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Abstrakt:

Tato prace je soucasti rozsahlé strukturné-aktivitni (SAR) studie zahrnujici acyklické
nukleosidfosfonaty (ANP), obsahujici pfirodni i nepfirodni baze, jako potencialni
inhibitory adenylatcyklazového toxinu (ACT). Tento toxin je produkovan bakterii
Bordetella pertussis, ktera zpisobuje éerny kasel.!>3

V ramci obecné SAR studie byla nedavno studovdna nova skupina latek, 5-
substituované 2-amino-4-PME-thiazol derivaty obecné struktury A, které byly shledany
G¢innymi inhibitory ACT.*

Cilem této prace bylo navrhnout vhodny synteticky postup pro ptipravu ptislusnych
regioizomeri odvozenych od latek typu A, tj. 4-substituovanych 2-amino-5-PME-
thiazol derivatl obecné struktury B. Pfipravené nové slouceniny (jako jejich vhodna

proléciva) byly otestovany jako potencidlni inhibitory bakteridlnich adenylatcyklaz.
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Obrazek 1: Navrh nového typu inhibitoru ACT.
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Abstract:

This work is a part of an extensive structure-activity relationship (SAR) study of
acyclic nucleoside phosphonates (ANPs). The study deals with ANPs (having either
natural or non-natural nucleobases) as potential inhibitors of adenylate cyclase toxin
(ACT). This toxin is produced by bacteria Bordetella pertussis causing black cough
(pertussis).!>?

Within the general SAR study, a new group of compounds, namely 5-substituted 2-
amino-4-PME-thiazole derivatives (general structure A) was studied. The compounds
were found to be effective inhibitors of ACT.*

The aim of this work was to design a suitable synthetic procedure for the preparation
of regioisomers derived from compounds of type A, i.e. 4-substituted 2-amino-5-PME-
thiazole derivatives of general structure B. All prepared compounds (as their suitable

prodrugs) were tested as potential inhibitors of bacterial adenylate cyclases.
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Figure 1: Design of a novel type of ACT inhibitors.
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1. Teoreticky uvod

V této bakalarské praci byly vyvijeny nové latky, vyuzitelné jako potencialni
inhibitory bakterialnich adenylatcyklaz (AC), jmenovité adenylatcyklazového toxinu
(ACT) a edema faktoru (EF) produkovanych bakteriemi Bordetella pertussis
(zptsobujici cerny kasel) a Bacillus anthracis (zpisobujici anthrax). Tyto toxiny jsou
zodpoveédné za virulenci bakterii Bordetella pertussis a Bacillus anthracis.

Pro tuto problematiku jsme se rozhodli pfedevsim z diivodu ne zcela jednoduché
a efektivni 1é¢by téchto nemoci. Proti dnesnim vakcindm a antibiotikiim si bakterie
postupné ziskavaji imunitu, a tak se 1écba (prevence) stavd méné efektivni. Navic se
s 1écbou musi zacit vcas a trva pomérné dlouhou dobu. Zavaznost téchto onemocnéni je
tak vysokd, Ze je potieba ptipravit nové latky, které by byly v boji proti témto nemocem
ucinngjsi. Idealnim inhibitorem by byla latka, ktera by 1écila rychleji, v menSim
mnozstvi a dala by se aplikovat i delsi dobu po ndkaze. Také je dilezité, aby byla co
nejméné toxicka pro organismus dané¢ho jedince.

Pocet piipadii Gerného kasle se v Ceské republice stejné jako ve svété v poslednich
15 letech opét zvysuje. Velka Cast infikovanych se nakazi i ptesto, ze byla o¢kovana.

Bacillus anthracis vytvaii spory, které je mozné diky biotechnologiim vyuzit jako
biologickou zbran. Daji se pouzit bud’ bézné kmeny této bakterie, ¢i geneticky
upravené. Kvili snadnému pifenosu spér vzduchem jich bylo vyuZito pii rtiznych
atentatech. Je velmi pravdépodobné, ze jich mlze byt zneuZito i v budoucnu, coz by
mohlo mit fatalni nésledky.

Proto se hledaji ucinné&jsi zpusoby 1écby (prevence), které by jesté lépe dokdzaly
bakterialni infekci potlacit a G€inky toxind neutralizovat. Antibiotika dokdzi pouze
eliminovat mnozeni a existenci bakterie. Pro likvidaci samotnych toxinti, které mohou
v organismu pretrvavat pomérné dlouhou dobu po eradikaci bakterie a zhorSovat
celkovou prognézu, je potieba pouZzit antitoxiny. DneSni dostupné antitoxiny se musi
infikovanym pacientim poddvat pouze intravendézné v ranych fazich onemocnéni.
Hlavni nevyhodou je také fakt, ze lécba trvd dlouho, coZz miZe lécbu znesnadnit.
Z téchto diivodl byla hledana a pozdé&ji navrZzena skupina latek potencidlné inhibujicich
ACT ¢i EF. Jedna skupina latek jiz byla zkoumdna a pfipravena v laboratofi, ve které
jsem provadél svou bakaldfskou praci. V dalSich castech tvodu bude uvedena

charakteristika obou bakterii a jejich toxind. Probereme 1 mechanismy pulsobeni



-10 -

jednotlivych toxint v lidském téle.

1.1. Bordetella pertussis a Cerny kaSel

Tato bakterie patii mezi gram-negativni bakterie a je znama predevSim pro své
negativni GCinky na lidsky organismus. Bordetella pertussis napada dychaci cesty
a zpusobuje znamé onemocnéni ¢erny kasel, ktery je vétSinou kapénkové dale prenasen
z ¢lovéka na Cloveéka. Vyskytuje se pfevazné v rozvojovych zemich, kde neni dostatek
financi na vakciny a kde je omezené dostupna zdravotni péce. Dle literatury je v téchto
zemich kazdy rok zaznamenano az 48 milioni nemocnych a rocné zemie okolo
295 tisic lidi. V dnesni dob¢ se pocet piipadii nakazeni ¢ernym kaslem zvySuje i ve
vyspélych zemich. >3

Po 1 az 3 tydnech inkubacni doby ptichdzeji prvni pfiznaky nemoci, kterd miize trvat
6 az 8 tydnl. Na pocatku jsou pozorovany ptiznaky podobné béznému nachlazeni.
Postupné dochéazi k zachvatovému kasli, ktery muze byt provdzen davenim ¢i
zvracenim. Prozatim nebylo zjisténo, ktery z bakteridlnich faktori pfispiva
k patologickému kasli. Onemocnéni trapi nejvice déti do 19 let véku, avSak nejvazngjsi
priznaky jsou zaznamenavany u kojenct a batolat, u nichz je nejvyssi pravdépodobnost
umrti. U starSich déti a adolescentli je projev nemoci mirngjsi. U neléenych jedinct
muze cerny kaSel prechazet v chronické onemocnéni s pretrvavajicimi problémy
s dychanim. Nejvétsi procento nakaZenych piedstavuji neockovani jedinci, predev§im
v rozvojovych zemich. V mnoha ptipadech vSak byli infikovani i ofkovani jedinci.
Predchozi vakciny nebyly nijak vyrazné uc¢inné, ztoho divodu se neustile hledaji
a vyvijeji vakciny nové a lepsi.5 ¢

Z dat shromazdénych statnim zdravotnim ustavem vyplyva, Ze po zavedeni prvni
vakciny vroce 1958 doslo k dramatickému poklesu registrovanych ptipadi pertuse
v CR dosazeno v roce 1989. Bohuzel doslo k obratu a od roku 1993 podet piipadi
pertuse opét roste. Zatim nejhor$im byl v tomto rok 2014 s 2521 piipady. Nejvice
postizenou skupinou v minulych letech byla skupina déti mladSich 3 let. Od roku 1993
zacaly piibyvat ptipady onemocnéni u vékoveé kategorie 10 aZ 14 let a postupné 1 ve
skupin€ od 15 do 19 let. V roce 2017 bylo v této kategorii nejvice nemocnych, druhou

nejvice zasazenou skupinou byly déti do 3 let.”
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Bordetella pertussis je striktné lidsky patogen a je slozité zkoumat jeho ucinky
vjiném zivo¢iSném organismu, protoze nevykazuji pfiznaky infekce typické pro
Cloveéka. Pouze mysi aerosolovy model c¢astecné pomohl pochopit nékteré imunitni
odpovédi organismu pii interakci bakterie s hostitelem. Bordetella pertussis vytvari
nékolik charakteristickych toxint, které jsou dulezité pro ptekonani obrany hostitele.
Pro tuto studii jsou dulezité dva toxiny: prvnim je pertusovy toxin (PT) a druhym
adenylatcyklazovy toxin (ACT). Témito dvéma toxiny se budeme zabyvat ztoho
divodu, ze bud’ maji, nebo ovliviluji adenylatcyklazovou aktivitu pii infikaci
hostitelského organismu. Adenylatcyklaza je soucésti jedné z domén ACT. PT zase

nepiimo zpusobuje stimulaci adenylatcyklazy.6

1.1.1. Pertusovy toxin

Je to exotoxin produkovany pouze bakterii Bordetella pertussis, kterd jej uvoliuje
v neaktivni formé¢. PT je komplexni toxin slozeny z mnoha podjednotek (jedna aktivni
podjednotka a 5 vazebnych podjednotek). Vazebné podjednotky (S2-S5) se vadzou na
povrchu hostitelskych bunck na rizné molekuly glykokonjugétii. Nékteré z téchto
podjednotek obsahuji dvé rtizné sacharidy vézajici domény, diky kterym ma PT
schopnost se vazat a infikovat hostitelskou (sav¢i) buiiku. Enzymatickou aktivitu ma
podjednotka A (S1). PT se po navazani na receptor bunky transportuje endocytézou do
cytosolu. Postupné prechazi do Golgiho komplexu a endoplazmatického retikula.
Mechanismus jeho piisobeni v buiice je popsan v daldi kapitole. PT zpusobuje pfi
infikaci organismu leukocytézu, tvorbu hlenu a pomahd pii1 adhezi bakterie na
fasinkovy epitel plic. Dale ptispiva ke zménam v systému, napi. zvySuje uvolilovani

inzulinu (hypoglykémie).6: ®

1.1.2. Adenylatcyklazovy toxin

Jedna se o toxin produkovany bakterii Bordetella pertussis. Sklada se z N-terminalni
adenylatcyklazové domény, kterd obsahuje ptiblizn€ 400 aminokyselin, a z C-termindlni
(repetitivni) RTX hemolyzinové domény o cca 1300 aminokyselindch. Obé domény
jsou aktivni v pfitomnosti vapniku a jsou zodpovédné za cytotoxicky ucinek, pirevazné
za apoptdézu. RTX doména je potiebnd pro prenos adenylatcykldzové domény do

cytosolu buiikky. Doména RTX se skladd z nonapeptidii bohatych na glycin a aspartat,
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které dobte vazou vapnik nezbytny pro ACT aktivitu. ACT oligomery tvofi v membrané
poéry a ACT monomery zprostiedkovavaji translokaci AC domény.

ACT rychle tvoii neaktivni agregaty, hostitelska buiika tedy musi byt blizko té
bakterialni, aby mohl ACT aktivné pisobit na organismus. ACT vaze specificky
membranovy receptor aMp2 integrin nebo CR3 makrofagl,, neutrofili ¢i NK bunék
(vyskytujici se mimo lipidové rafty), touto vazbou inhibuje fagocytézu. CR3 receptory
slouzi k rozpoznani a navazani mnoha molekul z povrchu bakterii, které jsou nasledné
fagocytozou zniceny. V pritomnosti kalmodulinu a vapniku (cytosolicky protein jako
katalyzator syntézy cAMP z ATP) vykazuje toxin piimou AC aktivitu a témet 1000x
zvysi intracelularni cyklicky AMP (cAMP). AC doména ACT se vaze na C-terminalni
fragment kalmodulinu, coz zplsobi konformaéni zménu ACT (dllezita pro katalytickou
aktivaci).

ACT je zodpovédny za fidnuti membran nebo zmény velikosti erytrocyti diky jeho
hemolytické aktivité. Také zplusobuje dostateCnou tvorbu péra a aktivitu AC
u makrofagl, diky které se zméni aktinovy cytoskelet nebo dojde k prohloubeni

membrany.6

1.1.3. Mechanismus — prispévek PT a ACT k patogenité Bordetella pertussis
Ptispévek PT a ACT k patogenité B. pertussis je znazornén na Obr. 2.°

A) Pertusovy toxin (PT) je endocytézou pienesen do buiiky. Alfa podjednotka PT se
uvolni po intracelularnich procesech v endoplazmatickém retikulu do cytosolu. Tato
podjednotka je ADP-ribosyl-transferaza a pienasi ADP-ribosyl zNAD" na
a podjednotku  GPCR, kterd se nasledné¢ oddéli. GPCR je receptor sptazeny
s G proteinem, ktery se vyskytuje na cytoplazmatické membrané. Tento protein
fyziologicky inhibuje adenylatcyklazu a tim, ze se oddéli a podjednotka (receptor),
GPCR se inaktivuje a nedochazi tak k inhibici AC.”

B) Adenylatcyklazovy toxin (ACT, CyaA) se vaZe na komplementdrni receptor 3
(CR3). Tyto receptory se ukotvuji na aktinové filamenta cytoskeletu buinky ptes
protein talin. Po interakci receptoru se ACT dostane do lipidové dvojvrstvy bunééné
membrany a AC doména se Castecné€ vnoii do cytosolu. Diky selektivnim poriim pro
Ca®" v membrané dochazi k jejich prenosu do cytosolu, diky ¢emuz dochazi ke

Sté€peni talinu a oddéleni aktinovych filament od komplexu ACT s podjednotkami
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receptoru. Komplex se piesune do lipidovych rafti, odkud se transportuje
AC doména do cytoplazmy buiiky, kde se navaze na kalmodulin a zvysi hladinu

cAMP v bunce. Tento jev vede také k inhibici cytokint, které se za fyziologickych

podminek stimuluji déleni bun€k nicicich patogeny.9

receptor ; .
ADENYLCYKLAZOVY
TOXIN

Obrazek 2: Mechanismus prispevku ACT a PT k patogenité Bordetella pertussis.9

1.2. Bacillus anthracis a onemocnéni anthrax

Bacillus anthracis je gram-pozitivni bakterie, kterd tvofi spory a zptisobuje zavazné
onemocnéni zvané anthrax. Nemoc nepostihuje pouze lidi, ale i zvifata. Pfedev§im
u pirezvykavcl se setkdvame s etnymi ndkazami. Bakterie se dostdva do prostiedi
predevsim skrze trus ¢i thynem jedincii. Timto zptisobem snaze dochazi ke kontaminaci
prostiedi a Cloveék tak pfichdzi do piimého kontaktu s bakterii. V prvni poloviné
20. stoleti se zacalo s rozsdhlymi vakcinacemi zvifat (hlavné jate¢niho dobytka), ¢imz
se snizil vyskyt tohoto onemocnéni.!%!!

Bacillus anthracis se v Zivotnim prostiedi vyskytuje v podobé spor, které odolavaji
nepiiznivym podminkdm. Po napadeni hostitele se méni ve vegetativni buniku mnoZici
se v hostiteli. Tato dvé biologickd obdobi se stiidaji. Nemoc ma tfi hlavni formy: koZzni,
gastrointestinalni a plicni. Pfi koZnim anthraxu vznikaji svédivé tmavsi puchyte, cca po
2 tydnech se objevuji nebolestivé, nekrotické viedy. K infekei v travici soustavé miize
dojit pfi gastrointestinalnim anthraxu, predev§im v zaludku a stievech. Doty¢ny poté
nachazi ve stolici a zvratcich krev. Nejnebezpecnéjsi formou je plicni anthrax. Nejdiive
se jevi nemoc jako silnd chifipka, poté prechazi do stavu podobnému silnému zépalu
plic.'°

Spor se da zneuzit pro vojenské ucely &i pii teroristickych utocich. V roce 2001

doSlo v USA knékaze a usmrceni n¢kolika lidi formou tzv. anthraxovych dopist.
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Jednalo se o dopisy obsahujici spéry této bakterie, zaslané nékolika politikim

a novinafam.'® 13

1.2.1. Mechanismus patogenity Bacillus anthracis

Hlavnimi faktory virulence jsou kapsle poly-y-D-glutamové kyseliny a antrax-toxin,
ktery se skladd z edémového faktoru (EF) a z letdlniho faktoru (LF), pficemz oba
faktory jsou spojeny s ochrannym (protektivnim) antigenem (PA) (Obr. 3). PA
rozpoznava receptory na bunéné membrané hostitele (napt. CMG2). Pomoci
hostitelské furinové protedze je PA rozStépena na krat$i tseky, které se spojuji do
heptamerii/oktamert, které mohou v lipidovych raftech hostitele vazat LF a EF.!4

Tyto spojené komplexy jsou preneseny do cytosolu builky endocytdézou
zprostiedkovanou klathrinem a dynaminem. Nasledné dochézi diky kyselému prostiedi
uvniti vacku (endozému) k tvorbé pord, pres které se EF a LF translokuji do
cytoplazmy. V cytoplazmé bud’ zacnou pisobit pfimo, nebo piechdzi do stavu
intraluminalnich vacka (vchlipeni vacku dovnitf vacku samotného). LF inaktivuje latky
patfici mezi MAPKK kindzy, zacnou se uvoliiovat cytokiny, a nakonec muze dojit
k apoptdze, nekroze a hypoxii buiiky. EF stejné jako ACT zvySuje hladinu koncentrace
cAMP v hostitelskych bunkach. Vysokd koncentrace cAMP zplsobi transport
chloridovych iontti a vody mimo buniku. LF i EF v pocatecnich fazich infekce blokuji
makrofagy a neutrofily, blokuji imunitni systém.'*

Dtlezitou charakteristikou vysoké virulence jsou jiz zmifované intralumindlni
vacky. Diky nim zUstavaji toxiny v téle hostitele i dlouho poté, co jej bakterie opusti
ajsou tak chranény ptfed lyzozomalnimi enzymy. Pokud neni 1é¢ba poskytnuta vcas,

toxiny mohou pacientovi piisobit sepsi i v pfipadg, Ze bakterie je jiz z téla odstranéna.'!

1.3. Inhibitory bakterialnich adenylatcyklaz

Inhibitorem AC je molekula, kterd pfimo v bunice hostitele dokaZe inhibovat
bakterialni AC. Aby se vSak inhibitor dostal do cytoplazmy buniky, musi projit skrz
plazmatickou membranu, jejiz vnitiek je hydrofobni. Pokud aktivni latka (1é¢ivo)
obsahuje polarizovatelné skupiny — v nasem piipadé fosfonovou kyselinu — je vstup do
buiiky obtizny vlivem repulze na membrang. Je proto tieba tuto skupinu transformovat

tak, aby neobsahovala odstépitelné vodiky. Latka je proto transformovana na biologicky
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neaktivni, ale metabolicky rozlozitelnou formu zvanou prolécivo, které jiz dokdze
pasivné prochézet membranou. Poté se postupné v cytoplazmé pfeméni zpet na samotny

inhibitor AC.3

B. anthracis

intraluminalni vacky

Hostitelsk:

Obrdzek 3: Mechanismus piisobeni toxinii Bacillus anthracis na hostitelskou busiku."!

Podle struktury miiZzeme inhibitory rozd¢lit na cyklické — odvozené od piirozenych
nukleotidil, a na acyklické, kde je cukerna ¢ast nahrazena alifatickym fetézcem. Navic
muze byt provedena vyznamna zmeéna struktury v podobé nahrazeni vazby P-O vazbou
P-C. Takové nukleosidfosfonaty se diky tomu vyznacuji enzymatickou a chemickou
stabilitou.

Cyklické nukleosidfosfonaty a jejich derivaty maji Siroké spektrum vyuZiti.
Byly testovany jak analogy pfirozenych nukleotidl (napt. purinové/pyrimidinové), tak
i dale modifikované pomoci N-methylanthraniloylu (MANT) jako inhibitory EF.'°
MANT-nukleotidy vykazuji fluorescenci. Tato vlastnost byla vyuzita k navrzeni
konformacnich zmén pfi aktivaci purifikovanych katalytickych podjednotek ACT.
Zndmym inhibitorem je napt. MANT-GTP uvedeny na Obr. 4. NejlepSiho Géinku
inhibice bylo dosazeno pouzitim MANT-CTP.!5- 1617
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Boutlivym rozvojem prosly v minulosti pravé acyklické nukleosidfosfonaty (ANP),
u kterych bylo objeveno Siroké spektrum biologickych aktivit. Jako G¢inné prolécivo
latky adefovir byl shledan adefovir dipivoxil (bis(POM)PMEA, Obr. 5), 1ék ptivodné
urceny k lécbé hepatitidy typu B. Adefovir inhibuje virovou reverzni transkriptazu.
Mechanismus pusobeni je nasledujici: adefovir dipivoxil je po prostoupeni bunécnou
membranou transformovan na volny fosfonat, ktery je dale fosforylovan na aktivni
metabolit adefovirdifostat (PMEApp; Obr. 5). V minulosti bylo zjisténo, ze PMEApp
dokaze efektivné potlaCit plisobeni bakteridlni AC. O aktivni misto enzymu soutézi
s ATP. Proto probéhla snaha vyvinout ucinna lé¢iva na bazi adefoviru, ktery by mél
minimalni efekt na lidské AC. PMEApp vytvaii komplex s EF (u bakterie
Bacillus anthracis) a kalmodulinem. Vazba EF s PMEApp je 10000x vy$§i nez

s endogennim substratem ATP.3: 1713

|
O/P\/O\ /OH
P,
HO—_ OH O/ AN
/ (0] /:N
/
N NH
HO\\\\ ////O N
0 NH,
HN
/
H,C

. J

Obrazek 4: Struktura MANT-GTP. Barevné je oznacena skupina MANT.
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Obrazek 5: Struktura bis(POM)PMEA a PMEApp.

Béhem rozséhlé strukturné aktivitni studie bylo zjisténo, Ze derivaty adefoviru
adefovir. Z toho vyplyva, ze (fosfonomethoxy)ethylova (PME) ¢ast (Obr. 6) je tedy
dilezitd pro zachovani inhibice.”” Tato acyklickd &ast inhibitoru je navazana na
heterocyklickou béazi. Skupiny R! a R? fosfonatu mohou byt zastoupeny skupinami -OH
a -OR, -NHR. Za piedpokladu, ze R je lipofilni zbytek, tyto skupiny zajistuji molekule
hydrofobicitu potiebnou pro prostup molekuly membranou. Volny fosfonat (R! = R? =
OH), ktery je hydrofilni, znemoziiuje molekule pasivné prostoupit plazmatickou
membranou do buiiky. Zavedenim riznych funkénich skupin do pozic R! a R* miizeme
odstranit ndboj fosfonitu a podpofit tak prostup molekuly skrz plazmatickou

membranu.'’

6] O\\P/ ®
B N N \,

R', R?=OH, NHR, OR

B = nukleobaze

Obrazek 6: Struktura PME derivati.

V né¢kolika publikacich byla testovana pfedevsim proléciva ve formée bisamidatovych

derivatt PMEA (funkéni skupina -NHR, Obr. 7), a to 1 piesto, Ze jsou horSimi
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inhibitory ACT nez bis(POM)PMEA. Disponuji totiz nizkou toxicitou a dokdzi ptetrvat
déle v organismu, kde mohou ptisobit po delsi dobu. Vyhodou takto pfipravenych
proléciv je 1 moznost piipadného ordlniho pouziti. Jakmile se latka v této formée dostane
do buiky, je metabolicky pfeménéna na volné fosfonaty a nésledné fosforylovéana
(enzymaticky) na latku typu PMEApp. Utinek takto fosforylovanych inhibitord je
sledovan jak na kompletnim toxinu, tak na samostatné izolované AC doméné, jelikoz
druha doména (hemolytickd) mtze ovlivnit vazbu latky do aktivniho mista AC domény.
Pti sledovani na kompletnim toxinu se nam tim padem muze zkreslit vysledny inhibi¢ni
ucinek daného inhibitoru. Bylo zji§téno, ze zménou ve struktufe adeninového skeletu
bylo dosazeno vyssich hodnot inhibice ACT nez u samotného PMEA bisamidatu. Proto
byla navrzena nova série latek, kterd napodobuje adeninovy skelet pifi zachovani

nevazebnych interakci v aktivnim misté enzymu. '

H

~0
aN—h,
O HNIIII. O
T

Obrazek 7: Struktura PMEA bisamidatu.

1.3.1. Cilové latky jako inhibitory AC
NasSe prace rozviji poznatky uvedené v jesté¢ nepublikované praci Dr. Petry Biehové
znasi laboratofe (skupina latek A, Obr. 8) a pokracuje ve strukturné-aktivitni studii

provadéné na derivatech 2-aminothiazoli. Z divodu porovnatelnosti vysledki byla
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navrzena skupina latek B (Obr. §) nesouci identické substituenty, které jsou ptislusnymi
regioizomery k latkdm A. Cilem prace tedy bylo ziskat 2-aminothiazoly s aromatickym
substituentem v poloze 4 (latky B), oproti substituované poloze 5 v puvodni praci
(latky A).4 Pro biologické testovani bude potieba z latek B ptipravit ptislusna proléciva
(skupina latek C, Obr. §).

Bude navrZena syntéza a bude optimalizovana metodika piipravy latek B, jez jsou
regioizomery latek A (Obr. 8). Finalni pfevedeni mnou syntetizovanych esterii (skupina
latek B) na prolé¢iva C bude nasledné provedeno Dr. Michalem Cesnekem jiz
standardni metodou. Latky C budou nésledné otestovany jako potencidlni inhibitory
bakteridlni adenylatcyklazy (ve skupin€é Dr. Mertlikové-Kaiserové) a jejich aktivita
bude porovnana s aktivitou analogickych proléciv od latek A (pfipravenych jiz diive

Dr. Biehovou).*

A 0 ;)
! Q4
HZN—</ I/\ — HZN—</NI/\ .
’ 0™ N\, =0 ) O/\P/
B o | C / \o

Obrazek 8: Pivodni skupina latek A (piipravend Dr. Biehovou),” nové navriend
skupina latek B (cil moji bakalarské prdace) a schéma pripravy skupiny latek C —

proléciv (prace Dr. Cesneka).

Nova skupina latek B byla navrZena na zéklad¢ pocitacového modelovani struktur

inhibitort (prace Ing. Jana Skacela), tak aby se inhibitor co nejlépe véazal v aktivnim
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misté enzymu (adenylatcyklazy). Jak jiz je popsano v ptedchozi kapitole, je ziejmé, ze
pro inhibici ACT/EF ma velkou dtlezitost PME fetézec, proto jsem jej dale zavadél do
navrzenych cilovych slouc¢enin. Budou vysvétleny reakce pouzité pii syntéze cilovych

latek a mechanismy pouzitych reakci.

1.4. Chemie thiazolu a 2-aminothiazolu

Thiazol patii mezi péticlenné heterocykly se dvéma heteroatomy, jimiz jsou sira
a dusik.?’ Molekula thiazolu je planarni a aromaticka. Poloha 2 thiazolu je vhodna pro
nukleofilni atak, zatimco poloha 5 je vhodnéjsi pro elektrofilni atak kvuli pfitomnosti
sousedniho atomu siry, diky niz ma poloha 5 vyss$i elektronovou hustotu w-elektronti
nez poloha 4.2!

Pro néslednou syntézu bylo potieba pouzit thiazol se substituentem I. tfidy v poloze
2. Proto jsme jako vychozi latku reakce wvyuzili jiz zminény 2-aminothiazol.
Aminoskupina v poloze 2 thiazolu zvysuje elektronovou hustotu thiazolového kruhu.
Pouzitim této skupiny se aktivuje thiazolové jadro a v druhém kroku reakce se ndm tak
usnadni elektrofilni aromatickd substituce do polohy 5. Dal§imi aktiva¢nimi skupinami

mohou byt napf. hydroxyskupiny, ethery, terciarni aminy, vinyl, fenyl &i alkyly.?* %3

1.4.1. Chranéni 2-aminothiazolu

Chranici skupiny se zavadi v ptipade, Ze chceme piedejit nezddoucim vedlejSim
reakcim dané skupiny v molekule. Pro aminoskupiny existuje nékolik chrénicich
skupin, kazda z nich je stabilni za urcitych podminek. Pokud bychom zvolili nevhodnou
skupinu, mohlo by v néjakém z krokl nasledné syntézy dojit k degradaci této skupiny
anasledné nevhodné vedlej§i reakci naSich produkti. Mezi nejznaméjSi chranici
skupiny patii karbamatova, acetylovd, tosylova, benzylidenova, tritylova, benzylova,
trifluoroacetylova ¢i ferc-butoxykarbonylovéa skupina. Pro néaslednou syntézu cilového
produktu z 2-aminothiazolu byla zvolena ferc-butoxykarbonylova skupina. Pro nés byla
nejvhodnéjsi diky kombinaci stability v alkalickém prostiedi (Suzuki coupling)
a tolerance vuci lithiaci (pouziti LDA) pii HD reakei. Svoji roli hrala i dobra dostupnost
a reaktivita vychozich latek. Vysokd acidolabilita se ukédzala byt piekdzkou pfi
chromatografii na silikagelu, ktery byl kyselejsi povahy, proto jsme jej museli

neutralizovat pomoci baze, aby nedoslo k rozpadu chranici skupiny v priib&hu izolace.?*



-21 -

Mechanismus chranéni aminoskupiny 2-aminothiazolu je nasledujici: DMAP atakuje
karbonylovy uhlik na di-ferc-butyldikarbonatu (Boc anhydridu, Boc20), piicemz
odstupuje terc-butylkarbonat, ktery se preménuje na CO; a terc-butoxid. Nasledné 2-
aminothiazol (1) atakuje karbonylovy uhlik Boc skupiny navdzané na 4-
dimethylaminopyridinu. Dochéazi k pfenosu chranici skupiny na 2-aminothiazol
a odstupujici DMAP se regeneruje pro dalsi atak Boc anhydridu. Amidicka skupina je
deprotonovana triethylaminem. Pokud neni do reakce ptidan, probihd deprotonace
pomoci terc-butoxidového aniontu, vznikajiciho z odstoupivsiho terc-butylkarbonatu

(viz Obr. 9).%

( )

O

(. /
Obrdazek 9: Mechanismus chranéni aminoskupiny 2-aminothiazolu pomoci Boc:O.

1.4.2. Bromace thiazolového jadra

Jak jiz bylo fecCeno, 2-aminothiazol podléha v poloze 5 elektrofilni aromatické
substituci. Pro vznik dal§iho meziproduktu nasi syntézy se nabizela moznost provést
elektrofilni bromaci do této polohy. Navazani bromu na 2-aminothiazol probiha bez
problémti pravé diky pfitomnosti siln€ aktivujiciho substituentu I. tfidy, tedy

aminoskupiny. Pro thiazol bez této aktivujici skupiny by bylo nutné pouzit Lewisovu
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kyselinu jako katalyzator. Pouzivd se halogenid hlinity/zelezity, ktery vytvari
s halogenem elektrofilni komplex, ktery je nasledné atakovan thiazolem. Pti bromaci Ize
pouzit napt. FeBrs s bromem. 2-Aminothiazol tento katalyzator nevyzaduje a je mozné
pouzit bromaéni ¢inidlo samotné.?% 232

Vysoké vytézky elektrofilni bromace byly publikovany v literatufe.?’ Zde uvadéji
Casty ptipad pfipravy S-substituovaného aminothiazolu. 2-Aminothiazol byl smichan
s bromem v rozpoustédle, vétSinou v MeOH, EtOH ¢i H,O. Reakce probihd adi¢né-
eliminacnim mechanismem. Adi¢ni meziprodukty reakce jsou zahiatim ptfevedeny na
kone¢né eliminacni produkty. Vytézky této reakce se pohybuji okolo 90 %.

V jiné reakci se 2-aminothiazol nechal reagovat opét s bromem, ale v prostredi
octanu draselného a kyseliny octové.?®* Reakci s bromem a bromovodikem ve vodé
byva dosazeno niz§ich vytézki.>* Dalsim bromaé¢nim ¢inidlem u elektrofilnich bromaci
Casto byva NBS, ktery je pfidan k 2-aminothiazolu v rozpoustédle (acetonitril/THF).
Pozdé¢ji popiseme mechanismus této reakce, jiz bylo vyuzito v této bakalarské praci.
Pokud se latka rozklada reakci s bromem, je lepSi pouZivat NBS, ktery je navic méné
toxicky a je s nim snadnéj$i manipulace. Lze pouzit i fadu dalSich bromacnich c¢inidel,
mezi které patii napt. N-bromacetamid ¢i brom-trichlormethan.’!-*?

Bromace a obecné halogenace se provadi mimo jiné i radikalové, ovSem nelze ji

pouzit u latek typu thiazola, které jsou aromatické.

1.4.3. Mechanismus bromace thiazolového jadra pomoci NBS

Je znadmo, Ze poloha 5 na 2-(ferc-butoxykarbonylamino)thiazolu (2) ma diky
pritomnosti sousedniho atomu siry vysSi elektronovou hustotu n-elektroni nez
poloha 4. Poloha 5 je tedy aktivovana pro atak elektrofilu. Jako zdroj elektrofilniho
bromu (elektrofilni bromace na Obr. 10) byl pouzit N-bromsukcinimid (NBS). HBr
reaguje s NBS, ¢imz se postupné generuje Bry, ktery je napaden 2-(terc-
butoxykarbonylamino)thiazolem. Tim ndm vznika Z4adany produkt 5-brom-2-(ferc-

butoxykarbonylamino)thiazol (3) spoleéné s HBr, ktery opét generuje brom z NBS.*
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Obrazek 10: Mechanismus bromace pomoci NBS na thiazolovém jadre.

1.4.4. Halogen-migracni reakce

Reakce, pfi které se dostane halogen (brom) z polohy 5 do polohy 4 aminothiazolu,
pricemz se zavede elektrofil do polohy 5, se nazyva halogen-migracni reakce (HD,
z angl. halogen dance reaction). Pro tento ucel je tfeba zavést k 5-halogenovanému
derivatu 2-aminothiazolu bazi. HD reakce se mulZe nastartovat pfidinim LDA, BulLi,
NaNHz, anilidd ¢i alkoholati. HD na 2-aminothiazolu byla v literatufe provadéna
s mnoha elektrofily. Za vhodné 1ze povazovat cyklohexanon, TMSCI, jod, benzaldehyd,
DMF, brom ¢i vodu, které v literature poskytovaly vysoké vytézky (73 — 99 %).
Nejlepsi podminky pro HD reakci jsou pii nizké teplote, pomalé reakci s elektrofilem,
pfi pfidavéani baze do halogenidu a v THF jako rozpoustédle.>*

V praxi byl testovan vliv mnoZstvi LDA pouzit¢tho na HD reakci. Dospélo se
k zavéru, Ze je nutné pridat alespont 3,3 ekv LDA, aby doSlo k co nejvysSimu vytézku
produktu. Piidanim 2,2 ekv LDA klesne vytézek ptiblizn€¢ o tretinu a dokonce az
10x niz8iho vytezku dosahneme ptidanim pouze 1,1 ekv.?

3% byla popsana HD reakce i na ostatnich heterocyklickych

V dal$im clanku
sloucenindch. Dulezita je spravna teplota reakce, kterd ovliviiuje, zda bude dochéazet
k nezddoucim vedlejSim reakcim, ¢imz vznika vétSi mnozstvi vedlejSich produkti.
Nejlepsi podminky byly zjistény pii nizsich teplotach. Tento pfedpoklad je dillezity pro

bezproblémovou HD reakci. Elektrofil, pfidany do reakéni smési jiz béhem HD reakce,
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by mohl reagovat s lithiovanymi meziprodukty, jejichz nepfitomnost v reakci by
zpusobila neuskuteénéni HD reakce. Proto je vhodné ptidavat elektrofil po uskute¢néni

HD reakce.

Mechanismus halogen-migracni reakce je nasledujici: Pti této transformaci dochazi
sledem reakci k preméné vychozi latky 3 na produkt 3a, ktery obsahuje brom v poloze 4
a lithium v poloze 5 (Obr. 12 a 13). Takto lithiovany produkt mutze dale reagovat
s elektrofilem. Jako vhodna baze se zde pouziva diisopropylamid lithny (LDA), ktery
krom¢ amidického vodiku deprotonuje i polohu 4 na thiazolu. Pokud neni k dispozici
komercni LDA, je mozno jej pfipravit reakci n-butyllithia (BuLi) a diisopropylaminu

(DIPA) (Obr. 11).343¢
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Obrazek 11: Mechanismus reakce BulLi s DIPA.
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Obrazek 12: Mechanismus halogen-migracni reakce latky 3 s LDA.
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Dtlezit¢ u HD reakce je, aby se vychozi nelithiované latky a lithiované
meziprodukty vyskytovaly spolecné v reakéni smési, aby mohlo dojit k vyméné kov-
halogen. Vznikly meziprodukt 3a je sam o sob¢ lithia¢ni ¢inidlo, mtze tedy reagovat
s vychozi latkou 3 za vzniku meziproduktti 3b a 3¢. UZ zminovana poloha 5 je kyselejsi
nez poloha 4, proto diky vyssi stabilit¢ prevazuji 5-lithiované produkty (3e, 3e).
Dihalogenované meziprodukty (3b) maji funkci kokatalyzatord, podporuji tedy

HD reakci. Zminény sled reakci je uveden na Obr. 13.3%36

HN \S " N \S " N \S
— nol S {{J
Li\N o B 3 Li\N 4<\sj/ Li\N \s j[ -
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Obrazek 13: Mechanismus halogen-migracni reakce latky 3 se 2 ekv LDA.

Pokud se k meziproduktu 3e piida elektrofil, reaguje v poloze 5 thiazolového jadra.
Po hydrolyze vodou (v nasem ptipadé HCI/NH4Cl) vznika produkt 4 (Obr. 14).
Diikazem pro vyse zminény mechanismus HD je izolace jednotlivych meziproduktt po

reakci s vodou (Obr. 14).3%36
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Obrazek 14: Vznik izolovatelnych latek z meziprodukti halogen-migracni reakce

pouczitim vody jako cinidla pro ukonceni reakce.

1.4.5. Cross-coupling reakce pro tvorbu C-C vazeb

Nasi snahou bylo ziskat nékolik substituovanych derivati 2-aminothiazolu. Poté co
byla provedena halogen-migracni reakce, bylo potieba nahradit riznymi substituenty
brom v poloze 4. Pro tento Gcel nejlépe poslouzi tzv. cross-coupling reakce, pii kterych
jedinim postupem muzeme ziskat n€kolik produkti. Obecné se jednd o tvorbu C-C
vazby, kterd vznik4 z reakce pfislusného alkyl/arylhalogenidu s organokovem. Reakci
katalyzuji komplexy palladia Pd(0) ¢i niklu Ni(0). Mechanismus klasickych cross-
coupling reakci je podobny, dochdzi k cyklickému dé&ji, pti kterém se postupné opakuje
oxidativni adice, transmetalace a reduktivni eliminace. Existuje mnoho typd cross-
coupling reaket, jejichz pouziti se voli dle hybridizace uhliku dané¢ho halogenidu. Mezi
pouzivané organokovy patii napi.: boronové kyseliny, organostannany, ¢i roztoky
hlinitych, organozinecnatych a Grignardovych Ccinidel. Dilezity je také vybér
katalyzatoru, ktery se musi peclivé zvolit, aby cross-coupling reakce dané latky
probéhla co nejlépe. Prace snimi a jejich skladovani je ztizeno tim, Ze se musi
uchovavat v inertni atmosféfe. Mezi Casto pouzivané katalyzatory se fadi Pd(PPhs)s,

ktery je v krystalickém stavu (pfi —20 °C pod Ar) mnohem stabilnéj$i nez stejny
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komplex s Ni. Dale lze vyuzit také Pd(dba), ¢i komplexy Pd(IT)/Ni(Il), ze kterych
vznikaji jiz aktivni komplexy Pd(0)/Ni(0). Mezi né patii: Pd(dppf)Cl.-DCM, PdCl,
Pd(OAc), aj.”’

Suzuki-Miyaura coupling

( N
Pd-kat

R’-X + R-B(OH), b—> R-R’
aze

R, R’= alkenyl, aryl; X = Cl, Br, I

- _J

Obrdazek 15: Obecné schéma Suzuki-Miyaura coupling reakce.
e Vyuziti naleznou piedev§im u sp>-hybridizovanych center. Je diilezité pracovat
v pfitomnosti baze a je mozné je provadét i ve vodném prostiedi. Tyto reakce se

vyznaduji nizkou toxicitou a toleranci k funk&nim skupindm.’’3%

Stille coupling

( \

Pd-kat
R’-X + R-SnBu; —» R-R’

R, R’=alkenyl, aryl; X = X =CL, Br, I

. J

Obrdazek 16: Obecné schéma Stille coupling reakce.
e Vyhodou Stilleho reakci je tolerance k pfitomnosti vétSiny funk¢nich skupin,
avSak nejsou pfiili§ vhodné z divodu vysoké toxicity stannant. Navic neni

snadné je oddélit z reakéni smési.?”*

Negishi coupling

( )

Ni/Pd-kat
R-X + R-ZnX —— > R-R’

R, R’= alkyl, alkenyl, aryl; X = X =Cl, Br, |

. /

Obrazek 17: Obecné schéma Negishi coupling reakce.
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e Patfi mezi nejpouzivangj$i cross-coupling reakce, vyhodou je pravé obecné
vyuziti a vysokd efektivita. Vysoce reaktivni organozinecnatd cinidla nékdy

nedokazi tolerovat piitomnost n&kterych funkénich skupin.>74

V ¢lanku®® byly testovany reakce derivatu 2-amino-4-bromthiazolu s rdznymi
arylboronovymi kyselinami. V tomto piipadé bylo vyuzito Suzuki cross-coupling
reakce. Vytézky reakci s jednotlivymi arylboronovymi kyselinami jsou uvedeny na

Obr. 18.

B(OH), B(OH), B(OH), B(OH), B(OH), B(OH),
F
X X
N 4
N F
OCHj,4
61% 58% 77% 39% 64% 80%

Obrazek 18: Vytezky Suzuki cross-coupling reakci s riuznymi boronovymi kyselinami.

Mechanusmis Suzuki-Miyaura coupling reakce je néasledujici: Obecny mechanismus
Suzuki cross-coupling reakce je znazornén na Obr. 19. Vtomto typu reakce se
palladiovy komplex s Pd° chova jako katalyzator reakce. Nejprve se oxidativni adici
oxiduje Pd° na Pd" pii reakci s halogenidem R»-X. Substituent i halogen se vazou na Pd
za vzniku R»-Pd"-X. Nasleduje reakce s bazi (napf. LiOH/NaO'Bu) za vzniku
intermediatu 4 a odstoupeni pfislusné soli. Proces transmetalace je usnadnén
aktivovanym organickym ligandem s vysokou polarizaci. Ten vznikd reakci boronové
kyseliny, organoboranu, esteru boronatu ¢i draselného fluoroboritanu s ptisluSnou bazi,
jez obsahuje elektropozitivngjsi atom kovu (Li/Na/K). Baze NaO'Bu zvy$i na atomu
boru nukleofilitu skupiny R1, ktera se nasledné alkyluje na Pd v komplexu R>-Pd"-O'Bu
za vzniku R,-Pd"-R;. Tomuto kroku se #ika transmetalace. Pfi posledni fazi kruhového
dé&je, tzv. reduktivni eliminaci, doch4zi k eliminaci produktu Ri-R, a regeneraci Pd’,

které znovu vstupuje do oxidativni adice.*!
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R1_R;\ R?—X
9 2
Pd°
Reduktivni 1 Oxidativni
Eliminace Adice
R, Pd”-R1 R,— —pd'-X
Na® 3 NaO'Bu
'Buo—é O'Bu

Y
7 Transmetalace R, Pd" 0O'Bu

NaX
R4
|13 NaO'Bu E)é —O'Buy
YO Y
5 6

Obrazek 19: Obecny mechanismus Suzuki cross-coupling reakce.
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2. Cil syntézy

Jak jiz bylo naznaceno podrobné&ji v kapitole 1.3.1. (Cilové latky jako inhibitory
AC), cilem této prace je navrhnout vhodny synteticky postup pro pfipravu
4-substituovanych 2-amino-5-PME-thiazolii. Pfipravené nové slouceniny (jako jejich

vhodna prolé¢iva) budou otestovany jako potencialni inhibitory bakterialnich AC.
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3. Vysledky a diskuze
Pro ptipravu produkti 8a-c byly zvoleny dva syntetické ptistupy (Obr. 20), které

budou podrobnéji popsany. Prvnim byla tvorba intermediatu 5 pies intermediaty 2-4.
Bylo vyuzito nasledujicich reakci: elektrofilni aromatické substituce, HD reakce
a Suzuki cross-coupling reakce. V tomto piistupu nebylo nakonec pokracovano.
Druhym vyhodnéjsim piistupem byla sekvencéni reakce s pfimou tvorbou intermediatu 7
z intermediatu 3 pomoci HD reakce. Pro ovéfeni mechanismu byl izolovan
i meziprodukt 6. Z intermedidtu 7 byly pouzitim Suzuki cross-coupling reakce

pfipraveny konecné produkty.

NH, NHBoc NHBoc NHBoc NHBoc

N)\S — N)\S — N)\S —> N)\S — N/ S
1 2 3 Br Br 4 1 5

—_—

NH, NHBoc NHBoc
N)\S N)\S N)\S
- - _ 3 _
K 8a-c Br 7 Br 6
0] (0] OH
P(0)(OiPr), P(0O)(OiPr),

NT Y

R= /

8a 8b 8c O\/\/

Obrazek 20: Celkové schéma syntézy latek 8a-c.

3.1. Chranéni aminoskupiny 2-aminothiazolu pomoci di-zerc-butyldikarbonatu
Abychom zabranili nezadoucim reakcim béhem nasledné lithiace, bylo tfeba nejprve
ochranit aminoskupinu na 2-aminothiazolu. Jako vhodné chranici skupina byl zvolen
terc-butyloxykarbonyl, ktery je staly za podminek lithiace a d4 se odstranit pomoci silné
kyseliny, napiiklad HCI nebo CF3COOH.?* Vzhledem k zavedeni acidolabilni chranici

skupiny vSak bylo tfeba kompenzovat kyselost silikagelu pti kolonovych a flash
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chromatografiich (jako vhodné ¢inidlo pro tyto ucely byl zvolen Et;N). Vychozi latkou
pro reakci byl zvolen Boc:0O, ktery reagoval s aminoskupinou 2-aminothiazolu (1), ¢imz

vznikl 2-(terc-butoxykarbonylamino)thiazol (2, Obr. 21). Reakce byla katalyzovana

piidanim DMAP a Et;N slouzil jako baze.*
\ NH, —> NH
90 %

1 2

a) Boc,O, DMAP, THF, Et;N, laboratorni teplota

. /

Obrazek 21: Schéma chranéni aminoskupiny 2-aminothiazolu s vytézkem a podminkami

reakce.

V rdmci optimalizace tohoto kroku byl zkouSen vliv pofadi pfidavku reagentii na
prabéh reakce. V obou ptipadech byly zachovany stejné poméry latek. V prvnim
postupu byl Boc,O smichan s DMAP a vychozi latkou a rozpoustén v roztoku, nasledné
byl pfidan EtsN. Reakce probihala pomérné bouilivé za vzniku nezadoucich vedlejsich
produkti. To se odrazilo 1 na kone¢ném vytézku, ktery byl pomérné nizky (53%,
Tab. 1). Po téchto zkuSenostech byl u druhé reakce naopak BocoO ptikapavan nakonec
do roztoku ostatnich vychozich latek. Timto zplisobem se lépe dafilo kontrolovat cely

pribéh reakce (90%, Tab. 1).

Tabulka 1: Vytezky chranéni aminoskupiny 2-aminothiazolu.

vytezek (%)

1. postup 53

2. postup 90
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3.2. Bromace 2-Boc aminothiazolového derivatu do polohy 5
V druhém kroku syntézy byl 2-(ferc-butoxykarbonylamino)thiazol (2) transformovan
na 5-brom-2-(terc-butoxykarbonylamino)thiazol (3) pomoci bromace do polohy 5 na

aminothiazolovém skeletu. NBS byl zvolen pro j eho jednoduchou manipulovatelnost. Je

AN
3

3

v

Ve

a) THF, NBS, laboratorni teplota

. J

Obrazek 22: Schéma bromace aminothiazolového derivatu 2 do polohy 5 s vytézkem a

podminkami reakce (1. pokus).

Prvni pokus (v THF) bohuZel poskytl nizky vytézek (44%) latky 3 (Obr. 22). Ve
druhém pokusu se negativné projevilo zvétSeni méfitka reakce, kdy pouzitim gravitacni
kolony na SiO» pii izolaci produktu bylo dosazeno jeSté nizs$iho vytézku (34%) nez
v piipadé 1. pokusu. BohuZel se nepodafilo zreprodukovat vytézky dle literatury.*
Vzhledem k velkému mnozstvi vychozi latky vSak bylo dostatek produktu pro dalsi

reakce. VIiv rozpoustédla se ukazal byt zanedbatelny.

Tabulka 2: Vytezky bromo derivatu 3 pripraveného reakci v ruznych rozpoustédlech.
Mgz (2) NBS (ckv) vytézek (%)

1. pokus (v THF) 8,46 1,10 44
2. pokus (v CH;CN) 37,06 1,15 34
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3.3. Halogen-migrac¢ni reakce

Pro piipravu 4-brom-2-(terc-butoxykarbonylamino)-5-jodthiazolu 4 (Obr. 23) byla
pouzita jiz zminénd metoda halogen-migracni (halogen dance, HD). Jako vychozi latka
byl pouzit 5-brom-2-(terc-butoxykarbonylamino)thiazol (3). Nejprve byla provedena
lithiace pomoci LDA za snizené teploty. Po ukonceni HD reakce, kterou lze dobie
sledovat pomoci TLC, piipadné UPLC-MS, byla nasledné¢ provedena reakce
s elektrofilem. Jako elektrofil byl pouzit jod (viz. Tab. 3).

-~
5 >L >L
>¥ a,b >¥
\ NH E— \ NH
37 %
a) THF, LDA, 0 °C; b) 1,, THF, laboratorni teplota
4 y,

Obrazek 23: Schéma halogen-migracni reakce s vytézkem latky 4 a podminkami reakce.

V jednom piipadé nam reakce neprobéhla vibec, v dalSich snizkymi vytézky
(Tab. 3). Nizké vytézky mohly byt zplisobeny horsi kvalitou pouzitého komeréniho
LDA, ptipadné vysokou teplotou zvolenou pro HD, proto jsme se v dalSich HD reakcich

rozhodli pouzit &erstvé syntetizovany LDA pomoci reakce BuLi a DIPA.344

Tabulka 3: Vytézky pripraveného jodo derivatu 4 pouzitim HD reakce.

vytézek (%)
1. pokus 0
2. pokus 27
3. pokus 37

3.4. Suzuki cross-coupling reakce
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Dalsim krokem byla transformace ziskaného jodo derivatu aminothiazolu 4 na vinyl
derivat 5 (Obr. 24). Pro tuto konverzi je mozno vyuzit Stilleho couplingu. Nevyhodou
vsak je pouziti slouCenin cinu, které jsou toxické, méné stabilni a hiife se s nimi pracuje.
Jako reakce prvni volby byla tedy pouzita Suzuki cross-coupling reakce, pii které
proces transmetalace zajiStuji slouCeniny boronovych kyselin misto jedovatych
slou¢enin cinu. Byla provedena reakce pfipravené¢ho jodovaného produktu 4
a vinyltrifluoroboratu. Pfi téchto reakcich se uhlovodik vazany v organokovové
slouceniné vaze misto jodu. V nasem piipadé byl pouzit vinyltrifluoroborat draselny.
Jako katalyzator reakce byl pouzit Pd(dppf)Cl.-DCM, ktery vykazuje dobrou stabilitu.
Reakce prob¢ehla v ptitomnosti baze (N,N-diisopropylethylamin).

N2 a
\}N%T \}N}%

a) CH,=CHBF;K, Pd(dppf)Cl,-DCM, EtOH, [(CH;),CH],NC,Hs, 100 °C

- J

Obrazek 24: Schéma Suzuki cross-coupling reakce s vytézkem latky 5 a podminkami

reakce.

Provedeny byly tfi pokusy. V prvnim a druhém byly pouzity 3 ekv
vinyltrifluorboratu draselné¢ho a ve tretim byl ponechan pouze 1 ekv. Nejvyssi vytézek
byl ziskan pfi pouziti 3 ekv vinyltrifluoroboréatu draselného (65%), pti snizeni na 1 ekv
byl vytézek polovicni (31%). Je ziejmé, Ze je tieba pracovat se 3 ekv, jelikoz pfi 1 ekv
je konverze niz$i. V druhém pokusu se 3 ekv nam produkt nevznikl vibec. Diky
prasklému septu byl vreakéni smési piitomen kyslik, teplota reakce se tim snizila.
Navic byla reakce ponechana déle michat, coz mohlo byt dalsi pfi¢inou neuspechu.
V tomto ptipad¢ byly v reak¢éni smési identifikovany 2 nezadouci produkty: Jeden bez

bromu v poloze 4 a produkt s vinylem v poloze 4 i v poloze 5 (Obr. 25).4
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y% ﬁ\}m

- J

Obrazek 25: Nezdarily pokus transformace jodo derivatu na vinyl derivat aminothiazolu

a vzniklé nezadouci produkty.

Tabulka 4: Vytezky vinyl derivatu 2-aminothiazolu 5 pripraveného Suzuki cross-

coupling reakct.

CH>=CHBF:K (ekv) vytézek (%)
1. pokus 3,00 65
2. pokus 3,00 0
3. pokus 1,00 31

3.5. Halogen-migracni reakce

Vzhledem k pomérné nizkym vytézkiim jednotlivych kroka byla vyzkouSena metoda
pfimé syntézy 2-hydroxyethylového derivatu s jeho naslednou alkylaci. 5-Brom-2-(terc-
butoxykarbonylamino)thiazol (3, Obr. 26) byl podobné¢ jako v pfedchozim ptipadé
pouzit jako vychozi latka. Jako prvni krok syntézy byla pouzita HD reakce, kdy opét
dochdzi k migraci bromu z polohy 5 do polohy 4, zménou bylo pouziti oxiranu jako

elektrofilu namisto jodu (Obr. 26).34 %
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( A
0 0
N d Br N >—0
A\ a N
‘ NH —— ‘ NH
68 %
. S S
T

3 HO 6

a) THF, DIPA, BulLi, oxiran, -20 °C

& J

Obrazek 26: Schéma halogen-migracni reakce s vytézkem latky 6 a podminkami reakce.

Po ptedchozich zkuSenostech byl pro reakci vyuzit LDA, generovany in-situ z BuLi
a (iPr)2NH. Dvojnasobn¢ lithiovany 4-brom-2-(terc-butoxykarbonylamino)thiazol
nukleofiln¢ oteviel oxiran za tvorby 5-hydroxyethylového derivatu 6 (Obr. 26). Pii
optimalizaci reakce byl zkouSen vliv teploty na reaktivitu jednotlivych komponent
(Tab. 5). Pokud byla teplota udrzovana béhem HD a nésledného ptikapéani oxiranu pfi
—78 °C a nebyla naddle zvySovana, reakce probéhla pouze s velmi nizkym vytézkem.
Vliv teploty na reaktivitu byl potvrzen pomoci 2 dal$ich pokusti, provedenych pfi vyssi
teploté. Prvni pokus byl proveden pfi 0 °C a druhy pii —20 °C a reakéni smés byla vzdy
po pfidani oxiranu postupné ohtata na +10 °C. V obou piipadech doslo k vyraznému
zvySeni konverze vychozi latky na produkt. NejlepSi konverze bylo dosaZzeno pfii
pocatecni teploté —20 °C.

Prubéh reakce bylo mozno sledovat i vizualn€, nebot’ lithna sil hydroxyethylového
derivatu vykazovala snizenou rozpustnost v roztoku THF, coZz se projevilo nejprve
lehkym zakalem pilivodné homogenniho roztoku hnédé barvy (pfi teploté kolem 0 °C),
ktery pfi teploté +10 °C ptechazel v suspenzi. Jako pocatecni teplota pro celou kaskadu
reakci byla proto zvolena teplota —20 °C.

Jak jiz bylo naznaceno v Uvodu, byly u€inény pokusy podrobit vytvoreny lithny
derivat hydroxyethylu bez zpracovani nésledné reakci. Jelikoz 2-hydroxyethylovy
derivat podléha pii vysSich teplotach v pfitomnosti silnych bazi elimina¢ni reakci, byla
po vytvoreni srazeniny pii +10 °C smés ochlazena na —40 °C, pii které se prednostné
tvoii produkt alkylace s navazanym fosfonatem. Reakci je tfeba ukoncit po 2 h pfi

—40 °C 1 pfes nezreagované stopy vychozi latky, nebot’ pii zvySeni teploty nebo
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prodlouzeni reakéniho Casu zacina pii reakci vznikat dvojnasobné alkylovany derivat.

Timto zpisobem byl pfipraven klicovy meziprodukt 7 (Obr. 27).

\ \%¥—> \%N%

3

%/\,<

a) THF, DIPA, BulLi, oxiran, -20 °C; b) Fosfonat: CF;SO,0CH,P(0O)(OiPr),, -40 °C

. J
Obrazek 27: Schéma halogen-migracni reakce s vytézkem a podminkami reakce.

Vzhledem k velkému nadbytku reagenti pro HD (3.3 ekv LDA) bylo nutno dodrzet
1 stejny pomér oxiranu, tj. 3,3 ekv. Jakékoliv pokusy o snizeni poméru piidan¢ho
oxiranu vedly ke sniZeni konverze a vytézku reakce. V ramci pokusu, pfi kterém bylo
pfidano pouze 1,5 ekv oxiranu, vzniklo pouze minimum produktu, nejspi§ kvuli
spotfeb¢é Casti pfidaného oxiranu v reakci s LDA. Obdobné zjisténi bylo ucinéno
1 u nasledné alkyla¢ni reakce, kdy 1,5 ekv fosfonatu (ve formé triflatu) neposkytlo plnou
konverzi reaktantu a pro plnou konverzi musel byt zvySen pomér triflatu na 3.3 ekv.
Cast triflatu pravdépodobné podléha reakcim za vzniku vedlejich produkti, coz
samoziejme znesnadnuje naslednou izolaci produktu od necistot.

Vytézky celkové reakce (Obr. 27, Tab. 6) jsou na prvni pohled nizsi, nebot’ pomérné
velka cast produktu zistala i po opakované chromatografické separaci ve smésnych
frakcich s meziprodukty reakci a neni zahrnuta do celkové bilance. Dle necistot ve

smésnych frakcich byl vSak odhadnut celkovy predpokladany vytézek. Smésné frakce
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byly s uspéchem pouzity i v nékolika optimalizacich nasledné Suzuki coupling reakce.

Tabulka 5: Vytezky izolovaného hydroxyethyl derivatu 6 po HD reakci.

teplota (°C) vytézek (%)
78 6
-20 68
0 53

Tabulka 6: Vytezky izolovaného fosfonomethoxy derivatu 7 po HD reakci.

Izolovany vytézek (%)
1. pokus 32/61*
2. pokus 38/60*

* Vytézek po zapocitani znecisténé frakce o Cistoté kolem 85 %.

3.6. Suzuki cross-coupling reakce

Jako vychozi latka pro jiz zminény Suzuki coupling byl pouzit 4-brom-2-(terc-
butoxykarbonylamino)-5-{2-[(diisopropoxyfosforyl)methoxy]ethyl}thiazol (7, Obr. 28-
30). Reakce byla provedena za zvysené teploty ve vodném DME s Pd(PPhs)s jako
katalyzatorem, pfislusSnymi aryl boronovymi kyselinami (fenyl-, 3-pyridyl-
a 3-butoxyfenyl-) a NaHCOs. Po této reakci nasledovalo odstranéni chranici Boc
skupiny kodestilaci s CF3COOH.%

I pfes to, Ze na reakci s fenylboronovou kyselinou nebyla pouZita zcela ¢ista vychozi
latka, reakce probéhla dobfe a produkt byl izolovan v dobrém vytézku 73% latky 8a
(Obr. 28). Substituované fenylboronové kyseliny vSak poskytly nizké vytézky, coz
mohlo byt zplisobeno nestabilitou pouzitych boronovych kyselin pii vysokych
teplotach, piipadné kyselosti vytiepavanych vzork. Toto vSak bylo korigovano
neutralizaci vytfepanim vodnym roztokem NaxCOs a zpétnou extrakci vodné faze
pomoci CHCIls. Nemaly podil na nizkém vytézku mohla mit 1 afinita k silikagelu béhem
chromatografie, coz se projevilo Sirokym pikem s nizkou intenzitou. Proto byla po
neuspésnych flash chromatografiich provedena izolace téchto dvou produkti (latek 8b
a 8¢) pomoci HPLC, diky které se nam podafilo ziskat alespoit minimum Zadaného

produktu.



- 40 -

>
PN

0 )Ni NH,
N _ &b N)\S
73 %

7 8a
Br

a) NaHCO3;, fenylboronova kyselina, Pd(PPhs),, DME:H,O, laboratorni teplota; b) trifluoroctova
kyselina

g J
Obrazek 28: Schéma Suzuki cross-coupling reakce s vytézkem a podminkami reakce.

Relativné vyssich vytézkl bylo dosazeno zménou metody (Obr. 29 a Obr. 30), kdy
reakce byla provedena ve vodném THF, NaHCO; byl nahrazen K3;POs a pivodni
katalyzator katalyzatorem XPhos Pd G2. Pozménéno bylo i1 pofadi, v jakém byly latky
pfidavany do reakce. Latky 8b (28%) a 8¢ (51%) tak byly ziskany v dostacujicich
vytézcich (Tab. 7).

Tabulka 7: Ruzné substituované 2-amino-5-PME-thiazol derivaty pripravené pomoci

cross-coupling reakce a vytezky jednotlivych reakci.

latka boronova kyselina vytézek (%)
8a fenyl- 73
8b 3-pyridin- 28
8c 3-butoxyfenyl- 51
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S
O)\NH NH,
N)\S ab N)\S

—_—
28 %

7 \( 8b
Br
0/\ / o—-’\ /0

0/\ N Z '\

a) K5POy, 3-pyridinboronova kyselina, XPhos Pd G2, THF:H,O, laboratorni teplota; b) trifluoroctova
kyselina

J

Obrazek 29: Schéma Suzuki cross-coupling reakce s vytézkem a podminkami reakce.

(.

Sl
O)\NH
N/ks a,b

L 51%
7 \(
Br
(@)
O”\ /0
o/ N\

a) K3PO,, 3-butoxyfenylboronova kyselina, XPhos Pd G2, THF:H,O, laboratorni teplota; b)
trifluoroctova kyselina

NH2

°\\)
S

J

Obrazek 30: Schéma Suzuki cross-coupling reakce s vytezkem a podminkami reakce.
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3.7. Vysledky testovani pripravenych proléciv na bunéénych liniich

Po pfevedeni mnou syntetizovanych latek 8a-c na ptislusna proléciva, tj. bis-amidaty
9a-c (Dr. Cesnekem), byly tyto latky testovany na bunéénych liniich vystavenych ACT.
Testy byly provedeny pracovniky externi laboratofe Heleny Mertlikové-Kaiserové
(UOCHB). Byla stanovena ICsp a cytotoxicita danych latek. Tyto hodnoty byly
srovnany s PMEA bis-amidatem a latkami 10a-c pfipravenymi Dr. Biehovou (viz.

Tab. 8).

Tabulka 8: Hodnot inhibice ACT a cytotoxicity pripravenych proléciv 8a-c, PMEA bis-

amidatu a prislusnych regioizomerii 9a-c (pripravenych Dr. Brehovou).

Bordetella pertussis o
o Cytotoxicita 10 uyM
latka inhibice ACT [uM]
latky [%]°
ICso [uM]* SD [uM]
PMEA bis-amidat 0,16 0,006 93

] T >10 - 109

o N Bn
9a A\ |
P—NH o)
[
[¢]
Bn OiPr
7\ . "

T 8,72 1,33 102

9b \—P—N/H

o

Bn OiPr

(0] OiPr
BuO s
o 2,79 0,01 103
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T 1,82 0,58 112

o HNY Bn
\—%‘—N/E o
10a o /1' <
Br oiPr
/ \ S NH,

\[ 2,62 0,62 99

\—P—N/H o
10b | = <
o
Bn OiPr

\[ 1,62 0,36 35

o HNY Bn
\—%‘—N/ﬁ ol
10¢ o /—<
Brl oiPr

a) ICso- 50% maximalni inhibi¢ni koncentrace - je vyjadiena jako pramér tii experimenti. Bunky
mySich makrofagli J774A.1 byly inkubovany s prolé¢ivy a poté vystaveny toxinu. Byla
stanovena zména koncentrace cAMP oproti kontrole.

b) Cytotoxicita byla testovana na bunécéné linii CCRF-CEM, ktera byla 72 h inkubovéna s fixni
10 uM koncentraci latky. Cytotoxicita byla stanovena jako procento pfeziv§ich bunck oproti

kontrole bez inhibitoru.

Z nové piipravenych proléciv vykazovaly mikromolarni inhibi¢ni aktivitu derivaty
9b (8,7 uM) a 9¢ (2.8 uM) a ve srovnani s diive pfipravenymi regioizomernimi latkami,

10b (2,6 uM) a 10¢ (1,6 uM), jsou pon€kud slabSimi inhibitory (7ab. §).
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4. Experimentalni ¢ast

Pokud neni uvedeno jinak, rozpoustédla byla odparena pii 40 °C a 2 kPa. Produkty
byly suseny s P>Os pfi 2 kPa. Chemické latky a Cinidla byly ziskany z komerc¢nich
zdroji (Sigma-Aldrich, Fluorochem Ltd.), pouze bis(POM)PMEA byla ziskana od
spolecnosti SANTIAGO. Rozpoustédla byla suSena standardnimi postupy. Pyridin byl
skladovan na molekulovych sitech (4 A). Tetrahydrofuran (THF) byl &erstvé destilovan
zpelet LiAlH4 pod argonem. TLC byla provedena na deskach Kieselgel 60 F254
(Merck). Preparativni TLC byla provedena na destickaich UNIPLATE, SILICA GEL
GF, 2000 pum, 20 x 20 cm. (Analtech). NMR spektra byla zaznamenina na
spektrometru Bruker Avance 500 ('H pfi 500 MHz, '3C pii 125,8 MHz) s TMS jako
internim standardem nebo odkazem na rezidudlni signdl rozpoustédla. Hmotnostni
spektra byla méfena na UPLC-MS (Waters SQD-2) a HR-MS byly ziskany z LTQ
Orbitrap XL spektrometru za pouziti elektrosprejové ionizace (ESI). Flash
chromatografie na normalni fazi a na reverzni fazi byla provedena na systému Reveleris
Flash Chromatography System. Deionizace byla provedena na koloné Redisep®Rf
GOLD C18 Teledyne ISCO. Cistota meziprodukti i cilovych slou¢enin byla stanovena
prostiednictvim pfistroje Waters UPLC-MS system obsahujici kolonu Waters Acquity
UPLC BEH C18 1,7 mm, 2,1 x 100 mm, Waters Acquity UPLC PDA detector
a hmotnostni spektrometr Waters SQD2 s univerzalni LC metodou (H>O-CH3CN,

linearni gradient 0-100%, délka méfeni 7 min) a byla vyssi nez 95%.

4.1. Pripravené latky
2-(Terc-butoxykarbonylamino)thiazol (2)
>L 2-Aminothiazol (8,00 g; 79,92 mmol; 1,0 ekv), DMAP (0,40 g;
o 3,27 mmol; 0,04 ekv) a Boc,O (18,3 g; 83,9 mmol; 1,05 ekv) byly
O)\ w  rozpustény v THF (200 ml) a michany pii pokojové teploté v pfitomnosti
. /)\S Ar. Déle byl ptikapan Et:N (33,4 ml; 239,8 mmol; 3,0 ekv). Reakce
\:/ probéhla do ptl hodiny po ptikapani. Pribéh reakce byl monitorovan
pomoci TLC desti¢ek v 1% methanol/chloroform a UPLC-MS. K reakéni smési byla

pfilita smes ethyl-acetat/voda, organickd vrstva byla 3x extrahovéna vodou a nakonec

nasycenym roztokem NaCl. Po vysuSeni organické faze bylo ziskano 8,50 g latky 2,
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tedy 53% vytézek.

Pti druhé ptiprave byl v THF (90 ml) rozpustén DMAP (1.0 g; 8,18 mmol; 0,04 ekv)
a 2-aminothiazol (20,0 g; 200 mmol; 1,00 ekv) a michany pii pokojové teploté
v ptitomnosti Ar. Ke smési byl pfikapan Boc,O (45,8 g; 210 mmol; 1,05 ekv)
rozpustény v THF (100 ml). Nasledn¢ byl pfidan EtsN (83,6 ml; 600 mmol; 3,0 ekv)
a reakce byla ukoncena po dalsich 8 hodinach. Pribéh reakce byl monitorovan na TLC
destickach v 1% methanol/chloroform a UPLC-MS. K reakéni smési byla pfilita smés
ethyl-acetat/voda, organicka vrstva byla extrahovana H>O (3%) a nésledné zfiltrovana.
Filtrat byl dale extrahovan roztokem NaCl. Pevna slozka na filtru byla promyta
acetonitrilem a filtrat byl spojen s ethyl-acetatovou fazi. Celkovy vytézek reakce byl
90 % (36,0 g). ESI-MS, m/z (%): 223 [M+Na'] (100). 'H NMR (DMSO-ds) & 11,40
(s, 1H, NH); 7,35 (d, J = 3,6 Hz, 1H, H-4); 7,14 (d, J = 3,6 Hz, 1H, H-5); 1,48 (s, 9H,
CH3). 3C NMR (DMSO-ds): & 159,75 (C-2); 152,82 (OCON); 137,84 (C-4); 112,82 (C-
5); 80,98 (C-CH3); 27,92 (CHs3). HR-MS (ESI+): m/z [M + Na]® spo¢teno pro:
CsH1202N2NaS, 223,0511, naméfeno: 223,0518.

5-Brom-2-(terc-butoxykarbonylamino)thiazol (3)
Latka 2 (8,46 g; 42,3 mmol; 1,0 ekv) byla rozpusténa v THF
>L0 (134 ml) a michana za laboratorni teploty. Nésledné byl po Castech
/L\ pfisypan NBS (8,28 g; 46,5 mmol; 1,1 ekv). Po 3 hodinach byla
© NH reakce ukoncena. Prib&h reakce byl monitorovan na TLC
. }\S destickach v 0,5% methanol/chloroform a UPLC-MS. Reak¢ni

\ i smés byla po odpateni rozpusténa v ethyl-acetatu a zachycena na

g silikagelu. Pro izolovani bylo vyuzito Flash chromatografie
s gradientem (cyklohexan — 10% methanol/ethylacetat). Bylo izolovédno 5,13 g
(vytézek 44 %). ESI-MS, m/z (%): 301 [M+Na'] (100). '"H NMR (DMSO-ds) & 11,73
(brs, 1H, NH); 7,43 (s, 1H, CH-4); 1.48 (s, 9H, CH3). 3C NMR (DMSO-ds) & 160,16
(C-2); 152,97 (OCON); 139,00 (C-4); 100,59 (C-5); 81,72 (C-CHs); 27,84 (CH3). HR-
MS (ESI+): m/z [M + Na]" spocteno pro: CsHi1O2N2BrNaS, 300,9617, naméfeno:

300,9620.
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4-Brom-2-(terc-butoxykarbonylamino)-5-jodthiazol (4)

>L Latka 3 (1,00 g; 3,58 mmol; 1,0 ekv) byla rozpusténa v toluenu a po
0 odpafeni v THF (4 ml). Rozpusténa latka byla ptikapana k LDA
OA\NH (5,9 ml; 11,8 mmol; 3,3 ekv) s THF (10 ml) a michana pii 0 °C

)\ v pfitomnosti Ar. Po 15 minutach chlazeni byla reakce temperovana na
N
N S

laboratorni teplotu, pti které byl pfidan jod (3,0 g; 11,8 mmol; 3,3 ekv)
> i v THF (5 ml). Reakce byla ukon¢ena 2M HCI. Pribéh reakce byl

Br |

monitorovan pomoci TLC desticek ve smési10% ethyl-
acetat/cyklohexan a UPLC-MS. Reakéni smés byla ziedéna ethyl-acetitem
a extrahovana 50% NH4ClI (3%), 20% Na2SO4 (3%) a nasycenym roztokem NaCl (3x).
Reakéni smés byla po odpateni rozpusténa v cyklohexanu a zachycena na silikagelu.
Pro izolovani bylo vyuZzito flash chromatografie s gradientem (cyklohexan —
10% methanol/ethyl-acetat). Vytézek reakce ¢inil 37 % (tedy 540 mg). ESI-MS,
m/z (%): 404,9 [M+H] (60). "H NMR (CDCls) § 9,06 (brs, 1H, NH); 1,56 (s, 9H, CH3).
BC NMR (CDCl3) & 164,62 (C-2); 151,80 (OCON); 129,86 (C-4); 83,88 (C-CH3);
65,07 (C-5); 28,228 (CH3). HR-MS (ESI+): m/z [M + Na]" spoéteno pro:
CsHi10O2N2BrINaS, 426,8583, naméreno: 426,8585.

4-Brom-2-(terc-butoxykarbonylamino)-5-vinylthiazol (5)

ﬁ\ Syntéza latky 5 zlatky 4. Latka 4 (100 mg; 0,25 mmol; 1,0 ekv),
0 CH,=CHBF:3K (100 mg; 0,74 mmol; 3,0 ekv) a Pd(dppf)Cl.-DCM

)\ (20,2 g; 0,022 mmol; 0,09 ekv) byly spolecné rozpustény
0 MNH

v 96% EtOH (5 ml). Do smési byl ptikapan [(CH3).CH]oNC,Hjs

N,//LS (0,04 ml; 0,25 mmol; 1,0 ekv). Reakce byla zahtata na 100 °C a po

— 4 hodindch ukoncena. Priibéh reakce byl monitorovan pomoci TLC

Br desti¢ek ve smési 10% ethyl-acetat/cyklohexan a UPLC-MS. Reak¢ni

/ smes byla zfedéna etherem a extrahovana 20% NH4CI/HO (3x).

Ethericka vrstva byla pfeciSténa filtraci a filtrat znovu odpafen. Rozpusténim
v chloroformu byl filtrat nanesen na velkou TLC desku, na které byl produkt izolovan
v 10% ethyl-acetat/cyklohexan. Filtraci byl produkt zachyceny na silikagelu eluovan
smési 50% methanol/chloroform. Bylo ziskano 49 mg produktu (vytézek 65 %). ESI-

MS, m/z (%): 327,0 [M+Na'] (100). 11,88 (brs, 1H, NH); 6,65 (dd, J = 17,4, J =
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11,0 Hz, 1H, H-1"); 5,49 (d, J = 17,3 Hz, 1H, H-2’a); 5,28 (d, /= 11,3 Hz, 1H, H-2’b);
1,48 (s, 9H, CH3). *C NMR (DMSO-de) § 164,32 (C-2); 152,65 (OCON); 126,53 (C-
17); 124,24 (C-5); 121,14 (C-4); 115,87 (C-2*) 82,12 (C-CH3); 27,80 (CH3). HR-MS
(ESI+): m/z [M + Na]" spocteno pro: CioH;30:N2BrNaS, 326,9773, naméfeno:
326,9776.

4-Brom-2-(terc-butoxykarbonylamino)-5-(ethanol-2-yl)thiazol (6)

>L Prob¢hla ptiprava latky 6 zlatky 3. Do roztoku
o diisopropylaminu (1 ml; 7,18 mmol; 4,0 ekv) v THF (10 ml)
)\ bylo za stalého michani v pfitomnosti Ar pfi —20 °C ptikapano

0 NH
)\ butyllithium (2,5 M v hexanu; 2,9 ml; 7.2 mmol; 4,0 ekv).

~

N $ K takto ziskané reakéni smési byl po 20 min pfi -20 °C ptikapan
>:k’\ roztok latky 3 (0,5 g; 1,8 mmol; 1,0 ekv) v THF (10 ml). Latka 3
' on byla pfed pouzitim vysuSena rozpusténim v toluenu (10 ml)
anésledné¢ odpatena. Po dalSich 20 minutdch byl ptfidan pii —20 °C roztok oxiranu
(3 M v THF; 2 ml; 5,85 mmol; 3,3 ekv), po ptikapani byla reakce temperovana na
+10 °C. Reakce byla ukoncena po dalSich 2 hodinach ptidanim NH4Cl. Pribéh reakce
byl monitorovan pomoci TLC desticek ve smési 2% methanol/toluen a UPLC-MS.
Reakéni smés byla ziedéna ethyl-acetitem a extrahovana H>O (3%), 20% NH4CI/H>O
(3%) a nasycenym roztokem NaCl (3x). Organicka vrstva byla po odpafeni rozpuSténa
v chloroformu a zachycena na silikagelu. Pro izolovani bylo vyuZito flash
chromatografie s gradientem (0,5% methanol/toluen — methanol). Bylo ziskano
392 mg (vytézek 68 %) latky 6. ESI-MS, m/z (%): 345,0 [M+Na*] (100). 'H NMR
(DMSO-de) 6 11,55 (brs, 1H, NH); 4,93 (m, 1H, OH); 3,56 (m, 2H, O-CH»); 2,77 (t, J
(CHz, CH2)= 6,3 Hz, 2H, 5-CH>); 1,48 (s, 9H, CH3). '*C NMR (DMSO-ds) & 158,55 (C-
2); 152,70 (OCON); 122,99 (C-5); 118,70 (C-4); 81,53 (C-CH3); 60,25 (O-CHz); 30,57
(5-CHz); 27,84 (CH3). HR-MS (ESI+): m/z [M + Na]" spocteno pro:
CioH1503N2BrNaS, 344,9879, naméreno: 344,9882.
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4-Brom-2-(terc-butoxykarbonylamino)-5-{2-[(diisopropoxyfosforyl)methoxy]|ethyl}-
thiazol (7)

Prob¢hla piiprava latky 7 zlatky 3. Do roztoku
>LO diisopropylaminu (2 ml; 14,3 mmol; 4,0 ekv)
% vTHF (20 ml) bylo za stilého michani
i )NH\ v ptitomnosti Ar pii —20 °C ptikapano butyllithium
s (2,5 M v hexanu; 5,7 ml; 14,4 mmol; 4,0 ekv).
m):k\ \\/ K takto ziskané reak¢ni smeési byl po 20 min pii
0T O -20 °C ptikapan roztok latky 3 (1.0 g; 3,58 mmol;

o

/
P\(,,< 1,0 ekv) v THF (20 ml). Latka 3 byla pted pouzitim
vysuSena  rozpuSténim v toluenu (20 ml)
a naslednym odpatenim. Po dalSich 20 minutach byl ptidan pii —20 °C roztok oxiranu
(3M v THF; 3,9 ml; 11,7 mmol; 3,3 ekv), po pfikapani byla reakce temperovana na
+10 °C. Po zchlazeni reakce na —40 °C byl pfidan fosfonat (3,52 g; 10,8 mmol;
3,0 ekv). Reakce byla ukoncena po 2 hodindch pfidanim NH4Cl. Prabéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC desticek ve smési 4% methanol/toluen a UPLC-MS. Reakéni
smés byla zfedéna ethyl-acetitem a extrahovana H>O (3x), 20% NH4CI/H2O (3%)
anasycenym roztokem NaCl (3x). Organickd vrstva byla po odpafeni rozpusténa
v cyklohexanu a =zachycena na silikagelu. Pro izolovani bylo vyuZito flash
chromatografie s gradientem (0,5% methanol/toluen — methanol). Bylo ziskano
1,10 g (vytézek 61 %) latky 7. ESI-MS, m/z (%): 523,0 [M+Na'] (100). 'H NMR
(DMSO-ds) 6 11,58 (s, 1H, NH); 4,70 — 4,48 (m, 2H, CH-iPr); 3,76 (d, J (CHy, P) =
8,3 Hz, 2H, P-CHb»); 3,68 (t, J (CHz, CH2) = 5,9 Hz, 2H, O-CH>»); 2,88 (t, J (CHz, CH>)
= 6,1 Hz, 2H, 5-CHz); 1,47 (s, 9H, CH3); 1,24 — 1,19 (m, 12H, 2x CH3). *C NMR
(DMSO-ds) 6 158,75 (C-2); 152,70 (OCON); 122,44 (C-5); 119,12 (C-4); 81,58 (C-
CHs); 71,41 (d, J = 11,8 Hz, OCH); 70,24 (d, J = 6,4 Hz, CH-iPr); 64,81 (d, J =
164,1 Hz, P-CH>); 27,83 (C-CH3); 27,36 (C-1°); 23,82, 23,79, 23,71, 23,67 (4xCHz).
HR-MS (ESI+): m/z [M + Na]" spotteno pro: Ci7H30O¢N2BrNaPS, 523,0638,
nameéreno: 523,0643.
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Obecny postup piipravy derivatii 2-aminothiazolu pii coupling reakci do polohy 4 na

2-aminothiazolu

a)

b)

Nejprve byla v pfitomnosti Ar smichéna latka 7 s NaHCO3, arylboronovou
kyselinou a Pd(PPh3)s. Pevné reagencie byly rozpustény v DME:H,O (2:1)
tak, aby vznikl 10% roztok. Reakce probihala 18 hodin pfii teploté 110 °C
v pfitomnosti Ar. Reakéni smés byla zchlazena na laboratorni teplotu,
odpafena a byla kni pfidana kyselina trifluoroctova. Po odpafeni byla
ziedéna ethyl-acetdtem a extrahovdna H>O (3%), 20% NH4Cl/H,O (3%)
a nasycenym roztokem NaCl (2x). Organicka vrstva byla odpafena, nanesena
na vrstvu silikagelu a pro izolaci produktu bylo vyuzito flash chromatografie.
Latka 7 rozpusténd v THF byla ptfiddna do smési sloZzené z XPhos Pd G2
a arylboronové kyseliny rozpusténych v THF:H2O (4:1). Nasledné byl pfidan
K3POs4 rozpustény ve vod€. VSe probihalo pfi laboratorni teploté
v pfitomnosti Ar. Vyslednd smés byla ohtata na 50 °C a michana pfes noc.
Reakce byla ochlazena, ukoncena pfilitim 50% NH4Cl/H20. Nakonec byla
zfedéna ethyl-acetatem, do né&jZz byl produkt extrahovan (3x). Organické
vrstvy byly spole¢né vysuSeny pomoci Na>SO4 a odpareny. Tato pevna latka
byla pii laboratorni teploté rozpusténa v CFzCOOH a po 5 minutich byla
kyselina odpatena. Poté byla rozpusténa ve vodé¢ (3x) a pokazdé odpatena.
Nakonec byla zachycena na C18 silikagelu. Pro izolaci produktu bylo vyuZito

flash chromatografie.

2-Amino-5-{2-[(diisopropoxyfosforyl)methoxy|ethyl}-4-fenylthiazol (8a)

Z latky 7 byla dle obecného postupu a

pfipravena latka 8a. Latka 7 (566 mg;

//l\ 1,1 mmol; 1,0 ekv), NaHCO; (314 mg;
3,7 mmol; 3,3 ekv), fenylboronové kyselina

(138 mg; 1,1 mmol; 1,0 ekv) a Pd(PPh3)s

Of\pJ’O (66 mg; 0,056 mmol; 0,05 ekv), DME:H,O
o \O ,< (7,2:3,6  ml), kyselina trifluoroctova
)\ (3 ml). Pribéh reakce byl monitorovan

pomoci  TLC  desticek ve  smési
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10% methanol/chloroform a UPLC-MS. Reak¢éni smés byla po extrakci rozpusSténa
v ethyl-acetditu a zachycena na silikagelu. Pro izolovani bylo vyuzito Flash
chromatografie s gradientem (chloroform — 10% methanol/chloroform). Bylo ziskano
330 mg (vytézek 73 %) latky 8a. ESI-MS, m/z (%): 399 [M+H'] (100). '"H NMR
(DMSO-ds) 6 7,58 — 7,46 (m, 2H, H-2""); 7,35-7,40 (m, 2H, H-3"); 7,32 — 7,23 (m, 1H,
H-4""); 6,84 (bs, 2H, NH>); 4,57 (m, 2H, CHiPr); 3,74 (d, J(CH2, P) = 8,1 Hz, 2H,
P-CH»); 3,69 (t, J(CH,, CH»2) = 6,5 Hz, 2H, O-CH>); 2,92 (t, J(CH2, CHz) = 6,5 Hz, 2H,
5-CHz); 1,22 and 1,21 2x (d, J(CH3,CH) = 7,7 Hz, 6H, CH3). 3C NMR (DMSO-ds):
0 165,46 (C-2); 146,23 (C-4); 135,40 (C-1""); 128,23 and 128,07 (C-27’, 37°); 127,02
(C-4’); 116,82 (C-5); 72,98 d, J(C-O-C-P) = 11,5 Hz, (O-CH»); 71,15 (d, J(C-O-P)
= 6,4 Hz, CHiPr); 64,81 (d, J(C-P) = 163,9 Hz, CH,-P); 27,16 (5-CH>); 23,84, 23,82,
23,80 and 23,71 (CH3iPr). HR-MS (ESI+): m/z [M + H]" spoéteno pro: Ci1gH2sN2O4PS,
399,1502, nameéfeno: 399,1502.

2-Amino-5-{2-[(diisopropoxyfosforyl)methoxy|ethyl}-4-(pyridin-3-yl)thiazol (8b)
NHz Zlatky 7 byla dle obecného postupu a
)\ pfipravena latka 8b. Latka 7 (225 mg;
0,45 mmol; 1,0 ekv), NaHCO; (125 mg;
1,49 mmol; 3,3 ekv), 3-pyridinboronova
kyselina (55 mg; 0,45 mmol; 1,0 ekv),

Of—\P#O

- o \O’< Pd(PPh3)s (26,0 mg; 0,023 mmol;

0,05 ekv), DME:H>O (2,9:1,4 ml), kyselina

)\ trifluoroctovd (2 ml). Pribéh reakce byl

monitorovan pomoci UPLC-MS a TLC desticek ve smési

methanol:chloroform:cyklohexan (1,5:48,5:50). Reakéni smés byla po extrakei

rozpu$téna v ethyl-acetatu a zachycena na silikagelu. Pro izolovani produktu bylo

vyuzito HPLC s gradientem (30% acetonitril/voda — acetonitril). Bylo ziskdno 5 mg
(vytézek 3 %) latky 8b.

Z latky 7 byla dle obecného postupu b piipravena latka 8b. Latka 7 (400 mg;
0,80 mmol; 1,0 ekv) byla rozpusténa v THF (1,6 ml). 3-Pyridinboronova kyselina
(148 mg; 1,2 mmol; 1,5 ekv) a XPhos Pd G2 (25,2 mg; 0,032 mmol; 0,04 ekv) byly
rozpu$tény v THF:H20 (13,4:3,4). K3PO4 (509 mg; 2,4 mmol; 3.0 ekv) byl rozpustén ve
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vodé (1,6 ml). Pro izolaci produktu bylo vyuzito flash chromatografie s gradientem
(H20 (0,1% HCOOH) — acetonitril). Bylo ziskdno 110 mg (vytézek 28 %) latky 8b.
ESI-MS, m/z (%): 422 [M+Na'] (100). 'H NMR (DMSO-ds): 8,74 (dd, J(2°°, 4)
=22Hz, J2,5’) =09 Hz, 1H, H-2""); 8,49 (dd, J(6>*, 5°) = 4,8 Hz, J(6”°, 4”)
= 1,7 Hz, 1H, H-6""); 7,92 (dt, J(4*’,5”") =79 Hz, J(4”’, 2”’) = 2,0 Hz, 1H, H-4"");
7,40 (ddd, J(5°,4) =179 Hz, J(5, 6) =4,8 Hz, J(5”°, 2”’) = 0,9 Hz, 1H, H-5"");
6,94 (bs, 2H, NH»); 4,56 (m, 2H, CHiPr); 3,75 (d, J(CH», P)= 8,2 Hz, 2H, P-CH>); 3,70
(t, J(CH2, CH2) = 6,3 Hz, 2H, O-CH»); 2,93 (t, J(CH2, CH2) = 6,3 Hz, 2H, 5-CH»);
1,21 (d, J(CH3,CH) = 8,8 Hz, 6H, CHs); 1,20 (d, J(CH3,CH) = 8,8 Hz, 6H, CH3). 1*C
NMR (DMSO-ds): & 166,02 (C-2); 148,87 (C-2"); 147,88 (C-6""); 143,21 (C-4); 135,38
(C-1"); 131,15 (C-377); 123,28 (C-57"); 118,62 (C-5); 72,86 d, J(C-O-C-P) = 11,7 Hz,
(O-CH»); 70,16 (d, J(C-O-P) = 6,4 Hz, CHiPr); 64,85 (d, J(C-P) = 163,8 Hz, (CH>-P);
27,10 (5-CH»); 23,83, 23,79, 23,69 and 23,64 (CH3iPr). HR-MS (ESI+): m/z [M + Na]*
spocteno pro: C17H26N304PSNa, 422,1274, naméteno: 422,1274.

2-Amino-5-{2-[(diisopropoxyfosforyl)methoxy]ethyl}-4-(3-butoxyfenyl)thiazol (8c)

Z latky 7 byla dle obecného postupu
Ji a ptipravena latka 8c¢. Latka 7
7 (300 mg; 0,60 mmol; 1,0 ekv),

o NaHCO;3; (166,3 mg; 1,98 mmol;

N

0

\/\/ O/’\p A 3,3 ekv), 3-butoxyfenylboronova
o \O,< kyselina (116, mg; 0,60 mmol;
1,0 ekv), Pd(PPh3)s (35 mg;
0,03 mmol; 0,05 ekv), DME:H>O (4,1:2,1 ml), kyselina trifluoroctova (2 ml). Prib&h
reakce byl monitorovdn pomoci UPLC-MS a TLC destiCek ve smési
5% methanol/chloroform. Reakéni smés byla po extrakci rozpusSténa v ethyl-acetatu
a zachycena na silikagelu. Pro izolovani produktu bylo vyuzito HPLC s gradientem
(30% acetonitril/'voda — acetonitril). Nakonec byl produkt zachycen na dowexu
(se sulfo- skupinami) a uvolnén promytim 10% amoniak/methanol. Bylo ziskano 14 mg
(vytézek 5 %) latky 8c.
Z latky 7 byla dle obecného postupu b piipravena latka 8c. Latka 7 (400 mg;
0,8 mmol; 1,0 ekv) byla rozpusténa v THF (1,6 ml). 3-butoxyfenylboronova kyselina
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(233 mg; 1,2 mmol; 1,5 ekv) a XPhos Pd G2 (25,2 mg; 0,032 mmol; 0,04 ekv) byly
rozpustény v THF:H>0 (13,44:3,36). K3PO4 (509 mg; 2,4 mmol; 3,0 ekv) byl rozpustén
ve vodé (1,6 ml). Pro izolaci produktu bylo vyuzito flash chromatografie s gradientem
(H20 (0,1% HCOOH) — acetonitril). Bylo ziskano 190 mg (vytézek 51 %) latky 8c.
ESI-MS, m/z (%): 471 [M+H"] (100)."H NMR (DMSO-ds) § 7,24-7,29 (m, 1H, H-5);
7,12 — 7,00 ((m, 2H, H-2"’, 6”°); 6,84-6,86 (m, 3H, C-4’, NH»); 4,51-4,63 (m, 2H,
CHiPr); 3,97 (t, J(CH2-CH2) = 6,5 Hz, 2H, 3°’-O-CH>); 3,74 (d, J(CH2, P)= 8,1 Hz, 2H,
P-CH>); 3,69 (t, J(CH2, CH») = 6,5 Hz, 2H, O-CH); 2,94 (t, J(CH2, CHz) = 6,5 Hz,
2H, 5-CH»); 1,79 — 1,63 (m, 2H, -O-CH>-CH); 1,58 — 1,35 (m, 2H, CH»-CH3); 1,23 (d,
J(CH3,CH) = 8,0 Hz, 6H, CHs); 1,21 (d, J(CH3,CH) = 8,0 Hz, 6H, CH3); 0,94 (t,
J(CH3,CH,) = 7,4 Hz, 3H, CH,CHj3). 1*C NMR (DMSO-ds): & 165,38 (C-2); 158,48 (C-
37%); 146,15 (C-4); 136,78 (C-1"7); 128,97 (C-5"); 120,42 (C-6"); 117,00 (C-5); 114,01
(C-27); 113,48 (C-4"); 72,96 d, J(C-O-C-P) = 11,3 Hz, (O-CH); 71,16 (d, J(C-O-P)
= 6,3 Hz, CHiPr); 67,04 (3°’-O-CHb»); 64,85 d, J(C-P) = 164,1 Hz, (CH»-P); 30,80 (3°’-
O-CH2-CHy); 27,19 (5-CHy); 23,84, 23,81, 23,71 and 23,66 (CHsiPr); 18,77 (CHa-
CHs); 13,72 (CH2-CH3). HR-MS (ESI+): m/z [M + H]" spo¢teno pro: C2H3eN>OsPS,
471,2077, naméreno: 471,2075.



-53 -

5. Zavér

Cilem této prace bylo vyvinout synteticky postup pro piipravu 4-substituovanych 2-
amino-5-(fosfonomethoxyethyl)-thiazolii jako potenciondlnich inhibitorii bakteridlni
ACT, coz bylo splnéno.

Byly vyzkouseny dva syntetické pfistupy: prvnim byla postupnd vystavba PME
fetézce pfi vyuziti halogen-migracni (HD) reakce Boc chranéného 2-amino-5-
bromothiazolu s LDA a jodem (37 %), jenz byl v dal§im kroku nahrazen vinylovou
skupinou pomoci Suzuki cross-coupling reakce (65 %). Z této latky mél byt pomoci
hydroborace a oxidace pfipraven hydroxyethylovy derivat. Syntéza vSak poskytovala
nizké vytézky.

Alternativni syntéza poskytla ptislusSny PME derivat z chranéného 2-amino-5-
bromothiazolu v jednom kroku. Bromovany derivait byl pomoci HD reakce
transformovan pfimo na zadany hydroxyethylovy derivat (68 %) reakci s oxiranem.
Pfidanim fosfonomethyltriflatu do reakéni smési byl ziskan pozadovany PME derivat
(61 %). Poslednim krokem byla Suzuki cross-coupling reakce s arylboronovymi
kyselinami. Byly pfipraveny tfi rizné derivaty 2-amino-5-PME-thiazolu nesouci fenyl
(latka 8a, 73 %), 3-pyridyl (latka 8b, 28 %) a 3-butoxyfenyl (latka 8c, 51 %) v poloze
4 thiazolu.

Takto piipravené¢ estery fosfonovych kyselin 8a-¢ byly nésledné pirevedeny
Dr. Cesnekem na cilova bis-amidatova prolé¢iva 9a-c. V této formé& mohou prochazet
plazmatickou membranou infikovanych bunck. Tyto latky byly otestovany jako
potencidlni inhibitory adenylatcykldzového toxinu (ACT) ve skupiné Dr. Mertlikové-
Kaiserové (UOCHB), kde vykazovaly mikromolarni inhibi¢ni aktivitu a pfitom
nevykazovaly cytotoxitu. NasSe predpoklady o inhibi¢nich tc¢incich navrzenych
aptripravenych latek se tak naplnily, ikdyz ve srovnani s dfive pfipravenymi
regioizomernimi latkami 10a-c (pfipravenymi Dr. Bfehovou) jsou slabs$imi inhibitory.
Nejlepsim nové pripravenym inhibitorem ACT byla latka 9¢ (ICso = 2,8 uM), pficemz
odpovidajici regioizomer 10¢ ma ICso = 1,6 uM.

Postup vyvinuty v této praci bude nésledné pouzit pro syntézu dalSich derivati pro

rozsifeni této strukturné aktivitni studie a ucelena prace pak bude publikovéna.
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