf. Obrazek 3 - VII) a 5-fenylpyrazolovych derivati, jejichz

potencial jako budoucich antituberkulotik je téZ povaZzovan za vysoky.??
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Obrazek 3 Fenylazolové antimykobakterialni struktury
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Screaning 2-fenylimidazolinovych a 2-fenylimidazolovych derivatu,
syntetizovanych puvodné pro jiné ucely, odhalil jako uspésnou
strukturu 4-(1-acetyl-1H-imidazolin-2-yl)fenyl-N-(3-trifluoromethyl-fenyl)karbamat

(Obrazek 4 - VIII).? Predchozi vyzkum na katedfe obecné a anorganické chemie vedl mimo
jiné k Gisp&nym inhibitorim mykobakterii ze skupiny 2-benzylsulfanylbenzimidazolim,® —
benzothiazolim,’® a —benzoxazolim,’® u nichZ je benzenové jadro benzyl- skupiny
substituovano nitroskupinami (napf. 1X). Substituce nitroskupinou se jevi jako podstatna

pro antimykobakterialni aktivitu.
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Obrazek 4 Uginné latky z vyzkumu predchazejiciho této praci

[\ o

N N\\/ —
X 2N
CH, 1/

O] NH CF
3
|v IX
o

I

VI |

X=NH, S, 0O

Na zakladé¢ vySe wuvedenych poznatki byly jako nové potencidlni
antimykobakterialni latky vybrany derivaty imidazolu v poloze 2 substituované 4-
nitrofenyl- skupinou. Jedna se o 1-[2-(4-nitrofenyl)-1H-imidazol-5-ylJalkananaminy a
jejich derivaty s benzyloxykarbonyl chranici skupinou na alifatické aminoskupiné
(Obrazek 5). Vedlejsi fetézec chranénych derivati navic obsahuje karbamatovou skupinu,
kterd se jiz n&kolikrat ukézala jako vyhodna pro antimykobakterialni ucinek.®%
Asymetricky uhlik, ktery je v cilovych molekulach také ptfitomen, skytd moznost rizné
konfigurace chiralniho centra. Substituce benzenového jadra byla zvolena na zakladé
znalosti UspéSné substituce benzenového jadra na benzylsulfanylbenzimidazolech a
benzylsulfanylbenzthiazolech.®?* Planované finalni produkty jsou navic odvozeny od jiz
syntetizovanych latek, které nemaji nitrovany benzenovy kruh, pouzivanych jako ligandy

Vv enantioselektivni katal}'/ze.24 Zminéné latky byly také testovany na antimykobakteridlni

aktivitu, aby se zjistil vliv 4-nitrofenyl substituce na antimykobakterialni ti¢innost.

16



Obrazek 5 Obecna struktura pfipravovanych slou¢enin

NO,

R = (S) CHj, (R) CHa, (S) CH(CH3)CHs, (S) —=CH,CH(CH3)CHs, (S) —CH(CH3)CH,CH,
(S) —CH,Ph

X = H nebo X+R = CH,CH,CH,
Y =H, NO,
Z =H, COOCH,Ph
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5.2 Moznosti syntézy 2-fenylimidazolového skeletu

K 2-fenylimidazolovému skeletu 1ze dospét dvéma zakladnimi retrosyntetickymi
cestami, pficemz ob¢ se v souCasné dobé pouzivaji. Prvni z nich spoc¢iva v kondenzaci
imidazolového kruhu na benzenovém jadie (viz kapitola 5.2.1). Tuto reakci lze provadét ve
dvou krocich, nejdiive jako cyklizaci derivatu kyseliny benzoové s ethylendiaminem
vedouci k 2-fenylimidazolinu a pak jako jeho naslednou oxidaci na 2-fenylimidazol. Dalsi
moznosti je piima cyklizace derivatu kyseliny benzoové nebo benzaldehydu a vhodné

1,2-difunk¢ni slouceniny.

Druhym postupem je pak arylace imidazolového kruhu ve smyslu cross-coupling
reakce. V tomto piipadé existuje nékolik moznosti syntézy, které se lisi pFitomnosti a
druhem odstupujici skupiny na imidazolovém kruhu, popfipadé na benzenovém jadre.
Obecné je zde hlavnim problémem nalezeni vhodného katalyzatoru, u kterého bude reakce

ve smyslu arylace do polohy 2 na imidazolovém kruhu probihat.”

5.2.1 Cykliza¢ni reakce vedouci k 2-fenylimidazoliim

5.2.1.1 Syntéza 2-fenylimidazolini

Ptiprava 2-fenylimidazolinti a analogicka piiprava 2-fenylthiazolini a oxazolint je
jedna z nejstarSich reakci heterocyklické chemie a v dne$ni dobé je povazovana za
klasickou reakci. Vychozi latkou je zpravidla derivat pfislusné benzoové kyseliny, nebo
analogicky benzenkarbaldehyd, poptipadé jeho derivat. Vychozi latka reaguje s

dusikatou 1,2-difunkéni slougeninou, nejéastéji derivatem ethylendiaminu.?

V soucasné dobé byly pro tuto kondenzac¢ni reakci pouzity témeét vSechny derivaty

piislusnych benzoovych kyselin — estery s kratkym alkoholovym fetézcem,?®?’

nitrily nebo
kratkotetézcové berlzimida’lty.27‘28'29 VétSina reakci probihd za zvySené teploty (kolem
100°C) nebo za varu rozpoustédla neziidka v pfitomnosti katalytického mnozZstvi sirné

slouceniny (H,S, S, P,Ss).?" 2%
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Schéma 1 Obecna pfiprava imidazolint tradi¢nim postupem

X H,N R N R
SO L0~
H,N™ TR R E R2

X=0,S,NH

Y = OEt, OMe, NH,

Zajimavou novodobou variantou zavedenych postupt je oxidativni cyklizace, ktera
jako substrat pouziva ptislusny benzenkarbaldehyd, jenz reaguje s derivaty ethylendiaminu
v pritomnosti oxida¢niho ¢inidla. Oxida¢nim C¢inidlem muze byt jod v ptitomnosti

uhliitanu draselného nebo N-halogensukcinimidu.

Schéma 2 Obecna pfiprava imidazolin oxidativni cyklizaci
O H,N
/ 2 I, nebo NXS N
A A
R/_ e
H,N R = N
H

5.2.1.2 Pievod 2-fenylimidazolint na 2-fenylimidazoly

Na pievod imidazolind na imidazoly, stejné tak jako na kazdou obdobnou reakci, 1ze
hledét dvéma zpisoby. Prvnim thlem pohledu je oxidace. Z tohoto pfistupu prameni
pouziti oxidac¢nich ¢inidel. Z druhého thlu pohledu, dehydrogenace, pak vyplyva pouZiti
(de)hydrogenacnich katalyzatori (Schéma 3).2
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Schéma 3 Prevod 2-fenylimidazolint na 2-fenylimidazoly

2
R R

f\_\
| X
=

N NH N/__\:\NH
(O) nebo -H ,/kat.
—_—

6 e/j

/- S

1
R

2

1
R

Oxida¢ni piistup vedl napiiklad k pouziti oxida¢nich c¢inidel na bazi manganu
MnO,, BaMnO4,27’zg’32 ale napiiklad i manganistanu draselného za pfitomnosti oxidu
hlinitého nebo silikagelu.®® Usp&sné oxidace probshly za pomoci dimethylsulfoxidu
samotného nebo s pridavkem oxalyldichloridu &i 10% Pd/C katalyzatoru. ***? Pouzita byla
také oxidacni ¢inidla na bazi jodu — Kyselina o0-jodoxybenzoova (IBX) a Dess-Martintv
jodiénan.32 Z dehydrogena¢nich katalyzatorti, které se pouzivaji k dehydrogenaci
2-fenylimidazolint, lze jmenovat Pd/C** Se*® systém Zn/Al,Os; nebo Ni. Jednotlivé

katalyzatory jsou voleny podle snadnosti prubehu konkrétni reakce.

5.2.1.3 Piimé cyklizace imidazolového kruhu

Co se tyka substratl, tyto reakce se pfiliS nelisi od syntéz 2-fenylimidazolind.
Rozdil spociva vtom, Ze 1,2-difunkéni sloucenina zavadéjici do molekuly dva atomy
uhliku nemtze byt pfislusny ethylendiamin, ale sloucenina majici alespon jeden
karbonylovy uhlik Casto v podobé acetalu. Nejstar§im uspotadanim této reakce je reakce
substituované¢ho benzenkarbaldehydu s 1,2-dioxoslouceninou (napiiklad s glyoxalem) za

pfitomnosti amoniaku nebo octanu amonného (Schéma 4) 30373839
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Schéma 4 Pfima cyklizace imidazolového kruhu s pouzitim glyoxalu
AN NH, — N
+ j > / 4 ]
R = -
H o R H

DalSimi reakcemi, jez nepotiebuji externi zdroj dusiku, jsou kondenzace
benzimidatu ziskaného zpravidla z pfislusného nitrilu a z né& odvozeného esteru
benzimidové kyseliny s 2,2-dimethoxy- nebo 2,2-diethoxy-1-aminoethanem, cili acetaly

aminoacetaldehydu, %4142

Podobnou reakci je také kondenzace a-bromketonu
s benzamidinem. Mechanismus této reakce je predpokladan jako dvojkrokovy a sestava
z alkylace a nasledné cyklizace (Schéma 5).

Schéma 5 Predpokladany mechanismus vzniku 2-fenylimidazolu reakci bromketonu
S benzamidinem

NH o Br
Or “ at
+ / — . /j
wtormn O o O
H

NH, O

5.2.2 Arylace imidazolu do polohy 2

K 2-fenylimidazolim lze dojit i reakcemi, pii kterych neni ani jeden z kruht
budovan, ale dochazi ke spojeni obou kruhii ve smyslu cross-coupling reakce. Tento druh
reakci se v dnes$ni dobé dynamicky rozviji spolu s dal$imi cross-coupling reakcemi.
MozZnost 2-arylace imidazolu je poprvé zminéna v souvislosti se zkoumanim pribchu
reakci typu Sgni. 2-Fenylimidazoly jsou v tomto piipadé nalezeny ve smési produktd.
V tomto piipadé ovSem neslo o cilenou syntézu 2-arylimidazoli. Naopak 2-arylimidazoly
byly Casto spiSe jednémi z produktl (nezfidka minoritnimi) ve vyslednych smésich, jejichz

analyza byla podstatou zminénych praci. 25,43, 44

Uzite€nym syntetickym nastrojem pro piipravu 2-fenylimidazold jsou vSak cross-
couplingové reakce. U N-chranéného imidazolu probiha Negishiho cross-coupling
s fenylhalogenidem, naptiklad pfi reakci 1-[(dimethylamino)sulfonyl]imidazolyl-2-zinku

s fenyljodidem.**® U N-methylsubstituovanych imidazoli byl proveden také Suzukiho
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cross-coupling reakci 2-brom-4,5-dikyano-1-methylimidazolu s ptislusnou fenylboronovou

kyselinou (Schéma 6).*’

Schéma 6 Pfiklad cross-couplingové reakce vedouci k 2-fenylimidazolovému

skeletu
N N
N7
N / HO\B/OH —
AN N Pd(PPhg)ZCIZ/NaZCO3 N\ N —
\ />’Br + >
N THF/H,0
2
N

v

Mnohem pozoruhodnégjsi je ale reakce katalyzovana octanem palladnatym a jodidy
médi probihajici pfi teplotach okolo 140 °C, ktera selektivné aryluje azoly jako je imidazol,
benzimidazol nebo indol a od nich odvozené latky v pozici 2 pomoci aromatickych jodidu,
které mohou byt vytvakeny in situ z analogickych bromidi (Schéma 7).***3° Tato reakce
je priklad vzacného, o to vSak chemiky vitanéjsiho C-H cross-couplingu. Reakce byla
pivodné vyvinuta pro 1-fenylsubstituované imidazoly tak, aby produkty byly
1,2-diarylimidazoly,*® reakce viak mize probshnout za uréitych podminek i u imidazolu
s nechranénou NH vazbou. Konkuren¢ni reakci pro zminénou reakci je cross-coupling na

imidazolovy dusik (tzv. Buchwaldiv-Hartwigav cross-coupling).>®

Schéma 7 Selektivni 2-arylace imidazolu

Pd(OAc),

H
N
\\ // * Cul, DMF, 140 °C
N
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5.3 Vybér reakcniho schématu

Pro cilové latky byla zvolena syntetickd cesta, analogické se syntetickou cestou, jez
byla pouZita v pfipadé jiz syntetizovanych derivati bez nitroskupiny.?* Imidazoly pfi této
reakci  vznikaji ~ kondenzaci bromketonu  pfipraveného  z  aminokyselin
s 4-nitrobenzamidinem, ktery lze piipravit z 4-nitrobenzonitrilu (Schéma 8).>! VVzhledem
k tomu, Ze se vychazelo z opticky Cistych aminokyselin, pfedpoklada se inherentni chiralita
i u cilovych produktt. Jako vychozi aminokyseliny byly zvoleny biogenni a-aminokyseliny
s alifatickymi substituenty, aby pfipadné dalsi skupiny pfitomné ve vedlejSim fetézci
nemohly zasahovat do reakéniho schématu a nevznikala potieba je chranit. Jako vychozi
aminokyseliny byly tedy zvoleny L-alanin, D-alanin, L-valin, L-leucin, L-isoleucin,

L-fenylalanin a L-prolin.
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Schéma 8 Souhrnné schéma zvolené syntetické cesty

BzC
% B2C | 0 \N—X
o NH A o) N—X B N\
Y — ) — 9
y—~0 R
HO R HO R K
X la-1g 2a-2g
\
N—CBz
R +
— HoN - NH2 R R CBz
Nx. NH G ] N D N\
Cl X - T X
) + N\ :
Br o N (0]
/! 3a-3g
N
7a-79 _
6 NO, 4a-4g
NO,
H F | N
HN (@]
X N |
\
NH
N T
Nx. NH 5
NO, NO,
8a-8¢g
NO ,

CBz = -COCH2Ph

1a- 8a R=(S)CH; X=H

R =(R) CHs; X = H

R = (S) CH(CH3)CHz; X =H

1b - 8b
1lc - 8c
1d - &d
le- 8e
1f - 8f
1g - 8¢

R
R
R
R

+ 01

(S) CH,Ph; X = H

(S) CH,CH(CHs)CH3; X = H
(S) CH(CH3)CH,CH3; X =H
X = CH2CH2CH2
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A — CBzCl, NaOH, H20

B — CICOOMe, TEA, THF
C — CHsN,, THF, Et,0

D — 48% HBr, CH3;COOH

E — MeONa, MeOH, reflux
F — NH4CI

G - K,CO3, THF, H,0O

H — H,/10% Pd/C



6 Experimentilni cast
6.1 Chemicka syntéza

6.1.1 Priprava 4-nitrobenzamidin-hydrochloridu (6)5!

N +
Il HN o) H,N

CH,ONa/CH,OH NH,CI ]
. . o

NO, NO, NO,

Do 50 ml baniky vybavené zpétny chladi¢em bylo ptedlozeno 4,8 g komer¢niho
(Sigma-Aldrich) 4-nitrobenzonitrilu (32,4 mmol) a 15 ml methanolu o kvalit¢ p. a.
K tomuto roztoku bylo za laboratorni teploty pifidéno 0,165 g (3,1 mmol) pevného
methoxidu sodného. Poté byl roztok piiveden K varu a refluxovan 12 hod. Pfitomnost
meziproduktu 5 v reakéni smési byla ovéfena pomoci TLC (SiO,, EtOAc) a pomoci
GC/MS. Do reak¢ni smési bylo ptidano 2,85 g (53,3 mmol) chloridu amonného. Pevna
latka se ve smé&si rozpoustéla. Asi po 15 minutich se ze smési zacala vylucovat Zluta
krystalicka latka. Zahfivani bylo ukonceno a smés byla volné ochlazena na 25 °C. Nasledné
byla smés zfiltrovana a filtra¢ni kola¢ byl promyt studenym methanolem a diethyletherem.

Vysledkem bylo 3,85 g (59 %) zlutého prasku.

Re (SiO2, EtOAC) = 0,75 (5): 0,0 (6); 0,3 (6 volna baze);
b.t. 288-291 °C (lit. 285-287 °C)
GCIMS miz (%)  5: 179 (100) [M* - H], 163 (65) [M* - CHs], 149 (90), 133 (40), 103
(45), 91 (25), 76 (20).

6 (volna baze; mikroextrakce EtOAc): 166 (80) [M'], 150 (100) [M™ -
NH_], 120 (20), 104 (35), 92 (25), 76 (33).
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'H-NMR (400 MHz; dg-DMSO): 6 8,13 — 8,16 ppm (m, 1H, ArH), 8,22 — 8,24 ppm (m, 1H,
ArH), 8,42 — 8,47 ppm (m, 2H, ArH), 8,35 — 8,75 ppm (brs, 3H, C(NH2)NH>).

3C-NMR (100 MHz; ds-DMSO): 6 123,8 ppm, 124,4 ppm, 130,0 ppm, 134,1 ppm,
134,2 ppm, 150,3 ppm, 164,5 ppm.

6.1.2 Priprava N-benzyloxykarbonylaminokyselin5!

OH

_ R
cl_0 O/K(
hd oH
NaOH/H,0
= R >~
+ O o

HN o
\f
o
NH, 8)

la-1g

o

K roztoku a-aminokyseliny (56 mmol) v 1M vodném hydroxidu sodném (60 ml) byl
béhem 45 minut za laboratorni teploty ptikapavan benzylchlorformiat (8,5 ml, 60 mmol).
Po dobu pfikapavani benzylchlorformiatu bylo pH reakce udrZzovano mezi 9 — 10 pfidavky
IM roztoku hydroxidu sodného. Po ukonceni ptikapavani benzylchlorformidtu byl roztok
michan dvé hodiny a pribézné mu bylo kontrolovano pH, které bylo udrzovano nad
hodnotou 9 ptipadnymi dal§imi pfidavky zminovaného roztoku NaOH. Poté byl vznikly
roztok ochlazen na 0 °C a extrahovan 2x25 ml diethyletheru. Vodna vrstva byla po kapkach
okyselena koncentrovanou kyselinou fosfore¢nou az na pH 0 — 1. Vznikla suspenze nebo
emulze byla extrahovana dichlormethanem (3x50 ml). Spojené dichlormethanové frakce
byly vysuSeny bezvodym siranem sodnym a rozpoustédlo bylo vakuové odpateno.
Vysledkem byla tuha latka, nebo viskdzni olej. V piipadé nedostate¢né Cistoty indikované
TLC (SiO,, EtOAc/hexan 1:1) chranéné aminokyseliny byla provedena rekrystalizace ze

sm¢si ethylacetat/hexan. Vysledky pro jednotlivé aminokyseliny jsou shrnuty v Tabulce 1.
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Tabulka 1 Prehled vysledkt CBz protekce a-aminokyselin

Latka

Vytézek
[%]

t.t./t.t. lit.*
[°C]

'H- a BCc-NMR

[‘I]D20
(MeOH)

1a

(S) CH,

89

83-86/83-84

'H (400MHz, CDCl5)

6: 1,44-1,46 ppm (d, 3H,
CHs), 4,30 — 4,45 ppm (m, 1H,
CH), 5,07 — 5,14 ppm(m, 2H,
OCH,), 6,71 — 6,80 ppm(brs,
1H, COOH), 7,25 — 7,35 ppm
(m, 5H, PhH)

3C (100 MHz, €DCl5)

6: 18,56 ppm, 49,64 ppm,
67,31 ppm, 128,33 ppm,
128,45 ppm, 128,74 ppm,
136,29 ppm, 156,09 ppm,
176,65 ppm

-20,7

1b

(R) CH;

88

81-83/77-79

'H (400MHz, CDCl,)

6: 1,42 - 1,44 ppm (d, 3H,
CHs), 4,30 — 4,45 ppm (m, 1H,
CH), 5,07 — 5,14 ppm(m, 2H,
OCH,), 6,71 — 6,78 ppm(brs,
1H, COOH), 7,25 — 7,35 ppm
(m, 5H, PhH)

€ (100 MHz, CDCls)

6: 18,56 ppm, 49,64 ppm,
67,31 ppm, 128,33 ppm,
128,45 ppm, 128,74 ppm,
136,29 ppm, 156,09 ppm,
176,65 ppm

20,1

1c

(S)(CH;).CH

90

66-67/65-66

'H (400MHz, CDCl;) &: 0,90 —
0.99 ppm (dd, 6H, CHs), 2,20
- 225 ppm (m, 1H,
CH5CHCH;) 4,16 — 4,36 ppm
(m, 1H, CHNCBz), 5,08 — 5,14
ppm(m, 2H, OCH,), 5,31 +
6,27 ppm(2d, 1H, CbzNH),
7,25 - 7,36 ppm (m, 5H,
PhH), 8,35 (brs, COOH)

C (100 MHz, CDCl;) 6: 17.51
ppm, 19.19 ppm, 31.21 ppm,
59,01 ppm, 67.43 ppm,
128.36 ppm, 128.46 ppm,
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128.75 ppm, 136.24 ppm,
156.58 ppm, 177,1 ppm

1d

(S)PhCH,

94

50-52/0lej

'H (400MHz, CDCl5)

6: 3,15 — 3,32 ppm (m, 2H,
PhCH,CH), 4,30 — 4,45 ppm
(m, 1H, CH), 5,14 - 5,21
ppm(m, 2H, OCH,Ph), 7,22 —
7,45 ppm (m, 10H,
PhH+PhH)7,99 ppm (brs, 1H,
COOH),

3C (100 MHz, €DCl5)

6: 37,86 ppm, 54,78 ppm,
65,35 ppm, 67,32 ppm,
127,26 ppm, 127,34 ppm,
127,88 ppm, 128,12 ppm,
128,26 ppm, 128,40 ppm,
128,69 ppm, 128,72 ppm,
128,80 ppm, 129,51 ppm,
136,72 ppm, 156,11 ppm,
175,95 ppm

-18,1

le

(S)(CH5),CHCH,

78

52-54/olej

'H (400MHz, CDCl,)

6: 0,86 -0,95 ppm (m, 6H,
CH3), 1,51 -1,58 ppm (m, 1H,
CH3;CHCH3), 1,64 — 1,75 ppm
(m, 2H, CH,CH(CHs),), 4,37 —
4,43 (m, 1H, CHNHCBz), 5,07
— 5,13 ppm(m, 2H, OCH,),
5,32 + 6,35 (2d, 1H, NHCBz),
7,25 — 7,34 ppm (m, 5H,
PhH), 8,88 (brs, 1H, COOH)

€ (100 MHz, CDCls)

6: 21,86 ppm, 23,00 ppm,
24,91 ppm, 41,56 ppm, 52,55
ppm, 67,34 ppm, 128,27
ppm, 128,38 ppm, 128,70
ppm, 136,25 ppm, 156,43
ppm, 178,03 ppm

-18,0

1f

(S)CH;3CH,(CH3)CH

96

108-110/112-
113

'H (400MHz, CDCl,)

6: 0,90 — 0,95 ppm (m, 6H,
CH3+CH5) 1,18 — 1,22 ppm +
1,43 - 1,48 (2m, 2H,
CHCH,CH3) 1,92 - 1,96 ppm
(m, 1H, CHCH,CHs), 4,36 —

6,0
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4,68 ppm (m, 1H, CHNHCBz),
5,10 — 5,13 ppm(m, 2H,
OCH,),5,45 + 6,25 (2d, 1H,
NHCBz), 7,08 (brs, 1H,
COOH), 7,33 — 7,35 ppm (m,
5H, PhH)

3C (100 MHz, €DCl5)

6: 22,04 ppm, 23,24 ppm,
24,91 ppm, 41,56 ppm, 52,35
ppm, 67,39 ppm, 128,32
ppm, 128,39 ppm, 128,70
ppm, 136,38 ppm, 156,43
ppm, 178,33 ppm

1g

CBz

90

olej/olej

'H (400MHz, CDCl,)

6: 1,89-1,95 ppm (m, 2H,
CCH,C), 2,14-2,18 ppm (m,
2H, CCH,C), 3,44-3,61 ppm
(m, 2H, N-CH,C), 4,35-4,41
ppm (m, 1H, N-CHC), 5,11-
5,14 ppm (m, 2H, O-CH,),
7,25-7,36 ppm (m, 5H, PhH),
9,2 ppm (brs, 1H, COOH)

€ (100 MHz, CDCls)

6: 23,58 ppm, 24,40 ppm,
29,67 ppm, 31,01 ppm, 46,73
ppm, 47,07 ppm, 58,80 ppm,
59,37 ppm, 67,30 ppm, 67,58
ppm, 127,78 ppm, 128,01
ppm, 128,05 ppm, 128,23
ppm, 128,53 ppm, 128,64
ppm, 136,48 ppm, 136,58
ppm, 154,66 ppm, 155,78
ppm, 176,74 ppm, 178,01
ppm

-41,5
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6.1.3 Priprava benzyl(3-diazo-2-oxopropyl)karbamatiis!

6.1.3.1 Ptiprava N-methyl-N-nitrosomocoviny

0  CH,NH,.HCI/H,0 o NaNO /H,S0,

S T

H,N NH, NH NH, H,N N

\

Methylamin-hydrochlorid (102 g, 1,5 mol) byl rozpustén ve 400ml vody, k roztoku

byla ptikapavana koncentrovana kyselina chlorovodikova az dokud pfiblizné pH dle
univerzalniho indikatorového papirku nedosdhlo hodnoty 4. Poté bylo ptfiddno 300 g
(1,5 mol) mocoviny a roztok byl 4 hodiny refluxovan. Roztok byl nejdiive zchlazen na
teplotu 25 °C a bylo v ném rozpusténo 110 g (1,5 mol) dusitanu sodného. Po rozpusténi
veskerého dusitanu sodného byl roztok zchlazen systémem led/kuchyiiska sil na teplotu
pod 0 °C. Takto zchlazeny roztok byl nasledné opatrné pfilévan do podchlazené kyseliny
sirové. Teplota reakce byla udrzovdna chlazenim pod 5 °C. Mezi jednotlivymi ptidavky
byla reak¢éni smés energicky michana sklenénou ty¢inkou. Vznikla zpénéna suspenze byla
zfiltrovana a vlhky filtra¢ni kola¢ byl bez jakéhokoliv pokusu o suseni skladovan v lednici

(N-methyl-N-nitrosomocovina je v suchém stavu a za vysSich teplot vybusna).

6.1.3.2 Ptiprava etherového roztoku diazomethanu

o]

/”\ n=o0 KOH/H,0/Et,0 .
7 > =N=
HN N H,C=N=N

\

Vypoétené mnozstvi N-methyl-N-nitrosomocoviny bylo postupné piidavano do
1000 ml banky obsahujici 30 — 40% roztok hydroxidu draselného prevrstveny
diethyletherem. Banka byla vybavena nastavcem odvadéjicim plyny pies systém dvou
promyvacek naplnénych do dvou tietin podchlazenym etherem (chladici systém suchy
led/aceton) odvedeny do odtahu digestofe. Konec reakce byl indikovéan jako konec vyvoje
plynit vsysttmu a rozpuSténi N-methyl-N-nitrosomoc¢oviny v hydroxidové vrstve.

Vysledny roztok byl ziskan slitim etherové vrstvy a nékolikanasobnym promytim
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hydroxidové vrstvy diethyletherem. Spojené etherové frakce véetné etheru z promyvacek
byly pak suSeny hydroxidem draselnym. Cela prace byla provadéna vyhradné v digestofi.
Etherovy roztok diazomethanu byl ihned spotfebovavan na reakci vedouci ke vzniku

diazoketonu.

6.1.3.3 Vlastni ptiprava diazoketon(i®?

0s__O :
AN ~
Y AN
®) OH
X cicooMe/THE  Oxy-° THF/EL,0 v
- + -
- + H,C=N=N — > _ R
TEA o
NHOOR HN R
I
BzC HN
CBz \CBZ
la-1g 2a-2g
3a-39g

Roztok 44 mmol N-chranéné aminokyseliny ve 200 ml tetrahydrofuranu byl
v 1000 ml trojhrdlé baice piedem proplachnuté argonem ochlazen na teplotu -15 °C.
Kroztoku bylo ptfidano 6,2 ml (44,1 mmol) triethylaminu a 3,4 ml (44 mmol)
methylchloroformiatu. Roztok se okamzit¢ zakalil vznikajicim triethylamin-
hydrochloridem, coz indikovalo, ze prvni krok reakce probéhl. Po prob&hnuti prvniho
kroku reakce se reakéni smés nechala zahtat na pfiblizné€ -5 °C a nasledné byl ke smési
ptikapavan etherovy roztok diazomethanu (viz kapitola 5.1.3.2) vytvofeny rozlozenim 13,6
g (zhruba 134 mmol) vlhké N-methyl-N-nitrosomocoviny, coz odpovida piiblizné
2 - 3 ekvivalentim diazomethanu. Dv¢ hrdla trojhrdlé batiky byla poté uzaviena a tfetim
hrdlem byl veden vyvod na pojistny ventil, jenz byl nastaven na pietlak 5 mbar. Suspenze
Vv takto zabezpecené bafice byla michana 12 h pfi teplote 25 °C. Vznikly triethylamin-
hydrochlori byl odfiltrovan a Zluty filtrat byl poté promyt 2x80 ml nasyceného roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodného, 80 ml vody a 100 ml solanky. Etherova frakce byla vysusena
bezvodym siranem sodnym a odpaiena. Takto ziskany diazoketon mél dle TLC zpravidla
dostate¢nou kvalitu pro pouziti v nasledném kroku, ptipravé bromketonu. Paklize tomu tak
nebylo, byly bromketony ¢istény rekrystalizaci v systému dichlormethan/hexan. Vysledky

pro jednotlivé pfipravené diazoketony jsou shrnuty v Tabulce 2.
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Tabulka 2 Prehled vysledkl syntézy diazoketonu 3a - 3g

Cislo
latky

Vytézek
[%]

t.t./tt lit.>*
[°C]

'H- a BCc-NMR

[‘I]D20
(MeOH)

3a

(S) CH;

83

87-88/93-94

'H (400 MHz,CDCl5)

6: 1,30 ppm (3H, d,
CHs), 4,12 (0,5H,
CBzNHCH), 4,24 ppm
(1H, m, CBzNHCH), 5,06
ppm(2H, 2d, PhCH,0),
5,40 ppm (1H, brs,
CHN,), 5,52 -5,61 ppm
(1H, brs, CBzNHCH),
7,26-7,33 ppm (5H, m,
PhH).

3C (100 MHz, €DCl,)

6: 18,54 ppm, 53,68
ppm, 54,53 ppm, 67,08
ppm, 128,19 ppm,
128,33 ppm, 128,62
ppm, 136,41 ppm,
155,88 ppm, 194,12
ppm.

-59,1

3b

(R) CH;

86

86-89/92-94

'H (400 MHz,CDCl5)

6:1,30 (d, 3H, CHs), 4,11
+ 4,24 ppm (m, 1H,
CBzNHCH), 5,06 ppm
(2d, 2H, PhCH,CO), 5.,40
(brs, 1H, CHN2), 5,52 +
5,61 (brs,
1H,CBzNH),7,26-7,33
(m, 5H, ArH).

3C (100 MHz, €DCl,)

6: 18,53 ppm, 53,71
ppm, 54,53 ppm, 67,09
ppm, 128,22  ppm,
128,31 ppm, 128,62
ppm, 136,41 ppm,
155,96 ppm, 194,11
ppm.

57,9

3c

(S)(CH;).CH

81

olej/30-31

'H (400 MHz,CDCl5)

6: 0,84 ppm(d, 3H, CH3),
0,94 ppm (d, 3H, CH3),

-31,5
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2,04 ppm (m, 1H,
CH(CH3),), 3,95 ppm +
4,10 ppm(m, 1H,
CBzNHCH), 5,06 ppm
(m, 2H,PhCH,0CO0), 5,39
ppm (brs, 1H, CHN2),
5,59 ppm (d, 1H,
CBzNH), 7.23-7.36 ppm
(m, 5H, ArH).

3C (100 MHz, €DCl5)

6: 17,4 ppm, 19,5 ppm,
31,2 ppm, 54,8 ppm,
63,0 ppm, 67,1 ppm,
128,1 ppm, 128,2 ppm,
128,6 ppm, 136,3 ppm,
156,5 ppm, 193,6 ppm.

3d

(S)PhCH,

79

olej/olej

'H (400 MHz,CDCl5)

6: 3,06 (d, 2H,
PhCH,CH), 4,50 (m, 1H,
CBzNHCH), 5,09 (m, 2H,
PhCH2CO), 5,22 (brs,
1H, CHN2), 5,40 (1H,
brs, CBzNH), 7,18-7,36
(m, 10H, PhH).

3C (100 MHz, €DCl,)

6: 38,3 ppm, 54,4 ppm,
58,7 ppm, 66,9 ppm,
127,0 ppm, 127,9 ppm,
128,1 ppm, 128,4 ppm,
128,5 ppm, 129,2 ppm,
135,9 ppm, 136,0 ppm,
155,6 ppm, 192,6 ppm.

-54,0

3e

(S)(CH5),CHCH,

82

olej/61-63

'H (400 MHz,CDCl5)

6:0,91-0,92 ppm (m,
6H, CH;), 1,45—-1,53
ppm (m, 2H,
CH,CH(CHs),), 1,95 ppm
(m, 1H,CH,CH(CHs),),
4,12 — 4,24 ppm (m, 1H,
CBzNHCH), 5,07 ppm
(m, 2H, PhCH,0CO),
5,43 ppm (brs,
1H,CHN,), 5,46 ppm
(brs, 1H, CBzNH), 7,29-
7,33 (m, 5H, PhH).

-43,1
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3¢ (100 MHz, CDCls)

6:21,9 ppm, 23,2 ppm,
24,8 ppm, 41,5 ppm,
54,0 ppm, 56,5 ppm,
67,1 ppm, 128,2 ppm,
128,3 ppm, 128,6 ppm,
136,4 ppm,

156,2 ppm, 194,4 ppm.

3f

(S)CH3CH,(CHs)C
H

91

81-84/78-80

'H (400 MHz,CDCl,)

6: 0,87 ppm (t, 3H,
CH,CHs;), 0,92 ppm (d,
3H, CHCHs), 1,08 + 1,41
ppm (2m, 2H, CH;CH,),
1,81 ppm (m, 1H,
MeCHEt), 4,01 - 4,13
(m, 1H, CHNHCBz), 5.08
(2H, m, PhCH,0CO),
5.40 (1H, brs, CHN,),
5.50 ppm (d, 1H,
CBzNH), 7,26-7,34 (m,
5H, PhH).

3C (100 MHz, €DCl,)

6:11,6 ppm, 15,8 ppm,
24,7 ppm, 37,8 ppm,
55,0 ppm, 62,5 ppm,
67,2 ppm, 128,2 ppm,
128,3 ppm, 128,7 ppm,
136,4 ppm, 156,4 ppm,
193,6 ppm.

-42,8

3g

97

olej/olej

'H (400 MHz,CDCl5)

6: 1,83 - 1,86 ppm (m,
2H, CH,CH,CH,), 2,0 (m,
2H,CHCH,CH,), 3,52 (m,
2H,CH,CH,N), 4,29 (m,
1H, CH,CHN), 5,12 (m,
2H, PhCH2CO), 5,25 +
5,46 (1H, brs, CHN,),
7.25-7.33 (5H, m, ArH).

3C (100 MHz, €DCl,)

6: 23,6 ppm + 24,4 ppm,
29,7 ppm + 31,2 ppm,
46,9 ppm + 47,4 ppm,
52,7 ppm+ 53,3 ppm,

-96,1
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64,0 ppm, 67,2 ppm,
127,7 ppm, 127,9 ppm,
128,1 ppm, 128,4 ppm,
128,5 ppm, 136,4 ppm +
136,6 ppm, 154,5 +
155,3 ppm, 194,5 +

195,3 ppm.
6.1.4 Priprava bromketonti52
v
N B
r
7 HBr/ACOH
—_—
> R . R
o o
HN HN
~cBz “cBz
3a-3g 4a-4g

Do suspenze diazoketonu (33 mmol) v ledové kyseliné octové 40 ml byla pomalu
prikapavana 48% kyselina bromovodikova (8,8 ml). Roztok zpocatku intenzivné pénil
vlivem uvoliovani dusiku, po prvnich nékolika podilech bylo uvoliiovani dusiku méné
intenzivni. Po pfidavku posledniho podilu kyseliny bromovodikové byla smés michdna po
dobu 50 min. Reakéni smés byla nalita na pfiblizn¢ 50 ml ledu. Vznikla srazenina zpravidla
nebyla filtrovatelna, proto byla smés extrahovana dichlormethanem (3x40 ml). Spojené
dichlormethanové frakce byly promyty 3x50 ml demineralizované vody a 50 ml solanky,
vysuSeny bezvodym siranem sodnym a odpafeny na vakuové odparce. Takto pfipraveny
bromketon obsahoval dle NMR jesté stopy kyseliny octové, které vadily pii nasledné
reakci. Proto byla provedena rekrystalizace ze systému diethylether/petrolether. Vysledky

pro jednotlivé bromketony jsou shrnuty v Tabulce 3.
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Tabulka 3 Prehled vysledkl syntézy bromketonu 4a - 4g

Cislo
latky

Vyt.

[%]

t.t./t.t.
lit.>! [°C]

'H-NMR 8[ppm] *C-NMR &[ppm]

[m]D20
(MeOH)

4a

(S) CH,

94

83-86/82-
83

'H (400 MHz,CDCl5)

5: 1,38 (d, 3H, CHs), 4,00 — 4,04 (m,
2H, CH,Br), 4,63 (m, 1H, CBzNHCH),
5,07 (m, 2H, PhCH,0CO), 5.41 - 5.49
(brs, 1H, CBzNH), 7.31-7.33 (m, 5H,
PhH).

13C (100 MHz, CDCl,)

6: 18,0 ppm, 31,6 ppm, 53,8 ppm,
67,3 ppm, 128,2 ppm, 128,5 ppm,
128,7 ppm, 136,2 ppm, 155,9 ppm,
201,3 ppm.

-33,7

4b

(R) CH;

97

78-79/78-
79

'H (400 MHz,CDCl5)

6: 1,38 ppm (d, 3H, CHs), 4,02 ppm
(m, 2H, CH,Br), 4,63 ppm (m, 1H,
CBzNHCH), 5,05 ppm — 5,09 ppm(2d,
2H, PhCH,CO), 5.41 - 5.49 (1H, brs,
CBzNH), 7.31-7.33 (m, 5H, PhH).

3€ (100 MHz, €DCls)

6: 18,0 ppm, 31,6 ppm, 53,8 ppm,
67,3 ppm, 128,3 ppm, 128,5 ppm,
128,7 ppm, 136,2 ppm, 155,9 ppm,
201,3 ppm.

33,5

4c

(S)(CH;).CH

94

69-73/81-
82

'H (400 MHz,CDCl5)

6: 0,82 ppm (d, 3H,CHs), 1,00 ppm
(d, 3H, CHs3), 2,20 ppm (m, 1H,
CH(CH3),), 4.04 ppm (m, 2H, CH,Br),
4.57 ppm (m, 1H, CBzNHCH), 5.09
ppm (m, 2H, PhCH,0CQO), 5,50 ppm
(1H, d, J = 8.5, CBzNH), 7.27-7.37
ppm (m, 5H, PhH).

3€ (100 MHz, €DCls)

6: 17,0 ppm, 19,8 ppm, 30,2 ppm,
33,1 ppm, 63,0 ppm, 67,3 pppm,
128,2 ppm, 128,6 ppm, 129,1 ppm,
136,1 ppm, 156,5 ppm, 200,8 ppm.

-21,9

4d

(S)PhCH,

87

102-

'H (400 MHz,CDCl5)

-45,8

36




103/102-
103

6: 3,12 ppm (m, 2H, PhCH,CH), 3,89
ppm (m, 2H, CH,Br), 4,72 ppm (m,
1H, CBzNHCH), 5,10 (2d, 2H,
PhCH,0CO), 5,39 (m, 1H, CBzNH),
7,19 (d, 2H, PhH), 7.33-7.42 (m, 8H,
PhH).

13C (100 MHz, CDCl,)

6: 33,2 ppm, 38,1 ppm, 59,0 ppm,
67,5 ppm, 127,6 ppm, 128,3 ppm,
128,5 ppm, 128,8 ppm, 129,2 ppm,
129,3 ppm, 135,6 ppm, 136,3 ppm,
155,7 ppm, 201,2 ppm.

4e

(S)(CH5),CHCH,

97

olej/olej

'H (400 MHz,CDCl5)

6:0,92 ppm + 0,94 ppm (m, 6H, CH;),
1,44 + 159 ppm (m, 2H,
CH,CH(CHs),), 1,69 ppm (m, 1H,
CH,CH(CHs),), 4,06 ppm (m, 2H,
CH,Br), 4,60 ppm (m, 1H, CBzNHCH),
5,07 ppm (m, 2H, PhCH,0CO), 5,52
ppm (brs, 1H, CBzNH), 727 ppm—-7.37
ppm (5H, m, PhH).

3€ (100 MHz, €DCls)

6: 13,9 ppm, 21,5 ppm, 23,3 ppm,
24,9 ppm, 40,5 ppm, 56,6 ppm, 67,2
ppm, 128,1 ppm, 128,6 ppm, 128,8
ppm, 136,1 ppm, 156,3 ppm, 201,6
ppm.

-26,1

4f

(S)CH3CH,(CHs)C
H

94

108-110

'H (400 MHz,CDCl5)

6: 0,87 ppm (t, 3H, CH,CH;), 0,96
ppm (d, 3H, CHCH;), 1,07 ppm - 1,31
ppm (m, 2H, CH3CH2), 1,92 ppm (m,
1H, CH3CHCH,CHy3), 4,04 ppm (m, 2H,
CH,Br), 4,57 ppm (m, 1H, CBzNHCH),
5,08 ppm (m, 2H, PhCH,0CO), 5,33
ppm (d, 1H, CBzNH), 7,30-7,36 (m,
5H, PhH).

3€ (100 MHz, €DCls)

6: 11,6 ppm, 16,2 ppm, 24,4 ppm,
33,3 ppm, 37,1 ppm, 62,8 ppm, 67,4
ppm, 128,3 ppm, 128,5 ppm, 128,8
ppm, 136,2 ppm, 156,5 ppm, 201,0
ppm.

-25,8
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'H (400 MHz,CDCl5)

5: 2,11 ppm (m, 2H, CH,CH,CH,),
2,22 ppm (2H, m, CHCH,CH,), 3,58
ppm (m, 2H, CH,CH,N), 4,42 ppm (m,
1H, CH,CHN), 4,53 ppm (m, 2H,

(S) CH,Br), 5,18 ppm (m, 2H,
Br PhCH,0CO), 7,30-7,44 (m, 5H, PhH).
CcBz . .
4g P N/ 88 Olej/olej 13C (100 MHz, CDCls) -9,0

6: 23,8 ppm + 25,1 ppm, 29,6 + 31,0
ppm, 45,8 ppm + 47,1 ppm, 52,5
ppm + 53,0 ppm, 60,8 ppm, 67,5
ppm, 127,9 ppm, 128,1 ppm, 128,4
ppm, 128,6 ppm, 128,9 ppm, 136,1
ppm + 136,6 ppm, 154,2 ppm +
155,1 ppm, 194,8 ppm + 195,7 ppm’

6.1.5 Priprava benzyl {1-[2-(4-nitrofenyl)-1H-imidazol-5-yl]}karbamatii24

BzC R
* \NH
H,N NH

Ny =

Br
 K,co,THFM,0 X NH
_ R + cl >
O
HN
~cBz NO,
d4a- 4g NO,
Ta-T7g

Smés 4-nitrobenzamidinu (5,8 g, 29 mmol), bezvodého uhli¢itanu sodného (12,3 g,
116 mmol), suchého tetrahydrofuranu (80 ml) a vody (20 ml) byla v 250 ml trojhrdlé barice
vybavené zpétnym chladi€em piivedena k varu. Poté béhem 15 minut byl k této smési
piikapavan roztok ptislusného bromketonu (29 mmol) v tetrahydrofuranu (50 ml). Smés
byla refluxovana 3 dny. Z reakéni smési byla vakuové odpafena vSechna rozpoustédla,
odparek byl rozdélen mezi vodu (40 ml) a dichlormethan (40 ml). Vodna frakce byla
extrahovana 2x60 ml dichlormethanu. Spojené dichlormethanové frakce byly promyty 100
ml demineralizované vody a 100 ml solanky, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a

vakuové odpafeny. Surovy produkt byl CiStén sloupcovou  chromatografii
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(silikagel/ethylacetat:hexan 1:1). Vysledky syntézy pro jednotlivé imidazoly jsou uvedeny

V Tabulce 4.

Tabulka 4 Prehled vysledku syntézy latek 7a - 79

Cislo Vyt. | tt. | 'H-aC-NMR, FT-IR
latky [%] [°C]

[‘I]D20
(MeOH)

'H (400 MHz,ds-DMSO)

6: 1,46 ppm (d, 3H, CHs), 4,77 ppm (m,
1H, CBzNHCH), 5,09 ppm (s, 2H,
PhCH,0CO), 7,04 ppm + 7,22 ppm (2brs,
1H, CH,), 7,36 ppm — 7,42 ppm (m, 5H,
CH,PhH),7,62 (m, 1H, NHCBz), 8,19 ppm +
8,35 ppm (2m, 4H, PhHNO,), 12,85 ppm

178 1 (brs, 1H, NHiy,).
7a (S) CH; 25 -
179 | *C (100 MHz, de-DMSO)

6: 21,1 ppm, 65,3 ppm, 124,3 ppm, 125,4
ppm, 127,8 ppm, 128,4 ppm, 136,6 ppm,
137,3 ppm, 143,0 ppm, 146,4 ppm, 155,5
ppm.

FT-IR (cm™): 1047, 1347, 1407, 1445,
1520, 1677, 3400 — 2950.

-31,6

'H (400 MHz,ds-DMSO)

6: 1,48 ppm (d, 3H, CH;), 4,80 ppm (m,
1H, CBzNHCH), 5,10 ppm (s, 2H,
PhCH,0CO), 7,20 ppm (s, 1H, CHin), 7,36
ppm — 7,42 ppm (m, 5H, CH,PhH),7,62
(m, 1H, NHCBz), 8,19 ppm + 8,35 ppm
(2m, 4H, PhHNO,), 12,85 ppm (brs, 1H,

176 | NHyp).
7b (R) CHs 37 -

178 | "*C (100 MHz, d-DMSO)

6: 21,1 ppm, 65,3 ppm, 124,5 ppm, 125,4
ppm, 127,9 ppm, 128,4 ppm, 136,6 ppm,
137,3 ppm, 143,0 ppm, 146,3 ppm, 155,5
ppm.

FT-IR (cm™): 1047, 1347, 1407, 1445,
1520, 1677, 3010 — 3450.

32,0

185 | 'H (400 MHz,ds-DMSO)

7c (S)(CHs),CH 10 -
187 | 6: 0,88 ppm — 0,93 ppm (m, 6H, CH;),

2/08 ppm — 2120 ppm (ml 1HI CH(CH3)2)/

-58,1
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4,50 ppm — 4,65 ppm (m, 1H, CBzNHCH),
5,05 ppm — 5,13 ppm (m, 2H, PhCH,0CO),
7,07 ppm + 7,25 ppm (2s, 1H, CH;,), 7,35
ppm - 7,41 ppm (m, 5H, CH,PhH), 7,54
ppm + 7,75 ppm (2d, 1H, NHCBz), 8,18
ppm — 8,20 ppm + 8,34 ppm — 8,36 ppm
(2m, 4H, PhHNO,).

13C (100 MHz, ds-DMSO)

6: 18,4 ppm, 19,6 ppm, 32,2 ppm, 32,7
ppm, 55,4 ppm, 65,2 ppm + 65,5 ppm,
116,3 ppm, 124,3 ppm, 125,1 ppm, 125,3
ppm, 127,7 ppm, 127,8 ppm, 128,3 ppm,
136,6 ppm + 137,3 ppm, 142,7 ppm,
144,5 ppm, 146,3 ppm, 156,0 ppm.

FT-IR (cm™): 1047, 1297, 1345, 1417,
1445, 1541, 1673, 3400 — 2950.

7d

(S)PhCH,

16

163

165

'H (400 MHz,ds-DMSO)

6: 3,01 ppm — 3,06 ppm + 3,20 — 3,31
ppm (2m, 2H, CHCH,Ph), 4,90 ppm — 5,06
(m, 3H, CHNHCOOCH,Ph), 7,07 ppm -
7,40 ppm (m, 11H, PhH + PhH + CH,,),
7,73 ppm + 7,91 ppm (2d, 1H, NHCBz),
8,21 ppm + 8,36 ppm (2m, 4H, PhHNO,),
12,89 ppm (NHin).

3C (100 MHz, ds-DMSO)

6: 51,2 ppm, 65,0 ppm, 65,2 ppm, 116,1
ppm, 124,3 ppm, 125,3 ppm, 126,0 ppm,
127,4 ppm, 127,6 ppm, 127,7 ppm, 128,1
ppm, 128,2 ppm, 128,8 ppm, 136,5 ppm,
137,4 ppm, 138,9 ppm, 142,9 ppm, 145,1
ppm, 146,4 ppm, 154,3 ppm.

FT-IR (cm™): 1047, 1347, 1407, 1443,
1518, 1660, 300 — 2790.

-18,4

7f

(S)CH;3CH,(CH3)CH

98

101

'H (400 MHz,ds-DMSO)

6: 0,83 ppm — 0,91 ppm (m, 6H, CH; +
CHs), 1,16 ppm — 1,20 ppm + 1,54 ppm
(2m, 2H, CH,CHs), 4,55 ppm — 4,66 ppm
(m, 1H, CBzNHCH), 5,07 ppm (m, 2H,
PhCH,), 7,05 ppm + 7,25 ppm (2s, 1H,
CHiy), 7,35 ppm — 7,41 ppm (m, 5H, PhH),
7,54 ppm + 7,75 ppm (2d, 1H, NHCBz),

-26,6
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8,18 ppm + 8,35 ppm (2m, 4H, PhHNO,),
12,77 ppm + 12,86 ppm (2brs, NH;»,).

13C (100 MHz, ds-DMSO)

6:11,1 ppm + 11,3 ppm, 15,6 ppm + 15,8
ppm, 24,9 ppm, 51,8 ppm + 54,1 ppm,
65,3 ppm, 116,1 ppm, 124,3 ppm, 125,2
ppm + 125,35 ppm, 127,7 ppm + 127,8
ppm, 128,4 ppm, 135,2 ppm+ 136,6 ppm,
137,1 ppm + 137,4 ppm, 142,7 ppm,
144,3 ppm, 146,3 ppm, 153,6 ppm.

FT-IR (cm™): 841, 934, 1113, 1335, 1410,
1445, 1530, 1685, 2950 —-.3400.

78

BzC

HN /N
27

(S) NO ,

101

102

'H (400 MHz,ds-DMSO)

6: 1,93 ppm — 1,96 ppm (m, 1H, CH,),
2,03 ppm — 2,07 ppm (m, 2H, CH,), 2,25
ppm (m, 1H, CH,), 2,54 ppm -2,56 ppm
(2m, 2H, CH,), 4,96 ppm - 5,14 ppm (m,
3H, PhCH,0CONHCBz), 7,18 ppm — 7,42
ppm (m, 6H, CH,PhH + CH;y), 8,18 ppm —
8,20 ppm + 8,34 — 8,36 ppm (2m, 4H,
PhHNO,), 12,86 (brs, 1H, NHy).

13C (100 MHz, ds-DMSO) ->4.4

6: 22,6 ppm + 23,5 ppm, 31,8 ppm + 32,9
ppm, 46,1 ppm + 46,6 ppm, 55,2 ppm +
55,6 ppm, 65,4 ppm + 65,7 ppm, 115,9
ppm + 116,1 ppm, 124,3 ppm + 125,3
ppm, 126,9 ppm, 127,4 ppm, 127,7 ppm,
128,1 ppm, 128,4 ppm, 136,6 ppm +
137,3 ppm, 142,9 ppm, 145,3 ppm, 145,9
ppm, 146,3 ppm, 154,0 ppm”

FT-IR (cm™): 1047, 1347, 1407, 1445,
1520, 1677, 2950 — 3400.

41




6.1.6 Pokusy o pripravu 1-[2-(4-nitrofenyl)-1H-imidazol-5-yl]alkylamini

(8)
CBZ R R
NH
. —

NH
\3 Na. NH
_—
NO,

NO,

7a-79 8a-8g
Protoze vysledky pokusti o hydrogenolytické odstranéni chranici skupiny, které se
u analogickych derivata osvédcilo, byly neuspokojivé, byly provedeny pokusy o
deprotekci jinymi zpusoby nalezenymi v literatufe. VétSina pokusti o deprotekci byla
provedena na derivatech vychazejicich z aminokyseliny L-alaninu a L-prolinu, protoze
téchto sloucenin bylo k dispozici nejvice. U jednotlivych pokusii bylo zastoupeni vychozich
latek a produktii v pribéhu reakce monitorovano metodou TLC (SiO,; ethylacetat:hexan

1:1). Vysledky vSech pokust o deprotekci shrnuje Tabulka 5 na konci této kapitoly.

6.1.6.1 Deprotekce hydro genol;’lzou24

Roztok 0,15 mmol chranéného imidazolu v 10 ml methanolu byl piedlozen do
tlakové patrony, kterd byla umisténa do autoklavu. K roztoku bylo ptfidano 0,1 g 10%
palladia na aktivnim uhli. Smés byla michana za laboratorni teploty ve vodikové atmosféie
pod tlakem 300 kPa po dobu 24 hodin. Reakce byla sledovana pomoci TLC (SiOy;
ethylacetat:hexan 1:1), pfi jeho negativnim vysledku byla reakce déle zahtivana az do
teploty 70 °C po dobu dalsich 24 hodin. Byl proveden také pokus, kdy bylo do reakéni

smési piidano katalytické mnozstvi kyseliny trifluoroctové.
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6.1.6.2 Deprotekce systémem HBr/CH3COOH>

V 10 ml ledov¢ kyseliny octové bylo rozpusténo 0,15 mmol chranéného imidazolu a
ke smési bylo pfiddno dalSich deset mililitri komeréniho 33% roztoku bromovodiku
Vv kyselin¢ octové (Fluka). Roztok byl takto michan 5 hodin za pokojové teploty za
prubézné kontroly zmén pomoci TLC (SiOg; ethylacetat:hexan 1:1). Poté, co TLC piestala
indikovat pfitomnost vychozi latky, bylo rozpoustédlo spolu s bromovodikem vakuové
odpateno. Cast takto vzniklé krystalické latky byla extrahovana nasycenym roztokem

hydrogenuhli¢itanu sodného v methanolu.

6.1.6.3 Deprotekce pomoci kyseliny trifluoroctoveé™

V 50 ml trojhrdlé baiice opatifené zpétnym chladi¢em byl roztok 0,15 mmol latky
7a v 15 ml suchého tetrahydrofuranu ptiveden k varu. Po dosazeni varu bylo ptikapano 1,1
ml (15 mmol) kyseliny trifluoroctové. Reakce byla refluxovana po 8 hodin za prubézné

kontroly konverze vychozi latky pomoci TLC (SiO,; ethylacetat:hexan 1:1).

6.1.6.4 Deprotekce etheratem fluoridu boritého za pritomnosti terc-butylthiolu®

Pod inertni argonovou atmosférou bylo 59 mg (0,15 mmol) latky 7g rozpusténo
v 10 ml dichlormethanu v kvalité p. a. K roztoku bylo nejdfive ptikapano 0,19 ml (1,5
mmol) fluoridu boritého triethyletheratu a posléze 0,23 ml (2 mmol) terc-butylmerkaptanu.
Reakce byla michdna 16 hod. pod inertni atmosférou za sledovani zmén pomoci TLC
(SiOy; ethylacetat:hexan 1:1). Poté, co nebyla indikovana vychozi latka, byla reakéni smés
extrahovana 3x5 ml nasyceného vodného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného. Spojené
vodné frakce byly promyty 20 ml dichlormethanu. Spojené dichlormethanové podily byly

vysuSeny bezvodym siranem sodnym a vakuové odpateny.

6.1.6.5 Deprotekce hydroxidem barnatym>®

59 mg (0,15 mmol) latky 79 bylo rozpusténo v 15 ml absolutniho ethanolu. Bylo
ptidano 257 mg (1,5 mmol) hydroxidu barnatého a roztok byl ptiveden k varu. Roztok byl
refluxovan po 12 hodin za priibézného monitorovani pomoci TLC.
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6.1.6.6 Deprotekce in situ generovanym trimethylsilyljodidem®"*®

V 10 ml suchého acetonitrilu bylo za laboratorni teploty, za energického michani a
pod argonovou atmosférou suspendovano 225 mg (1,5 mmol) jodidu sodného. Poté, co
vznikla jemna suspenze, byla cela soustava zchlazena na -10 °C. Za této teploty bylo do
roztoku ptikapavano 0,1 ml (0,75 mmol) trimethylsilylchloridu. Roztok se okamzit¢ mlécné
zakalil vznikem chloridu sodného. K takto pfipravenému roztoku byl piikapan roztok
59 mg latky 79 (0,15 mmol). Po 20 minutach pfi teploté -10 °C byla chladici lazen
odstranéna a reak¢ni smési bylo umoznéno, aby dosahla 25 °C. Reak¢éni smés byla dale

michana 5 hodin pfi pribézné kontrole TLC (SiOg; ethylacetat:hexan 1:1).

Tabulka 5 Prehled vysledkl pokust o deprotekci latek 7a a 7g

Deprotekce 7a 79

Za nizké teploty o
o Za nizké teploty deprotekce
deprotekce neprobiha, za o .
. neprobiha, za vyssi teploty
vysSi teploty nebo . )
H,/Pd B _ nebo v pfitomnosti
v pfitomnosti CF;COOH ]
CF;COOH nedélitelna

nedélitelna smés produtkd 3 .
smés produktd rozkladu

rozkladu.

Ziskan surovy produkt

'H-NMR (400 MHz, d,-
DMS0)é: 2,17 ppm — 2,28
Ziskan surovy produkt, | ppm (2m, 3H, CH,CH,CH,),

indikovan pouze na TLC | 238 Ppm — 2,56 ppm (m,

HBr/CH;COOH _ 1H, CH,CH,CH,), 3,21 ppm
(SiO;  ethylacetathexan | _ 3 3¢ ppm (m, 2H
1:1) NHCH,CH,), 4,77 ppm (m,

1H, NHCHCH,), 7,77 ppm
(Sl 1Hl CHim)l 8127 ppm +
8,45 ppm (2m, 4H,

PhHNO,).
CF;COOH Neprobiha Neprobiha
BF;OEt,/tBuSH Neprobiha Neprobiha
Ba(OH), Neprobiha Neprobiha
Me;Sil Tvofi se nedélitelné smési | Tvori se nedélitelné smési
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6.2 Identifikace a fyzikadlni vlastnosti syntetizovanych latek

6.2.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla naméfena na sestavé Agilent Technologies (plynovy
chromatograf 6890N s hmotnostnim detektorem 5973 firmy Network). Pro méfeni byly
pouzity piiblizné 5% roztoky latek v acetonu, dichlormethanu nebo diethyletheru. Piistroj
byl pouzivan predevsim k ovéteni Cistoty produktli a meziproduktd. Cilové latky nebyly
dostatecné t€kavé pro prevedeni na chromatografickou kolonu na rozdil od nejvyznamné;jsi

hydrolytické necistoty benzylalkoholu.

6.2.2 1H- a 13C-NMR spektroskopie

'H-NMR a *C-NMR spektra byla méfena na spektrometru BRUKER AVANCE
400, pti 400 MHz (*H) respektive 100 MHz (*3C) a teplot& 25 °C. Pfistroj byl vybaven 5
mm gradientni broadband sondou. Pro méfeni byly pouzity roztoky latek v ds-DMSO a
CDCls. Chemické posuny d(*H) latek rozpusténych v DMSO-d® byly vztazeny k signalu d-
DMSO(5(*H) 2,55 ppm; 5(*3C) 39,51 ppm) a v CDCl; vztazeny k signalu CDCls (5(*H)
7,25 ppm; 8(*3C) 77,23 ppm). Analyza protonovych spekter byla provedena dle §tdpeni

prvniho fadu a s pomoci integralnich intenzit.

6.2.3 Elementarni analyza

Elementarni analyzy byly namétfeny na automatickém analyzatoru EA 1108 firmy
FISONS. Za cisté latky byly povazovany vzorky, jejichz relativni rozdil od teoretické
hodnoty byl niZsi nez 0,3 %.

6.2.4 Infracervena spektroskopie

Infracervend spektra byla méfena na infraerveném spektrometru s Fourierovou
transformaci Perkin Elmer FT-IR System Spectrum BX opatfenym horizontalnim ATR
modulem se ZnSe krystalem, ktery umoziuje méfeni pevnych 1 kapalnych vzorkl. Spektra

byla m&fena v rozsahu od 650 cm™ do 4000 cm™.
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6.2.5 Méreni optické otacivosti

Opticka otacivost byla méfena na polarimetru PERKIN ELMER 341. Byly méfeny
methanolové roztoky o koncentraci 1g latky na 100 ml rozpoustédla v kyveté dlouhé 10 cm

pii vinové délce sodikového dubletu (589,3 nm).
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6.3 Mikrobiologicka cast

Mikrobiologické testovani bylo provedeno v laboratofi pro diagnostiku
mykobakterii Zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé. Byly testovany tii série latek. Latky
7a, 7b, 7c, 7d, 7f a 7g byly piipraveny v ramci této diplomové prace. Latky 9a — 9g*
odpovidaji obecnému vzorci uvedenému na Obrazku 1, kde substituent Y je vodik,
substituent Z je skupina benzyloxykarbonyl- a substituenty X a R odpovidaji substituentim
u analogickych sloudenin 7a — 7g. Latky 10a — 10g** odpovidaji obecnému vzorci
uvedenému na Obrazku 1, kde substituent Y je vodik, substituent Z je vodik a substituenty

X a R odpovidaji substituentlim u analogickych slouc¢enin 7a — 7g.

Antimykobakterialni hodnoceni aktivity pfipravenych latek bylo provedeno in vitro,
mikrometodou pro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) v Sulové pidé
(SEVAC, Praha), v plastikovych P—destickach. Preparaty byly pfipraveny fedénim v
DMSO v koncentracich 1 — 1 000 pmol/l. Jako standard byl pouzit isoniazid (INH), ktery

byl fedén sterilni destilovanou vodou v rozsahu 0,5 — 250 pmol/l.

K testovani byly pouzity kmeny: Mycobacterium tuberculosis (My 331/88),
Mycobacterium avium (My 330/88), Mycobacterium kansasii (My 235/80), Mycobacterium
kansasii (6 509/96). Prvni tfi jmenované kmeny jsou sbirkové kmeny z Ceské narodni
sbirky typovych kultur (CNCTC). M.kansasii (6 509/96) je kmen klinicky izolovany od

pacienta z okresu Karvina.

Odecitani MIC bylo provedeno u M. tuberculosis a M. avium po 14 a 21 dnech
inkubace pfi 37 °C, u M.kansasii po 7, 14 a 21 dnech inkubace pti 37 °C.
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6.4 Vysledky testovani antimykobakterialni aktivity

Vysledky testl jsou zpracovany souhrnné v Tabulce 6

Tabulka 6 — Vysledky testd antimykobakterialni aktivity

Latka M. tuberculosis M avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 6 509/96
14/21 dni 14 /21 dni 7/14 /21 dni 7/14 /21 dni
7a >125/>125 >125/>125 >125/>125/>125 | >125/>125/>125
7b >125/>125 >125/>125 >125/>125/>125 | >125/>125/>125
7c 16/16 >125/>125 32/62,5/62,5 16/32/32
7d 16/16 >62,5/>62,5 16/32/>62,5 8/16/16
7f 16/32 >125/>125 32/62,5/62,5 16/16/32
79 32/32 >250/>250 62,5/125/250 32/62,5/62,5
9a 125/125 125/250 125/250/250 125/125/125
9b 125/125 250/250 125/250/250 62,5/125/125
9c 16/62,5 >250/>500 62,5/62,5/62,5 32/62,5/62,5
9d 500/>250 >250/>500 >250/ >500/>500 >250/ >250/>250
9e 125/>250 >250/>500 250/>500/>500 >125/>125/>250
of 32/125 >250/>500 32/62,5/62,5 32/32/32
99 62,5/62,5 >250/>250 32/62,5/62,5 62,5/62,5/62,5
10a >1000/> 1000 | >1000/>1000 >1000/>1000/>1000 | 250/1000/1000
10b 500/1000 >1000/>1000 500/1000/1000 500/500/1000
10c 125/250 500/1000 125/125/250 62,5/62,5/62,5
10d 125/250 250/250 125/125/250 32/125/125
10e 62,5/250 500/500 62,5/125/125 62,5/62,5/62,5
10f 62,5/250 500/500 62,5/125/125 32/62,5/62,5
10g 1000/1000 1000/1000 1000/1000/1000 500/500/500
INH 0,5/1 >250/>250 >250/>250/>250 2/4/8




7 Diskuse

7.1 Diskuse chemické syntézy cilovych latek

7.1.1 Syntéza a-bromketonii

Reakéni cesta od aminokyselin az po chirdlni bromketony byla vyvinuta na
pracovisti, kde byly produkty pfipravovany, a je velmi dobie propracovana. Z namétenych
hodnot specifické optické otacivosti (a) 1ze usoudit, Ze béhem celé syntézy nedoslo ani pii
jednom kroku k racemizaci meziproduktii nebo produktii. Naméfené hodnoty jsou navic
v dobré shod¢ s literaturou (viz Tabulka 1 - 4). Lze tedy usoudit, Ze produkty jsou opticky
Cisté latky. Vytézky reakei jsou v podstaté ve shod¢ s literarnimi hodnotami. Diazoketony
(latky 3a - 3g) bylo nutné k reakcim pouzivat co nejrychleji po piipraveé, postupem ¢asu
mély tendenci podléhat dekompozici, jez vedla ke snizeni vytézku bromace. Bromketony
(latky 4a - 49) jsou ponékud pickvapivé latky na vzduchu stalé, byly vSak pouzivany bez

prodleni, aby se snizilo riziko hydrolyzy.

7.1.2 Syntéza 4-nitrobenzamidin-hydrochloridu (6)

Syntéza benzamidin-hydrochloridu byla provadéna v jedné bafice tzv. one-pot
zpisobem. Bylo tak ¢inéno proto, Ze meziprodukt methyl-4-nitrobenzimidat (5), ktery byl
alternativni vychozi latkou pro kondenzaci na imidazolovy kruh, se jevil jako latka velmi
nestala a pii vSech pokusech o jeho izolaci se hydrolyzovala na ptislusny benzamid.
Vznikly benzamidin-hydrochlorid (6) byla naopak latka velmi stdla a bylo mozno ho

pfipravovat do zasoby.

7.1.3 Kondenzace za vzniku latek 7a - 7g

Kondenzace imidazolového kruhu na latky 7a - 7¢g neméla pfiili§ uspokojivé
vytézky. Silny zaporny mezomerni efekt nitroskupiny prokazatelné snizoval ochotu
benzamidinu k cyklizaci. Tento problém se podatilo ¢astecné vyftesit prodlouzenim reakéni
doby, obecné vsak lze fici, Ze v tomto piipadé je provadéna reakce jako synteticka cesta
spiSe nevhodna. Pro ucely této prace Slo ovSem piedevsim 0 to, abychom latky obdrzeli

jako takové, a vytézek byl spiSe vedlejsi zalezitosti. Lze vypozorovat, ze pii kondenzaci
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bromketond, jejichz vychozi latky byly aminokyseliny s rozvétvenym vedlejsim fetézcem,
byly vytézky vyrazné nizsi, nez tomu bylo v ptipadé bromketonu odvozeného od L- a D-
alaninu, prolinu nebo fenylalaninu, jez maji konsolidovanéjsi vedlejsi fetézce. V piipadé
latky 7e, jejiz vychozi latkou byl bromketon odvozeny od isoleucinu, se dokonce
nepodafilo v potfebném mnozstvi Cisty produkt ziskat. Obtiznost cyklizace muze byt
zpisobena stérickym branénim rozvétveného alifatického fetézce (isobutylu), jenz mulze
stejné jako jemu podobné alifatické zbytky stéricky branit alkylovanému meziproduktu
reakce v cyklizaci. Zajimavy nahled na stérickou naro¢nost druhého kroku cyklizace
ukazuje kvantové chemicky vypocet geometrickych poméra v alkylovaném meziproduktu,

ktery tuto teorii podporuje (Obrazek 6).

Obrazek 6 kvantové chemicky vypocet geometrikcych poméri mezproduktu pfi

syntéze latky 7e

7.1.4 Deprotekce

Prvni pokus o deprotekci byl ucinén podle stejného protokolu, podle ne¢hoz byla
provedena deprotekce analogickych nenitrovanych derivati (kapitola 5.1.6.1). Nitroskupina
byla vedena v patrnosti jako ptipadny zdroj problému pii deprotekci, avsak v literatuie
existuji zminky o uspéSnych hydrogenolytickych deprotekcich vedle pfitomné aromatické
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nitroskupiny. Dale pak ocekavané vedlejsi produkty 1-[2-(4-aminofenyl)-1H-imidazol-4(5)-
yllalkanaminy byly téz latky zajimavé, co se tyka antimykobakterialni aktivity. Bohuzel
vysledné reakéni smési jevily zndmky naprostého rozkladu vychoziho N-chranéného aminu
na dale ned¢litelnou smés produktii. Z toho ditvodu byly provadény pokusy o alternativni
deprotekce. Casteéného tispéchu bylo dosazeno deprotekei systémem kyselina octova/HBr
(viz kapitola 5.1.6.2), u kterého se podafilo ptipravit hydrobromid od latky 8g. Problémem
byl vytézek reakce, ktery byl natolik nizky, Ze se nepodafilo obdrzet dostate¢né mnozstvi
latek na jejich plnou charakterizaci, tedy testovani jejich antimykobakterialni aktivity by
bylo vtom piipad¢ zcela irelevantni. Dalsi pokusy o deprotekci kyselou hydrolyzou
(kapitola 5.1.6.3), silnymi Lewisovymi kyselinami (kapitoly 5.1.6.4 a 5.1.6.6) nebo
bazickou hydrolyzou (kapitola 5.1.6.5) se ukazaly jako netéinné pro deprotekci danych

systémil.

7.2 Diskuse vysledkii testovani

Vysledky testovani minimalnich inhibi¢nich koncentraci odhaluji ocekavany trend
ucinnosti, co se tyka 4-nitrofenylsubstituce na benzenovém jadre. Latky 7a — 7d a 7f - 79
maji vyssi ucinnost oproti analogickym latkam z fady 9 a 10. Nejucinngjsi latky vaci M.
tuberculosis jsou 7c, 7d a 7f s hodnotami MIC 16 umol/l. Aktivita vii¢i obéma kmenim M.
kansasii je shodna, na rozdil od G¢innosti INH. Jako nejucinngjsi se jevi latky 7c 7d a 7f
sMIC 8 — 62,5 umol/l. Kmen M. avium se jevi jako malo citlivy na vSechny testované
latky. Vzhledem Kk prakticky totozné ucinnosti derivatl 7a a 7b, 9a a 9b, 10a a 10b lze
usoudit, Ze na ucinnost této skupiny latek nema konfigurace chirdlniho uhliku Zadny vliv.
Z porovnani u€innosti latek fady 9 a latek fady 10 také vyplyva, Ze pfitomnost karbamatové
ochranné benzyloxykarbonyl skupiny na alifatickém dusiku ma spiSe piiznivy vliv na
G¢innost latek. Uginnost ponékud zvy3uji objemné lipofilni substituenty R (podle obecného

vzorce uvedeného na Obrazku 1) jako naptiklad but-2-yl, isopropyl- nebo fenylmethyl-.
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8 Zavér

Jako novéa obecna struktura potencialnich antituberkulotik byly predikovany derivaty 1-[2-
(4-nitrofenyl)-1H-imidazol-4(5)-yl]alkanaming. Sest z navrzenych derivat (7a, 7b, 7c, 7d,
7f a 79g) bylo syntetizovano a jejich u¢innost byla porovnavana s INH a s latkami fady 9 a
10, jez byly piipraveny jiz dfive a za jinym ucelem a kter¢ se liSi substituci na benzenovém

jadre.

Ani jedna z testovanych latek neznamena pfilisSny pfinos pro inhibici bakterii rodu
Mycobacterium. Jako relevantni inhibitory mohou byt povazovany latky 7c a 7d v pfipadé
klinického kmene M. kansasii. Hlavni pfinos syntetizovanych a testovanych latek je vSak
pro obohaceni poznani vztahu struktura G¢inek na 2-arylazolovych skeletech potencialnich

novych antituberkulotik.

Z provedenych testll a literarnich udaju lze také predpoveédét dal$i moznosti obmény 2-
fenylimidazolového kruhu, které by mohly vést k vys$si antimykobakteridlni c¢innosti.
Vys$si ucinnost lze oc¢ekavat pii N- alkyl nebo N- arylsubstituci imidazolového jadra.
Zvlasté N- arylované preparaty by se strukturné velmi blizily GspéSnym latkam VI a VII,
navic by v tomto pfipadé bylo mozné odlisit 4 a 5 substituované imidazolové regioisomery,
coz by zvySilo moznosti dalsi strukturni obmény. Dal§i moznou obménou struktury je
ptitomnost jiné karbamatové skupiny na alifatické aminoskupiné. Pokud aplikujeme
zkuSenosti se vztahy struktura aktivita na benzylsulfanylbenzazolovych derivatech, které
vedly kdesignu cilovych latek 7 a 8, lze také ocekavat, ze vyS$$i nitrosubstituce na
benzenovém jadre bude zvySovat antimykobakteridlni u¢innost. Dal§im navrhem muze byt
4-nitrosubstituce na imidazolovém kruhu. K syntéze vySe nitrovanych 2-fenylimidazolt
v8ak nebude mozno pouzit metodu, jez byla pouzita v této praci, nebo ji bude potieba
zasadné prepracovat vzhledem Kktomu, ze nitrosubstituce na benzamidinu silné

znesnadnovala jeho cyklizaci s bromketony.
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Pfitomnost imidazolového jadra, chirdlniho centra, karbamétové (amidové) skupiny a
postrannich fetézct biogennich €ini syntetizované latky podobné strukturdm, jez lze nalézt
Vv biogennich molekulach. Také proto v soucasné dobé probiha screaning latek 7a, 7b, 7c,
7f a 79 také na dal$i antimikrobialni aktivitu na Veterinarni a Farmaceutické Univerzité

v Brn¢. Jeho vysledky vSak dosud jesté nejsou znamy.
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