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Abstrakt

Tato prace se zabyva syntézou halogenovanych derivatl benzylamint, pouzitelnych jako
zékladni stavebni jednotky potencialnich inhibitorti aldosreduktasy. Aldosreduktasa hraje
klicovou roli v pifedchazeni pozdnich komplikaci choroby diabetes mellitus. PiiSlusné
aminy byly syntetizovany z komer¢né dostupnych halogenovanych aromati. Ve vybranych
ptipadech aminli je téz porovnana efektivnost syntézy vice syntetickych strategii, napf.

strategie vychazejici z halogenovanych derivati benzoové kyseliny.



Abstract

This bachelor thesis deals with the synthesis of halogenated benzylamine derivatives, useful as
basic building blocks of potential aldose reduktase inhibitors. Aldose reductase plays a key role in
the prevention of late complications of the diabetes mellitus. Desired amines were synthesized
from commercially available halogenated aromatic derivates. In selected cases of amines are also
compared different synthetic approaches, for example strategies based on halogenated benzoic
acid derivatives.
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SEZNAM ZKRATEK

AGEs konec¢né produkty pokrocilé glykace
AIBN N,N’-azobis(isobutyronitril)

ALR1 aldehydreduktasa

ALR2 aldosreduktasa

ARIs inhibitory aldosredutkazy

BTAB benzyltrimethylamonium tribromid
DIEA diisopropylethylamin

DMAP 4-dimethylaminopyridin

DME 1,2-dimethoxyethan

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

Et ethyl

Et;N triethylamin

Et,O diethylether

EtOAC ethyl-acetat

EtOH ethanol

HMRS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim
IR infracervené zareni

LT teplota laboratote

Me methyl

MeCN acetonitril

MeLi methyllithium

MeOH methanol

MsClI methansulfonylchlorid

MW mikrovinné zareni

NAD* nikotinamidadenindinukleotid
NADPH nikotinamidadenindinukleotid fosfat
NBS N-bromsukcinimid

NMR nuklearni magneticka rezonance
PPh; trifenylfosfin

PTSA p-toluensulfonové kyselina

RVO rotaéni vakuova odparka


http://cs.wikipedia.org/wiki/Nikotinamid_adenin_dinukleotid

THF tetrahydrofuran
TIM triosafosfatisomerasa

TLC tenkovrstva chromatografie



1. Teoreticka ¢ast

1.1 Uved

Organické slouceniny dusiku tvofi velmi riiznorodou skupinu latek. Jejich vyznam
jako Casti molekul 1éCiva je velice podstatny, nejcastéji se setkavame s derivaty amoniaku
(aminy a amidy). Neméné dilezité jsou slouceniny obsahujici nitroskupinu, nitrily a
derivaty hydrazinu. Castou soucasti molekul 1é&iv jsou také dusikaté heterocykly,
nejlast&ji péti, Sesti a sedmiélenné, které mohou byt dale kondenzovany. *

V této praci bude vénovana pozornost piredevSim amidim, funkénim derivatim
karboxylovych kyselin, vzniklych formalni nahradou hydroxylové skupiny amoniakem ¢i

aminem (N-substituované amidy).

1.2 Biologicky aktivni amidy

Amidova skupina se vyskytuje v mnoha Ié¢ivech. V této kapitole je uvedeno jen par
vybranych ptikladi riznych amidi, jenz naSly uplatnéni vzhledem ke své biologické
aktivit, zejména pak jako 1é&iva (nebereme do Gvahy proteiny).’

N-Substituované amidy jsou isosterni s odpovidajicimi estery, coz vedlo k pokusiim
0 ptipravu latek s podobnymi biologickymi aktivitami. Je to zfejmé naptf. u lokalnich
anestetik prokainu a prokainamidu, viz obr.1, kde enzymaticka hydrolyza prokainamidu
sérovymi amidasami probiha pomaleji a proto ma tento amid prolongovanou anestetickou
uéinnost. ' 2 Vys§i stabilita mistnich anestetik amidového typu (Lidokain, Trimekain,

viz. obr. 1) vi¢i hydrolyze umoziuje jejich vyuziti jako antiarytmik.

CoHs ,CoHs
CONHCH,CH,N, R CH,
oHs CoHs

COOCH,CH,N_
NH_COCHz'N(C2H5)2
CHs

NH, NH
2 Lidokain ..R = H-

A B Trimekain ...R = CHs-

Obrazek 1: Lokalni anestetika esterového typu: prokain (A); a lokalni anestetika amidového typu:
prokainamid (B), lidokain a trimekain

Také amidy kyseliny uhli¢ité maji znacny vyznam jako lé¢iva, at’ uz se jedna o derivaty
kyseliny karbamové - lokalni anestetika (diperodon, viz. obr. 2) nebo o mocovinové

slouceniny typu ureidt ze skupiny hypnotik (bromisoval, barbituraty, viz. obr. 2).
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Obrazek 2: Mistni anestetikum Diperodon (A) a hypnotikum Bromisoval (B).

Nejvyznamnéj$i skupinou protibakterialnich 1é¢iv predstavuji tzv pf-laktamova
antibiotika, tvofena skupinou penicilind (6-acylaminopenicilanové kyseliny) a
cefalosporini (7-acylaminocefalosporanové kyseliny s moznymi obménami v poloze 3),
viz. obr. 3.%3 Tyto latky se pouzivaji predevs§im ve formé soli s riznymi anorganickymi i

organickymi bazemi.

RCOHN RCOHN
S._CHs S
N CH NP2 I
K 3 s CH,OCCH;
COOH COOH
A B

Obrazek 3: f-laktamova antibiotika, obecny vzorec pro peniciliny (A) a pro cefalosporiny (B).
Derivat acetanilidu, 4-acetylaminofenol (Paracetamol, viz obr. 4), 1é¢iva latka 1éku
prodavaného pod komerénim nazvem Paralen, je bézné uzivany 1€k, majici analgeticko-

antipyretické ucinky.

OH OH
CONH@NOZ
Cl
NHCOCHS; cl
A B

Obrazek 4: Latka s analgeticko-antipyretickymi t¢inky Paracetamol (A) a athelmintikum Niklosamid (B).

DalS§im vyznamnym piikladem jsou salicylanilidy, tj. rizné substituované amidy
salicylové kyseliny a anilinu, které se vyznaCuji neobyCejné Sirokym spektrem
biologickych aktivit. Pfikladem muze byt Niklosamid ((2°,5-dichlor-4’-nitrosalicylanilid),
viz. obr. 4, anthelmintikum pouzivané ve veterinarni i humanni medicin€. Antibakterialni
ucinky salicylanilidii se také vyuziva pro osetfovani ustni dutiny ve form¢ napf. Gstni vody,

zubniho préasku, kloktadla, zvykacky, k zabranéni tvorby zubniho plaku bakteriemi
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v ustech, a tim potlaceni halitozy. V téchto kompozicich jsou vyhodné pouzivany
halogensalicylanilidy.”

Strukturni motiv amidi nalezneme také u lateks nootropnimi ucinky, tj. latek
priznivé ovliviujici intelektudlni slozku psychickych procest. Prikladem je Pyracetam,

viz. obr. 5, molekula obsahujici dvé amidové skupiny.

O

E/fN—CHZCONHZ

Obrazek 5: Pyracetam - piiklad latky s nootropnimi G¢inky.

Jsou znamy i preparaty na bazi kyseliny listové, patiici mezi antineoplastika.
Piikladem je Methotrexat. Jde o antimetabolit, ktery inhibuje reduktasu kyseliny listové a
v kone¢ném dusledku blokuje vystavbu DNA. Tato latka nalezla také uplatnéni v 1é¢bé

artritickych onemocnéni a zanétlivych chorob stievniho traktu.

CH,CH,COOH

NH,
NENLR CHZNOCO—NHCHCOOH
XL e
— —
HN" N7 N

Obrazek 6: Antineoplastikum Methotrexat — antimetabolit.

Amidy se dale objevuji také mezi centralnimi analeptiky (latky ptsobici na CNS
tak, Ze povzbuzuji krevni obéh a dychani, aniz ovliviiyji jiné Zivotni funkce), pfikladem
muze byt naptiklad Niketamid, viz. obr. 7.

Nékteré amidy odvozené od aminokyselin nachéazeji diky své Uc€innosti uplatnéni
jako antibiotika. Piikladem je Chloramfenikol, viz. obr. 7, 1é¢iva latka ptitomna v fadé
komeréné dostupnych Sirokospektralnich antibiotik, ur€enych ptedevsim k 1é¢bé hornich
dychacich cest. Byl izolovan v roce 1947 ze Streptomyces venezuelae a v roce 1949 byla

objasnéna jeho struktura a potvrzena syntézou. °

HOH,C O
o CON(C;Hs), CH-NHCCHCI,
~ \
N OH
A B

Obrazek 7: Centralni analeptikum Nkeketamid (A) a antibiotikum Chloramfenikol (B)
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Mezi amidy mizeme zaradit také nékteré inhibitory aldosreduktasy (IDD388), viz.

obr. 8. Jejich ucéelem je predchazet pozdnim komplikacim nastavajich u pacientl

Br (e}

s diabetem mellitus.

COOH
Obrazek 8: Inhibitor aldosreduktasy IDD388.

Amidy vSak maji také negativni vlastnosti. Zjistilo se, Ze znamé sladidlo sacharin,

......

. . ™ / v v T
vzniku karcinomu mocového méchyie.

O

NH

/

77\

(OJNO)

Obrazek 9: Sacharin - nddorovy promotor.

1.3 Inhibitory aldosreduktasy

Celosvétovy vyskyt diabetu mellitus se odhaduje na 2,8 % (v roce 2000) a o¢ekava
se zvySeni 0 4,4 % - 9 % béhem pfistich dvou desetileti. Opatrné odhady ocekavaji 366
miliond lidi trpici diabetem mellitus na celém svété v roce 2030. Hlavnim ucelem 1é¢by
diabetu je ptredchdzet pozdnim komplikacim tohoto onemocnéni, a tim docilit stejné
kvality zivota jako u nediabetické populace. Béhem hyperglykemickych stavli, dochézi
k zvySeni aktivity aldosreduktasy, ktera hraje kliCovou roli v ptedchazeni pozdnich

komplikaci diabetu.®*

1.3.1 Diabetes a inhibitory aldosreduktasy

Enzym aldosoreduktasa (ALR2; EC 1.1.1.21) je odpovédny za Kkatalytické
pfemény aldos na odpovidajici alditoly. Schéma metabolické drahy, nazyvané polyolova
metabolicka draha, je pro pripad glukosy jako aldosy uveden ve schématu 1. Glukosa
vstupujici do polyolové metabolické drahy je redukovana ALR2 a NADPH, jako

redukéniho kofaktoru, na glucitol (sorbitol).® Ten je nésledné oxidovan sorbitol
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dehydrogenasou za ti¢asti NAD" na fruktosu. Pesny mechanismus redukce aldosy neni
znam, predpoklada se vSak, ze NADPH poskytuje hydridovy ion karbonylové skupiné

aldehydu. S nejvétsi pravdépodobnosti nasleduje dal$i pfesun protonu z nékterého ze

sousedicich kyselych proteinovych zbytkii na substrat.®
¢HO CH,OH CH,OH
H——OH ., H—TOH 0
HO——H NADPH NADP HO——H NAD* NADH HO H
Ho—on —~2 . H——OH o d' H——OH
H——OH aldosreduktasa 1 alaeny L
H OH dehydrogenasa H OH
CH,0H CH,OH CH,OH
D-glukosa D-sorbitol D-fruktosa

Schéma 1: Polyolova metabolicka draha pro ptipad D-glukosy.

ALR2 ma ovSem relativné malou afinitu k substratu, ktera vede Ktomu, Ze je
ucinny pouze v piitomnosti pomérné vysokych koncentraci aldosy. Téchto vysokych
koncentraci je dosazeno zejména pii klinickych stavech cukrovky (nadbytek glukosy) a
galaktosemie (nadbytek galaktosy). U diabetik dochazi tedy k uplatnéni této metabolické
dréhy. Vzniklé alditoly Spatné prochazeji bunéfnymi st€énami a nasledkem toho se
kumuluji v butikach, zvlasté pak ve tkanich, kde neni ptestup glukosy pies membranu
zavisly na inzulinu (nervy, sitnice, ¢ocka). Zvysena koncentrace sorbitolu poté zpusobuje
hypertonicitu a osmotické zmény v bunce. Dochazi také ke zvyseni cytosolové poméru
NADH k NAD®, coz byva oznaovano jako oxidacni stres. Nasledkem jsou pozdéjsi
chronické komplikace diabetu. Na zéakladé experimentalnich i klinickych zkousek bylo
Zjisténo, ze rozvoj téchto komplikaci, hlavné¢ Kkataraktu a periferni neuropatie, muze
zastavit nebo alespoii zpomalit pouziti inhibitort ALR2.%12

V poslednich 20 letech bylo vyvinuto a podrobeno klinickym testim nékolik typt
inhibitord aldosreduktasy (ARIS), zejména pak inhibitory karboxylového typu a inhibitory
odvozené od hydantionu.Ve skupin¢ karboxylovych kyselin je nejznaméj$im zastupcem
tolrestat (A). Do terapeutické praxe byl uveden v roce 1989, ale v roce 1997 byl pro
jeho analog epalrestat (B) pouzivany v Japonsku. Ve skupiné spirohydantionli je
predlohovou slouéeninou sorbinil (C), viz. obr. 10. Zadny z jeho analogi zatim nebyl
uveden do terapeutické praxe.l:"’m‘15
Hlavnim problémem ARIs je jejich biologicka dostupnost (pfedevs§im pronikani

ionizované formy inhibitorti karboxylového typu skrz biologické membrany) a pozadavek
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vysoké selektivity viici ALR2. Spirohydantoiny jsou sice U¢inngjsi, ale maji zévazné
vedlejsi G&inky.™®

Mezi aldo-keto reduktasy (superrodina) patii fada enzymt o podobné sekvenci
aminokyselin, mimo jiné aldehydreduktasa (ALR1; EC 1.1.1.2). Jedna se o enzym, ktery
metabolizuje 3-deoxyglukoson a methylgykoxal, jenz jsou intermediaty pro tvorbu
kone¢nych produktt pokrocilé glykace (advanced glycation end products; AGEs). Je proto
dillezité , aby inhibitory ALR2 neinhibovaly ALR1.

S« _N_ _COOH Q
~ 0 N—NH
HN
X (@]
2@ WM -
S
~ \\< COOH
CF3 S o
A B c

Obrazek 10: Ptiklady inhibitord ze skupiny karboxylovych kyselin tolrestat (A) a epalrestat (B),
ptredlohova molekula inhibitoru ze skupiny spirohidantoinu sorbinil (C).

1.3.2 Struktura aldosreduktazy a jeji inhibitory (ALR2)

Enzym ALR2 se sklada z 315 aminokyselin a vytvafi tercidlni strukturu, o/p-TIM
barel (triosephosphate isomerase barrel). Aktivni misto enzymu je v blizkosti C-konce, kde
je také vazan kofaktor NADPH. Takzvana aniontova vazebna kapsa je tvorena His110,
Trpl111, Tyr48 a nikotinamidovou ¢asti z NADP'. Pravé zde vytvafi karboxylova skupina
inhibitoru tvz. ,.karobxylatovou kotvu*, jednu z kli¢ovych interakci s enzymem. 018

Vzhledem k tomu, ze ALR2 a ALR1 patii do stejné skupiny enzymd, je jejich
struktura velice podobna (homologie z vice nez 65 %). Klicovym prvkem pro stavbu ARIs
je C-konec o/B-TIM barel struktury, nebot’ pravé zde je podstatny rozdil ve stavbé enzymii
ze skupiny aldo-keto reduktas. Odlisna flexibilita vazebného mista ma zasadni vyznam pro
selektivnost ARIs vzhledem k ALR1. Smycka obsahujici Leu300, v ptipadé ALR2, mize
flexibilné reagovat tak, ze se otevira dalsi specificka kapsa, ktera neni pfitomna u ALRL.
Ligandy stabilizujici tento otevieny konformer umoziuji ptistup k této specifické kapse a
podporuji selektivitu. Podrobné zkoumani interakci ARIs v tomto misté je tedy zdsadnim
pozadavkem pro selektivni inhibici ALR2 a cestou, jak se vyhnout nezadoucim vedlejSim
¢inkGim, majici pivod mimo jiné v i inhibici ALR1.1"819
Zkoumanim interakci mezi inhibitorem a enzymem ALR2, studiem vztaht

struktury a G¢inku — hledanim farmakoforu — ma za cil vyvinout inhibitory, které budou

biologicky ucinné a hlavné specifické.
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V blizkosti konce specifické kapsy se vyskytuje Thrll3. Jeho O hydroxylové
skupiny poskytuje v piipadé ARIs oznacovaného jako IDD388, diskutovaného v této praci,
kratkou interakci (2,9 A) s atomem bromu vazaného na benzenovém jadie ARIs. Phel22
interaguje s centralni fenylovou jednotkou hydrofobni interakci. Specificka kapsa mezi
Leu300 a Trplll vytvaii hydrofobni m-interakci. Nikotinamid kofaktoru elektrostaticky

interaguje s negativn& nabitou karboxylatovou skupinou, viz. obr. 11. *®

Obrazek 11: Ilustrace podobnosti obou enzymi (ALR2 — bila barva; aldehydreduktasy —
cerna barva). Oba enzymy se viceméné kopiruji az na katalytické centrum, kde jsou
zvyraznény zbytky Tyr48 a His110. Je oznacen taky pocatek C-konce (Leu300 v piipadé
ALR?2, Pro v piipadé ALR1)."
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His110 Tyr48 ot NADP*
Nk\ o N N’/
’<\/N\ )
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5 ¢ Vald7
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Tyr309

=NH

Leu300
Obrazek 12: Schéma vazebného modelu IDD388 s hAR

Jak jiz bylo fe¢eno v Givodni ¢asti této prace, na amidy l1ze pohlizet jako na derivaty
amoniaku ¢i amind. Jednou z cest, jak amidy ziskat, je pravé reakce mezi aminem a

karboxylovou kyselinou (nebo jeji aktivovanou formou).

1.4 Piiprava primarnich amina

Primarni aminy, slou€eniny obsahujici v molekule funkéni skupinu —NH3, je mozné
pfipravit nékolika riznymi zpusoby, napi. alkylaci amoniaku, Gabrielovou syntézou,
redukci nitrosloucenin, redukci nitrososloucenin, redukci azidl, redukci oximu, redukci
nitrild, redukci amidi a dal$i. Nésledujici rozdéleni piipravy primarnich amin vychazi

z rozdé¢leni podle druhu pouzité vychozi latky.

1.41 Prima alkylace amoniaku
Pfiméa alkylace amoniaku mé jen omezené pouziti, nebot’ Casto vznikd smés
primarnich, sekunddrnich a terciarnich amin (nicméné metoda je velmi vyuzivdna pii

ptipravé terciarnich amind a kvarternich amoniovych soli). U aromatickych molekul je
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substituce pomérné obtizna, ¢asto byva dosazeno pomérné vysokého vytézku u molekul

aktivovanymi elektronakceptorovymi skupinami.?®#

1.4.2 Gabrielova syntéza primarnich aminu

Jde o oznaceni reakce, kde dochazi k alkylaci sodné nebo draselné soli ftalimidu.
Nevyhodou je nutnost pouziti relativné drastickych podminky pfi nasledné hydrolyze
vzniklého, pomérné stabilniho, N-alkylftalimidu. Pro méné stabilni aminy byly nalezeny
jiné soli amid®, naptiklad sodnd sal diformylimidu. Pro zkraceni reakcéni doby pfi
Gabrielové syntéze aminu se casto pouziva dipolarni aprotické rozpoustédlo (napf.

DMF).2#%

(0]
(@]
HoN
Br NK ? o
N cl cl NH
Cl Cl O O N2H4 |
DMF, reflux NO,
NO, C,Hs0OH e}

O.N
Schéma 2: Piiklad vyuziti Gabrielovy syntézy primarnich aminu — pouZiti ftalimidu®

1.4.3 Ritterova reakce

Ritterova reakce je ur¢ena ptedev§im pro pfipravu primarnich amini obsahujicich
terciarni alkylovou skupinu. Vychazi se z terciarniho alkoholu (nebo alkenu, ktery je po
protonaci schopen poskytnou terciarni karboniovy ion) a alkylkyanidu (nebo kyanidu
draselného piipadné¢ sodného) Vv kyselém prostfedi (obvykle kyseliny sirové). Reakci

vzniké4 formamid, ktery v zasaditém prostiedi hydrolyzuje na amin.

1.4.4 Delépinova rakce
Delépinova  rakce, zalozena na reakci mezi alkylhalogenidem a
hexamethylentetraminem (urotropin), poskytuje kvartérni aminiovou sutl, ktera nasledné

kyselou hydrolyzou poskytne primarni amin ve formé hydrochloridu, viz. schéma 3.

eV ,\WNW CHCly; reflux; 4 hod cl ]f(Nj
+ 4 N - N.
cl cl aroe CI///\ZN\\//N

N

cl l+/ EtOH/ koc. HCI —

ﬂNLL CI—/_\—N+H3 cl
LN/ rt: 18 hod

Schéma 3 Piiklad Delépinovy reakce.”
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1.4.5 Transformace organokovovych slou¢enin na aminy
Existuje n¢kolik metod konverze alkyl- nebo aryllithych sloucenin na primarni

aminy.?® Reakci RLi s methoxyaminem a MeLi v diethyletheru pfi -78 °C poskytuje
RNH..

CH3;ONH,
RLi ——— RNH,
MeLi
Schéma 4: Syntéza amind za vyuziti organokovovych sloucenin.

Dalsi skupinou latek, slouzicich k pfipravé primarnich amind, jsou organoborany,
které reaguji se smési vodného NH3 a NaOCI (reaktivni ¢astici je vznikly chloramin) nebo
hydroxylamine-O-sulfonovou kyselinou, viz. schéma 5. Mechanismus této reakce je velmi
podobny oxidaci organoborant peroxidem vodiku. Reak¢ni ¢inidlo obsahujici atom dusiku
nejprve pusobi jako nukleofil a navaze se na atom boru. Nasleduje pfesmyk spojeny

s odstupem chloridového (siranového) iontu. Amin je nasledn& uvolnén hydrolyzou. 2%

S\/K 1. BH4 S\)\/NH2
2.NH,OH

3. NaOCl

Schéma 5 : Pfiprava amini za vyuZiti organoborant®

1.4.6 Redukce azidi

Azidovy ion je silny nukleofil a je vhodnym c¢inidlem pro zavadéni dusikové
funkéni skupiny do organickych molekul. Vyhodou této metody je moznost piipravit
primarni aminy s vysokou ¢istotou. K samotné redukci se pozivé pestra Skéla ¢inidel napf.

NaBHy, H; s piislusnym katalyzatorem, Mg nebo Ca v MeOH, Sm/l,, a mnoho dalich. *°

/©/\N3 AICl3; NaBH,4; THF /@/\NHZ
O,N 0-35 °C; 2 hod O,N

Schéma 6: Redukce azidd na primarni amin za vyuziti hydridového &inidla **

O/N3 NzHg; HCOOH; Zn O/NHZ
MeOH; rt; 10 hod

Schéma 7: Redukce azidii na priméarni amin®

Katalytické redukce se pouziva predevSim tam, kde v molekule substratu nejsou

dalsi redukovatelné skupiny. U citlivgjsich sloucenin je svyhodu vyuzivano
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chemoselektivni Staudingerovy redukce, kde se jako redukéni c¢inidlo pouziva
trifenylfosfin (PPhs). Reakce se provadi v protickém rozpoustédle, jenz je zdrojem protonti
pro rozklad vzniklého intermediatu.*®

V reakci se nejprve vytvari fosfazinovy meziprodukt, u kterého dochazi k
nukleofilnimu ataku fosforového atomu na koncovy dusikovy atom azidové funkce za
nasledného odstépeni dusiku a tvorby iminofosforanu 1V, ktery poté v piitomnosti vody

hydrolyzuje na pfislusny primarni amin V, viz. schéma 8.

j\ PPhs R Ph H,0 R
— = P— —_—
“"\~Ph
RTNg ), RTONTL R)\NHZ
N=N
) )
[ N
Ph N=N L N,
Vg e O e i,

o 4&;@4_,% - . )\ + O=PPh,

Schéma 8: Mechanismus Staudingerovy reakce®

Nj NH,.PTSA
PPhy; PTSA; THF

HsC 20 °C; 12 hod HsC

Schéma 9: Piiklad aplikace Staudingerovy redukce.®
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Selektivni a Setrna je také metoda redukce aromatickych azidi na piislusné aminy

¢inidlem fluoridem boritym v etheru za pfitomnosti jodidu sodného, viz. schéma 10.

C :Ns BF3.OEt,; Nal C:NHz
COOH

COOH  MeCN: 20 °C.; 40 min.

Schéma 10: Metoda redukce azidl za vyuziti komplexu etheratu fluoridu boritého v pfitomnosti jodidu
sodného. ¥’

1.4.7 Redukce nitrolatek

Vysledkem uplné redukce nitroskupiny je aminoskupina. Tato metoda je limitovana
dostupnosti ptislusnych nitrolatek, zejména alifatickych slou¢enin. Redukénim cCinidlem
byva vodik, pficemz volbou katalyzatoru lze dosahnout pozadované selektivity (Ra-Ni,
Pd/C). Lze taky pouzit sirné slouceniny, komplexni hydridy a borany. V laboratornim
méfitku se vyuziva také redukce pomoci hydrazinu nebo kovy (Zn a Fe) v kyselém

plrostfedi.zmo’38

1.4.8 Redukece nitrili

Dalsi metoda piipravy primarnich amind vychazi z Gplné redukce trojné vazby ve
skupiné —CN. K redukei nitrild na amin se vyuziva cela fada cinidel, jde predevsim o
komplexni hydridy, vodik za vhodné katalyzy (Ra-Ni, Ni,B, Rh). Ptic¢emz pokud se v§ak
primarni amin neodstraiiuje vV okamziku svého vzniku (napft. acetylaci Ac,0), mize dojit
k tvorbé nezadoucich sekundarnich aminu. Obvykle se do reakce ptidava amoniak, ktery
potlacuje tvorbu sekundarnich amind. Nitrily se na primarni aminy také snadno redukuji
boranovymi ¢inidly (BHz. THF, BH3.Me,S).*%

Casto do reakce ptidava amoniak, ktery potladuje tvorbu sekundarnich amind.

COOEt
CH,OH
E HNC>—COOEt
NC N NaBH4; ZnC|2 N
- CN -
CaCO,; DMSO DME: reflux: 7 hod CHaNH,
120 °C: 7 hod

Schéma 11: Ptiprava aminu redukci nitrilu.**

1.4.9 Redukce oximu
Oximy mohou byt také vhodnymi meziprodukty transformace karbonylovych

sloucenin na primarni aminy. Redukce oximil se vyuziva pfedevS§im v piipadé piipravy
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alifatickych amint. Vedle katalytické redukce vodikem lze k redukci pouzit i hydridovych
¢inidel (BzHs, LiAIH,), starsi metody vyuzivaji redukei sodikem, které se vsak jiz v praxi
neuziva.
NOH NH,.HCI

HCI, EtOH; H,; Pd

HO rt; 4 hod; bez tlaku - HO
OMe OMe

Schéma 12: Priklad syntézy aminu z oximi*?

1.4.10 Reduktivni aminace

Iminiové soli, iminy, Schiffovy baze, hydrazony a dalsi slouc¢eniny obsahujici C=N
vazby poskytuji aminy redukci hydridovymi ¢inidly (LiAIHs, NaBHi, NaBH3;CN,
HCOOH). Pod pojmem reduktivni aminace Se rozumi reakce amoniaku nebo amonné soli S
aldehydem ¢i ketonem V piitomnosti redukéniho ¢inidla. V laboratornich podminkach je
nejbéznéji vyuzivan mravencan amonny, jenz slouzi jako zdroj hydridu pro redukci i
obsahuje samotné aminacni ¢inidlo.

CF4 CF;
1) HCOONH,
o  120°C;2hod NH,
2) 180 °C; 4 hod -
MeO 3) NaOH; H,0, 60 °C; 3 hod

MeO

Schéma 13: Priklad reduktivni aminace, kdy redukénim &inidlem je mraventan amonny.*

NaCNBH,; NH,OAc

NH5 (aq); EtOH
WO 3(aq) . \I\/H\NHZ

18 hod
Schéma 14: Piiklad reduktivni aminace za vyuziti redukéniho ¢inidla NaCNBH3.

1.4.11 Redukce amidi

Amidy mohou byt redukovany na aminy LiAlH4 nebo katalytickou hydrogenaci,
ale vysoka teplota a tlak jsou obvykle v druhém ptipad€ nutnosti. Ackoli NaBH,4 samotny
neredukuje obecné amidy, v pfitomnosti nekterych dalSich ¢inidel (napt. jodu) k redukci

dochdzi. Boran ¢i sodik v 1-propanolu jsou také dobrym redukénimi (:inidly.“""""s’46

1) BH3; THF

HOIICHZCONHZ reftox; 5 hod HO:©:CHQCH2NH2
MeO Br 2) HCI MeO Br

3) NaOH; MeOH
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Schéma 15: Redukce amidu na priméarni amin boranem.

LiAIH4; THF

D

O O
/@[ reflux; 3 hod @i
Cl CONH, Cl NH,

Schéma 16: Redukce amidu na amin za vyuziti komplexniho hydridu.*®

1.4.12 Odbouravani derivati karboxylovych kyselin

K pfeméné karboxylovych kyselin na pfislusny amin o jeden atom uhliku chudsi

slouzi nasledujici metody.

R{OH
RCON; —— — RNHCOO
O H,O Ry
RCONH, ——=R—~< —— R-N=C=0 2= RAH,
N NH,R,
RCONHOH > RNHCON
HR,
R = alkyl, aryl

Schéma 17: Obecné schéma odbouravani derivatu karboxylovych kyselin.

V této Casti jsou uvedeny piiklady reakci, jeZ vyuzivaji nestability nitrenu a jeho

presmyku. Ke vzniku nitrenu dochazi nékolika zpusoby: termickym rozkladem acylazidi

(Curtiova a Schmidtova metoda), reakci amidi s alkalickym chlornanem piipadné

bromnanem (Hoffmanova metoda) a také rozkladem hydroxamovych kyselin (Lossenova

metoda). Curtiova a Schmidtova metoda se lisi pouze v ptipravé prislusného acylazidu.

Pti ptesmyku nitrenu vznika primarn¢ isokyanat, ktery je nasledné v protickém prostredi

nestaly a vznika amin, Viz. schéma 17.

CONH, NH,
NaOH; BTAB

_—

rt; 1 hod
Br Br
Schéma 18: Priklad Hoffmanovy metody.*

_ 1) +-BUOH
Ph flux; 2 hod =
N/ reflux;
Ph\\/ N >  HN_/
3  2)HCI; H20
O reflux; 5 hod 2

Schéma 19: Priklad odbouravani acylazidii na primarni amin.*
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2. Cile prace

S ohledem na problematiku diabetu mellitus, diskutovanou v teoretické ¢asti této
prace, byla hlavnim cilem pfiprava halogenovanych benzylamini jako zakladnich
stavebnich jednotek pro syntézu inhibitorti aldosreduktasy. Tento obecny cil zahrnoval

nékolik dil¢ich kroku:

1. Pifiprava  znamého inhibitoru  aldosreduktasy, 2-(2-(4-brom-2-
fluorbenzylkarbamoyl)-5-chlorofenoxy)ethanové kyseliny (1f), z divodu

srovnavacich biologickych studii.

2. Piiprava novych halogenovych derivata benzylaminu (2d, 3d, 4d, 5d)

Z komer¢né dostupnych halogenovanych aromat.
3. Porovnani efektivnosti dvou navrzenych piiprav latek 4d a 5d.
(I? F
C.
N
/@ H/\©\

Cl (i Br

COOH

Schéma 20: Struktura inhibitoru 1f

NH,.HCI NH,.HCI NH,.HCI NH,.HCI
= F F F F F F
F F
I I Br Br
2d 3d 4d 5d

Schéma 21: Struktury pfipravovanych amind
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3. Vysledky a diskuze
3.1 Syntéza inhibitoru IDD 388 (1f)

V prvni &asti jsem se zaméfil na piipravu jiz publikovaného ARIs (1f). Ukolem
bylo tuto latku pftipravit podle navrzeného schématu (schéma 25, str. 26), u niz bude
nasledné porovnavana biologickou tc¢innost inhibice ALR2 s nové pfipravenymi derivaty,
jejichz zékladnimi stavebnimi jednotkami jsou halogenované derivaty benzylamind.

Syntéza latky 1f byla rozdélena do dvou ¢asti, pticemz v prvni fazi byl syntetizovan
amin (strukturni motiv A) a druhé fazi chlorid kyseliny (strukturni motiv B). Jejich
naslednym spojenim amidickou vazbou vznika zakladni kostra molekuly inhibitoru 1f,

ktera byla dale modifikovana.

0
H
Br F Cl

strukturni motiv A strukturni motiv B

Schéma 22: Inhibitor 1f s vyznacenymi strukturnimi jednotkami

Vychozi latkou pro piipravu aminu 1c byl benzylbromid 1la, ktery byl
transformovan na azid pisobenim azidu sodného v DMF, za vyuziti mikrovinného zareni
pro urychleni reakce. Oproti ptfedepsanému postupu v literatute, ™ byl prodlouzen reakcni
¢as v mikrovinném reaktoru z 10 minut na 30 minut, coz vedlo k plné konverzi bromidu na
azid 1b, viz. schéma 23.

Azid 1b byl nasledné redukovan PPhs v methanolu na amin 1c, ktery byl izolovan
ve form¢ hydrochloridu ptfidavkem koncentrované kyseliny chlorovodikové. Celkovy
vytézek syntézy aminu 1c (strukturniho motivu A) byl 32 % (vytéZky jsou pocitany
z bromidu, nebot’ azidy byly pouzity po zpracovani reak¢éni smési bez dalSiho ¢isténi), viz.
schéma 23.

Vedle toho byl pripraven chlorid kyseliny 4-chlorsalicylové z ptislusné kyseliny
pasobenim oxalyl chloridu, Vviz. schéma 24. Amid 1d byl syntetizovan ptidanim aminu 1c
k Cerstvé pripravenému chloridu kyseliny 4-chlorsalicylové spolu s bazi (DIEA). Z dtiivodu
nizkych izolovanych vytézkt amidu 1d vySe popsanym postupem jsem piistoupil K jeho

modifikaci. Nejprve byl generovan volny amin z ptislusSného hydrochloridu 1c ptfidanim
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baze (DIEA) a po 30 minutach michani pfi 25 °C byl ptidan chlorid kyseliny salicylové.
V tomto ptipad¢ bylo dosazeno izolovanych vytézki ve vysi 49 %.

Nasledovaly modifikace zakladni kostry. Amid 1d byl funkcionalizovan na
hydroxylové skupin€ plsobenim ethylbroamacetatu v pfitomnosti uhliitanu draselného.
Navazana esterova skupina byla nasledné hydrolyticky pfevedena na kyselinu pisobenim
hydroxidu.  Pfislusny inhibitor 1f se podafilo pfipravit, pfi¢emz celkovy vytézek

pétikrokové syntézy byl 7 %, viz. schéma 25.

Br N3 CH,NH,.HCI
NaN;; DMF F 1.PPhy; MeOH F
120 °C; 30 min.; mw 2. HCI; toluen
Br Br Br
la 1b 1c; 32 % (z 1a)

Schéma 23: Syntéza strukturniho motivu A - hydrochlorid aminu 1c

CocCl
/@COOH (COCI),;DMF /@
cl Cl OH

OH CH2C|2, rt

1g 1h
Schéma 24: Syntéza strukturniho motivu B
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CH,NH,.HCI i o) F
2n 2 OH ethyl bromacetat; I

O
F 1. DIEA; CH,Cl, é'; K,CO3 ag.; aceton C\N
> N~ > H
H Cl 0] B
2. 1h, CH2C|2 Br E cl r
Br rt; 4 dny Kfo

~_©
1c 1d; 49 % le; 59 %
(0] F
c @ i
N 1. NaOH (1,25 M, aq.); C.
H ethanol ”
Cl (0] Br -
(o) Cl (0] Br
2. HCl (aq.) k
EtOAc COOH
~©
le 1f; 77 %

Schéma 25: Syntéza inhibitoru 1f

3.2 Syntéza navrZenych halogenovanych derivati benzylamini

Druhym ukolem bylo pfipravit aminy (2d, 3d, 4d, 5d), zakladni stavebni jednotky
pro ptipravu novych potencidlnich ARIS.

V ptipadé piipravy latek (2d, 3d, 4d) byly jako vychozi latky pouzity derivaty

toluenu (2a, 3a, 4a). Obecné schéma syntézy amind z téchto latek je znazornéno na

St

a b c d

schematu 26.
NH,.HCI

R

Schéma 26: Obecné schéma piipravy aminu.

V prvnim kroku byl pfipraven benzylbromidovy derivat radikalovou bromaci
ptislusného halogenovaného derivatu toluenu pomoci NBS katalyzovanou AIBN, viz.
schéma 27. Konverze vychozich derivatl toluenu byla sledovdna pomoci NMR a podle

potieby bylo upraveno mnozstvi pouzitého NBS a reakéni Cas.
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Rs Ry NBS:CCl, RS Ry
H H AIBN; reflux H H
R2 R2
a b
a,b Cas ekv. NBS vytéZek %
2:R;=F,R,=1,R3=H 3dny 1,6 82
3R =F,Ry=1,R3=F 3dny 1,4 85
4:Ri=F,R,=Br,R;=F 2 dny 11 73

Schéma 27: Syntéza bromidt z derivat toluenu

Nasledovala transformace bromidi na piislusné benzylazidy reakci s azidem
sodnym v DMF za puisobeni mikrovinného zafeni.>® I zde byla aplikovany poznatky pfi
syntéze 1b a reak¢ni doba byla upravena na 30 minut, aby dochazelo k plné konverzi

vychozi latky, viz. schéma 28.

Ptipravené azidy byly nasledné redukovany v systému PPhs/methanol za refluxu na
derivaty benzylaminu. Vznikajici aminy byly vysrazeny ve formé hydrochlorida (2d, 3d,
4d) piidanim kyseliny chlorovodikové, viz. schéma 28. U derivata 3d a 4d bylo také
vyzkouseno vysrazeni pomoci chlorovodiku v diethyletheru. Ptislusné aminy se podatilo
pfipravit s 12% (3d) a 9% (4d) narGstem vytézku. Dalsi alternativou pro izolaci aminu
z reak¢éni smési bylo vyuziti iontoméni¢l a sloupcové chromatografie jak na silikagelu, tak
na aluminé. Ani v jedné z uvedenych metod vsak nedoslo k ziskani aminu v pozadované
Cistot¢ a uspokojivém vytézku. Navic v pfipadé uziti metod sloupcové chromatografie

doslo zfejmé k degradaci aminu.
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CH,Br CH,N; CH,NH,.HCI

R3 Rl R3 Rl 1. PPh3; MeOH R3 Rl
NaNj;; 120 °C reflux
H H  DMF;mikroviny  H H 2. X; toluen H H
R2 RZ RZ
b c d
b,c,d X vytéZzek % ( dzb)
2: R]_:F, R2:|, R3:H HCI ag. 26
3: R]_:F, R2:|, R3:F HC|VEt20 22
4:R =F,R,=Br,Ry=F HClv Et,0 31

Schéma 28: Ptiprava amint redukci azidl vyuzitim Staudingerovy redukce.

V piipad¢ aminu 4d byla navrzena i dal$i metoda pfipravy, vychazejici z komeréné
dostupné kyselina 4e, viz. schéma 29. Ta byla aktivovana pusobenim oxalyl chloridu za
katalytického pridavku DMF a nasledné transformovana na amid 4f ptisobenim vodného
roztoku amoniaku. Amid byl poté redukovan boranem v THF na amin 4d, ktery byl
z reak¢ni smé&si nasledné izolovan opét ve formé hydrochloridu, pfidavkem chlorovodiku

v diethyletheru. Celkovy vytézek dvoukrokové metody byl 34 %.

COOH CONH, NH, HCI
E E 1. (COCl)y;
CH,Cl, F F 1.BH;.THF F F
2.NH;3 aq.; 2. HCl v Et,0;
Br THF Br EtOAC Br
4e af; 85 % 4d; 40 %

Schéma 29: Piiprava aminu 4d z karboxylové kyseliny.

Porovnanim obou zpisobu syntéz piipravy aminu 4d se jevi jako vyhodné&jsi
metoda druha, tedy vychazejici z kyseliny 4e.

Ziskané poznatky v pfipadé pfipravy aminu 4d byly vyuzity i pii navrhovani
syntézy aminu 5C, k jehoz syntéze byla jako vychozi latka zvolena kyselina 5a, viz.
schéma 30. | zde byl navrzen alternativni postup. Nejprve byl amin 5c pfipraven
obdobnym zpusobem jako amin 4d, tedy transformaci kyseliny na amid 5b a jeho

naslednou redukei na amin.
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COOH CONH, ,C
F r 1. (COCI);DMF  F F 1. BHg. THF; THF F F
. e F 2 EtOAC HCI(35%ad) c
Br Br Br
5a 5b; 67 % 5c; 51 %

Schéma 30: Syntéza aminu 5¢C pies amid.

Alternativni zplsob pfipravy vychazel ztransformace kyseliny 5a na alkohol
redukci BH3;. THF v THF, naslednou transformaci na azid 5e, jenz byl redukovan PPhs na
amin 5c, viz. schéma 31. Nevyhodou u tohoto postupu vsak byla nutnost provést pro

izolaci produktu sloupcovou chromatografii na silikagelu u alkoholu 5d a azidu 5e.

COOH CH,OH CH,N3
F F BH5.THF; THF F F 1. MsCl, EtzN, DMAP; F F
F F F F 2.NaNg; 120 °C; DMF F F
Br Br Br
5a 5d; 56 % Se
_NH,.HCI
CH,Nj H,C
= = 1.PPh;; MeOH = F
2. HCl aq; EtOAC
F F
Br Br
5e 5c; 8 % (z 5d)

Schéma 31: Syntéza aminu 5¢ pies alkohol a azid

Pfi porovnani celkovych vytézku u obou navrzenych syntéz, se jevi vyhodnéji
metoda syntézy pies amid. V piipadé dvoukrokové syntézy dosahl celkovy vytézek 34 %,

zatimco V piipadé syntézy probihajici ptes alkohol a nasledné azid dosahl 4,5 %.
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4. Experimentalni ¢ast

Obecné poznamky k experimentalni ¢asti

Pouzité chemikdlie a rozpoustédla do reakci k pfipravé uvedenych latek byly
nakoupeny Vv p.a. Cistoté. Prib¢h reakce a Cistota produktd byl sledovan na TLC deskach
Kieselgel 60 Fysq (Merck) (20 x 20 ¢cm) a na deskach Oxidu hlinitého 60 Fs4, neutral
(Merck). Detekce TLC desti¢ek byla uskute¢néna pod UV zafenim (model NU — 6 KL; 0
vinové délce 254 nm). Nasledn¢ byly desticky vyvolany jejich rychlym namocenim
Vv detekénim Cinidle AMC a zahtaty horkovzdusnou pistoli. Detekéni ¢inidlo AMC bylo
pfipraveno z kyseliny fosfomolybdenové (25 g), hydratu siranu ceri¢itého Ce(SO4), - H,0
(10g), kyseliny sirové H,SO,4 (1000 ml, 1,2 M).

Sloupcova chromatografie byla provadéna na silikagelu Kieselgel 60 (63 —
200 um). Rozpoustédla k sloupcovym chromatografickym kolondm byla piecisténa
destilaci. Pouzité mobilni faze jsou uvadény vzdy u jednotlivych latek.

Pro odpateni rozpoustédel od produkt ¢i reakénich smési byla pouZita rotacni
vakuova odparka (RVO) Buchi Rotavapor R-200. Produkty byly dosuSeny na vakuové
pumpé€ pod Ar atmosférou. Mikrovinny reaktor byl Biotage initiator, vykon béhem reakce
byl 100 W.

Pro zji§téni konverze reakci byla 'H spektra nuklearni magnetické rezonance
(NMR) mé&fena na piistrojich Varian “N'™ INOVA — 300 a také °F spektra pfi
282.19 MHz. Pro urceni struktury byla méfena na spektrometru Bruker AVANCE I11 600
pii frekvenci 600.17 MHz pro 'H, pfi 150.91 MHz *C spektra a pri 282.19 MHz “°F
spektra. VSechny pfipravené latky byly pro NMR analyzu rozpoustény v deuterovaném
chloroformu (CDClI3), nebo v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds). Chemické
posuny & byly referencovany vzdy vidi témto rozpoustédlim, v piipadé °F spekter vidi
trifluoroctové kyselingé. Déle byly urceny chemické posuny 6 a hodnoty interakénich
konstant J .

Ethyl-acetat, methanol, ethanol, tetrahydrofuran a hexan byly zakoupeny u firmy
Brenntag, s. r. 0. Toluen byl zakoupen u firmy Lab Scan, s. r. 0. Kyselina 4-brom-2,3,5,6-
tertafluorbenzoovd a 4-brom-2,6-difluorbenzoova, 4-brom-2,6-difluortoluen, 2-fluor-4-
jodtoluen a 4-jod-2,6-difluortoluen byly zakoupeny u firmy Fluorochem Ltd. Latky 4-
brom-2-fluorbenzylbromid, BH3;. THF v THF (1 M), azid sodny p. a., N-bromsukcinimid a

trifenylfosfin byly zakoupeny u spole¢nosti Sigma-Aldrich, s. r. 0.
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Obecny postup bromace derivatu toluenu

K vychozi latce suspendované v CCly byl pfidan NBS (1.1 ekv.) a katalytické
mnozstvi AIBN. Reak¢ni smés byla michéna za reflexu do dosazeni plné konverze (NMR
monitoring). Po ochlazeni na LT byla reak¢éni smés zfiltrovana pies kiemelinu a promyta
CCl,. Filtrat byl protfepan s nasyc. roztokem NaCl, organicka faze suSena bezvodym
Na SOy, zfiltrovan a zahustén na RVO. Pripravené bromidy byly dale pouzity bez dalSiho

st 1 1o 52
¢isténi k priprave azidi.

2-fluor-4-jodbenzylbromid (2b)

Br Bylo izolovano 1.581 g (82 %) bromidu ve formé¢ zlutého oleje, ktery
F v lednici zkrystalizoval. Naméfené 'H NMR odpovida udajim uvedenych

v lit. 3

2,6-difluor-4-jodbenzylbromid (3b)

Br  Bylo izolovano 1.677 g (85 %) bromidu ve form¢ zlutohnédého oleje, ktery
F F Vv lednici zkrystalizoval.
'H NMR (300 MHz, CDCly): & = 7.22-7.18 (m, 2H), & = 4.46 (s, 2H) ppm.

4-brom-2,6-difluorbenzylbromid (4b)

Br  Bylo izolovano 1.756 g (73 %) bromidu ve formé zlutého oleje, ktery
F F v lednici zkrystalizoval. Namé&fené 'H NMR odpovida udajim uvedenych

v lit.>

Br
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Obecny postup pripravy azidu

K pfipravenému derivatu benzylbromidu suspendovanému v DMF byl NaN; (1.5
ekv.). Reak¢ni smés byla zahtfivana v mikroviném reaktoru pii 120 °C 30 minut. Reakcni
smés rozpusténa v diethyletheru byla promyta vodou, organicka faze susena bezvodym
Na,SOy, zfiltrovana a zahusténa na RVO. Ziskané azidy byly pouzity pro pfipravu amint

bez dalgiho &isténi. >t

4-brom-2-fluorbenzylazid (1b)

N,  Bylo ziskdno 1.972 g latky 1b ve formé Zlutého oleje.
é/F 'H NMR (300 MHz, CDCls): § =4.32 (s, 2H), & = 7.28-7.15 (m, 3H) ppm.

IR (KBr): v = 3085, 3070, 2932, 2880, 2104, 1724, 1724, 16773, 1607, 1580,
Br 1488, 1404, 1350, 1272, 1219, 1066, 887, 821 cm™.

2-fluor-4-jodbenzylazid (2c)

Bylo ziskano 0.699 g latky 2¢ ve form¢ zlutohnédého oleje..

N3
= 'H NMR (300 MHz, CDCIs): = 7.50-7.29 (m, 3H), 5 = 4.36 (s, 2H) ppm.
IR (KBr): v = 3099, 3063, 2992, 2926, 2101, 1727, 1601, 1571, 1479, 1401,
|

1350, 1269, 1219, 869, 818 cm™.

2,6-difluor-4-jodbenzylazid (3c)

N,  Bylo ziskano 1.086 g latky 3¢ ve formé& zlutohnédého oleje.
F F "H NMR (300 MHz, CDCly): § = 7.35-7.28 (m, 2H), 5 = 4.37 (s, 2H) ppm.
IR (KBr): v = 3084, 3060, 2944, 2878, 2107, 1724, 1613, 1574, 1479, 1407,
| 1308, 1278, 1198, 1060, 845 cm™.

4-brom-2,6-difluorbenzylazid (4c)
N;  Bylo ziskdno 0.724 g latky 4c ve formé zlutého oleje.

F F 'H NMR (300 MHz, CDCl3): § = 7.25-7.15 (m, 2H), § = 4.38 (s, 2H) ppm.
IR (KBr): v = 3093, 3066, 3034, 2989, 2935, 2875, 2110, 1727, 1619, 1592,

Br 1577, 1473, 1422, 1263, 1189, 1063, 872, 842 cm™.
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Obecny postup redukce azidi na amin

K PPh3 (1.5 ekv.) suspendovaném v suchém methanolu (10 ml/1 mmol azdidu) byl
pridan derivat benzylazidu. Rekacni smés byla refluxovéana 2 dny pii 80 °C. Nasledn¢ byla
reakéni smées ochlazena na laboratorni teplotu a zahusténa na RVO. Ziskany olej byl
rozpustén v toluenu (5 ml/l mmol azidu) a pfislusny amin byl vysraZzen pfikapanim
kyseliny chlorovodikové (35% aq.). Pevny amin byl nésledné zfiltrovan a rekrystalizovan
z roztoku methanol : chloroform (1 :9).>® Vyt&zky ziskanych amind jsou uvadény vici

vychozim bromidu, nebot’ azidy byly pouzity bez dal$iho ¢isténi.

Hydrochlochlorid 4-brom-2- fluorbenzylaminu (1c)
Bylo ziskano 0.482 g (32 %) latky 1¢ ve form¢ bilého prasku.

NH,.HCI
- 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 8.57 (bs, 3H), & = 7.66-7.51 (m, 3H), §
= 4.02 (s, 2H) ppm ; *°C NMR (151 MHz, DMSO-dg): & = 160.16 (d, J =
L 251.9 Hz, 1C), 5 = 132.90 (d, J = 3.7 Hz, 1C), 5 = 127.76 (d, J = 3.29 Hz,

1C), 8 =122.31 (d, J = 9.7 Hz, 1C), 5 = 120.69 (d, ppm; J = 14.9 Hz, 1C), & = 118.87 (d, J
= 24.8 Hz, 1C), 8 = 35.17 (d, J = 3.1 Hz, 1C) ppm. *°F NMR (282 MHz, DMSO-dg): & = -
108,80 (t, J = 15.5 Hz, F) ppm; IR (KBr): v = 3180, 3037, 2995, 2971, 2884, 2863, 2711,
2603, 2483, 2385, 2011, 1933, 1616, 1583, 1494, 1404, 1383, 1222, 1195, 1141, 1123,
1057, 967, 893, 878, 863, 827 cm™.

Hydrochlochlorid 4-brom-2,6-difluorbenzylaminu (4d)
NH,.HCl Bylo ziskdno 0.217 g (31 %) latky 4d ve formé bilého prasku.
F F 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 8.42 (bs, 3H), 5 = 7.63-7.61 (m,
2H), & = 4.03 (s, 2H) ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-ds): & = 160.93
Br (dd, J = 253.53 Hz, J" = 8.59 Hz, 2C), 6 = 122.95 (t, J = 12.85 Hz, 1C),
6 =115.66 (dd, J = 23.31 Hz, J" = 5.35 Hz, 2C), 6 = 109.72 (t, J = 19.81 Hz, 1C), 6 =
29.88 ppm; *°F NMR (282 MHz, DMSO-dg): & = -106.08 (d, J = 6.8 Hz, 2F) ppm; IR
(KBr): v = 3087, 3007, 2968, 2929,2890, 2860, 2815,2723, 2657,2627,2543, 2483, 2403,
2053, 1625, 1589, 1580, 1524, 1482, 1419, 1138, 1021, 976, 863, 848 cm™.
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Hydrochlorid 2,6-difluor-4-jodbenzylaminu (3d)
Bylo ziskano 0.128 g (22 %) 3d ve formé svétlé zluté krystalické latky.

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg): & = 8,42 (bs, 3H), 8 = 7,65 (dd, J = 9.6

Hz, J = 1,8 Hz, 1H), 8 = 7.58 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 8 = 7.51 (dd, J = 8.2

Hz, J' = 1.7 Hz, 1 H), § = 4.02 (s, 2H) ppm; *C NMR (151 MHz,

DMSO-dg): & = 160.57 (dd, J = 254.5 Hz, J' = 7.7 Hz, 2C), § = 120.98
(d, J = 25.8 Hz, 2C), § = 109.98 (t, J = 19.5 Hz, 1C), = 95.49 (t, J = 10.1 Hz, 1C), § =
29,95 (s, 1C) ppm; °F NMR (282 MHz, DMSO-ds): & = -107.13 (d, J = 6.2 Hz, 2F) ppm;
IR (KBr): v = 3072, 2974, 2926, 2881, 2812, 2776, 2726, 2690, 2609, 2498, 1981, 1622,
1571, 1494, 1476, 1455, 1410, 1275, 1126, 1003, 964, 845 cm™.

NH,.HCI

Hydrochlorid 2-fluor-4-jodbenzylaminu (2d)

Bylo ziskano 0.191 g (26 %) 2d ve formé¢ bilé krystalické latky.

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg): & = 8.33 (bs, 3H), 6 = 7.75 (dd, J = 9.4

Hz, J’ = 1.3 Hz, 1H), = 7.67 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8 = 7.34 (t, J = 8.0 Hz,
! 1H), & = 4.02 (m, 2H) ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-dg): & = 159.95

(d, J =252.3, 1C), § = 133.27 (dd, J = 120.0 Hz, J' = 3.1 Hz, 2C), 6 = 124.31 (d, J = 23,7

Hz, 1C), §=120.92 (d, J = 15.1 Hz, 1C), §=95.34 (d, J = 7.9 Hz, 1C), §=35.49 (d, J =

3.5 Hz, 1C) ppm; *F NMR (282 MHz, DMSO-dg): & = -114,44 (t, J = 8.7 Hz, 1F) ppm

IR (KBr): v = 3010, 2992, 2962, 2902, 2815, 2767, 2761, 2702, 2600, 2555, 2047, 1607,

1565, 1482, 1392, 1213, 1189, 890, 854, 827 cm™.

NH,.HCI
F
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Obecny postup piipravy amidu z kyseliny

Ke kyseliné (1 ekv.) v CH,Cl, byl po kapkach pfidan oxalyl chlorid (4 ekv.),
nasledné ptidany 2-3 kapky DMF pii 0 °C. Reakcni smés byla michana 2 hodiny pii LT a
poté zahu$téna na RVO. Nasledné byl ptidan suchy THF (20 ml/7 mmol kyseliny) a
reakéni smés ochlazena na 0 °C. Pfidan 20% aq. roztok amoniaku (50 ml/7 mmol
kyseliny). Reak¢ni smés byl michan pii LT 30 min. Nasledn¢ zahus$téno na RVO a pevna

latka zfiltrovana a suSena na vakuu.>®

4-brom-2,3,5,6-tetrafluorbenzamid (5d)
CONH,  Bylo ziskano 1,260 g (85 %) latky 5d ve form¢ bilého prasku.
i " NMR (600 MHz, DMSO-dg): & = 8.25 (d, J = 72.0 Hz, 2H) ppm. 2*C
F F NMR (151 MHz, DMSO-dg): &= 158.57 (s, 1C), &= 145.02-141.79 (m,
4C), =117.17 (t, J = 21.8 Hz, 1C), & = 100.57 (t, J = 22.8 Hz, 1C) ppm.

IR (KBr): v = 3357, 3315, 3180, 2818, 2773, 1676, 1634, 1595, 1494, 1476, 1410, 1392,
1374, 1138, 979, 818, 680, 662, 623 cm™. °F (282 MHz, DMSO-dg): & = -133.18 (m, 1F),
& =-140.88 (m, 1F) ppm.

4-brom-2,6-difluorbenzamid (4f)
CONH, Bylo ziskano 1,311 g (81 %) latky 4f ve formé bilé¢ho prasku.
F F 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg): & = 8.02 (d, J = 74.0 Hz, 2H), § = 7.57-
7.55 (m, 3H) ppm. *C NMR (151 MHz, DMSO-dg): & = 160.64 (s, 1C), & =
Br 158.63 (dd, J = 252.1 Hz, J’ = 9.4 Hz, 2C), 6 = 122.20 (t, J = 12.1 Hz, 1C),
§=115.68 (dd, J = 23.9 Hz, J' = 5.0, 2C), & = 115.33 (t, J = 23.7 Hz, 1C) ppm. *°F (282
MHz, DMSO-dg): & = -112.25 (d, J = 7.1 Hz, 2F) ppm. IR (KBr): v = 3374, 3192, 3081,
1664, 1616, 1416, 1395, 1195, 1036, 869, 848, 662 cm™.
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Obecny postup piipravy aminu z amidu

Amid (1 ekv.) byl rozpustén v BH3. THF (1 M, 5 ekv.) pod argonovou atmosférou.
Reakéni smés byla michana pod refluxem 48 hod, po ochlazeni na LT byl nadbyte¢ny
boran rozlozen piidavkem MeOH. Reakéni smés byla odpafena na RVO, nasledné
rozpusténa Vtoluenu a amin byl vysrazen piidavkem chlorovodiku v diethyletheru.

Ziskany amin byl zfiltrovan a rekrystalizovan ze smési chloroform : methanol (9: 1).57

Hydrochlorid 4-brom-2,3,5,6-tetrafluorbenzylaminu (5c)
Bylo ziskéno 0.322 g (51 %) latky 5¢ ve formé bilé krystalické latky.

NH,.HCI
- = "HNMR (600 MHz, DMSO-ds): 5 = 8.47 (s, 3H), = 4.14 (s, 2H) ppm;
3C NMR (151 MHz, DMSO-dg): & = 145.02 (dd, J = 251.4 Hz, J' =
F [ F 14.4 Hz, 2C), & = 144.12 (dd, J = 244.6 Hz, J' = 15.48 Hz, 2C), & =
)

113.29-112.76 (m, 1C), 8 = 100.81 (t, J = 22.7 Hz, 1C), § = 30.31 (s, 1C)
ppm; °*F NMR (282 MHz, DMSO-dg): & = -134.36 (dd, J = 9.6 Hz, J' = 22.6 Hz, 2F), § =
-126.94 (dd, J = 9.6 Hz, J' = 23.4 Hz, 2 F) ppm. IR (KBr): v = 3084, 3025, 2980, 2905,
2884, 2824, 2687, 2651, 2621, 2480, 2388, 1679, 1637, 1562, 1518, 1488, 1380, 1269,
1144, 970, 824 cm™.

Hydrochlorid 4-brom-2,6-difluorbenzylaminu (4d)
NH,.HCI  Bylo ziskano 0.322 g (40 %) 4d jako bilé krystalické latky.
F F 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & = 8.42 (bs, 3H), & = 7.63-7.61 (m,
2H), § = 4.03 (s, 2H) ppm; *C NMR (151 MHz, DMSO-dg): & = 160.93
Br (dd, J = 253.53 Hz, J' = 8.59 Hz, 2C), 6 = 122.95 (t, J = 12.85 Hz, 1C),
§ = 115.66 (dd, J = 23.31 Hz, J = 5.35 Hz, 2C), = 109.72 (t, J = 19.81 Hz, 1C), 5=
29.88 ppm; °F NMR (282 MHz, DMSO-dg): 6 = -106.08 (d, J = 6.8 Hz, 2F) ppm; IR
(KBr): v = 3087, 3007, 2968, 2929,2890, 2860, 2815,2723, 2657,2627,2543, 2483, 2403,
2053, 1625, 1589, 1580, 1524, 1482, 1419, 1138, 1021, 976, 863, 848 cm™.
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4-Chlor-2-hydroxybenzoyl chlorid (1h)
cocl K 4-chlorosalicylové kyselin¢ (2.001 g, 11,6 mmol), suspendované
o /@OH v dichlormethanu (7 ml), byl za michani postupné pfidan oxalyl chlorid
(16.7 ml, 88.9 mmol) a par kapek DMF. Michano pii LT 24 hodin.
Reakéni smés zahusténa na RVO a susena vakuu. Byl ziskan chlorid 1h (1.493 g), ktery

byl dale pouzit bez dal§iho &isténi (tmavé Zluta pevna latka).”®

N-(4-brom-2-fluorbenzyl)-4chloro-2-hydroxybenzamid (1d)

F K Hydrochloridu 1c (143 mg, 0.6 mmol)

EiNA@\ v dichlormethanu (1 ml) byl za michani po kapkach
CIQOHH B ptidan DIEA (0.5 ml, 2.6 mmol). Michano 1 hodinu, poté

pfidan chlorid kyseliny 4-chlorsalycilové (71 mg, 0.4
mmol) a michano pii LT 4 dny. Reakéni smés byla promyta HCI (15 ml; 1M ag.) a nasyc.
roztokem NaCl. Organickd faze byla suSena bezvodym Na,SO,4, zfiltrovano a
zakoncertovano na RVO. Znecistény amid byl zpracovan na koloné hexan : ethylacetat (7

: 1), odpateieno na RVO. Bylo ziskdno 103 mg (48 %) latky 1d ve formé svétlehnédého prasku.

Naméfené "H NMR odpovida udajim uvedenych v lit.>®

Ethyl-2-(2-(4-brom-2-fluorbenzylkarbamoyl)-5-chlorofenoxy)acetat (1e)

Kamidu 1d (100 mg, 0,3 mmol) rozpusténém v acetonu
0 F

i (2ml) byl za stalého michani pfidan roztok uhli¢itanu

/E:E Hﬁ draselného (61 mg, 44 mmol, 2M ag) a roztok
Cl 0 Br  ethylbromacetatu (58 mg, 0.35 mmol, 0.2M) v acetonu (1.5
° ml). Reakéni smés byla michana 2.5 h pti 50 °C. Po

0 ochlazeni na LT byla kapalina zkoncentrovdna na RVO a
okyselena pfidanim 1M HCl na pH = 1. Vysledny roztok nafedén ethyl-acetatem (15.0 ml)
a promyt nasyc. rozotkem NaCl. Organicka faze suSena bezvodym Na,SO,, zfiltrovana a
zkoncentrovana na RVO. Koncentrat byl délen na kolon¢ hexan : ethylacetat (7 : 1). Bylo
ziskano 73.1 mg (59 %) latky le ve formé& bilého prasku. Naméfené "H NMR odpovida

udajim uvedenych v lit.>®
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2-(2-(4-Brom-2-fluorbenzylcarbamoyl)-5-chlorfenoxy)ethanova kyselina (1f)
Roztok esteru le (60.0 mg, 0.135 mmol) v ethanolu
Br Fy Cl (0.2M) byl ochlazen na 0 °C a za michani ptidan aqg.
\@N\H/Q/ NaOH (1.25 M, 0.65 ml, 0.81 mmol). Nasledné¢ byla
O O reakéni smés michdna 2 hod. pti LT. Poté byl roztok
Holo zkoncentrovan na RVO, okyselen 1 M HCl (1 ml) a
rozpu$tén v ethyl-acetatu. Organicka faze byla oddélena,
protfepana nasyc. roztokem NaCl (aq.), suSena bezvodym Na,SO, a zfiltrovana. Filtrat byl
zahustén na RVO. Ziskana latka byla precisténa na kolon¢ hexan : ethylacetat (6 : 1). Bylo
ziskano 43.3 mg (77 %) kyseliny 1f ve form& bilé krystalické latky. Naméfené *H NMR

odpovida udajim uvedenych v lit .*°

4-Brom-2,3,5,6-tetrafluorbenzylalkohol (5d)
OH Kyselina 5a (1.031 g, 3.7 mmol) byla rozpusténa v suchém THF (5 ml) a za

F F michani byl pfidin BH3. THF (1M, 7.4 ml, 7.4 mmol) po kapkach pod
- - argonovou atmosférou v ledové lazni. Po ohfati na LT byla reakéni smés
Br michana pfes noc a poté ochlazena v ledové 1azni. K michanému roztoku

byla pfidana voda (3 ml) a nasledné byla reakéni smés zahusténa na RVO. Odparek byl
rozdélen mezi ethyl-acetatem a vodou. Vodna faze byla extrahovéna ethyl.acetatem (3 x 5
ml) a spojena organicka faze byla promyta nasyc. roztokem NaCl (5 ml), susena bezvodym
Na,SO,, zfiltrovana a zkoncentrovana na RVO. Ziskana pevna latka byla dale ¢isténa
pomoci sloupcové chromatografie ve smési ethyl-acetat : hexan (1 : 5). Bylo ziskano
0.536 g (56 %) bilé pevné latky 5d. ©

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg): & = 5.60 (t, J = 5.94 Hz, 1H), & = 4.56 (d, J = 5.9 Hz,
2H) ppm. *C NMR (151 MHz, DMSO-dg): 6 = 145.58-143.19 (m, 4C), & = 119.66 (t, J =
18.51 Hz, 1C), 6 = 98.79 (t, J = 22.7 Hz, 1C) ppm. IR (KBr): v = 3318, 2980, 2956, 2926,
2890, 2851, 1628, 1485, 1467, 1449, 1404, 1371, 1269, 1224, 1042, 1027, 997, 902, 830,
755, 662, 576 cm™,
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4-Brom-2,3,5,6-tetrafluorbenzylazid (5e)

N3  Pripraveny alkohol 5d (0,502 g, 1,93 mmol) byl rozpustén v dichlormethanu
F F (5,5 ml) pti 0 °C, pfidan EtsN (0.4 ml, 2.9 mmol) a DMAP (27.6 mg,

0.2 mmol). Nasledn¢ byl prikapan MsCl1 (0.17 ml, 2.3 mmol), michano pti
Br 0 °C 0,5 hod a poté pti LT 1 hod. Reakce byla ukoncena ptidani vody (6 ml),
organicka faze byla susena MgSQO,, zfiltrovana a odpatfena na RVO. Ziskany hnédy olej
byl rozpustén v DMF (4 ml) a ptidan NaN3 (0.184 g, 2.9 mmol), zahfivano v mikrovinném
reaktoru 30 minut pti 120 °C. Reak¢ni smés promyta Et;O a vodou, organickd faze dale
nasyc. roztokem NaCl, susena bezvodym MgSQ,, zfiltrovana a zahu$téna na RVO. Hnédy
olej byl nasledné délena na kolon¢ hexan : ethyl-acetat (5 : 1). Bylo ziskdno 0.158 g latky
5e ve formé& hnédého oleje, ktery byl bez dalsiho ¢isténi pouzit k ptipravé aminu.

'H NMR (300 MHz, CDCls-dg): & = 4.43 (s, 2H) ppm.
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5. Zavér

Uel této prace, piipravit halogenované benzylaminy, zakladni stavebni jednotky
potencialnich inhibitord ALR2, byl naplnén. Aminy 2d, 3d a 4d byly ziskany z
halogenovanych derivatii toluenu radikalovou bromaci, jejich naslednym pfevedenim na
azidy, které po redukci poskytly piislusné aminy. Timto zpisobem byly Gspésné
ptipraveny: hydrochlorid 2-fluor-4-jodbenzylaminu (2d) 21 %, hydrochlorid 2,6-difluor-4-
jodbenzylaminu (3d) 22 %, hydrochlorid 4-brom-2,6-difluorbenzylaminu (4d) 23 %.

Pro syntézu aminu 4d byla navrzena také alternativni metoda, vychazejici
z derivatu karboxylové kyseliny, ktera byla pfevedena na amid. V tomto piipadé cinil
celkovy vytézek ziskaného aminu 34 % a tudiz byla tato metoda oznacena jako
vyhodné;jsi.

Hydrochlorid 4-brom-2,3,5,6-tetrafluorbenzylaminu (5¢) byl pfipraven rovnéz
dvéma zplisoby. Nejprve prevedenim kyseliny na amid, kdy vytéZzek dosahl 34 % a poté
téz transformaci kyseliny na alkohol, nasledovanou azidaci a redukci na amin s vytézkem 8
%. Porovnanim vytéZzku a naro¢nosti zpracovani reakénich smési, se v tomto ptipadé
ukazuje jako vyhodné&jsi opét metoda piipravy aminl z amidd, ziskanych z kyselin.

Také se podafilo pfipravit znamy inhibitor 1f, scelkovym vytézkem 7 %, pfipraveny

Z duvodu srovnavacich studii.
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