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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra anorganické a organické chemie
Kandidat: Lucie Flidrova

Konzultant: PharmDr. Marcel Spulak, PhD.

Nazev diplomové prace: Syntéza anthelminticky aktivnich kyanbenzamidi

Cilem této diplomové prace byla pfiprava Ctyf z nejaktivnéjSich kyanobenzamidd,
zastupct nové perspektivni skupiny anthelmintik (aminoacetonitrily — AADS).

Syntéza prvnich tfi latek byla provedena pomoci alkylace pfislusného fenolu
s chloracetonem nasledované Streckerovou reakci vzniklého ketonu a poté acylaci aminu
substituovanym benzoylchloridem.

Pro c¢tvrty derivat musela byt vyvinuta alternativni syntéza. Jako substrat
pro Streckerovu reakci byl pouzit THP-ochranény hydroxyaceton, poté nasledovala acylace
substituovanym benzoylchloridem a sekvence byla zakoncena nukleofilni aromatickou
substituci na piislusném fluorbenzenu.

Vsechny derivaty byly pfipraveny V dobrych vytézcich. V soucasné dobé jsou
testovany na Katedfe biochemickych v&d Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové

na vztah mezi enzymy metabolizujicimi 1é¢iva (DME) a vyvojem rezistence.
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Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Inorganic and Organic Chemistry
Candidate: Lucie Flidrova

Consultant: PharmDr. Marcel Spulak, PhD.

Title of Thesis: Synthesis of cyanobenzamide derivatives with anthelmintic activity

The goal of this work was to prepare four of the most active known cyanobenzamides
from the new promising anthelmintic group (aminoacetonitriles — AADs).

Synthesis of first three compounds was carried out by alkylation of the corresponding
phenol with chloroacetone followed by the Strecker reaction of ketone and acylation
of the amine with substituted benzoylchloride.

For the fourth derivative, alternative synthesis was established. THP-protected
hydroxyacetone was used as a substrate for the Strecker reaction, which was followed
by the acylation with substituted benzoylchloride. Finally aromatic nucleophilic substitution
of activated fluorobenzene yielded the targeted compound.

All prepared derivatives were synthesized in good yields. Compounds are currently
being tested at the Department of Biochemical Sciences, Faculty of Pharmacy in Hradec
Kralové to explore the relationship between drug metabolizing enzymes (DME) and drug

resistance.
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Uvod
1. UVOD

1. 1. Anthelmintika

Anthelmintika jsou 1éCiva urcend k terapii helmintoz, tj. nakaz lidského a zvifeciho
organismu mnohobun&énymi Zivo&ichy — ervy. Cervy miizeme rozdélit do ¥ skupin: cestoda
(plosi Cervi = tasemnice), nematoda (obli Cervi = hlistice) a trematoda (motolice).
Ve vyspélych statech helmintdzy u lidi postupné ubyvaji, anthelmintika se proto pouzivaji
pfedeviim ve veterinarnim lékafstvi."?

Anthelmintika se klasifikuji podle jejich vlivu na parazity — vermicida (zptisobuji smrt
Cervil) a vermifuga (nejprve vyvolaji paralyzu, pak nasleduje vypuzeni parazita z téla
infikovaného hostitele). Podle typu parazita se anthelmintika déli na anticestodika,
antinematodika a antitrematodika.’

Anticestodika jsou léky pouZzivané proti tasemnicim. Tasemnice jsou hermafroditni,
segmentovani Cervi - maji komplexni zivotni cyklus, ktery vyzaduje vyvoj v jednom nebo
I ve vice mezihostitelich. V pfipadé¢ tasemnice bezbranné (Taenia saginata) a tasemnice
dvouclenné (Taenia solium), které se u nas vyskytuji nejvice, je definitivnim hostitelem
Clovek, pficemz dospély cerv zije ve stievé. Nositeli jejich larvéalnich stddii jsou zvifata
(hovézi dobytek a prasata). Skulovec Siroky (Diphyllobothrium latum) se vyskytuje
piedevsim ve skandinavskych zemich, naopak tasemnice détska ¢i trpasli¢i (Hymenolepsis
nana) se vyskytuje prevazné v tropickych oblastech.®

Antinematodika se pouzivaji k1éCeni nakaz zpusobenych hlisticemi - jsou to
cylindricti nesegmentovani cervi zaspicatéli na obou koncich. K infekei dochdzi po poziti
vajicek nebo tkani mezihostitele, kterd obsahuji larvalni stadia hlistic. Je znamo velké
mnozstvi nematod zvlasté¢ v tropickych a subtropickych oblastech - napt. vlasovec mizni
(Wuchereria bancrofti), ktery je zodpovédny za nemoc elefantiazu nebo Onchocerca
volvulus, jehoz larvy (mikrofilarie) u ¢lovéka napadaji oko a zpusobuji tzv. fi¢ni slepotu.
Nekteré hlistice se vyskytuji i u nas — roup détsky (Enterobius vermicularis), skrkavka détska
(Ascaris lumbricoides), ziidka i svalovec stodeny (Trichinella spiralis)." Mali piezvykavci
jsou nejcastéji infikovani témito parazity: vlasovka slezova (Haemonchus contortus),
Teladosargia (Ostertagia) circumcinta a Trichostrongylus colubriformis. Hlistice celedi
Strongylidae zptisobuji velice &asto nakazu koni.**®
Posledni skupinou jsou antitrematodika. Ta slouzi klécbé infekci zplsobenych

motolicemi, coZ jsou plo§i nesegmentovani cCervi, kteti se vyskytuji v subtropickych
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a tropickych oblastech. Nejdulezitéjsi jsou schistosomozy zplisobené krevnickami
Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium a Schistoma japonicum. ™

Odhaduje se, ze 1,3 - 2 biliony lidi (zejména v rozvojovych zemich) trpi stfevni

infekci zptisobenou cervy. Ackoliv mortalita je nizka, mohou tyto infekce pfispét k celkové

morbidité. Schistozomy 1 stfevni parazité zpusobuji anémii, zpomaleni riistu, malnutrici a

snizeni psychické a fyzické vykonnosti. Onchocerk6za muze byt doprovazena upornym

svédénim, koznimi defekty a snizenim obramyschopnosti.5

1.2. Anthelmintika proti nematodézam

Vzhledem k zaméfeni této diplomové prace je v nasledujici kapitole uveden pouze

ptehled jednotlivych skupin antinematodik, jez se bézné€ pouzivaji v klinické praxi.

1.2.1. Benzimidazoly

Jsou to slouceniny, u kterych je soucasti aromatického heterocyklu amidinovad nebo
guanidinovad skupina. Mechanismus U€inku téchto latek je zalozen na inhibici syntézy
B-tubulinu (strukturdlni jednotka nezbytna pro tvorbu mikrotubuld v bunikdch parazitll). Tim
naruSuji transport a metabolismus glukézy. Dusledkem je energetické vyCerpani, ztrata
pohyblivosti paraziti a jejich pozvolné odumieni. Afinita benzimidazoll k parazitarnimu
B-tubulinu je mnohondsobné vy$$i nez k P-tubulinu oSetfovanych zvifat, proto maji
jen minimalni nezadouci u&inky."®

Za prvni Sirokospektré anthelmintikum se povazuje tiabendazol. Uginek
je kratkodoby, protoze je rychle metabolizovan na S5-hydroxytiabendazol a ve formé
glukuronatu se vylucuje moc¢i — charakteristicky je zapach ,,po chiestu. Nyni se vyuziva jako

. . o 27
antimykotikum ve veterinarni medicing.?"®

tiabendazol

Nov¢jsi latky jsou substituovany v poloze 5 benzimidazolového jadra. Patii sem
triklabendazol, mebendazol, fenbendazol a albendazol, ktery jako jediny ucinkuje proti vSem

vyvojovym stadiim hlista (tj. vajickim, larvam i dospélym cerviim). Fenbendazol
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je veterinarné specifické antinematodikum, ostatni latky nasly uplatnéni i v humanni

medicing.?’
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triklabendazol mebendazol
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fenbendazol albendazol

Benzimidazoly dale vykazuji anticestodni a antitrematodni aktivitu. Z divodu dosud
neovéienych informaci o jejich toxicit¢ je vhodné omezit jejich uzivani v dobé biezosti

(hlavne 1. ‘[rimestr).8

1.2.2. Makrocyklické laktony

Jsou to Ié¢iva biosyntetického ptivodu, ktera se déli se na avermektiny a milbemyciny.
Tyto slouceniny jsou toxické pro ryby a vodni zivocichy, opatrnosti je tieba u kolii, Seltii,
jezevcikl a ptibuznych plemen.

Mezi avermektinova anthelmintika patii ivermektin. Toto antibiotikum je smési
22,23-dihydroderivata avermektinu B, (90%) a Bip, (10%) a bylo izolovano z pudni
aktinomycety Streptomyces avermitilis. Latka zvySuje vyplavovani a naslednou vazbu
kyseliny y-aminomaselné na jeji receptor komplexu chloridového kanalu postsynaptickych
neurondlnich membran, coz ma za nasledek paralyzu cervii a jejich vyhladovéni.
Ve veterindrnim 1ékafstvi se pouZziva také jako insekticidum proti riznym ektoparazit6zam,
vV huméanni mediciné je obzvlasté ucinny proti Onchocerca volvulus. Nezadouci wcinky
jsou obvykle mirné — nejcastéji bolest t€la doprovazena bolesti hlavy, otoky koncetin, svédéni

. o 127
a bolesti svalt. >89
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ivermektin

Milbemyciny jsou fermentacni produkty kmene Streptomyces cyanogriseus. Vykazuji
stejné spektrum i mechanismus u¢inku jako avermektiny. V terapii stfevnich infekci
se ve veterinarni praxi pouzivd moxidektin. Je zna¢n¢ lipofilni, a proto je nezbytné piesné
dodrzet davkovani. Podobné jako u ivermektinu neni dosud dostupné specifické antidotum
v piipad& piedavkovani.>"°

H3CO_

moxidektin

1.2.3. Imidazothiazoly

Tato skupina anthelmintik mé vyhradné antinematodni G¢inky. Pisobi proti dospelym
formam parazitd i larvalnim stadiim, ovicidni u¢inky vSak nemaji. Mechanismus spociva
v selektivni inhibici fumarat reduktdzy (mitochondridlni enzym), ktery reguluje anaerobni
metabolismus cervii. RovnéZz vedou k zablokovani neuromuskularni aktivity a nasledné

svalové kontrakci. Pouziva se v humanni i1 veterinarni medicing.

10
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Jedinym zdstupcem této skupiny je levamizol (levotoivy izomer tetramizolu).
Ten nezabiji hlistice bezprostiedné, ale jsou nejprve paralyzovany a pak snadno vylouceny,

protoze 1€k zvySuje intestinalni motilitu. Levamizol mize byt vyuzit i jako imunomodulator.”

levamizol

1.2.4. Tetrahydropyrimidiny
U téchto latek je amidinova skupina soucasti tetrahydropyrimidinového jadra.
Nejdulezitéjsi je pyrantel (pouziti u zvitat i u lidi), méné ¢asto se pouzivaji oxantel a morantel

(pouze ve veterinarni medicing).

@\y\i\ﬁ HO/©\/\N|(\,L) C\l/\\b

pyrantel oxantel morantel

Pyrantel se pouzivd ve form¢ embonatu (siil se substituovanou kyselinou methylen-
-bis-naftoovou) a pusobi proti nezralym a dospé€lym formam citlivych helminti ve stfevé,
nezasahuje vSak migrujici stadia V tkanich. Plsobi na acetylcholinovych receptorech
svalovych bunék nematod — vyslednym efektem je spasticka paralyza vnimavych nematod,
kterd jsou vypuzena peristaltikou ze stieva v zivém stavu. Prestoze se 1é¢ivo po podani Spatné
vstiebava, mohou se objevit nezddouci ucinky jako bolest hlavy, zavraté, zazivaci potize

a ospalost. Pyrantel neni vhodny pro t€hotné Zeny a pro déti ve véku niz$im nez jeden rok. 27

1.2.5. Pyrvinium-embonat

Pyrvinium-embonat je barvivo, které neni vyznamné absorbovano ze stieva. Lécivo
je vysoce ucinné pouze v 1écbé lidskych enterobidz. Podava se v jediné davce, kterd se znovu
opakuje po 6 az 8 tydnech, aby byli ovlivnéni i hlisti, ktefi se vylihli az po podani prvni davky
z vajicek (pyrvinium-embonat neni ovicidni). Nezadouci G¢inky jsou obvykle zanedbatelné,
zahrnuji mirné abdominalni potize nebo vyrazku. Doporucuje se soucasné 1éCeni ostatnich

¢lent domacnosti. Latka barvi stolici jasné Gervend.

11
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1.2.6. Piperazin a diethylkarbamazin

Piperazin ucinkuje paralyticky na svalovinu hlista, ktery je potom peristaltickou
aktivitou odstranén z lidského organizmu. Je U¢inny v 1écbé askaridzy (ndkazy vyvolané
Skrkavkami) a enterobiozy (infekce zpiisobend roupem détskym), ale nema zadny ucinek
na larvalni stadia skrkavky. Piperazin je dobfe tolerovan, kromé gastrointestinalnich poruch
se muze vyskytnout vyrazka nebo vzacné neurologické symptomy. U pacientd s latentni
epilepsii byla pozorovéana exacerbace epilepsie.’ Piperazin se nejcastéji pouziva ve forme soli
s organickymi kyselinami (piperazin-citrat a piperazin-adipat), které zpomaluji resorpci
Z traviciho traktu.?

Dietylkarbamazin je piperazinovy derivat, ktery je vysoce u¢inny nejen proti
mikrofilariim, ale také proti nékterym dospélym hlistim. Mechanismus u¢inku neni zcela
jasny. Diethylkarbamazin zptsobuje vyplaveni enzymu z eosinofilii, které pozméiuji povrch
hlistd i mikrofilarii, ty pak snadnéji podléhaji fagocytoze. Uplatnéni nasel pouze v humanni
medicing.!

O
ﬁN)kN/\

diethylkarbamazin
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1.3. Problém rezistence u anthelmintik

Anthelminticka rezistence je definovéna jako vrozena snizend citlivost paraziti
k u¢inku Iéku. Tento jev zahrnuje dva biologicky odlisné, ale ne vzdy rozeznatelné procesy:

1) Vyssi vyskyt parazit tolerujicich 1éky

2) Existence populaci nachylnych paraziti, ktefi mohou podlehnout mutacim
(mozna indukované ptisobenim lé(“:iv)‘l’5

Cetngjsi podavani stejného 16¢iva nebo 1é¢iv se shodnym mechanismem uéinku vede
Kk rozvoji rezistence u parazitd, ktefi prezili predchazejici terapie. V soucasné dobé
se mnohem castéji vyskytuji pfipady zkiizené rezistence (MDR), kdy se rezistence objevuje
po soucasném podavani riznych 1é¢iv s odliSnym mechanismem G¢inku.*®

Rezistence je nejcastéji vyjadiena jako redukce, coz je procentualni tbytek parazitt

e 4
po expozici 1é¢ivem.*”

1.3.1. Obecné mechanismy vzniku rezistence

Lékova rezistence mlize vzniknout nékolika zplsoby:

A) Zménou molekuldrniho receptoru — molekula 1é¢iva nemize déle efektivné
interagovat S receptorem

B) Modifikaci metabolismu, ktery inaktivuje nebo odstrani 1é¢ivo

C) Zménou distribuce 1éku v cilovém organismu S naslednym znemoznénim
pristupu l1é¢iva na misto G€inku

D) Amplifikaci cilovych genii vedouci k nedostate¢né uginnosti 1é&iva®

1.3.2. Vyvaoj rezistence u anthelmintik

Prvni zpravy o rezistenci pochazeji z pfelomu 50. a 60. let, kdy se prvné vyskytla
u ovci napadenych parazitem Haemonchus contortus a pozdé€ji u koni infikovanymi
cyathostominy po podani tiabendazolu.® Od poloviny 70. let byla u koz a ovci béZzn¢ rozsitena
rezistence k benzimidazolim. Stejnad situace Se opakovala v 70. a 80. letech po podani
imidazothiazolli, tetrahydropyrimidinti a makrocyklickych laktonti. Na zacatku 90. let

se poprvé objevila zkiizena rezistence, ktera je v soucasnosti dokumentovana po celém svété

u vSech veterindrné vyznamnych palrazitﬁ.6

13
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1.3.3. Vyskyt anthelmintické rezistence ve svété

1) Evropa

Zpravy ukazuji, ze rezistence nartstd ve vSech statech s vyjimkou Portugalska
(zde vyskyt rezistence nebyl zkouman) a Recka (malo frekventované pouzivani anthelmintik).
Rezistence je hlavné spojena s benzimidazoly. Léky ovliviujici acetylcholinové receptory
jsou zatim Uc¢inné, ackoliv v Dansku a Némecku byly zaznamendny ptipady rezistence
u prasat. Z Danska a Skotska pochazeji zpravy o rezistenci prasat na ivermektin.™*?

2) Afrika

V tfadé¢ zemi afrického kontinentu byly zaznamenany ptipady rezistence ke vSem
Sirokospektrym anthelmintikiim. Z finan¢nich dtivoda byly vyzkumy provadény pouze v Keni
(polovina z 42 vysetfovanych farem vykazovala rezistenci nejméné k jedné anthelmintické
skupin€) a v Jizni Africe (zde byly popsany prvni piipady rezistence na vSechny hlavni
anthelmintika).***2

3) Australie a Novy Zéland

V tropickych oblastech Australie byla zjisténa rezistence Kk benzimidazolim,
levamizolu a pyrantelu na pfiblizné 80 % farem, kombinace selhavala v poloviné piipadu.
Rezistence k makrocyklickym laktonim se zatim vyskytla jen na nékolika farmach, ale pocet
ptipadi stoupa. U koz je mnohem vét§im problémem MDR (benzimidazoly + makrocyklické
laktony + pyrantel/levamizol). Situace na Novém Zélandu neni tak vazna, piesto se na asi
65 % farem objevila rezistence zejména k benzimidazolim.*?

4) Jihovychodni Asie a Jizni Pacifik

Tropické a subtropické klima vyzaduje intenzivni uzivani anthelmintik u dobytka
— s tim je spojena vyssi pravdépodobnost vyskytu rezistence. MDR na Fidzi (benzimidazoly +
levamizol) postihla tfetinu farem, pozd&jsi studie v Malajsii naznalila nardst rezistence
k benzimidazolm.***?

5) Severni Amerika

Zde je mensi vyskyt chovu piezvykavci, presto byly piipady rezistence u ovci
spatfeny v Luisiané a na Florid€ u vSech typi anthelmintik. "2

6) Jizni Amerika

Na tomto kontinentu je nejvyssi a nejrozsifenéjSi vyskyt rezistence na celém svete.
Ve vsech zemich byla detekovana zk¥izena rezistence na ivermektin, majici za nasledek uplné

vy&erpani viech 1¢ki a situace pro farmée je kriticka. "2

14
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1.4. Mechanismy vzniku rezistence u jednotlivych skupin anthelmintik
Mohutny nartist novych piipada rezistence po celém svété vyzaduje ziskavani novych

poznatkil a rozvoji novych molekuldrnich a genetickych metod k rozsifeni znalosti o tomto

problému. Zde jsou popsany dosud znamé informace ohledné rezistence k jednotlivym

skupindm anthelmintik.

1.4.1. Benzimidazoly

Zatim nejsou k dispozici zpravy o rezistenci benzimidazoli u lidskych parazita,
zatimco v piipad¢ veterinarnich nematod byly provedeny rozsahlé studie na Haemonchus
contortus. Nejvice prostudovananym faktorem ovliviiujicim rezistenci je mutace v kodonu
200 u B tubulinu izotypu 1 (kde fenylalanin byl nahrazen tyrosinem). Pozd¢ji byly navic
nalezeny dal$i mutace u B tubulinu izotypu 1 a B tubulinu izotypu 2 v kodonu 167 (opét
nahrada fenylalaninu za tyrosin), které rovnéz piispivaji k rezistenci na benzimidazoly.
U rezistentnich kmentt Haemonchus contortus se také vyskytla delece B tubulinu izotypu 2.
Mutace Vv kodonu 167 a soucasnd nepiitomnost v kodonu 200 byla prozkoumana
u cyathostominti u koni. Polymorfismus v kodonu 167 byl také patrny i U rezistentnich kment
Teladosargia circumcinta, ale chyb&l u Trichostrongylus colubriformis. Kromé zmén
v genech pfispiva k rezistenci u trichostrongylidl také aktivita P-glykoproteinu. Navic studie
ukazaly, ze nahrada fenylalaninu v kodonu 200 je nezbytna pro vyskyt rezistence
u Haemonchus contortus, naopak u Teladosargia circumcinta je zasadni mutace v kodonu
167.°

Odlisna je situace u triklabendazolu, ktery vykazuje uzké spektrum ucinku. Zde
rezistence neni spojena s mutacemi v  tubulinu (tyrosin pfitomny v kodonu 200 se vyskytuje
u rezistentnich i nachylnych populaci cervil). Rezistentni kmeny jsou schopné rychleji
metabolizovat G¢innou formu triklabendazol-sulfoxid (inhibuje bunécéné déleni a zpomaluje

pohyb stievnich sekretii) na relativné neuéinny sulfon.**

1.4.2. Imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny

Levamizol je nejpouzivanéjSi anthelmintikum ovliviiujici nikotinové receptory
pro acetylcholin. Nematoda rezistentni k levamizolu vykazuji rezistenci k pyrantelu
a morantelu. Rezistence u Caenoharbditis elegans je vysledkem absence levamizolovych
receptort, které jsou soucasti neuromuskularni synapse spolecné s receptory pro nikotin.

Presto metody pro rozliSeni fyziologickych a farmakologickych parametri u levamizol
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rezistentnich a senzitivnich kmend zatim nejsou k dispozici. Nematoda maji mnoho nAch,
takze je obtizné nalézt jakykoliv polymorfismus spojeny s rezistenci. U Trichostrongylus
colubriformis za rezistenci odpovidad jeden pohlavné vazany gen, zatimco Haemonchus
contortus je jich pravdépodobné nékolik. Pro ptesnou definici rezistence téchto 1é¢iv

je potieba podrobn& prozkoumat nAch u jednotlivych parazitii.*®

1.4.3. Makrocyklické laktony

Tyto Iéky ovlivituji intestindlni parazity pomoci otevieni chloridovych kanala
(a naslednému influxu chloridovych aniontii do buiiky — tento jev zajist'uje inhibi¢ni plisobeni
GABA), ovlivnénymi o podjednotkou glutamatem fizenych iontovych kanali ve svalech
hltanu a somatickych svalech. Ty reguluji reprodukei, pohyb a vyzivu &ervi..*?

Rezistence je zplsobena mutacemi v genech kodujicich tento transportni systém.
Rohrer™® porovnal ivermektin rezistentni a sensitivni kmeny a objevil, Ze rezistence neni
spojena se zaménou vazebného mista v glutamatem fizeném chloridovém receptoru.
Blackhall'® zjistil, Ze jedna alela o podjednotky genu je spojena s rezistenci. Dokonce
se objevuji navrhy, ze PgP hraje roli v rezistenci, nebot’ dochdzi k extrémnimu vypuzeni 1éku

o 4
Z t&la gerva.*®

1.5. Faktory ovliviiujici vznik rezistence

1) Vysoka frekvence aplikace anthelmintika ptispiva k rychlej§imu vzniku a Sifeni
rezistence: dvé az tfi 1écby rocné staci k rozvoji rezistence u nékterych Cervii u dobytka.
Vytvoteni lékové rezistence rovnéZ usnadnuje nékolikaleté podavani stejného 1éku (nebo 1éku
s totoznym mechanismem uéinku) v kratkych &asovych intervalech.’

2) Volba vhodného léku — pokud je uzivan jediny 1€k, je U€inny obvykle v prvnim
roce podavani, pak dochazi ke vzniku rezistence. Omezeni tvorby rezistence je dosazeno
kazdoro¢ni rotaci anthelmintik nebo jejich kombinaci — pouzivaji se dvé a vice 1&Civ
s rozdilnym mechanismem Géinku.”

3) Casovani a vicinnost léciv — profylaktické podavani u zvitat piispiva k rozsieni
rezistence. Ackoliv nejsou Zadna data z experimentélnich studii dosud k dispozici, pocitacové
modely predpovidaji, ze rozvoj rezistence je zpomalen, pokud 20 % stada ztistane neléceno.
To snizi vyskyt Cervii pfenasejicich rezistentni alely. Pravidelné st¢hovani stad po dokonceni

1é¢by na jiné pastviny v obdobi sucha se b&Zné& provadi kvilli omezeni vzniku néhlé infekce.
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4) Poddavkovani je vSeobecné povazovano za vyznamny faktor rozvoje
rezistence, protoze umoziuje piezit heterozygotnim jedincim (pfendsi rezistentni gen)
a tak napomoci vytvoieni nové rezistentni populace. Nizs§i davky 1éciv sice redukuji naklady
na lécbu (pfestoZze cena tvofi minoritni podil pii planovani lécebnych programi),
ale nezabrani vzniku rezistence. Davky nékterych v praxi pouzivanych 1é¢iv (napf. ivermektin
— 150 pg/kg, mebendazol 500 pg/kg, albendazol 200 - 400 mg/kg) jsou dle soucasnych
kritérii povazovany za nelécebné. Poddavkovani u lidi se Casto vyskytuje v rozvojovych
zemich, kde se bézn¢ pouzivaji polovicni (nékdy i mensi) davky a velmi Casto se na trhu
nachazi falsovana nebo prosla 1é&iva.”

5) Biologie parazitu — parazité¢ se vyznacuji kratkou délkou zivota a vysokou
reprodukéni schopnosti, takze se b&hem kratk¢é doby zvySuje pocet parazith, kteti
jsou rezistentni k 16¢b&.”

6) Genetika  paraziti — rezistentni alely mohou byt dominantni
(napf. u makrocyklickych laktonil). Za rezistenci odpovidd rizny pocet gend (jeden

nebo nékolik) — &im v&tsi zména v genech, tim rychleji rezistence vznika.*

1.6. Rezistence a jeji nasledky

Pted 20 lety povazovalo mnoho védcti rezistenci cervll u dobytka za bezvyznamny jev.
Vysoka prevalence rezistence intestinalnich nematod u ovci, koz a koni (¢asto pies 50 %) byla
zaznamenana ve vSech oblastech svéta, o néco méné zavazna je rezistence u dobytka, ptestoze
vyskyt stale stoupa. Rezistence ohrozuje zdravi zvifat 1 produktivitu, celkové dochazi
ke sniZeni uZitkovosti zvifat. V n&kterych oblastech Paraguaye a Jizni Afriky jsou Cervi
rezistentni ke vSem Sirokospektrym anthelmintikiim a farmafi zacinaji opoustét chov ovci
kvili nepfekonatelnym problémiim s rezistenci.”

Vyzkumnici v oboru veterinarnich 1é¢iv vydali varovani pted rapidnim nardstem
rezistence u lidskych cCervii (u hlistic a motolic; u tasemnic zatim rezistence nebyla
zaznamenana). Proto musi byt pfisné dodrZzovano spravné pouzivani 1éciv: tj. davky, délka
1é¢by a vybér 1éku. Navic v pripadé lidskych patogent je obtizné prokazat, zda snizeni uc¢inku
Iéku bylo zpusobené rezistenci nebo ostatnimi faktory, jelikoz nejsou k dispozici validni
testy.*

Pro terapii lidskych helmintdz je nyni na trhu jen malé mnozstvi anthelmintik, ktera
jsou bezpeéna a zaroven ucinna. Od zavedeni makrocyklickych laktoni v roce 1981 byly na

trh uvedeny oxindolovy alkaloid paraherquamid a cyklodepsidy reprezentované
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emodepsidem. Tato latka byla izolovana z houby Mycelia sterilla a vyuziti nasla jen v terapii

helmint6z u kogek (ptisobi proti larvalnim i dosp&lym formam paraziti).®*>1%4/

1.7. Derivaty aminoacetonitrilu — AADs

Z dtvodt uvedenych v piedchozich kapitolach je stale potfeba hledat nové potencialni
skupiny anthelmintik. Jednou z perspektivnich skupin anthelmintik jsou AADs — derivaty
aminoacetonitrilu, jejichz pfipravou jsem se zabyvala v rdmci této diplomové prace.

Jedna se o novou skupinu latek™ '8! piedeviim s vyraznym nematocidnim efektem.
Tyto slouceniny (obecny vzorec nejucinngjSich derivati je zobrazen na Obr. 1) zplsobuji
nadmérnou kontrakci svalovych bunék parazita vedouci k paralyze, selhani krevniho ob&hu
a nasledné k smrti. Mechanismus u¢inku je zaloZzen na schopnosti ovlivnéni podjednotky
nikotinového receptoru pro acetylcholin.®*® V soucasné dobé je nejaktivngjsi z derivati této
skupiny - monepantel (4, AAD 1566) jiz registrovan jako roztok pro oralni podani pii 1écbé
rezistentnich nematoz u ovei (ZOLVIX®, Novartis Animal Health).?

N
RE TN Sk,
Z %

R4=F, Cl, Br, CF3, CN
R2 = CF3,0CF3, SCF3

Obr. 1
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Cil prace
2. CiL PRACE

Cilem mé diplomové prace byla syntéza anthelminticky aktivnich latek, jejichz
strukturni zéklad tvofi aminoacetonitril (AADs). Mym tkolem bylo pfipravit ¢tyfi vybrané

zastupce této skupiny:

N N
@EO N)KQ CI\C[O N)K©\
H H
CF, OCF, cl OCF,

1 (AAD 970) 2 (AAD 1154)
N N
F 0 X o><
N
F Br OCF4 CF; SCF,
3 (AAD 1336) 4 (AAD 1566, monepantel)

Ptipravené latky budou pouzity pro dal§i vyzkum metabolismu téchto sloucenin
na Katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové. Cilem je nalézt
vztah mezi DME parazitii (enzymy metabolizujici 1é¢iva) a vyvojem rezistence. Pro studium
budou pouziti nasledujici parazité: vlasovka slezova (Haemonchus contortus, Nematoda),
tasemnice krysi (Hymenolepsis diminuta, Cestoda) a motolice kopinata (Dicrocoelium
dendriticum, Trematoda).

VSechny derivaty budou syntetizovany jako racemické smeési, jejich déleni

na enantiomery bude probihat pomoci HPLC na kolon¢ s chirdlni naplni.
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3. VYSLEDKY S KOMENTAREM

3.1. Metoda A
Prvni tfi pozadované molekuly anthelmintik byly ptipraveny v souladu s publikovanou
puvodni tiikrokovou syntézou.l5’19 Z retrosyntetického rozboru (Schéma 1) je patrné, ze jako

vychozi latky slouzi komeréné dostupné substituované fenoly.

N N
>\< 0 \E\Jﬁ, 0
L= = 1L
Ry R OCF; Ry R R, R,
R Rq

2

Schéma 1

Piehled syntetizovanych sloucenin dle vy$e zminéného postupu je uveden v Tabulce

1:
N
PORERS!
H
R, R, OCF,
Tabulka 1:
R R, R;
1 CF; H H
2 Cl H Cl
3 Br F F

Prvni synteticky krok (Schéma 2) zahrnoval reakci chloracetonu se substituovanymi
fenoly (5-7), které byly in situ pomoci uhli¢itanu draselného pievedeny na ptislusné fenolaty
pro umoznéni nukleofilni substituce (Williamsonova syntéza). Zaroven byl do reakéni smési

pfidan jodid draselny (0,02 ekv.) pro urychleni substituce (Finkelsteinova reakce).
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O
Rs OH CHZ;COCH,CI, KI, K,CO;  Rs OJK
RZI:[& aceton,reflux sz@i&
R1:CF3VR2:H,R3:H(5) R1:CF3,R2:H, R3:H(8) 96 %
R:=CI R,=H, R3=Cl (6) R:=CIR,=H,R3=Cl (9) 94 %
Ri= BI’Y R,=F, R3;=F (7) R.= Br, R,=F R3=F (10) 89 %

Schéma 2

Po izolaci latek (8-10) pomoci sloupcové chromatografie byla potvrzena jejich
totoznost pomoci *H NMR spektroskopie — ve spektrech pribyly signaly singleti methylenové
a methylové skupiny v sousedstvi karbonylové skupiny (4.58 ppm a 2.37 ppm u latky 8; 4.55
ppm a 2.35 ppm u latky 9; 4.53 ppm a 2.37 ppm u latky 10). Syntéza vSech t¥i derivata
probéhla s vysokymi vytézky (89 — 96 %).

Vzniklé ethery (8-10) byly posléze podrobeny Streckerové reakci (Schéma 3). Jedna
se o nukleofilni adici amoniaku na karbonylovou skupinu, pfi¢emz meziproduktem je imin,

ktery je nasledné atakovan kyanidovym aniontem.

N
o) H,N 7
R, o\)\ KCN, NH,CI R; o)
—_—
I:[ NH4/H,0 j@[

R; R4 R; R
Ry=CF3 Rp= H, Rg=H (8) Ry = CF3 Ry = H, Ry = H (11) 67 %
R.=Cl R, = H, Rs=CI (9) Ry=Cl R,=H, Ry=Cl (12) 50 %
R:= Br R,=F, Rs=F (10) Ri=Br R,=F, Rs=F (13) 91%

Schéma 3

Po separaci produkti (11-13) pomoci sloupcové chromatografie byla jejich totoznost
ovéfena pomoci H NMR spektroskopie — ve spektrech se objevily dva dublety
diastereotopickych vodikti (4.10 a 3.91 ppm u latky 11, 4.39 a 4.20 ppm u latky 12,
4.07 a 3.90 ppm u latky 13) a navic broad singlet patiici aminoskuping (2.25 ppm u latky 11,
2.44 ppm u latky 12 a 2.62 ppm u latky 13). Produkty byly izolovany ve vytézcich 50-91 %.

Aminonitrily (11-13) byly pievedeny na amidy reakci s chloridem Kkyseliny
4-trifluormethoxybenzoové (1,2 ekv.) za vyuziti N,N-diisopropylethylaminu (1,4 ekv.)
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a katalytického mnozstvi 4-(dimethylamino)pyridinu v prostfedi dichlormethanu (Schéma 4).
Vsechny latky (1-3) byly po sloupcové chromatografii izolovany ve vynikajicich vytézcich
82-98 % a byly charakterizovany 'H, *C NMR a MS spektroskopii.

HN_ 7 \ NH OCF
- 3
Ry o\)< DIPEA, DMAP, 4-CF;OPhCOCI o>§

CH,Cl, o

R, R, Rz R
R:=CF3 Ry= H, Ry= H (11) Ri=CF3 Ry=H,Rs=H (1) 82%
R:i=Cl R,= H, Rs=Cl (12) Ri=ClR,=H,R;=CI(2) 98%
R;=Br R,=F, R3=F (13) Ri=BrR,=F,Rs=F(3)  83%

Schéma 4

Oproti plvodnim molekuldam ptibyly ve spektrech signaly para substituovaného
aromatického jadra, navic se v 'H NMR vytvofil singlet amidické skupiny (6.64 ppm u latky
1, 6.72 ppm u latky 2 a 6.60 ppm u latky 3).

3.2. Metoda B

Syntéza posledni latky (4) vychazela z hydroxyacetonu, ktery mél byt dle publikované

pfedlohylS'19 pfeménén tiistupiovou syntézou na finalni produkt (Schéma 5).

N N
AN O N 0
S 2,0 HO\>< g "\
7 N N — \
CF; SCF; SCF, NH,

=

O

HO\)J\
N N\
\ (@]
s o
H
CFs 4 SCF,
Schéma 5
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V souladu s piedchozi syntézou (kapitola 3.1.) byl vychozi hydroxyaceton podroben
Streckerové reakci (Schéma 6). Produkt (14) se ovSem nepodafilo ani po opakovani reakce

izolovat.

N
O KCN, NH,CI \
HO — X HO
NH; / MeOH NH;
14
Schéma 6

Hydroxyl vychozi latky byl proto nejprve ochranén jako THP ether reakci
s 3,4-dihydro-2H-pyranem v dichlormethanu za pfidani katalytického mnozstvi pyridinium-
-p-toluensulfonatu (Schéma 7). Produkt (15) této reakce (79 % vytézek) byl po rychlé

separaci na silikagelovém sloupci pouzit bez charakterizace do nésledujici reakce.

o]
Ho\)OJ\ DHP, PPTS THPO\)K

CH,Cl,
15

Schéma 7

V nasledujicim kroku byl opét proveden pokus o Streckerovu syntézu (Schéma 8).
V tomto pfipadé se jiz podafilo ziskat pozadovany produkt (16) v dobrém vytézku (70 %),
jehoz totoznost potvrdila 'H a ¥C NMR spektra. Pfitomnosti dvou chirdlnich center
v molekule vznikla smés diastereomerti v poméru 1:1, coz bylo v obou NMR spektrech dobie

patrné.

N
O KCN, NH,CI \
THPO —————> THPO
NH; / MeOH NH,
15 16
Schéma 8

Dalsi stupen syntézy spocival v reakci aminonitrilu (16) s chloridem Kkyseliny
4-(trifluormethylsulfanyl)benzoové (1,2 ekv.) za pritomnosti N,N-diisopropylethylaminu
(1,4 ekv.) a katalytického mnozstvi 4-(dimethylamino)pyridinu v prostiedi dichlormethanu

(Schéma 9). Vytézek tohoto kroku syntézy byl po precisténi na sloupci silikagelu 67 %.

23



Vysledky s komentarem

V 'H NMR spektrech piibyly signaly para substituovaného aromatického jadra (7.91-7.82
a 7.75-7.70 ppm).

N
N N\ o)
& DIPEA, DMAP,4-CF;SPhCOCI  THPO
N
THPO NH, CH,Cl, H
16 17 SCF;

Schéma 9

Poté bylo potieba odstranit THP chranici skupinu, nejprve pomoci Kyselé pryskyiice
DOWEX50® v prostiedi methanolu. Reakce probihala po dobu 20 hodin za laboratorni
teploty. Za téchto podminek vznikal produkt v pomérné nizkém vytézku (29 %)
za soucasného vymizeni vychozi latky (monitorovano dle TLC), proto byly zvoleny mirné&jsi
reakéni podminky — PPTS v prostfedi methanolu (Schéma 10). Pozadovany produkt (18)
byl po separaci na sloupci silikagelu ziskan ve vyborném vytézku (97 %). Z NMR spekter
vymizely vesker¢ signaly chranici THP skupiny.

N

N
HO
THPO N PPTS N
H MeOH H
17 SCF, 18 SCF3
Schéma 10

Zaveére¢na nukleofilni aromatickd substituce predstavovala reakci vychoziho nitrilu
(18), prevedeného Vv bezvodém THF za piidavku tBuOK (1,1 ekv.) na alkoholat
se substituovanym fluorbenzenem (1 ekv.) (19) (Schéma 11). Pro zdarny pribéh tohoto typu
reakce je nezbytna ,aktivace™ fluorbenzenu substituenty se zapornym mezomernim
a indukénim efektem (v tomto pfipadé trifluormethylova skupina v 0-poloze a nitril

v m-poloze).
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CN
19
N N
HO S
H H
18 SCF3 THF CF3 4 SCF,
Schéma 11

V prvnim pokusu bylo na TLC z reak¢ni smési patrné, ze velka ¢ast vychozi latky
nezreagovala. Proto bylo pfidano dal$i mnozstvi tBuOK (0,5 ekv.), ale i po dvouhodinovém
zahtivani reak¢éni smési bylo ziskano pouze 13 % pozadovaného produktu (4).

Pfi opakovani tohoto pokusu s nadbytkem tBuOK (2 ekv.) a zahiivanim reak¢éni smési
po dobu 12 hodin nebyl produkt viibec izolovan - mohlo to byt zpisobeno tim, ze tBuOK,
ktery jsme pouzili, nebyl zfejme uplné suchy — in situ vznikajici hydroxid jako mén¢ objemna
baze by mohl interagovat i s jinymi skupinami. Proto byl nejprve tBuOK ptesublimovan
a v této formé pak pouzit (1,1 ekv.) do dalsiho pokusu, kde po zahfivani reak¢éni smési
na 50 °C po dobu ¢ty hodin byl pozadovany produkt izolovan ve vytézku 24 %. Pti pouZiti
komeréné dostupného tBuOK (1,1 ekv.) v roztoku (1 M roztok v THF) ¢inil vytézek reakce
27 % a nepodatilo se ho jiz dale zvysit.

V 'H NMR spektru se nachazely multiplety aromatickych jader (7.81-7.72, 7.45-7.40
a 7.29-7.23 ppm), dale singlet amidické skupiny 6.73 ppm, dva dublety odpovidajici
diastereotopickym vodiktim (4.68 a 4.46 ppm) a singlet methylové skupiny (1.99 ppm).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité experimentalni postupy

Vychozi latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich a pouzity bez cisténi.
Tetrahydrofuran byl pied pouzitim piedestilovan z benzofenon ketylu.

Teploty tani vSech latek byly méfeny na Koflerové bloku nebo na pftistroji Buchi B-545
a nebyly korigovany. NMR spektra spektra vSech latek byla zmétfena v roztocich CDCls,
popt. DMSO-dg pii laboratorni teploté na pfistroji VARIAN MERCURY - Vx BB 300
pracujicim pfi 300 MHz pro 'H a pii 75 MHz pro **C nebo na pfistroji VARIAN VNMR
S500 (500 MHz pro *H a 125 MHz pro **C). Chemické posuny byly zmé&Feny jako hodnoty &
V parts per milion (ppm) a byly neptimo vztazeny k tetramethylsilanu jako standardu pomoci
zbytkového signalu rozpoustédla (CDCls: 7.26 pro *H a 77.00 pro *C; DMSO-de: 2.49 pro *H
a 39.70 pro 13C). Data jsou prezentovana v nasledujicim potadi: chemicky posun (9),
integrovana intenzita (v protonovych spektrech), multiplicita (s: singlet, bs: broad singlet,
d: dublet, q: kvartet, m: multiplet), interakéni konstanty (Hz) a pfifazeni. Hmotnostni spektra
vSech latek byla méfena na hmotnostnim spektrometru AGILENT 500 metodou APCI
s nizkou rozliSovaci schopnosti.

Pribéh reakce a Cistota vyslednych produktu byla kontrolovana pomoci tenkovrstvé
chromatografiec na aluminiovych TLC deskach Silica gel 60 Fasq (Merck) s detekei
pod UV lampou a s pomoci detekéniho ¢inidla Ce(SO4),. 4H,0 (2 g), H3[P(M03010)4] (4 9),
konc. H,SO4 (10 ml), H,O (200 ml) a nasledného zahiati. Silikagel 60 (0.040-0.063 mm)
pro sloupcovou chromatografii byl zakoupen od firmy E. Merck.

4.2. Piiprava N-[2-kyan-1-(2-trifluormethylfenoxy)propan-2-yl]-4-trifluor-

-methoxybenzamidu (1)

4.2.1. 2-(Trifluormethyl)fenoxyaceton (8)
Sumarni vzorec: C1gHoF30-

Molekulova hmotnost: 218,17
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Schéma ptipravy:
O
OH CH;COCH,CI 0\)1\
KI,K,COg @[
CFs aceton CFs3
5 8
Postup piipravy:

K suspenzi 2-trifluormethylfenolu (5) (334,3 mg; 2,00 mmol), jodidu draselného
(6,6 mg; 0,04 mmol) a uhli¢itanu draselného (304,1 mg; 2,20 mmol) v acetonu (2 ml)
byl pfidan chloraceton (0,2 ml; 2,4 mmol) a reakéni smés byla zahfivana pod zpétnym
chladi¢em na 65 °C po dobu 8 hodin. Poté byla smés piefiltrovana pies fritu, srazenina byla
promyta acetonem a rozpoustédlo z filtratu odpafeno. Surovy produkt byl zfedén EtOAc
(20 ml) a vytfepan s nasycenym roztokem NaCl (20 ml). Organicka vrstva byla vysusena
bezvodym Na,SO, a rozpoustédlo odpareno. Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii
na silikagelu s pouzitim smési hexan:EtOAc (9:1) jako eluentu.

Vytézek: 419 mg (96 %)

Charakteristika: Zlutd olejovita kapalina; *H NMR: (300 MHz, CDCl;) & 7.64-7.60
(1H, m, Ar), 7.58-7.49 (1H, m, Ar), 7.14-7.07 (1H, m, Ar), 6.85-6.81 (1H, m, Ar), 4.58
(2H, s, CHy), 2.37 (3H, s, CHy).

4.2.2. 2-Amino-2-methyl-3-(2-trifluormethylfenoxy)propannitril (11)
Sumarni vzorec: C11H11F3N-O
Molekulova hmotnost: 244,21
Schéma piipravy:

N
OQ?\ KCN, NH,CI oH\2$<//

CF3
8 1

CF3

Postup pfipravy:

Smés 2-(trifluormethylfenoxy)acetonu (8) (418,6 mg; 1,92 mmol), kyanidu draselného
(149,9 mg; 2,30 mmol) a chloridu amonného (153,9 mg; 2,88 mmol) v hydroxidu amonném
(25 %; 2 ml) byla michana 14 hodin za laboratorni teploty. Poté byla smés zfedéna EtOAc

(20 ml) a vytfepana nasycenym roztokem NaCl (20 ml). Organicka vrstva byla vysusena
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bezvodym Na;SO; a po odpafeni rozpoustédla byl produkt ptecistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu s pouzitim smési hexan:EtOAc (7:3) jako eluentu.

Vytézek: 316 mg (67 %)

Charakteristika: nazloutld olejovitd kapalina; 'H NMR: (300 MHz, CDCl3) 6
7.82-7.78 (1H, m, Ar), 7.59-7.54 (1H, m, Ar), 7.27-7.23 (1H, m, Ar), 7.12-7.08 (1H, m, Ar),
7.09-7.05 (1H, m, Ar), 4.13 (1H, d, J =8.6 Hz , CHa), 3.91 (1H, d, J = 8.6 Hz, CHb), 2.25
(2H, bs, NH,), 1.60 (3H, s, CH3).

4.2.3. N-[2-Kyan-1-(2-trifluormethylfenoxy)propan-2-yl]-4-(trifluormethoxy)benzamid
(1)

Sumarni vzorec: C19H14FsN2O3

Molekulova hmotnost: 432,22

Schéma piipravy:

N
N \
H,N 7 N
oj)( DIPEA, DMAP, 4-CF;0PhCOCI O){‘ij/@ OCFs
Cr A
CF5 CFs

1 1

Postup pfipravy:

Ke smési 2-amino-2-methyl-3-(2-trifluormethylfenoxy)propannitrilu (11) (300,0 mg;
1,23 mmol), DIPEA (0,3 ml; 1,7 mmol) a DMAP (7,5 mg; 0,06 mmol) v dichlormethanu
(3 ml) byl pii 0 °C pomalu piikapavan 4-trifluormethoxybenzoylchlorid (0,2 ml; 1,5 mmol).
Reakéni smés byla nejprve michana ptl hodiny pii teploté¢ 0-5 °C a poté pii laboratorni
teploté po dobu 20 hodin. Nasledné byla smés ziedéna EtOAc (20 ml) a vytfepana nasycenym
roztokem NaHCOj;. Organicka vrstva byla vysuSena bezvodym Na;SO, a po odpafeni
rozpoustédla byl produkt preciStén sloupcovou chromatografii na silikagelu s pouZzitim smési
hexan:EtOAc (7:3) jako eluentu.

Vytézek: 437 mg (82 %)

Charakteristika: zluta krystalickd latka, t.t. 147.9 °C, t.t. v literature™ 152-3 °C;
'H NMR: (300 MHz, CDCls) & 7.82-7.78 (2H, m, Ar), 7.27-7.23 (1H, m, Ar), 7.11-7.07
(1H, m, Ar), 7.05-7.02 (1H, m, Ar), 6.64 (1H, s, NH), 4.64 (1H, d, J = 9.0, CH,a), 4.34
(1H, d, J = 9.0, CH,b), 1.96 (3H, s, CH3); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 165.8, 155.0, 152.1,
133.7,131.1, 129.1, 127.3 (9, J = 5.1 Hz), 125.3, 121.8, 120.6, 117.9, 113.1, 70.5, 50.3, 22.5;
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LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 433.5 [M+H]" (100), 382.7 (13), 348.3 (7), 283.4
(24), 234.7 (8), 130.2 (16).

4.3. Priprava N-[1-(2,5-dichlorfenoxy)-2-kyanpropan-2-yl]-4-(trifluor-

methoxy)benzamidu (2)

4.3.1. 2-(2,5-Dichlorfenoxy)aceton (9)
Sumarni vzorec: CgHgCl,0-
Molekulova hmotnost: 205,04
Schéma piipravy:
O
C'\©10H CH3COCH,CI C'\C[OJ]\

Postup ptipravy: viz 4.2.1.
2,5-Dichlorfenol (6) (665,3 mg; 4,00 mmol); jodid draselny (13,3 mg; 0,08 mmol);
uhli¢itan draselny (608,12 mg; 4,40 mmol); aceton (8 ml).
Vytézek: 770,3 mg (94 %)
Charakteristika: Zlutd olejovita kapalina; *"H NMR: (300 MHz, CDCls) & 7.34-7.30
(1H, m, Ar), 6.91-6.85 (1H, m, Ar), 6.78-6.76 (1H, m, Ar), 455 (2H, s, CH,), 2.35
(3H, s, CH3).

4.3.2. 2-Amino-3-(2,5-dichlorfenoxy)propannitril (12)
Sumarni vzorec: C1ogH190CIoN,O

Molekulova hmotnost: 245,11

Schéma ptipravy:
N
O HN 2
2
C'\@OQJ\ KCN, NH,CI CI\CEOX
cl NH3/H,O Cl
9 12
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Postup ptipravy: viz 4.2.2.

2-(2,5-Dichlorfenoxy)aceton (9) (740,0 mg; 3,61 mmol); kyanid draselny (282,0 mg;
4,33 mmol); chlorid amonny (289,6 mg; 5,42 mmol); hydroxid amonny (25 %; 4 ml)

Vytézek: 446 mg (50 %)

Charakteristika: nazloutld olejovitd kapalina, 'H NMR: (300 MHz, CDCl3) 6
7.62-7.58 (1H, m, Ar), 7.26-7.19 (2H, m, Ar), 4.38 (1H, d, J = 8.7 Hz, CHza), 4.19 (1H, d,
J =8.7 Hz, CH2b), 2.44 (2H, bs, NH,), 1.89 (3H, s, CH3).

4.3.3. N-[1-(2,5-Dichlorfenoxy)-2-kyanpropan-2-yl]-4-(trifluormethoxy)benzamid (2)
Sumarni vzorec: C1gH13CloF3N,O3
Molekulova hmotnost: 347,04

Schéma piipravy:

N N\
HN 77 N NH OCF,
Cl 0 DIPEA, DMAP, 4-CF,0PhCOCI  Cl 0
\©i CH,Cl, \C[ 0
Cl Cl

12 2

Postup pfipravy: viz 4.2.3.

2-Amino-3-(2,5-dichlorfenoxy)propannitril (12) (405,6 mg; 1,65 mmol); DIPEA
(0,4 ml; 2,3 mmol); a DMAP (10,1 mg; 0,08 mmol); CH,Cl, (4 ml); 4-trifluormethoxy-
benzoylchlorid (0,3 ml; 2,0 mmol)

Vytézek: 564 mg (98 %)

Charakteristika: zluta krystalickd latka, t.t. 127 °C, t.t. v literature®™® 128-130 °C;
'H NMR: (300 MHz, CDCls) & 7.84-7.80 (1H, m, Ar), 7.29-7.22 (2H, m, Ar), 6.99-6.95
(1H, m, Ar), 6.72 (1H, s, NH), 4.54 (1H, d, J = 9.2 Hz, CH;a), 4.36 (1H, d, J = 9.2 Hz, CH;b),
1.99 (3H, s, CHs); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 165.9, 153.3, 152.1, 133.5, 131.1, 131.0,
129.2, 123.3, 121.8, 120.7, 117.9, 115.5, 71.6, 50.5, 22.6; LRMS (APCI): m/z (relativni
intenzita) 433.2 [M+H]" (100), 406.2 (61), 365.3 (3), 244.0 (2), 219.1 (2), 189.2 (3).
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4.4. Priprava N-[1-(2-brom-4,5-difluorfenoxy)-2-kyanpropan-2-yl]-4-

-trifluormethoxybenzamidu (3)

4.4.1. 2-(2-Brom-4,5-difluorfenoxy)aceton (10)
Sumarni vzorec: CoH;BrF,0
Molekulova hmotnost: 263,96
Schéma piipravy:
0]
FjCEOH CH3COCH,CI FjCEOQJ\
F Br g’;ff;% F Br
7 10

Postup pfipravy: viz 4.2.1.

2-Brom-4,5-difluorfenol (7) (0,2 ml; 2,0 mmol); jodid draselny (6,6 mg; 0,04 mmol);
uhli¢itan draselny (304,1 mg; 2,20 mmol); aceton (2 ml).

Vytézek: 467 mg (89 %)

Charakteristika: zlutd olejovita kapalina; 'H NMR: (300 MHz, CDCls) & 7.47-7.41
(1H, m, Ar), 6.66-6.61 (1H, m, Ar), 4.53 (2H, s, CHy), 2.37 (3H, s, CH3).

4.4.2. 2-Amino-2-methyl-3-(2-brom-4,5-difluorfenoxy)propannitril (13)
Sumarni vzorec: C19gHgBrF:N-O
Molekulova hmotnost: 291,09

Schéma piipravy:

N

o) HN 7/
FD:O\)J\ KCN, NH,CI F 0

NHa/H,0 j@:

F Br o F Br

10 13

Postup ptipravy: viz 4.2.2.

2-(2-Brom-4,5-difluorfenoxy)aceton (10) (467 mg; 1,77 mmol); kyanid draselny
(138,3 mg; 2,12 mmol); chlorid amonny (142 mg; 2,65 mmol); hydroxid amonny (25 %;
2 ml).
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Vytézek: 469 mg (91 %)

Charakteristika: nazloutld olejovitd kapalina, 'H NMR: (300 MHz, CDCl3) 6
7.45-7.39 (1H, m, Ar), 6.79-6.72 (1H, m, Ar), 4.05 (1H, d, J = 8.7 Hz, CH,a), 3.89 (1H, d,
J =8.7 Hz, CH2b), 2.62 (2H, bs, NH,), 1.63 (3H, s, CH3).

4.4.3. N-[1-(2-Brom-4,5-difluorfenoxy)-2-kyanpropan-2-yl]-4-(trifluormethoxy)-
-benzamid (3)
Sumarni vzorec: C1gH12BrFs N>O»

Molekulova hmotnost: 478,19

Schéma pftipravy:
N N
H,N 7 N NH OCF
F 0] DIPEA, DMAP, 4-CF;0PhCOCI F o 3
F Br F Br
13 3

Postup ptipravy: viz 4.2.3.

2-Amino-2-methyl-3-(2-brom-4,5-difluorfenoxy)propannitril ~ (13)  (443,1 mg;
1,52 mmol); DIPEA (0,4 ml; 2,1 mmol); DMAP (9,3 mg; 0,08 mmol); CH.Cl, (3 ml);
4-trifluormethoxybenzoylchlorid (0,3 ml; 1,8 mmol).

Vytézek: 601 mg (83 %)

Charakteristika: Zlutd amorfni latka, t.t. v literatuie™ 84-86 °C; *H NMR: (300 MHz,
CDCl3) & 7.87-7.82 (2H, m, Ar), 7.42-7.38 (1H, m, Ar), 7.34-7.28 (1H, m, Ar), 6.87-6.82
(1H, m, Ar), 6.60 (1H, s, NH), 4.49 (1H, d, J = 9.1 Hz, CH,a), 4.34 (1H, d, J = 9.1 Hz, CH,b),
2.01 (3H, s, CH3); *C NMR: (75 MHz, CDCl3) § 165.9, 152.2, 150.2, 147.9, 131.1, 129.2,
121.7, 121.5, 120.7, 118.0, 104.8, 104.5, 72.1, 50.5, 22.6; LRMS (APCI): m/z (relativni
intenzita) 479.2 [M+H]" (100), 452.1 (35), 433.1 (3), 406.0 (2), 316.2 (2), 219.0 (2).
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4.5. Priprava N-[1-(2-trifluormethyl-5-kyanfenoxy)-2-kyanpropan-2-yl]-4-
-(trifluormethylsulfanyl)benzamidu (4)

4.5.1. 1-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)aceton (15)
Sumarni vzorec: CgH1403
Molekulova hmotnost: 158,2
Schéma piipravy:
O DHP, PPTS Q
HO — THPO\)K

CH,Cl,
15

Postup ptipravy:

Ke smési hydroxyacetonu (3,8 ml; 50,0 mmol) v 80 ml dichlormethanu byl pfidan
PPTS (300 mg, 50,0 mmol) a DHP (4,7 ml, 50,0 mmol). Za stalého michani probihala reakce
za laboratorni teploty po dobu 16 hodin. Poté byla reakéni smés ziedéna EtOAc (20 ml),
vyttepana S 5% vodnym roztokem NaHCOs; (30 ml), organicka vrstva byla vysusena
bezvodym NaySO, a po odpafeni rozpoustédla byl produkt precistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu s pouzitim smési hexan:EtOAc (9:1) jako mobilni faze. Produkt
byl bez charakterizace pouzit do nasledujici reakce.

Vytézek: 7,3 mg (79 %)

Charakteristika: Zluta olejovita kapalina

4.5.2. 2-Amino-2-methyl-3-(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)propannitril (16)
Sumarni vzorec: CoH15N2O

Molekulova hmotnost: 184,24

Schéma ptipravy:
(0] N \
KCN, NH,CI \
THPO\)J\ THPO\><
NH;/MeOH NH,
15 16
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Postup pfipravy:

Ochranény hydroxyaceton (15) (7,3 g; 46,1 mmol) byl rozpustén ve smési amoniaku
v methanolu (25%, 60 ml). Poté byl piidan kyanid draselny (3,61 g; 55,4 mmol) a chlorid
amonny (3,7 ¢; 69,2 mmol). Smés byla michana 14 hodin za laboratorni teploty. Vznikly
produkt byl zfedén EtOAc a vytfepadn nasycenym roztokem NaCl, organicka vrstva byla
vysuSena bezvodym Na,SO,4 Po odpaieni rozpoustédel byl produkt piecéistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu s pouzitim smé&si hexan:EtOAc (8:2) jako mobilni faze.

Vytézek: 5,947 g (70 %)

Charakteristika: nazloutld olejovitd kapalina; 'H NMR: (300 MHz, CDCl3) &
(smés diastereomeru 1:1) 4.77-4.70 (1H, m, OCH), 3.91-3.78 (2H, m, OCHy), 3.80 (1H, d,
J=9.4 Hz, OCH,a), 3.62 (1H, d, J = 9.8 Hz, OCH,a), 3.59-3.49 (2H, m, OCHy), 3.48 (1H, d,
J = 9.8, OCHyb), 3.24 (1H, d, J = 9.4 Hz, OCHjb), 2.05 (2H, bs, NH;), 1.95-1.48
(6H, m, 3xCH,), 1.48 (1H, s, CHsa), 1.47 (1H, s, CHsb); *C NMR: (75 MHz, CDCls)
0 123.5,123.4, 98.9, 98.3, 73.4, 73.0, 62.1, 61.6, 50.2, 49.9, 30.1, 30.0, 25.2, 25.2, 24.2, 24.1,
18.9, 18.5.

4.5.3. N-[2-Kyan-3-(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)propan-2-yl]-4-(trifluormethyl-
-sulfanyl)benzamid (17)
Sumarni vzorec: C17H19SF3N,05

Molekulova hmotnost: 387,40

Schéma piipravy:
N
N N, o
>\< DIPEA, DMAP, 4-SCF3PhCOCI  THPO
N
THPO_ "N, CH,Cl H
16 17 SCF34
Postup pfipravy:

Vychozi aminonitril (16) (1,238 g; 6,7 mmol) byl rozpustén v 16 ml dichlormethanu,
poté byl pfidan DIPEA (1,6 ml; 9,4 mmol) a DMAP (40,9 mg; 0,34 mmol). Po zchlazeni
na 0 °C byl pomalu piikapan 4-(trifluormethylsulfanyl)benzoylchlorid (2 g; 8,1 mmol).
Reakéni smés byla michana nejprve pul hodiny pfi teploté 0-5°C a nasledné pfi laboratorni
teploté po dobu 20 hodin. Poté byla zfedéna EtOAc (30 ml) a vytiepana nasycenym roztokem
NaHCO3; (30 ml). Organicka vrstva byla vysuSena bezvodym Na,SO, a po odpafeni
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rozpoustédla byl produkt ptecisStén sloupcovou chromatografii na silikagelu s pouzitim smési
hexan:EtOAc (8:2) jako mobilni faze.

Vytézek: 1,748 g (67 %)

Charakteristika: svétle zluta krystalickd latka; 'H NMR: (300 MHz, CDCl3) &
(smés diastereomeru 1:1) 7.95 (1H, bs, NH), 7.91-7.82 (2H, m, Ar), 7.75-7.70 (2H, m, Ar),
4.63-457 (1H, m, OCH), 410 (1H, d, J = 11.2 Hz, OCH,a), 4.05-3.98 (3H, m,
OCH; + OCHza), 3.81 (1H, d, J = 11.2 Hz, OCHyb), 3.62 (1H, m, OCH,b), 1.95-1.50 (6H, m,
3XCH; + CHsa + CHg3b).

4.5.4. N-(1-Hydroxy-2-kyanpropan-2-yl)-4-(trifluormethylsulfanyl)benzamid (18)
Sumarni vzorec: C1oH11SF3N,05

Molekulova hmotnost: 303,28

Schéma piipravy:
N
N
HO
THPO \ PPTS N
H MeOH H scr
17 SCF3 18 3

Postup ptipravy:

Vychozi amid (17) (1,748 g; 4,51 mmol) se rozpustil v 31 ml methanolu a poté byl
pfidan PPTS (73 mg). Za stalého michani probihala reakce pfi laboratorni teploté¢ 16 hodin.
Smés byla zfedéna EtOAc (10 ml), vytiepana mezi 5% vodny roztok NaHCO3; (30 ml)
a EtOAc (40 ml), organickd vrstva byla vysuSena bezvodym Na,SO, a po odpateni
rozpoustédla byl produkt piecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu s pouzitim smési
hexan:EtOAc (7:3) jako mobilni faze.

Vytézek: 1,37 g (97 %)

Charakteristika: svétle luta olejovitd kapalina; *H NMR: (500 MHz, DMSO-d6)
5 7.86-7.81 (2H, m, Ar), 7.76-7.71 (2H, m, Ar), 6.73 (1H, bs, NH), 4.05 (1H, d, J = 11.5 Hz,
OCHza), 3.88 (1H, d, J = 11.5 Hz, OCHb), 1.79 (3H, s, CH3).
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4.5.5 N-[1-(2-Trifluormethyl-5-kyanfenoxy)-2-kyanpropan-2-yl]-4-(trifluormethyl-
-sulfanyl)benzamid (4)
Sumarni vzorec: C20H138F6N202

Molekulova hmotnost: 472,38

Schéma pfiipravy:
N N\
N\, o tBUOK, 2-CF3-5-CNPhF N >< Q
N @)
H THF H
CF SCF
18 SCF; 3 4 3
Postup ptipravy:

Ke smési tBUuOK (1 M roztok v THF; 2,9 ml; 2,9 mmol) a vychoziho amidu (18)
(788 mg; 2,60 mmol) v 21 ml bezvodého THF byl béhem pil hodiny pii laboratorni teploté
ptidan 3-fluor-4-(trifluormethyl)benzonitril (491,3 mg; 2,60 mmol). Reakéni smés byla
nejprve za stalého michani zahiivana na 50 °C po dobu 4 hodin a poté michana za laboratorni
teploty po dobu 16 hodin. Vysledny produkt byl po ziedéni EtOAc (10 ml) vytiepan
nasycenym roztokem NaCl (20 ml) a organicka vrstva byla vysuSena bezvodym Na,SOg.
Po odpafeni rozpoustédel byl produkt pieistén sloupcovou chromatografii na silikagelu
s pouzitim smé&si hexan:EtOAc (9:1) jako mobilni faze.

Vytézek: 338 mg (27 %)

Charakteristika: bila krystalicka latka, t.t. 68,5°C, t.t. v literatute'® 69-73°C, "H NMR;
(300 MHz, CDCl3) 6 7.81-7.72 (5H, m, Ar), 7.45-7.40 (1H, m, Ar), 7.29-7.23 (1H, m, Ar),
6.73 (1H, s, NH), 4.71 (1H, d, J = 8.9 Hz, CH,a), 4.48 (1H, d, J = 8.9 Hz, CH;b), 1.99 (3H, s,
CHs). ®C NMR: (125 MHz, CDCl;) & 166.1, 155.3, 136.0, 134.6, 129.6, 129.2
(g, J = 308.2 Hz), 128.4 (g, J = 4.9 Hz), 128.0, 125.5, 123.2 (q, J = 32.0 Hz), 1225
(9, J = 272.9 Hz), 1175, 116.9, 116.2, 70.3, 50.3, 22.6; LRMS (APCI): m/z (relativni
intenzita) 474.2 [M+H]" (100), 447.1 (35), 403.2 (2), 298.3 (3), 260.1 (5), 205.2 (3).
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Zaver
5. ZAVER

V ramci této diplomové prace byly pfipraveny Ctyfi latky z nové skupiny anthelmintik
— derivatd aminoacetonitrilu (AADs). Syntéza prvnich tfi latek (1-3) probihala dle pivodni
publikace™ ve vysokych vyt&zcich, aviak pii piipravé derivatu 4, jehoZ syntéza je zminéna™
pouze ve zkracené formé, doSlo kdil¢im tUpravam reakéniho schématu. Vychozi
hydroxyaceton byl pfeveden na THP ether, ktery byl pfed poslednim krokem syntézy
odstranén.

Vsechny finalni produkty (1-4) byly charakterizovany pomoci NMR a MS spekter,
jez se shodovala s Gidaji v pislugném literarnim zdroji.™>*

Latky byly ptedany na Katedru biochemickych véd Farmaceutické fakulty UK,

kde bude probihat testovani na interakci s enzymy metabolizujicimi 1é¢iva (DME).
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