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1 Seznam zkratek

HpD

OPD

Pc

PDT

PS

THF

m-THPP

m-THPC

m-THPBC

derivaty hematoporfyrinu

o-fenylendiamin

ftalocyaniny

fotodynamicka terapie

fotosenzitizér

tetrahydrofuran

5,10,15,20-tetra(3-hydroxyfenyl)porfyrin

5,10,15,20-tetra(3-hydroxyfenyl)chlorin

5,10,15,20-tetra(3-hydroxyfenyl)bakteriochlorin



2 Cil prace

Vyzkum na Katedie farmaceutické chemie a kontroly IéCiv se jiz delSi dobou zabyva
syntézou a hodnocenim potencidlné fotodynamicky aktivnich latek ze skupiny
azaftalocyanind. Ve fotodynamické terapii hraje velkou roli absorpce svételného zéreni,
zejména pfi vyssich vinovych délkach. Latky typu rozsifenych azaftalocyaninl obsahujicich

chinoxalinova jadra tuto podminku spliuji.

Cilem mé rigordzni prace byla proto ptiprava prekurzorQ pro syntézu tetra(2,3-
chinoxalino)porfyrazinG. Tyto makrocyklické latky se pfipravuji tetramerizaci
aromatickych dikarbonitrill, cilem proto byl pokus o syntézu 6,7-bis(terc-butylsulfanyl)-

chinoxalin-2,3-dikarbonitrilu rGznymi postupy.

Obr. 1 6,7-bis(terc-butylsulfanyl)-chinoxalin-2,3-dikarbonitril



3 Teoreticka cast

3.1 Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie (PDT) je stale vice uznavana jako atraktivni alternativni
zpUsob |écby rakoviny. Lécba se sklada ze dvou relativné jednoduchych kroku. Jedna
se o podani fotosenzitivni latky a nasledného ozareni nddoru. Ozareni se provadi z dlivodu
aktivace fotosenzitivni latky. U&innost PDT je vysokd pro malé povrchové nadory.
Vétsinou se nevyskytuji zadné vedlejsi ucinky, kromé docasné fotosenzitizace kiize. Hojeni
probiha s malym ¢i Zadnym zjizvenim a procedura muze byt opakovana bez nar(stajici
toxicity. S ohledem na ucinnost PDT, na nepfitomnost dlouhodobé toxicity a na to,
Ze prvni |é€ba rakoviny s PDT byla uskutecnéna pred vice nez 100 lety, Ize tuto metodu
pouzit jako efektivni, alternativni volbu lécby v onkologii. V soucasné dobé je PDT
aktualné nabizena jen v nékolika malo vybranych centrech, ackoli pomalu nar(sta jeji

vyznam jako alternativy tradicni |é¢by rakoviny (1).

3.2 Historie fotodynamické terapie

Prvni klinickd aplikace fotodynamické terapie byla popsdna von Tappeinerem
a Jesionkem v roce 1903 (2), kdy aplikovali lokalné eozin na kozni nddory. Von Tappeiner
a Jodlbauer pozdéji definovali PDT jako dynamickou interakci mezi svétlem,

fotosenzitizacéni latkou a kyslikem majici za nasledek ni¢eni tkané (3).

V roce 1975 Dougherty a kol. (4) zjistil, Ze hematoporfyrinové derivaty (HpD),
v kombinaci s ¢éervenym svétlem, mohou Uplné zlikvidovat bujeni prsniho nadoru u mysi.
Nasledné byly zahajeny klinické zkousky s HpD pro |é¢bu pacientl s rakovinou mocového
méchyre a nadorl pokozky (5) (6). Tyto nasledujici Uspésné studie a pocetné zkousky
zahrnovaly rlizné typy rakovin a rtizné PS. V Kanadé v roce 1993 byl schvalen porfimer
sodny (Photofrin®) pro Ié¢bu rakoviny mocového méchyre. Dnes jsou pro klinické uziti
schvdleny dalsi PS: 5-aminolevulova kyselina (ALA, Levulan®, Gliolan®), metylester ALA
(Metvix®), hexylester ALA (Hexvix®), meso-tetra-(hydroxyfenyl)-chlorin (mTHPC,

temoporfin, Foscan®) a verteporfin (Visudyne®) (1).



3.3 Principy PDT

PDT zahrnuje podani fotosenzitizéru (PS) nasledované mistnim ozafovanim nadoru
svétlem vhodné vinové délky k tomu, aby doslo k aktivaci PS. Aktivace PS pfi absorpci
svétla pretvafi PS zjeho zékladniho singletového stavu (PS) do excitovaného
singletového stavu (*PS*,0br. 2). Z tohoto stavu mlZe litka energii uvolnit zpét,
do zdakladniho stavu vyzafovanim fluorescence, coZ je schopnost, kterd se muze klinicky
vyuzit pro fotodetekci. Nicméné k docileni terapeutického fotodynamického ucinku, PS
musi projit elektronovou spinovou pfeménou (mezisystémovy prechod) na jeho tripletovy
stav (°PS*). V p¥itomnosti kysliku miZe PS* reagovat pfimo se substratem, protonem
Ci pfenasecem elektronq, tvofrit radikaly, které mohou spolec¢né s kyslikem produkovat
reaktivni formy kysliku (reakce typu 1). Energie *PS* muze byt také pfimo piedana kysliku
tak, Ze vznikne singletovy kyslik (reakce typu Il), ktery je nejnicivéjsi reaktivni formou

vytvorenou béhem PDT (7).

Type | reaction Radicals —
+ substrate

1 +hv 1 . 3 .
PS »'PS »PS —»

Radicalions —{ ____  1pg

Type Il reaction

+0, — 1O2 —_—

= Fluorescence ——»

Obr. 2 Mechanismus fotosenzitizace (7)

3.4 Mechanismus PDT v Zivém organismu

Uc&innost PDT v terapii rakoviny zavisi na typu fotosenzitizéru, na jeho koncentraci,
vnitrobunécné lokalizaci, svételné davce a jeji intenzité a na dostupnosti reaktivnich
forem kysliku. Destrukce nador( u PDT probiha tfemi zakladnimi mechanismy. Singletovy
kyslik vznikajici fotochemickou reakci mlzZe zabit pfimo buriky nadoru. Maze také dojit
k poskozeni cévniho zasobeni nddoru. Dojde k preruseni pfijmu Zivin a kysliku, ¢imz dojde
k neptimému poskozeni. Pfi PDT muze také dojit k aktivovani imunitni reakce proti

burnkam nadoru. Vysledek PDT je zavisly na vSech téchto mechanismech. (8)

Singletovy kyslik je vysoce reaktivni a mulZe béhem svého kratkého Zivota

difundovat jen do vzdalenosti 0,01-0,02 um. Z tohoto dlivodu, by mél byt PS béhem
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ozarovani svételnymi davkami lokalizovan v blizkosti nadoru. Plvodni cil specifického
zabijeni nadorovych bunék predpokladal, Ze optimdlni reakce by byla ziskdna
pfi ozarovani nadoru vdobé, kdy by koncentrace PS v nadorové tkani byla vysoka,
ve srovnani s okolnimi nenadorovymi tkanémi. Nedavné studie na zvifatech (9) (10)
a klinické udaje ukazaly (11), Ze koncentrace PS v nadoru v dobé ozafovani, nemusi nutné
predpovédét reakci na PDT. Lepsi indikdator pro vysledek PDT v dobé ozarovani
je koncentrace v plazmé (12) (13) (14) (15). To dokazuje, Ze burniky nadoru nemusi vidy byt
pfimymi cili PDT, ale Ze mohou byt usmrceny nepfimo, jako nasledek cévniho uzavéru

po poskozeni napfiklad cévnich endotelidlnich bunék (14) (16) (17) (18) (19) (20).

3.5 Fotosenzitizéry

Velmi dulleZitou soucdsti PDT jsou fotosenzitizéry. PS jsou latky schopné
absorbovat svétlo specifické vinové délky a transformovat jej na uziteCnou energii.
V ptipadé PDT to znamend produkci letalnich cytotoxickych produktl. Klicovou
charakteristikou jakéhokoliv PS je jeho schopnost prednostni kumulace v nadorové tkani
s naslednou produkci cytotoxickych produktl a indukci poZzadovanych biologickych efekt(

(21).

3.5.1 Vlastnosti idealnich PS

PS musi byt lokalizovan v misté fotodynamické reakce, musi absorbovat svétlo
pfiméfené vinové délky a produkovat poZadovanou biologickou odezvu. Pro [écbu

rakoviny by mél mit idedlni PS nasledujici vlastnosti.

e Chemicka Cistota a znamé slozeni.

e (Cytotoxicita pouze za pfitomnosti svétla.

e Lokalizace zejména v cilové tkani.

e Rychlé vyloucdeni z téla, aby nedochdazelo k systémové toxicité.

e Vysoky kvantovy vytézek singletového kysliku.

e Vysoka absorbance pfi vinové délce 600-800 nm, kdy penetrace svétla tkani
je maximalni a kdy vinové délky svétla maji stdle dost energie k produkci

singletového kysliku (21).
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3.5.2 Prvni generace fotosenzitizéri

HpD derivaty a jiné porfyrinové PS

HpD byl prvni PS, ktery ziskal opravnéni k pouzivani v Kanadé v roce 1993. Dalsi
schvaleni k aplikaci ziskal v Evropé, Japonsku a USA pro fadu indikaci zahrnujicich rakovinu
tlustého streva, rakovinu jicnu, mocového méchyre a rakoviny zZaludku (22). HpD je smés
slou¢enin. Jsou to monomery, dimery a oligomery hematoporfyrinu (23). Céste¢nym
¢isténim této smési vznikl komercéni produkt porfimer sodny (Photofrin) (24). Tento
CiStény produkt oviem stale obsahuje mnoho porfyrinovych sloucenin (okolo 60), které
zpUsobuji opakované potize pfi vyrobé. Photofrin a ostatni porfyrinové PS maiji slabou
absorpci v Cervené oblasti spektra a zpusobuji dlouhotrvajici kozni fotosenzitivitu (4-6
tydnd) (21) (25). Absorpcni maximum Photofrinu je okolo 630 nm.

HO
OH

HOOC COCH

Obr. 3 Hematoporfyrin

Hledani novych porfyrinovych PS se zaméfilo na derivaty, jeZ jsou synteticky

dostupné v Cisté formé a na derivaty, jez absorbuji pti vyssich vinovych délkach (26).

Tetraarylporfyriny byly prvni, snadno pfipravitelné a snadno Cistitelné porfyriny,
které byly zahrnuty mezi PS. Tetrafenylporfyriny maji maximum absorpce okolo 630 nm,
ale maji omezenou rozpustnost. Sulfonaci tetrafenylporfyrinli vznikne tetrasulfonat
tetrafenylporfyrinu, ktery zlstavd dobrym producentem singletového kysliku a je dobre
rozpustny ve vodé (27). U tohoto PS byla bohuzel zjiSténa neurotoxicita u mysi

vystavenych vysokym davkam tohoto PS (28) (29).
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3.5.3 Druha generace fotosenzitizért

Dalsim vyzkumem PDT byly nalezeny PS druhé generace. Vétsina z nich absorbuje
svétlo delSich vinovych délek a vykazuje silnou absorpci v oblasti ¢erveného spektra.
PS pouzité v klinickych studiich patifi do skupin porfyrint, ftalocyaninl, texafyrin(,
chlorinl a bakteriochlorinCi (26) (30). DuleZitou charakteristikou téchto PS je jejich
vyborna schopnost generovat singletovy kyslik (31) (32) (30). Dalsi charakteristiky
PS ptiznivé pro PDT jsou jejich dobrd stabilita, schopnost absorbovat svétlo dlouhych

vinovych délek a mala toxicita za nepfitomnosti svétla (31).
5-aminolevulova kyselina (ALA)

ALA je pfirozené se vyskytujici aminokyselina, kterd je prekurzorem
protoporfyrinu IX (PplX), produkovaného pfi biosyntéze hemu (33). Tato syntéza
je kontrolovana negativni zpétnou vazbou, pfi niz vys$i koncentrace hemu inhibuje
preménu glycinu a sukcinylkoenzymu A na ALA. Tento krok mlze byt obejit pfidanim
exogenni ALA jako prekurzoru do tkané. To zvySuje produkci PplX. PpIX se akumuluje
nejen v nadorové tkani, ale také ve zdravé tkani (ovSem daleko méné), coz zplsobuje
systémovou fotosenzitizaci (34). Porovnanim absorpcnich vlastnosti PpIX a HpD neni PpIX
vhodnéjsim PS. ALA mUze byt poddna injekéné, ordlné nebo aplikovana topicky na cilovou
tkan (31) (35) (36) (37). Ozareni je provadéno o 3-6 hodin pozdéji. Kozni fotosenzitizace
zplUsobend ALA je mirna (38) a kratkodoba (35) (37). V roce 1990 Kennedy jako prvni
pouzil ALA pro lé¢bu koznich poruch (39) (40). ALA jako PS je vyvijena pro Ié¢bu koznich
lézi, gastrointestindlni rakoviny a psoridzy (35) (41) (38). ALA je snadno pfipravitelna

v Cisté formé, protoze byla vyvinuta relativné jednoducha metoda pro jeji pfipravu (42).

Vyvoj PDT s PplX se zaméfil na prekurzory ALA. Vzhledem k nizké lipofilné ALA byly
do terapie zavedeny rlzné alkyl estery ALA, které penetruji do bunék snadnéji (43). ALA
a jeji methyl ester (Metvix) byly schvdleny pro pouziti v Evropé. Hexyl ester (Hexvix)
je registrovan pro |écbu rakoviny Zaludku a diagndzy nadorli mocového méchyre (22).
Topické podani ALA a jejich derivatd bylo schvdleno pfipouziti u nejraznéjsich

povrchovych koznich lézi (43).
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Ftalocyaniny

Expanze makrocyklickych m-systému porfyrinli posouva jejich absorpci k delSim
vinovym délkam (34). Pfipojenim ¢tyf benzenovych nebo naftalenovych kruht na B pozice
porfyrinG a substituci methinovych uhlikd dusiky vznikaji ftalocyaniny a naftalocyaniny.
Tyto slouceniny absorbuji svétlo dlouhych vinovych délek a mohou byt proto pouZzity
v malych davkach (31) (45) (46) (47). Nékteré z nich jsou eliminovany z téla uz za 24 hodin
a kozni fotosenzitivita je tedy pouze prechodnd. Pc jsou velmi Spatné rozpustné ve vodé,
proto jsou Casto zavadény na periferii polarni substituenty (31) (46). Dllezité pro PDT
je pritomnost centralnich chelatovanych kovl. Zine¢naté, hlinité a kifemicité Pc jsou
dobrymi producenty singletového kysliku s dlouhou dobou Zivota tripletového stavu (46).
Nesubstituované Zn-Pc jsou velmi hydrofobni, proto jsou ¢asto vdzany na nosice, napfr.
lipozomy, které zlepSuji jejich rozpustnost a distribuci v téle (31) (48) (49). Ozarovani
se provadi za 24 az 72 hodin po aplikaci. Zn-Pc zpUsobuje pouze mirnou fotosenzitivitu

(38).

Obr. 4 Ftalocyanin a naftalocyanin

Redukci perifernich dvojnych vazeb porfyrind se posouva maximum absorpce
k cervené oblasti (35). Dihydroporfyriny jsou nazyvany chloriny. Redukci dvou dvojnych
vazeb na opacénych strandch makrocyklu vznikaji bakteriochloriny, redukci dvou

sousednich dvojnych vazeb vznikaji isobakteriochloriny (26).
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5,10,15,20-tetra(3-hydroxyfenyl)chlorin (m-THPC) na Obr. 5 je synteticky
pfipraveny chlorin, ktery byl uveden na trh pod nazvem temoporfin. 5,10,15,20-tetra(3-
hydroxyfenyl)bakteriochlorin (m-THPBC) na Obr. 5 je plné synteticky pripraveny

bakteriochlorin, ktery byl vyvinut pro komeréni pouZiti (31).
l OH ‘ OH
HO HO

OH OH

chlorin bakteriochlorin

Obr. 5 m-THPC a m-THPBC

m-THPC, m-THPBC a m-THPP se liSi pouze v stupni redukce tetrapyrrolového
kruhu. Redukované formy m-THPC a zejména pak m-THPBC jsou v PDT vice aktivni nez m-
THPP (50). Bakteriochloriny stejné jako naftalocyaniny absorbuji svétlo velmi dlouhych
vinovych délek a proto umoziuji Ié¢bu vysoce pigmentovanych nadord pomoci PDT (47)
(51). Redukované porfyriny (chloriny a bakteriochloriny) jsou nachylné k zpétné oxidaci
na porfyriny. Této oxidaci se da zabranit zavedenim objemnych substituent(
nebo exocyklickych kruh( vedle redukovaného pyrrolového kruhu (35) (48) (52). Tato
strategie je evidentni u struktur benzochlorinG (35) (50). Zavedeni kov(i do chlorinG také
zesiluje absorpci ¢erveného svétla a posouva jejich absorpéni pasma k vy$sSim vinovym

délkdm (26).
3.5.4 Treti generace fotosenzitizéri

Vyzkum novych PS treti generace stale pokracuje, zejména pro latky jez mohou byt
aktivovany svétlem delsi vinové délky, které vyvolava kratsi fotosenzitivitu a ma lepsi

nadorovou specificitu (53) (54) (55) (56) (57). PS tieti generace jsou tvoreny prevazné PS

14



generace druhé, spojené s urcitymi biomolekulami, které umoznuji cilenéjsi distribuci

v téle (58).

Prikladem pouziti kombinace PS s biomolekulami je fotoimunoterapie.
Fotoimunoterapie je zajimava metoda v PDT, ktera vede ke zlepSeni nddorové selektivity.
Pouziva monoklonalni protildtky navriené proti antigenlm spojenych s nadorem,
bez zaménénych vlastnich biologickych vlastnosti (59). PS spojeny s protinadorovou
monoklondlni protildtkou mohou efektivnéji plsobit v nadorové tkani. Pro zlepSeni
tumorotropického charakteru PS jsou jako transportni systémy pouzivany lipozémy (60).
Vybér vhodného lipozdmu muze také snizit fototoxicitu PS. PS navazany na polykationicky
lipozdém bude fototerapeuticky velmi ucéinny, vzhledem k silné elektrostatické adhezi mezi

polykationtem a plazmatickou membranou (61).
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4 Metodicka cast

4.1 Uvod a syntéza 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexantii

Slou€enina 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan (2) mulZe byt povaZovana
za stabilni derivat vysoce nestdlého o-benzochinon di-iminu, ktery stdle nebyl izolovan
v Cisté formé. 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan muze byt také povaZovan za chranény

o-fenylendiamin (OPD) (62).

2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan obsahuje dvé azodienové slozky, diky kterym
mohou tyto latky reagovat s nukleofily 1,4 adicni reakci Michaelova typu, jak ukazuje
Schéma 1. Meziprodukt (3) podstupuje fototropicky posun za vzniku 1,3-dihydro
slouceniny. Tato sloucenina je oxidovdna pfidanim oxidu manganicitého do reakéni smési.
PouZitim tohoto oxidacniho C(Cinidla lze ziskat dobré vytéiky izolovatelného 5-
substituovaného 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu (5) (63). V pfipadé latky (2)
je preferencni reakci adice podle vySe popsaného mechanismu a nikoliv elektrofilni

substituce, ktera by se dala ocekavat u samotného OPD (62).

O H
/
NH, N
+ _—
NH, N
OPD H Q)

i DO ~X )
Nu
~—
N > N

\
@ " e H
H
/
N _N
— X w20
Nu '\{ Nu N
4) H 5)

Schéma 1 Syntéza 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu
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V zavislosti na nukleofilu je moZné timto zplUsobem zavést aZ Ctyfi substituenty
do Sesticlenného  kruhu. 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan lze prevést zpét
na odpovidajici OPD pomoci reduktivni hydrolyzy. Tato metoda poskytuje cestu
k polysubstituovanym heterocykllm nesoucim substituenty, jeZ by bylo obtizné zavést

jinym zplGsobem (63).

Nejvhodnéjsi syntézou zdakladni slouceniny 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu
je pridani cyklohexanonu do horkého vodného roztoku OPD (64). Kondenzace OPD
je Casto provedena s prebytkem cyklohexanonu, ktery pUsobi jako Ccinidlo i jako
rozpoustédlo. Ostatni o-diamimy napf. 2,3-diaminopyridin reaguji s cyklohexanonem
podobné (65) (66). Nasleduje oxidace 1,3-dihydro- meziproduktu (67) (68) pfi pokojové
teploté oxidem mangani¢itym, napf. v prostfedi dichlormethanu. Typicky vytézek
v druhém kroku je az 95% (65). Aktivni oxid manganicity je levné a snadno dostupny. Vice
aktivni material (kratsi reakcni ¢asy) mlze byt pripravovan zpracovanim pyroluzitu (burel)
fedénou kyselinou dusi¢nou. Nasleduje promyvdani a suSeni produktu na konstantni
hmotnost pfi 100-120°C (64) (69). Existuji i dalSi oxidacni systémy (napf. KMnQy,), ale tyto

systémy vyZaduji vétSinou delsi reakéni ¢asy a poskytuji nizsi vytézky (64) (70).

4.2 Reakce 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanii

Jak jiz bylo zminéno, struktura a fyzikalni vlastnosti zakladni slouéeniny umoznuiji

predevsim adic¢ni reakce (71), ale jsou mozné i dalsi typy reakci.
4.2.1 Oxidace

Oxidace 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanli s m-chloroperoxybenzoovou
kyselinou v dichlormethanu poskytuje separovatelnou smés Zlutého mono-N-oxidu
a ¢erveného di-N-oxidu (Obr. 6) nebo jen di-N-oxid, v zavislosti na mnozstvi pouZitého
Cinidla (72) (73). Pro syntézu mono-N-oxidu je vyhodnéjsi syntetizovat di-N-oxid
aredukovat ho pomoci tetrahydridoboritanu sodného v ethanolu. N-oxidy lze také

syntetizovat kondenzaci benzofurazan N-oxidu s nitrocyklohexanem (74) (72) (75) (76).
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Obr. 6 Mono-N-oxid a di-N-oxid

4.2.2 Presmyky

Schéma 2 zndzornuje fotolyzu 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu-1,3-dioxidu.

Touto reakci vznikne pouze maly vytézek oximu (72) (73).

H N r\f
j©j+><:> " j+><:>
—_— —_— >
~+ TN
H N N
- O

O
©iN:O
R
O—N=— =
O—N
Schéma 2 Fotolyza 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu

Zahtatim 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan( ve vhodném rozpoustédle, napf. o-

dichlorbenzenu, dochazi k 1,5 sigmatropickému presmyku, jak ukazuje Schéma 3 (77) (78).
_N
=~
Nu N
N
jos o
/
N
Nu Nu N
A B

Schéma 3 Zahrati 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu
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PFi pouziti 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu vznika pouze jeden produkt (A=B).
Ale pfi pouZiti nesymetrické vychozi slouceniny mohou presmyku podléhat kterékoliv
spiromethylenové skupiny, za vzniku smési dvou produktd (A a B). Pomér téchto izomeru
je zavisly na substituentu. Napf., kdyZ je jako substituent pouZita skupina NO, (Nu=NO,)
je pomér A:B 63:37 (detekovano *H NMR analyzou), kdyZ Nu=SO,Ph je pomér A:B 65:35
(detekovano *H NMR analyzou) nebo 70:30 (detekovdno HPLC analyzou). Pfi pfitomnosti
elektron-donorového substituentu je pomér produktl prevracen, naptr. Nu=OPh je pomér

A:B 40:60 (78).

4.2.3 Reakce s nukleofily

Jak jiz bylo zminéno vuavodu, =zakladni slou¢enina 2H-benzimidazol-2-
spirocyklohexan muZe reagovat s nukleofily adi¢nimi reakcemi, za vzniku 5-
substituovanych sloucenin, jak ukazuje Schéma 1. Zavedeni dalSich substituentd zavisi
na vlastnostech vstupujiciho nukleofilu a na elektronickych vlastnostech pavodniho
substituentu. V zavislosti na jiz pfitomném substituentu jsou moiné oba typy adi¢ni

reakce 1,4 nebo 1,6 (79) (64).

4.2.3.1 Reakce s dusikatymi nukleofily

Sekunddarni aminy reaguji ochotné s 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexany
v rliznych rozpoustédlech napt. ethanol, DMSO, sulfolan, za tvorby malého mnoizstvi
Cerveného 5-aminoderivatu nebo Zlutého 5,6-diamino derivatu. Reakce s primarnimi
aminy vedou k niz$im vytézkim. Je také moiné postupné zavést dva odliSné aminové

substituenty (79) (64).

OdliSné barvy mono- a di- amino sloucenin jsou vyhodné pfi chromatografické
separaci sloucenin. Syté oranzovo Cervené barvy 5-monosubstituovanych sloucenin jsou

zfejmé zpUsobeny pritomnosti rezonancnich struktur, jak ukazuje Obr. 7 (80).

+ =
R'R?N N

Obr. 7 Resonancni struktura 5-monosubstituovaného derivatu
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5-piperidino-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan mulzZe byt alkylovan methyl
jodidem za vzniku kvantitativniho vytézku tmavé cerveného methylovaného derivatu,

opét s p-chinoidni strukturou, jak ukazuje Obr. 8 (64).

Obr. 8 Chinoidni struktura methyloveného derivatu

4.2.3.2 Reakce s kyslikatymi nukleofily

Alkoxidové a aryloxidové ionty reaguji velmi pomalu s 2H-benzimidazol-2-
spirocyklohexanem v polarnich rozpoustédlech jako je DMF, DMSO a sulfolan. Tyto reakce
jsou prakticky neproveditelné. Slou€eninu  5-alkoxy(aryloxy)-2H-benzimidazol-2-
spirocyklohexan je moZiné pfipravit z 5-chlor-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu,

jak bude ukazano nize (64) (81).

4.2.3.3 Reakce se sirnymi nukleofily

2H-bezimidazol-2-spirocyklohexan reaguje extrémné rychle s vétSinou nukleofil(
siry. Casto je velmi obtizné izolovat zakladni produkt (5, Nu=SR, SAr), obvykle jsou
ziskavany 5,6-disubstituované slouceniny, zejména pti prodlouzeni reakénich ¢asa (79)

(64).

Redukci nukleofility thiolu je mozné ziskat monosubstituované slouceniny. Napf.
reakci pyridin-2-thiolu v methanolu pfi pokojové teploté s 2H-benzimidazol-2-
spirocyklohexanem (absence MnQO;) je ziskana smés 5-pyrid-2-ylthiol-1,3-dihydro-2H-
benzimidazol-2-spirocyklohexanu (69%) a 5,6-disubstituované 1,3-dihydro slouceniny
(3%). Je zajimavé, Ze za stejnych reakénich podminek, reaguje pyrimidin-2-thiol za vzniku
smési 5-pyrimidin-2ylthiol-1,3-dihydro-2H-bezimidazol-2-spirocyklohexanu (62%) a 4,5-
disubstituované 1,3-dihydro slouceniny (6%) (82).
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Reakci 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu s alkylthiolaty, zejména s n-
propylthiolatem sodnym, vznikaji rGzné smési sloucenin. Reakci s jednim nebo dvéma
ekvivalenty n-propylthiolatu sodného v n-propanolu pfi pokojové teploté, po dobu

nékolika hodin, vznika smés latek uvedenych na Obr. 9 (81).

X0 X0
= =
n-Prs N N

n-PrS

SPrn

n-PrS
/N n-PrS /N
~ \N
n-PrS N

SPrn

Obr. 9 Smés sloucenin vzniklych reakci s jednim nebo dvéma ekvivalenty alkylthiolu
Podobna reakce s Sesti ekvivalenty ¢inidla v DMSO dava smés sloucenin na Obr.
10. Vysledné smési produktd jsou oddélitelné pouze s obtizemi pomoci

chromatografickych technik (81).

n-PrS
n-PrS /@i
n-PrSjiji ><:> n-Prs ><:>
(50%) (27%)
SPr-n
n-PrS _N
2
SPrn
(15%)

Obr. 10 Smés sloucenin vzniklych reakci se Sesti ekvivalenty alkylthiolu

Poly(n-propylthio) substituované 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexany uvedené
na Obr. 10 jsou zbarveny od jasné Zluté pres oranZzovou po tmavé ¢ervenou. Jsou vysoce

fluorescentni pod UV svétlem. Jsou nestalé na vzduchu, teple a svétle (81).
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4.3 Reakce substituovanych 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanti

s nukleofily
4.3.1 5-chlor-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan

5-methoxy (80%), 4,6-dimethoxy (45%), 5-ethoxy (48%), 4,5-diethoxy (41%) a 5-n-
propoxy-2H-bezimidazol-2H-spirocyklohexany se ziskavaji pomoci reakce 5-chlor derivat(
s alkoxidem sodnym (64) (81). 5-fenoxy derivaty (65%) mohou byt pfipravovany podobné
(64). Reakce 5-chlor-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu s n-propylthioldtem sodnym
nebo s benzenthioldtem sodnym v n-propanolu pfi -10°C az 0°C poskytuje 5-n-propylthio-

(60%) nebo 5-fenylthio-slouc¢eniny (54%) (81).

5-chlor-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan poskytuje s azidem sodnym v DMSO 5-
azido-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan (60%), jak ukazuje Schéma 4 (64) (83). Podobné

probiha reakce s kyanidem sodnym za vzniku 5-kyano derivatu (64).

L0 e, 20
~ DMSO =
Cl N N N

3

Schéma 4 5-azido-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan

4.3.2 5,6-dichlor-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan

Tato sloucenina dobfe reaguje s jednim nebo dvéma ekvivalenty sekundarnich
aminu, alkoxidl a thiold. Optimdlni podminky pro nahrazeni chloridu aminem jsou
v protickém rozpoustédle, jako je ethanol, pti pokojové teploté za pfitomnosti uhli¢itanu
draselného. Vyznam ethanolu vtéto reakci je ve vodikovém prenosu v bipolarnim
meziproduktu A. Z meziproduktu A vznikne meziprodukt B, ktery nasledné ztraci

chlorovodik, za vzniku produktu C, jak ukazuje Schéma 5 (84).
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Schéma 5 Reakce 5,6-dichlor-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu s aminem
Napf. reakci 5,6-dichlor-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu s morfolinem
v horkém ethanolu vznikd bud 6-chlor-5-morfolino derivat (C, Nu=morfolin, 97%),
nebo smés sloucenin (C, Nu=morfolin, 62%) a 5,6-dimorfolino derivat (28%), v zavislosti
na mnoizstvi pouZitého Cinidla. Reakci v horkém methanolu, za pfitomnosti uhli¢itanu

draselného, vznikd pouze 6-chlor-5-methoxy derivat (C, Nu=OMe, 20%). V aprotickych
rozpoustédlech (MeCN, DMSO, PhMe, dioxan) reakce probiha tézko.

Primarni aromatické aminy, jako p-toluidin a p-anisidin, reaguji rychle v ethanolu,

za vzniku tmavé cervené 5,6-disubstitované slouceniny, s p-chinoidnimi strukturami (84).

Nékteré reakce 5,6-dichlor-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexu s nukleofily kysliku

a siry jsou shrnuty na Schéma 6 (84)

23



NaOEVEIOH :<j: ><:>

(62%)
NaOMe/MeOH Meo:<ij><:> CIj@jN ><:>
—_—
+
S ~
MeO N MeO N
(45%) (24%)
cl _N | NaOPh/MeOH t@i ><:> ><:>
=N
Cl (37%) (50%)
KSPh/DME
18-crown-6 ether
PhS
(82%)
MeSO ,Na :@i ><:>
ag. EtOH/ACOH MeSO;
(60%)

Schéma 6 Reakce 5,6-dichlor-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu s nukleofily kysliku a siry
4.3.3 4,6-dibrom-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan

Tato sloucenina reaguje s piperidinem v ethanolu. Pfi této reakci dojde k nahrazeni
atomu bromu v poloze 6 za vzniku slouéeniny na Obr. 11 (43%). Touto reakci
s morfolinem, za stejnych podminek, vznikne sloucenina na Obr. 12 (32%). Anilin

za téchto podminek nereaguje. Rozdil v reaktivité mezi piperidinem a morfolinem

je pric¢itan jejich rizné bazicité (82).

Br

Obr. 11 6-piperidino derivat
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Obr. 12 4-morfolino derivat

Benzensulfondt sodny reaguje  pfimo s 4,6-dibrom-2H-benzimidazol-2-
spirocyklohexanem ve vodném roztoku ethanolu, za pritomnosti kyseliny octové,

za vzniku slouceniny na Obr. 13 (84%) (82).

Br

PhSO;

Obr. 13 Benzensulfo derivat

4,6-dibrom-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan reaguje s pyrid-2-ylthiolatem
sodnym za vzniku 1,3-dihydro slouceniny s vytézkem 51%. Podobnou reakci pyrimidin-2-
ylthioldtu sodného vznikda 1,3-dihydro sloucenina svytézkem 38%. Obé slouceniny

znazornuje Obr. 14 (82).

Br H Br H
/ /
Ne_~S N\ Br N
H S H
- By
N~ SN

Obr. 14 Pyrido a pyrimido derivat
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4.4 PouZziti metodologie pro syntézu dalSich heterocyklii

4.4.1 Preména 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanii na o-fenylendiaminy

Suschitzky a kolektiv popsali ve svych ranych pracich, Ze pfeménu 1,3-dihydro-2H-
benzimidazol-2-spirocyklohexanu na OPD lze provést pomoci kyseliny chlorovodikové
(65). Podobné v roce 1977 Golerik a Gladyscheva popsali, Ze 5-fenylsulfonyl-1,3-dihydro-
2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan a jeho 4-substituované derivaty reaguji s rdznymi
Cinidly stejné jako OPD (85). Redukce 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan( na 1,3-dihydro
derivaty nebo OPD (nékdy po kyselé hydrolyze), mohou byt pouzité k syntéze derivat(

dobfe zndmych heterocyklickych systémd.

Redukce muze byt uskute¢néna pomoci vodiku za pritomnosti PdC katalyzatoru
(79) (64) (82). Pri poutziti kyseliny octové jako rozpoustédla je vznikajici 1,3-dihydro-

sloucenina hydrolyzovana na odpovidajici OPD.

Napf. 4-piperidino- a 4,5-dipiperidino- OPD lIze pfipravit timto zplsobem z 5-
piperidino- a 5,6-dipiperidino-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu (79) (64) (82).
V téchto pfipadech produkované triaminy jsou velmi nestalé, ale pokud je provedena
redukce za pouziti katalyzdtoru ve smési kyseliny octové a acetanhydridu, jsou

produkovany stdlé bisacetamido slouceniny na Obr. 15 (79) (64).

R NHACc

R=H

R = piperidin
N NHAc

Obr. 15 Bisacetamido derivat

Nejvhodnéjsim cCinidlem pro redukci 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu
je dithionicitan sodny pouzity v nadbytku. Vhodna rozpoustédla jsou horky vodny roztok
ethanolu nebo horky vodny roztok acetonu. Ve dfive jmenovanych rozpoustédlech
je moind redukce na odpovidajici OPD, ackoliv produkty mohou byt kontaminovany
meziproduktem 1,3-dihydro- slouceniny. Chromatografické ¢isténi nepredstavuje

problémy (82).
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Pfi pouziti vodného roztoku acetonu jako rozpoustédla dojde k vysrazeni
nerozpustného 1,3-dihydro- meziproduktu, ktery muize byt izolovan. Pfi pouZziti 20%
roztoku kyseliny sirové dochazi k hydrolyze 1,3-dihydro- slouceniny na odpovidajici OPD.
Napft. redukce 5-fenylsulfonyl-4-piperidino-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu
s prebytkem ditihionic¢itanu sodného ve vodném roztoku acetonu vede ke vzniku
srazeniny 1,3-dihydro slouceniny (92%), ktera muUZe byt filtrovana a prevedena

na odpovidajici OPD (46%) zahtivanim v 20% kyseliné sirové (82).

Adi¢ni a redukéni reakce lze provést také najednou v jedné barice, ale vytéziky
mohou byt snizené. Schéma 7 zndzornuje reakci 4,6-dibrom-2H-benzimidazol-2-
spirocyklohexanu s benzensulfondtem sodnym ve vodném roztoku ethanolu obsahujicim
malé mnozstvi kyseliny octové. Poté je pridan dithionicitan sodny ndsledovany kyselinou
chlorovodikovou za vzniku 3-brom-5-fenylsulfonyl-o-fenylendiaminu v celkovém vytézku

54% (82).
Br 1.PhSO,Na/EtOH/ACOH Br

=N 3.HCI

PhSO

Y

Br

Schéma 7 Reakce 4,6-dibrom-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu s benzensulfonatem

27



5 Experimentalni cast

Teploty tani byly stanoveny na digitdlnim pfistroji pro stanovovani teplot tani
ELECTROTHERMAL 1A9200 a nejsou korigovany. Pribéh reakci a Cistota produktd
a meziproduktl byly kontrolovdny tenkovrstvou chromatografii na deskach Merck
Silikagel 60 F254. Detekce byla provadéna svétlem vinové délky 254 nm a 366 nm. Vyvijeci
soustavy jsou uvedeny u jednotlivych reakci. Sloupcova chromatografie byla provadéna
na silikagelu Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm). NMR spektra byla mérena na pfistroji
VARIAN MERCURY VxBB 300 na KAOCH FaF UK v Hradci Kralové. Méreni bylo provadéno
pfi frekvenci 299,95 MHz (*H NMR) a 75,43 MHz (*C NMR). Posuny jsou vztazeny

k vnitfnimu standardu Si(CHs)s.

Vychozi latka pro syntézu 3,4-dibrom-N,N‘-(o-fenyl)bis(toluen-p-sulfonamid) byl
pfipraven jiz dfive na katedre dle publikovanych postupl (86). Diaminomaleonitril byl
zakoupen u firmy TCI Europe, dithioni¢itan sodny (Na,S,04) byl zakoupen u firmy Sigma-

Aldrich.
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Schéma 8 Reakce provadéné v experimentalni ¢asti
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5.1 Priprava 4,5-dibromfenylen-1,2-diaminu (6)

H,N Br

H,N Br

K 5,11 g (0,009 mol) 3,4-dibrom-N,N‘-(o-fenyl)bis(toluen-p-sulfonamidu) bylo ptidano
13 ml 98% kyseliny sirové a smés byla michana za pokojové teploty asi 16 hodin.
Z pocatecni suspenze se postupem casu stal Ciry roztok. Poté byla smés nalita do 400 ml
vody s ledem a byl pfidan hydroxid sodny do bazické reakce. Smés byla nalita do délici
nalevky a 3x vytfepana do ethyl-acetdtu. Odebrana organicka faze byla vysuSena siranem
sodnym, roztok byl prefiltrovan a odparen. Bylo vyrobeno 1,99 g svétlé, mirné nahnédlé

pevné latky, 4,5-dibromfenylen-1,2-diaminu, cozZ Cinilo vytézek 83,5 %.
'HNMR (DMSO-dg) 6 (ppm) 6,76 (s, 2H, arCH); 4,87 (s, 4H, NH,)

3¢ NMR (DMSO-dg) & (ppm) 136,5; 117,3; 108,8.

5.2 Priprava 5,6-dibrom-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu (8)

-
N

Br

K 2,74 g (0,01 mol) 4,5-dibromfenylen-1,2-diaminu bylo pfiddno 5,38 ml cyklohexanonu
(0,052 mol) a smés byla zahfivana pod zpétnym chladicem pfi teploté 100 °C dvé hodiny.
Poté byla smés odpafena na vakuové rotacni odparce a bylo pfiddno 40 ml
dichlormethanu, 9,03 g (0,104 mol) oxidu mangani¢itého a smés byla michdna
pfi pokojové teploté 15 hodin. Vznikly produkt byl prefiltrovan, odpafen a precistén
sloupcovou chromatografii v soustavé benzin/ethyl-acetdt 6:1. Bylo ziskano 1,65 g

vysledného produktu, coz Cinilo vytézek 46 %.

'H NMR (CDCls) 6 (ppm) 7,72 (s, 2H, arCH); 1,98-1,87 (m, 4H, CH,); 1,80-1,69 (m, 2H, CH,),
1,68-1,56 (m, 4H, CH,).

13 NMR (CDCl5) & (ppm) 157,7; 132,8; 128,9; 109,4; 32,5; 25,4; 24,5.
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5.3 Priprava 5,6-dibrom-4,7-terc-butylsulfanyl-2H-benzimidazol-2-

spirocyklohexanu (9)
S
KO
Br N
S

K 400 mg (0,001 mol) 5,6-dibrom-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu byl pfidan cerstvé
predestilovany bezvody methanol. V druhé barice bylo smichdano 0,14 g (0,0026 mol)
methoxidu sodného s Cerstvé predestilovanym methanolem (10 ml) a smés byla michana
pét minut. Poté bylo ke smési pfidano 0,287 ml (0,0026 mol) 2-methylpropan-2-thiolu.
Tato smés byla pfiddna k roztoku latky 8 v methanolu a celd smés byla michana
za pokojové teploty 4 hodiny. Po 4 hodinach bylo pfiddno 1,3 g (0,015 mol) oxidu
manganicitého a michdno dalsi 1 hodinu. Roztok byl prefiltrovan, odpafen a precistén
sloupcovou chromatografii v soustavé benzin/ethyl-acetat 15:1. Ziskany produkt byl
prekrystalizovan z methanolu. Bylo ziskdno 223,6 mg, coz Cini vytézek 37 %. U produktu

byla stanovena teplota tdni na 163,2-163,7 °C.
'H NMR (CDCl5) & (ppm) 1,99-1,88 (m, 4H, CH,); 1,79-1,62 (m, 6H, CH,); 1,43 (s, 18H, CH3).

3C NMR (CDCl3) 6 (ppm) 158,8; 143,5; 135,5; 107,6; 52,8; 32,8; 32,2; 25,6; 24,4.
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5.4 Priprava diiminosukcinonitrilu (12)

HN NH
NC CN

1,08 g (0,001 mol) diaminomaleonitrilu bylo rozpusténo v 25 ml acetonitrilu. Ke smési
bylo pfidano 2,26 g (0,001mol) 2,3-dichlor-5,6-dikyano-1,4-benzochinonu a smés byla
michana pfi pokojové teploté 30 minut. Poté byl roztok prefiltrovan a odpafen. Bylo
ziskano 1,33 g diiminosukcinonitrilu coZ Cinilo vytéZzek 125 %. Reakce byla provadéna

presné dle literatury a produkt nebyl dale analyzovan (87).

5.5 Priprava 6,7-dibromchinoxalin-2,3-dikarbonitrilu (13)
NC N Br
| AN
I Di

NC N Br

K 31 ml kyseliny trifluoroctové byla postupné pfidavana rozetrena smés 1,68 g
(0,006 mol) 4,5-dibromfenylen-1,2-diaminu s 1,00 g (0,009 mol) diiminosukcinonitrilu.
Smés byla michdna pfi pokojové teploté 14 hodin pod argonem, poté byla odparena
a precisténa sloupcovou chromatografii v toluenu. Bylo ziskano 1,4 g svétle Zluté,

krystalické latky, coz Cinilo vytézek 65,4 %. U produktu byla stanovena teplota tani

na 300-303 °C za rozkladu.
'"H NMR (DMSO-dg) & (ppm) 8,85 (s, 2H, arCH).

13¢ NMR (DMSO-dg) 6 (ppm) 139,7; 133,6; 132,7; 132,0; 114,5.
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6 Vysledky a diskuze

Jak bylo zminéno v zac¢atku prace, mym cilem byla pfiprava prekurzoru tetra(2,3-
chinoxalino)porfyrazini, presnéji syntéza 6,7-bis(terc-butylsulfanyl)chinoxalin-2,3-
dikarbonitrilu. Pro syntézu této latky bylo na zacatku na katedre zvoleno vyuziti vhodné
reaktivity 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu. Po zavedeni terc-butylsulfanylovych
skupin by doslo k odchrdnéni na vhodné substituovany OPD a nasledné ke kondenzaci s

diiminosukcinonitrilem na poZzadovany chinoxalin.

T O O

C H,SH
S _N S NH, HN.  NH NC._Ng, S
Na,S,0 + ; /< I
N 7
S N s NH, NC  CN NCT N s

Obr. 16 Teoretické schéma vzniku 6,7-bis(terc-butylsulfanyl)chinoxalin-2,3-dikarbonitrilu

Z jinych diplomovych praci na katedfe (dosud nepublikovdno) bylo bohuzZel
zjiSténo, Ze reakce nesubstituovaného 2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu s alkylthiolaty
vede ke smési mono-, di- (smés polohovych izomerd) a trisubstituovanych alkylsulfanyl
derivatli podobné jak je diskutovano v publikované praci (88) a v kapitole 4.2.3.3. Proto
jsme se rozhodli zvysit selektivitu této reakce zavedenim brom( do polohy 5 a 6 2H-
benzimidazol-2-spirocyklohexanu s umyslem jejich preferencni vymény za alkylsulfanyl
substituenty. Reakce proto zacaly postupnou syntézou 5,6-dibrom-2H-benzimidazol-2-

spirocyklohexanu.

Prvnim krokem moji prace byla pfiprava 4,5-dibromfenylen-1,2-diaminu (6). Tuto
slou¢eninu jsem ziskala po velkych obtizich hydrolyzou 3,4-dibrom-N,N‘-(o-

fenyl)bis(toluen-p-sulfonamidu).

3,4-dibrom-N,N‘-(o-fenyl)bis(toluen-p-sulfonamid) jsem nechala reagovat s 50%
kyselinou sirovou. Smés jsem zahfivala pod zpétnym chladicem dvé hodiny. Vznikly

produkt jsem podrobila TLC. TLC ukazala, Ze hydrolyza neprobéhla.
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K vychozi slouceniné hydrolyzy jsem zkusila pfidat 15 ml ethanolu a smés
mikronizovat v ultrazvuku. Po rozmélnéni jsem smés zahtivala na glycerinové lazni pod
zpétnym chladi¢em pfi 90 °C do doby, nez se vychozi latka rozpustila. Poté jsem ptidala
50% kyselinu sirovou a smés zahftivala 4 hodiny. Po ukonceni reakce jsem provedla TLC

ke standardu a zjistila, Ze hydrolyza opét neprobéhla.

V dalSim pokusu o hydrolyzu jsem k vychozi slouCeniné pridala 98% kyselinu
sirovou. Smés jsem michala pti pokojové teploté asi 16 hodin. Vznikly produkt jsem
podrobila TLC a zjistila, Ze hydrolyza probéhla. Pfipravila jsem timto zplisobem 83,5 % 4,5-

dibromfenylen-1,2-diaminu (6).

5,6-dibrom-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan (8) jsem pfipravila z 4,5-
dibromfenylen-1,2-diaminu (6) ve dvou krocich nejprve reakci s cyklohexanonem
s naslednou oxidaci. K 4,5-dibromfenylen-1,2-diaminu (6) jsem pfidala pétindsobek
cyklohexanonu a smés jsem zahfivala pod zpétnym chladicem pfi teploté 100 °C dvé
hodiny. Touto reakci vznikl 1,3-dihydroderivat (7). Oxidaci na 5,6-dibrom-2H-
benzimidazol-2-spirocyklohexan (8) jsem provedla pomoci oxidu manganicitého

v prostredi dichlormethanu. Vysledny produkt jsem ziskala ve vytézku 46 %.

Dalsi reakci provadénou v ramci mé rigordzni prace byla pfiprava 5,6-bis(terc-
butylsulfanyl)-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu. K 5,6-dibrom-2H-benzimidazol-2-
spirocyklohexanu (8) jsem pfidala bezvody methanol. Do této smési jsem pfidala roztok 2-
methylpropan-2-thiolatu sodného v methanolu. Smés jsem michala za pokojové teploty
¢tyfi hodiny a poté jsem pridala oxid manganicity. Po probéhlé adici je potfeba vznikly
1,3-dihydro  derivat zoxidovat na stdlejSi substituovany 2H-benzimidazol-2-
spirocyklohexan (viz schéma 1). Po odpareni a precisténi sloupcovou chromatografii jsem
ziskala produkt, ktery ovSem podle NMR analyzy neodpovidal ocekavanému produktu,
ale 5,6-dibrom-4,7-bis(terc-butylsulfanyl)-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexanu (9). Jak jiz
bylo naznadeno v literature (89), v pripadé 4,6-dibromo derivatd mlze dochazet bud
k vyméné brom( za nukleofil nebo se nukleofil aduje do vedlejsi polohy. V nasem pripadé

doslo bohuzel preferencné k druhému pripadu.

Vzhledem k tomu, Ze i poloha téchto substituentl by mohla byt vhodna pro dalsi

zkoumani ve finalnich tetra(2,3-chinoxalino)porfyrazinech, pokusila jsem se odchrénit
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spirocykl pomoci dithioni¢itanu sodného, za vzniku substituovaného OPD (11). Tento krok

se bohuzel nezdafril.

Vzhledem ke skutecnosti, Ze atomy bromu se nepodafilo vyménit za terc-
butylsulfanylovou skupinu, pokusila jsem se postup zopakovat s 5,6-dichlorfenylen-1,2-
diaminem, s myslenkou nasledné reakce s 2-methylpropan-2-thiolem. BohuZel se v tomto

pripadé nepodafilo ziskat ani 5,6-dichlor-2H-benzimidazol-2-spirocyklohexan.

Vzhledem k nelspéchu tohoto postupu jsem zvolila alternativni metodu, kdy
nejprve dojde k vytvoreni chinoxalinového jadra a na ném pak dojde k nukleofilni
substituci bromQ za terc-butylsulfanyly. Jednim z reaktantl v této reakci
je diiminosukcinonitril  (12), ktery jsem pfipravila bez vétSich obtizi oxidaci
diaminomaleonitrilu 5,6-dichlor-2,3-dikyano-1,4-benzochinonem ve vytézku 125 %.
Vysoky vytézek byl zpUsoben nejspis nedostateénym vysusenim produktu od acetonitrilu

jako rozpoustédla.

Ndslednou reakci diiminosukcinonitrilu (12) s 4,5-dibromfenylen-1,2-diaminem (6)
v prostfedi kyseliny trifluoroctové vznikl 6,7-dibromchinoxalin-2,3-dikarbonitril (13).
Tento produkt jsem ziskala ve vytézku 65 %. Tento postup byl odvozen od syntézy

podobnych sloucenin popsanych v literature (90).

Posledni provadénou reakci byl pokus o syntézu cilové molekuly mé rigordzni
prace, tedy 6,7-bis(terc-butylsulfanyl)chinoxalin-2,3-dikarbonitrilu. 6,7-dibromchinoxalin-
2,3-dikarbonitril (13) jsem rozpustila v bezvodém dimethylformamidu a pfidala 2-
methylpropan-2-thiol a uhlic¢itan draselny. Smés jsem michala pfi pokojové teploté dvacet
hodin. Do vzniklé smési jsem pridala vodu a smés jsem vytiepala do chloroformu. TLC
analyza (toluen) ukazala, Ze vznikld olejovita latka obsahuje mnoho latek, coZ by
vyZadovalo dlouhé cisténi, izolaci a identifikaci jednotlivych produktl. V provadéné reakci
mohlo dojit pravdépodobné jak k substituci atomd bromu tak i karbonitrilovych skupin

za terc-butylsulfanylové skupiny.
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7 Zaver

V mé rigordzni praci jsem se zabyvala syntézou prekurzorl pro pfipravu tetra(2,3-
chinoxalino)porfyrazin(. Porfyraziny se ptipravuji tetramerizaci aromatickych karbonitrild.
O syntézu pozadované latky 6,7-bis(terc-butylsulfanyl)-chinoxalin-2,3-dikarbonitrilu jsem
se pokousela dvéma metodami. V prvni metodé jsem chtéla vyuZit reaktivity 2H-
benzimidazol-2-spirocyklohexanu. Tato metoda selhala kvali jinému mechanismu reakce,
nez jsme predpokladali. Pfiprava 6,7-bis(terc-butylsulfanyl)-chinoxalin-2,3-dikarbonitrilu
druhou metodou nebyla dokoncena z dlvodu vzniku smési latek v poslednim kroku
syntézy. Jak se ukdzalo, tato metoda by mohla byt jedinou metodou pfipravy pozadované
latky, ale na této syntéze je jesté mnoho prace, obzvlast co se tyka separace a hledani

optimalnich podminek pro celou reakci.
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Nazev rigordzni prace: Syntéza substituovanych chinoxalin-2,3-dikarbonitrilt jako

prekurzord potencidlné fotodynamicky aktivnich latek

V rdmci mé rigordzni prace jsem se zabyvala syntézou chinoxalin-2,3-dikarbonitril¥
jako prekurzorli pro syntézu tetra(2,3-chinoxalino)porfyrazinli. Tyto porfyraziny
se pripravuji tetramerizaci aromatickych dikarbonitrild a vykazuji dobré fotodynamické
vlastnosti. Mou praci bylo hledat nejvhodnéjsi postup syntézy 6,7-bis(terc-butylsulfanyl)-

chinoxalin-2,3-dikarbonitrilu.

V prvni metodé ptipravy jsem chtéla vyuzit reaktivity 5,6-dibrom-2H-benzimidazol-
2-spirocyklohexanu. Ten jsem pfipravila z 4,5-dibromfenylen-1,2-diaminu reakci
s cyklohexanonem a naslednou oxidaci oxidem manganicitym. BohuZel po zavedeni
alkylsulfanylové skupiny se ukazalo, Ze mechanismus reakce je jiny neZ jsme
predpokladali. NedosSlo kvyméné bromidovych atomU za alkylsulfanylové skupiny

a spirocyklicky kruh se nepodafilo rozstépit.

Vdruhé metodé jsem nechala zreagovat odpovidajici o-fenylendiamin
s diiminosukcinonitrilem v prostfedi kyseliny trifluoroctové. Reakci vzniklého 6,7-
dibromchinoxalin-2,3-dikarbonitrilu s alkylsulfanylovou skupinou bohuzel vznikla smés
produktl. Tato reakce se zda byt zatim asi jedinou mozZnosti pripravy 6,7-bis(terc-
butylsulfanyl)-chinoxalin-2,3-dikarbonitrilu, ale je na ni jeSté mnoho prace v separaci

a optimalizaci podminek.
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Candidate: Mgr. Katetina Sedlackova

Consultant: PharmDr. Petr Zimcik Ph.D.

Title of Thesis: Synthesis of substituted quinoxaline-2,3-dicarbonitriles as precursors of

potentially photodynamic compounds

In my thesis, | dealt with synthesis of quinoxaline-2,3-dicarbonitrils as precursors
for synthesis tetra(2,3-quinoxaline)porphyrazins. These porphyrazines are generally
prepared by tetramerization of aromatic dicarbonitriles and show good photodynamic
properties. My work was to investigate the most suitable procedures for the synthesis of

6,7-bis(tert-butylsulfanyl)-quinoxaline-2,3-dicarbonitril.

In the first method of preparation, | intended to use the suitable reactivity of 5,6-
dibromo-2H-benzimidazol-2-spirocyclohexane. It was  prepared from  4,5-
dibromophenylen-1,2-diamin by reaction with cyclohexanon following by oxidation by
manganese dioxide. Unfortunately, the introduction of alkylsulfanyl group was shown to

proceed by reaction mechanism than we supposed.

In the second method, the corresponding o-phenylendiamine reacted with
diiminosuccinonitrile in trifluoroacetic acid to form 6,7-dibromoquinoxalin-2,3-
dicarbonitril. Unfortunately, a hardly separace mixture of products occurred after the
subsequent reaction of 6,7-dibromoquinoxaline-2,3-dicarbonitril with alkylthiolate. This
reaction seems to be the only possibility of preparation of the desired 6,7-bis-(tert-
butylsulfanyl)-quinoxaline-2,3-dicarbonitril so far, but there is still a lot of work with

preparation, isolation and optimization of reaction conditions.
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