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SOUHRN

Diplomova prace se zabyva cilenou syntézou 2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-
1-oxoalkan-2-yl]benzamidd. Je zde uveden piehled jiz popsanych piiprav vedoucich na
cilové molekuly, déle pak pfehled karbodiimidd, ¢inidel, kterd se pouzivaji pro tvorbu

amidu a esterd.

V experimentalni ¢asti prace jsou uvedeny tii mozné syntetické cesty vedouci k cilovym

latkam.

Kli¢ova slova

salicylanilidy, 2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-yl]benzamidy,

karbodiimidy, organicka syntéza



SUMMARY

This diploma work is focused on the targeted synthesis of 2-hydroxy-N-[1-(2-
hydroxyphenylamino)-1-oxoalkan-2-yl]benzamides. An overview of already descibed
methods of target molecules synthesis is presented. Next, there is an overview of

carbodiimides, which are used to form ester or amide bond.

In the experimental part of this work are presented three synthetic paths to obtain target

molecules.
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salicylanilides, 2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyphenylamino)-1-oxoalkan-2-yl]benzamides,

carbodiimides, organic synthesis
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Uvod

1 Uvod

Ruzné substituované 2-hydroxy benzamidy (salicylanilidy, SALy) 1 jsou organické
slougeniny s celou fadou zajimavych biologickych aktivit."*** Ve snaze vylepsit jejich
biologické a fyzikalni vlastnosti byla pfipravena celd fada latek odvozenych od
salicylanilidd jako jsou napf., substituéni derivaty,” benzyl salicylanilidy® nebo
benzoxaziny.7 Byla provedena syntéza malé série O-acetylovanych derivati
salicylanilidi (prvni skupinou tzv. O-substitunich derivati salicylanilidtl), u kterych
byly prokdzany dobré antimikrobidlni aktivity, zejména proti antifungalnim
a atypickym mykobakteridlnim kmentim.? Na zékladg slibnych vysledki bylo
rozhodnuto o pfipravé rozséhlejsi série esterii aminokyselin s nejaktivnéjSimi
salicylanilidy. Z diivodu reaktivity amino skupiny byla tato skupina chranéna vhodnou
chranici skupinou, a to bud’ benzyloxykarbonylem (Cbz) nebo tert-butyloxykarbonylem
(Boc) Esterifikace N-chranénych aminokyselin (2) SALy (1) byla provadéna metodou
piejatou z peptidické chemie v DMF za piitomnosti DCC pii —15°C ° a vedla k usp&sné
izolaci pozadovanych esterti (3). Deprotekce aminoskupiny esteru vodikem na Pd/C
katalyzatoru neni vhodnou metodou, protoZze dochézi ke Stépeni nejen vazby chranici
skupiny, ale také esterové vazby pripravené v predchazejicim reakénim stupni. Z toho
divodu byla jako alternativa pouzita acidolyza 33% HBr/AcOH, kterd poskytla
hydrobromidovou stl odpovidajiciho esteru (4). Pro uvolnéni aminoskupiny byl jako
baze pouzit triethylamin v chloroformu za laboratorni teploty. Neocekavanym
pfesmykem doslo ke wvzniku majoritniho  produktu  2-hydroxy-N-[1-(2-
hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-ylJbenzamidu (5) (dale diamid)."® Pozdgji bylo
prokazano, ze tato metoda je obecna jak pro Sirokou paletu substituci aromatického
jédra kyseliny a aminu, tak i1 pro nejriznéj$i aminokyseliny. Popsanym pifesmykem byla

piipravena série 49 derivati diamidu 5.'! Pribéh reakce je uveden na Schématu 1.
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Schéma 1: Reak¢ni schéma znazoriujici vznik diamida®®, TEA - triethylamin
Pribéh presmyku neni zcela objasnén. Navrh pribéhu mechanismu byl vytvofen na
zaklad¢ izolace dehydratované formy reakéniho intermediatu pii pozménénych
podminkach presmyku. Struktura intermediatu byla potvrzena RTG difrakei.

Mechanismus je nazna¢en na Schématu 2.
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Schéma 2: Navrh mechanismu presmyku na diamidy*

U né&kterych z pfipravenych derivatd  2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-1-
oxoalkan-2-yllbenzamidti (5) byly popsany antimykobakterialni (Mycobacterium
tuberculosis, M. avium, M. kansasii) a antifungalni aktivity (Candida tropicalis,C.
krusei,Trichophyton  mentagrophytes). Dale byly dolozeny aktivity proti
methicilin-rezistentnimu Staphylococcus aureus, S. epidermidis nebo proti riznym

Enterococcus sp.™
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Uvod

Vyse popsanou metodou vyuzivajici pfesmyku hydrobromidu esteru byla pfipravena
celd fada derivat. Samotny presmyk na diamidy (5) probihé s velmi solidnimi vytézky.
Vytézky celé syntézy jsou vSak siln¢ ovlivnény moznosti pfipravit vychozi ester
N-chranéné aminokyseliny (3). Vysokych vytézkia bylo dosazeno pro klasické neutralni
aminokyseliny jalo L- nebo D-valin a fenylalanin. Esterifikace glycinu a nékterych
atypickych aminokyselin (cyklohexylalaninm tert-butylglycin, ...) probihala s mnohem
niz§imi vytézky. Surovy ester aminokyseliny je navic po reakci zneCistén zbytky
vychozich latek a N,N’-dicyklohexylmocoviny (DCU). Diky jeho labilit¢ dochazi pii
¢isténi kolonovou chromatografii k rozkladu esterové vazby. Purifikace je mozna pouze
opakovanou krystalizaci, coz ma za nasledek vyrazné snizeni vytézku esterifikace.
Z téchto divodi vznikla nutnost vypracovani nové syntetické metody pfipravy
2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-yl]benzamidi. Metoda by m¢éla
poskytovat stejnou nebo vétsi flexibilitu jako plvodni synteticka cesta pii potiebé
zmény substituentd R', R? a R® na obecném vzorci 2-hydroxy-N-[1-(2-
hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-yl]Jbenzamida (Obrazek 1). Meziprodukty lezici na
cest¢ k diamidim by mély byt stabilni s moZnosti Cistit je pouze jednoduchou
krystalizaci nebo téZ kolonovou chromatografii. Syntéza by méla vychazet z

ekonomicky snadno dostupnych chemikalii.

O R H
N
AN N)ﬁ( =
Rl—:CﬁLH o \GRZ
OH
5

Obrazek 1: Obecny vzorec 2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-
yllbenzamida (5)
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Teoreticka ¢ast Literarni reSerse
2 Teoreticka ¢ast

2.1 Literarni reSerSe moznosti cilené pripravy 2-hydroxy-N-[1-(2-
hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-yl|benzamidu

Hledani zdroji pro literarni reSersi bylo zahajeno na portalech REAXYS a Scifinder
Scholar. Pozornost byla zaméfena na hledani substitucnich izomert latek uvedenych na

Obrazku 1, eventuelné jejich heteroanalogt.
2.1.1 Studie vodikovych vazeb a jinych vztahii na modelovém pseudopeptidu

V dostupné literatufe byla popsana piiprava diamidu podobného zikladniho skeletu.
Cilem prace bylo charakterizovat vodikové vazby a prostorové vztahy existujici mezi
jednotlivymi fetézci modelu bilkoviny ve formé p-skladaného listu. Jednotlivé
komponenty byly K sob¢ spojovany za pouziti N-ethyl-N"-(3-

dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC), ktery se snadno odstrafuje z reakéni
14

smeési.
(0] H O (0] (@]
H2N N/CGHls HZNA“/N N/C6H13 \O O/
H  — d Ho 4 —
0 0 oo
]
CgHi7 CgH17 CgHy7 CgH17
(@] (@] H (0] (6] (@] H (@]
~ N -CeHi3 CgHya~ N -CeHy
O N N N N N
O Y G
Q ? Q Q Q ?
CgH17 CgH17 CgHy7 CgH17 CgH17 CgHy7

Schéma 3: Metodika ptipravy pseudopeptidu
2.1.2 Inhibitory angiogeneze

Diamidovy skelet se nachazi i v polymernim salicylamidu, ktery je pfipraven sérii krokt
z methyl 5-amino-2-methoxybenzoatu a  Ny-Boc-N-Cbz-L-lysinu  vhodné
kombinovanymi ochranami a odchranami funkcnich skupin (viz Schéma 4). Polymerni
salicylamid nachazi uplatnéni jako inhibitor angiogeneze, coz je sam o sobé pfirozeny
a nezbytny proces ristu a tvorby sité kapilarnich cév naptiklad pti hojeni. V ptipadé
nadorovych onemocnéni je vSak tato aktivita krajné¢ nezadouci, ponévadz timto
zpusobem si nador zajist'uje piisun Zivin.

Ptipraveny skelet se cilovym diamidim podoba jen ¢astecné. Zakladni monomer je
tvofen amidem kyseliny 5-aminosalicylové a L-lysinu a opakované se ve form¢ amidu
fetéz{. !>
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Teoreticka ¢ast Literarni reSerse
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Schéma 4: Metodika ptipravy polymerniho salicylamidu sledem reakci z methyl

5-amino-2-methoxybenzoatu a N,-Boc-N,-Cbz-L-lysinu
2.1.3 Inhibitory transkrip¢niho faktoru AP-1 a NFAT (US 2006/0100257 Al)

Predmétem zminéného patentu je prezentovat rozsahlou sérii salicylamidfi a nékolik

diamidd, popsat jejich piipravu a poukazat na jejich aktivitu pii inhibici transkripéniho

I
@]

faktoru AP-1, ktery se uplatiiuje p¥i pfepisu DNA.
|

C
Ph
NH
BocHN 3 Ac
Lt e —
BocHN (@]
FsC CFs
o)
CF,
o Ph o Ph
Cl H CF Cl H CF
- . N S N 3
0 H o
<|3 OH
AC CF3 CF3

Schéma 5: Metodika pfipravy inhibitoru transkripéniho faktoru na bazi diamidu
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Teoreticka ¢ast Literarni reSerse

2.1.4 Diamidy jako ligandy pfi stereospecifické katalyze

(2-Hydroxy-N-{(15)-1-[(2-hydroxyfenyl)karbamoyl]-2-methylpropyl }benzamid)
((R)-6a) (Obrazek 2) se svou stavbou zcela shoduje s diamidy, které jsou pfedmétem

této prace.

O OH

ZT

N
H

O
OH

6
Obrazek 2: L-Val-(2’-hydroxyfenyl)-SAL diamid ((R)-6a)

Postup pfipravy je uveden na Schématu 6. Boc-chranény D-valin reagoval
v dichlormethanu S O-benzyloxy-2-aminofenolem za pritomnosti
1-hydroxybenzotriazolu (HOBtu), N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
hydrochloridu (EDCI-HCI) a TEA na meziprodukt (R)-N-(2-benzyloxyfenyl)-2-(tert-
butoxykarbonylamino)-valinamid. Reak¢ni smés byla michana 1 hodinu pii 0 °C
a 12 hodin pii laboratorni teploté. K meziproduktu, u kterého byla kysele odstranéna
chranici skupina, byl ptidan O-acetylsalicyloyl chlorid. Reakce byla provadéna
v dichlormethanu za michani po dobu 30 minut pfi 0 °C a 3,5 hodiny pfi laboratorni
teploté. Na zavér byly odstranény zbyvajici ochranné skupiny (acetyl ptisobenim K,COj3
a benzyl hydrogenolyzou na Pd/C katalyzatoru). Produkt (R)-N-(2-hydroxyfenyl)-2-

salicyloylaminoisovaleramidu ((R)-6a) byl izolovan ve formé bezbarvé latky.

OBn 7, OBn oY, oH
\/ H N E z
H 2 N N
By + .~ BocHN Y , N
BocHN COOH e OH O
6a

Schéma 6: Postup ptipravy diamidu (S)-6a.18
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Teoreticka cast Vyuziti a vlastnosti diamida

2.2 Vyuziti a vlastnosti diamidi

Diamidy jsou velmi nadéjna skupina latek nachazejici uplatnéni pfi stereospecifické
katalyze nebo jako biologicky aktivni latky. Prace vyzkumné skupiny prof. Masakatsu
Shibasakiho z Institutu mikrobialni chemie v Tokiu se v soucasné dobé¢ soustfedi na
vyuziti diamida (6a-h, 9a-d, 10, 11 na Obrazku 3) jako ligandu ve stereospecifické
katalyze ve spojeni s lanthanoidy. Diamidy vyzkumné skupiny Ing. Alese
Imramovského, Ph.D. prokazaly Siroké spektrum zajimavych antimikrobialnich aktivit.
Latky obsahujici diamidovy skelet maji potencial stat se nastrojem pii 1é¢bé nadorovych

onemocnéni, protoze funguji jako inhibitory angiogeneze, nebo jako inhibitory AP-1.
2.2.1 Cinidlo p¥i p¥ipravé Ranirestatu

Pii jednom zkrokli piipravy lé¢iva Ranirestat (10) vznikla potieba generovat
definovan¢ konfigurovany kvarterni uhlik. Syntéza Ranirestatu vychazi z ethyl
2,5-dioxopyrrolidin-3-karboxylatu (7), ktery je v prvnim kroku asymetricky aminovan
azodikarboxyladtem na produkt (8). Tento meziprodukt mize byt snadno transformovan

na meziprodukt (9).

O

JNj
@)
HN 7., 0O Br
6a Ln /N [/
@) = N

COOEt RN "COOEt H,N "COOEt S L

NHR 9
7 8

Schéma 7: Priprava 1é¢ivé latky Ranirestat (10)

Za timto ucelem jednozna¢né B-aminace bylo vyuzito katalyzatorti na bazi lanthanoidd,
ve  kterych  vystupoval  2-hydroxy-N-{(1S)-1-[(2-hydroxyfenyl)karbamoyl]-2-
methylpropyl}benzamid) (L-Val-(2’-hydroxyfenyl)-SAL diamid, 6a) jako ligand. Pti
asymetrické aminaci byly zkoumany rizné kombinace lanthanoidd, rozpoustédel,
reakéni doby a mnozstvi katalyzatoru na vytézky a enantiomerni piebytek. Pomér

diamidu k soli kovu byl molarné 2:1. (Schéma 8, Tabulka 1)
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Teoreticka cast Vyuziti a vlastnosti diamida

5 o) \/Q(H OH N 0

HN N’BOC ©\)‘\H 0O \© 2x mol % O%‘\j
° ¥ Boc/ll{l OH|_ : 19 - BOCI}IO\ COOH

COOEt L2 ek n(OiPr); x mol % NHBoG

7 (+)-8

Schéma 8: Asymetricka aminace ethyl 2,5-dioxopyrrolidin-3-karboxylatu

Tabulka 1: Vliv kombinaci lanthanoidu, rozpoustédel, délky reakéni doby a mnozstvi

katalyzatoru na vytézek produktu (+)-8 a enantiomerni piebytek

Test lanthanoidt (x = 10)*

Vytézek (%) ee (%) Vytézek (%) ee (%)
La 66 43 Dy 8 5
Gd 11 28 Sm 21 0
Nd 15 16 Er 88 3
Test rozpoustédel (x = 10)"
THF 66 43 CHCl; 96 57
Tol 31 31 Ether 64 46
DMF 85 7 EtAc 86 76
Test mnoZstvi katalyzatoru a reak&ni doby®
v EtAc v CHCl;
x=10 x=10
24 h 86 76 24 h 96 57
x=1 x=1
57 h 96 89 39 99 68

® Reakce provedena v THF pii —40 °C b&hem 24 hodin. ° Reakce provedena s Ln = La
pii —40 °C b&hem 24 hodin. ° Reakce provedena s Ln = La pii —40 °C

Pro pfipravu Ranirestatu je ale zapotiebi druhého izomeru (-)-8, proto byly reakéni
podminky dale upravovany, aby bylo dosazeno piebytku Zadaného izomeru. Toho bylo
dosazeno ptfidanim N,N-dimethylacetamidu do reakéni smeési. Reakce probihala
Vv chloroformu 1,5 hodiny pii 0 °C za pouziti diamidového ligandu (R)-6a (4 mol %),
La(OiPr); (2 mol %) a N,N-dimethylacetamidu (20 mol %). Bylo dosazeno 99%
vytézku a 92% ee. (Schéma 9)
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o OH o
O HN
HN Boc N/\”/
N~ 4mol% o
) + I OH .,
BOC/N » BocN COOEt
La(OiPr)3 2 mol % !
COOEt 1,2 ekv N,N-dimethylacetamid 20 mol % NHBoc
CHCI;,0°C,1,5h
7 s (-)-8

Schéma 9: Asymetricka aminace ethyl 2,5-dioxopyrrolidin-3-karboxylatu

Reakéni podminky byly dale upravovany zménami rozpoustédel (EtAc), riznou reakéni
dobou, poméry katalyzatori nebo obménami pouzitych lanthanitych soli. Byly
ptipraveny i nékteré dalsi diamidy ((S)-9a-d, (S)-10, (S)-11), zadny z nich ale nedosahl
tak zajimavych vytéZka a enantiomernich piebytki jako jiz pouzivané (R)-6a a (S)-6a.

Pomér diamidu k soli kovu byl 2:1.29%

O R | OH OH 0 /E'r
)YN
N
d vl 7@ W@
OH
(S)-9a-d (S)-10: vytézek 86%, -21 % ee
R VytéZzek ee
(%) (%)
(S)-9a iPr 88 71
(S)-9b CH(Me)Et 66 11
(S)-9c tert-Bu 95 73
(S)-9d CH,Ph 98 40 OH

)-11: stopy produktu
Obrazek 3: Prehled ptipravenych diamidu a jejich ucinnost pfi katalyze

2.2.2 Katalyticka hydroxylace a-alkoxamidi

Katalyticka hydroxylace a-alkoxamidi byla zkoumana skupinou profesora Masakatsu
Shibasakiho za ucelem ovéfeni schopnosti katalyzatoru (diamid/kov) moderovat tuto
reakci. Cilem bylo pfipravit terciarni alkohol na 1,3-dikarbonylové slouceniné (12)
(ethyl  3-amino-3-oxo-2-fenylpropanoat) s ptfesn¢  definovanou a  snadné
kontrolovatelnou konfiguraci. Jako oxidac¢ni ¢inidlo byl zvolen Davisiv oxaziridin (13),
jako centradlni atomy byly pouZivan skandium, yttrium a lanthanoidy. Vedle jiz
pouzivaného diamidu 6a bylo pfi reakcich vyuzito i sedmi nové pripravenych strukturné
podobnych diamida (6b-h, viz Schéma 10 a Tabulka2). Na benzenovém jadie
salicylové kyseliny byly do riznych poloh zavedeny halogeny. Nové diamidy byly
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piipraveny az na drobné rozdily v ochran¢ hydroxidovych skupin stejnym zplsobem
jako diamid 6a. Hydroxylova skupina na skeletu kyseliny salicylové je chranéna
vyhodnéji benzylem. Tato nahrada acetylu zkracuje piipravu o jeden krok. Odchrana

obou benzylu je provedena soucasng¢.

O H OH
|
0p Ay ©

O O Ph—S . O O
Et N\O (S)-6a-h 20 mol % Et
H,N o+ )/ M(OiPr)3 10 mol % HN- 2 O
Ph Ph THF, 0°C, 24 h HO Ph
12 13 14
Davisuv oxaziridin
1,2 ekv

Schéma 10: Reakce popisujici asymetrickou hydroxylaci a-alkoxamida

Tabulka 2: Piehled pouzitych ¢inidel, kovil, vytézkt a enantiomernich piebytki

Diamid R M V%f%ek (‘j/i) Diamid R M Vy(f%ek ee (%)
(S-6a H Sc 32 9 | (S)-6b° 5-F Pr 88 o1
(S6a H Y 82 48 | (S)-6c 5-Cl La 81 80
(S)-6a H La 88 76 | (S)-6c° 5-Cl Pr 84 75
(S-6a H Pr 85 75 | (S)-6d° 5-Br La 87 81
(S-6a H Nd 81 51 | (S)-6d” 5-Br Pr 86 91
(S-6a H Sm 65 30 | (S)-6e 51 La 78 69
(S)-6a H Gd 84 19 | (S)-6e® 51 Pr 87 87
(S-6a H Dy 76 51 | (S)-6f° 3-F Pr 34 13
(S)-6a H Er 86 35 | (S)-6¢g° 4-F Pr 82 88
(S)-6b 5-F La 70 79 | (S)-6h°  6-F  Pr 80 70

® Uréeno "H NMR analyzou. ° Bylo pouzito 1,5 ekv Davisova oxaziridinu; M - kov.”*

2.2.3 Reakce Mannichova typu

Vlastnosti komplexu diamid 6a/kov byly testovany na reakci Mannichova typu. Vodik
Vv a poloze 2-oxocyklopentankarbonitrilu (15) je v dasledku tésné blizkosti nitrilu a 0xo
skupiny zna¢né kysely. Uhlik v a poloze tedy vystupuje jako nukleofil, ktery se za
pfitomnosti diamidu 6a a skandité soli enantioselektivné aduje na molekulu iminu

(16a-1). V literatufe je popsano n¢kolik reakci Mannichova typu 1,3-dikarbonylovych
slouenin. U vzniklych p-aminoketonti byla pozorovana jen syn-konfigurace, anti

22,23

nebyla nikde zminéna. Pomér diamidu a kovu byl zachovan 2:1. Na Schématu 11 je
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uvedena obecna reakce, v Tabulce 3 je pak uveden seznam pouzitych iminu,

. w1 o v . . o . , v 24
dosazenych vytézkl,, poméru anti/syn izomeru a enantiomerniho prebytku.

O

é/CHNH N~

15

\/q( 4
©\)‘\ \© 10 mol %
OH

R H
16a-l

Sc(OiPr); 5 mol %

CH,Cl,, 0 °C, 12 h

Schéma 11: Reakce Mannichova typu katalyzovana komplexem Sc/6a

A

NHBoc

17a-1

Tabulka 3: Piehled pouzitych imind, vytézkd, poméru anti/syn izomerta a
enantiomerniho piebytku®
Imin Imin
. - ee . - ee
K6d R V}E%ek antlésyn (anti) | kod R V}Egzgek anti/syn (anti)
(%) (%)
16a Ph 90 94/6 94 169 2-FCgH, 88 90/10 96
16b 2-MeCgH,4 90 91/9 93 16h 2-MeOCgH, 86 80/20 81
16¢c 4-MeC¢H, 93 91/9 91 16i  4-MeOCgH, 97 85/15 77
16d  2-naftyl 97 90/10 94 16j 2-furyl 94 75/25 82
16e 2-CICg¢H, 97 88/12 95 16k 3-thienyl 98 93/7 83
16f 4-CIC¢H, 99 91/9 89 16l Ph(CH,), 89 64/36 50

% 1a a Sc(QiPr); byly pted ptidanim ostatnich slozek 1 hodinu michany spole¢né pii

laboratorni teploté.

Zménou kovu je mozné ovlivnit vyslednou konformaci produktu (viz Schéma 12).25

O

&r

15

©¢F~ 5

.Boc

EtAc, 0 °C, 12 h

® Ureno pomoci "H NMR ze surového produktu.

O NHBoc

CN N
+ Ph)\H
16a

Sc(OiPr); 5 mol %
: : ~ _ Ph
CN

EtAc,0°C,4h

anti-17a

O NHBoc

6a 10 mol %
Schéma 12: Vliv pouzitého kovu na pomér anti/syn vzniklého produktu 17a

Er(OiPr)3 5 mol %
é('\
CN

syn-17a

vytézek 98 %
anti/syn = 91/9

91% ee

vytézek 95 %
anti/syn = 6/94

99% ee
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2.3 Retrosynteticka analyza cilové molekuly 2-hydroxy-N-[1-(2-
hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-yl]benzamidu

Cilem retrosyntetick¢é analyzy je vhodnymi diskonekcemi navrhnout logickou
fragmentaci cilové molekuly ke snadno dostupnym vychozim latkdm. Jako vhodna
mista diskonekce se na obecném vzorci diamidu (Obrazek 4) nabizeji vazby C-N obou
amidickych skupin. Je tak patrné, Ze molekula diamidu se skldda ze tfi zakladnich
skeletd: ze substituované salicylové kyseliny, aminokyseliny a substituovaného anilinu.

Zvolené poradi diskonekei pak urcuje syntetickou cestu pro ptipravu cilovych molekul.

Oq R3 H
L .N
10 Ny N)\ﬂ\ 2 2
R |_/ H o A . R
OH

Obrazek 4: Obecny vzorec diamidu s nazna¢enymi diskonekcemi
2.3.1 Retrosynteticka analyza A

V ptipadé, Ze jako prvni bude provedena diskonekce A, vychdzi syntetickd cesta ze
salicylové kyseliny. K té je v prvnim kroku pfipojena aminokyselina za vzniku amidu.
Cilova molekula je vytvofena reakci amidu salicylové kyseliny-aminokyseliny se
zvolenym anilinem za ptitomnosti karbodiimidu. Retrosyntetickd analyza je uvedena na

Schématu 13.

o R o R,
N N
Rl_'\ H)ﬁ‘/ = | 2 : Rl_'\ H)\”\\A /|_R2
L~ OH o IR - o ) X
|

R3
, Al
OH = g1 )\H/OH
P s SUEOSTN
o (?
T R? o} + X
NS = CI) R3
X - O.
cl H3N)\H/ R

Schéma 13: Retrosynteticka analyza cilové molekuly diamidu
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2.3.2 Retrosynteticka analyza B

V ptipadé, ze jako prvni bude provedena diskonekce B, vychédzi syntetickd cesta
ze zvoleného substituovaného anilinu. Retrosynteticka analyza je uvedena na Schématu

14, 7 ni navrzeny postup syntézy byl jiz v podstat popsan na Schématu 6.2

O BR®

0 RS
, H H
N /"N)ﬁ(N “ " “oH HZN)\(N 2
Ry AW o (OR TR + o IR
OH OH
RS H RS
x\N)\”\:\N _ X\N)\[(OH HoN
2 + N 02
H R H R
0 0 x

Schéma 14: Retrosynteticka analyza diamidu
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2.4 Karbodiimidy

Karbodiimidy byly v této praci zvoleny jako aktiva¢ni ¢inidla pro tvorbu amidické
vazby. Na nasledujicich strankach je popsana jejich struktura, reaktivita, problematika
vedlejSich reakénich produkti na bazi moCoviny a jsou uvedeny piiklady jejich vyuziti

pii formovani nejen amidické, ale i esterové vazby.
2.4.1 Karbodiimidy obecné

Karbodiimidy patii do skupiny latek, které charakterizuje obecny vzorec R-N=C=N-R".
Na atomech dusiku se jako substituenty R mohou vyskytovat stejné nebo rozdilné
alifatické i aromatické zbytky. Karbodiimidy nasly nejvétsi uplatnéni pfi tvorbée esterti a
amidi. Esterifikace a tvorba amidi karboxylovych kyselin jsou procesy Casto zatizené
nizkymi vytéZky zriznych davodi, nejcastéj$im divodem byvaji rovnovahy mezi
reaktanty a produkty. Karbodiimidy zastavaji roli ¢inidel, diky kterym tyto reakce
probihaji daleko rychleji s vétsimi vytézky.

.R’ R .R’
o (B R

+ +
c ¢ o &
Nog Mg YR

Obrazek 5: Rezonan¢ni struktury karbodiimidi

Zobrazené rezonancni struktury (Obrazek 5) naznacuji parcidlni naboje v obecné
molekule karbodiimidu. Na atomech dusiku jsou parcialni zaporné naboje a budou tak
centrem nukleofility, v pribéhu reakce se na né¢ budou vazat protony. Atom uhliku je
oproti tomu elektrofilnim centrem a jako takovy bude cilem nukleofilniho ataku
disociované karboxylové kyseliny. Vznikne tak O-acylisomoc¢ovina, ktera se ptisobenim
O-nukleofilu (alkoholatu nebo fenoldtu) nebo N-nukleofilu (aminu) rozkladd na

pfislusny ester/amid a substituovanou mocovinu.

Steglichova esterifikace byla jednou z prvnich popsanych reakci vyuZivajicich
karbodiimid (N,N’-dicyklohexylkarbodiimid (19)) k pfipravé estert karboxylovych
kyselin (18) (Schéma 15). Tento druh esterifikaci nemiva problém s rovnovahou,
mohou se ale vyskytnout nezadouci vedlejsi reakce Vv piipad€ nevratného presmyku

O-acylisomocoviny (20) na N-acylisomocovinu (21). Ve formé N-acylisomocoviny je

karboxylova kyselina v nereaktivnim stavu, ¢imz dochazi ke ztratdm vychozi latky.
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Potlaceni této nezadouci reakce je mozné pouzitim pomocnych c¢inidel, jako je naptiklad
N,N-dimethyl-4-aminopyridin (DMAP). Pii syntéze amidi se ke stejnému ucelu
pouzivaji latky jako 1-hydroxybenzotriazol (HOBt), N-hydroxysukcinimid (NHS) a
dalsi. Vzorce vyse jmenovanych pomocnych ¢inidel jsou na Obrazku 6. Piehled téchto

a dalSich je uveden v ptiloze.

)
Dt Ow
N N N N-OH
\ / \ I\!
OH @)
DMAP HOBt NHS

Obrazek 6: Vzorce Casto pouzivanych pomocnych ¢Cinidel

Mechanismus ucinku je pro estery a amidy stejny a je vysvétlen na prikladu DMAP ve
Schématu 16. DMAP funguje v reakéni smési jako silngjsi nukleofil nez alkohol, proto
reaguje s O-acylisomocovinou rychleji za vzniku reaktivniho amidu. Intermediat

nemiiZze intramolekuldrné vytvaret vedlej$i produkty a reaguje s alkoholem dale na

vysledny ester (23).
i b - oY - ?
e € A4 g P \
) R™ O g R =0
\N\O \/HN)\O o= HN
R O
18 19 20 21

O-acylisomocovina  N-acylisomo&ovina

+
A 7 H ~ Y H O s - O
’ '0 ’ IC.)/‘_<NH _ )J\f R \O:<NH H R’
\O# N R~ __H \o:/\ N R (I) -DCU R \o/
O TR
21 22 23
DCU

Schéma 15: Mechanismus Steglichovy esterifikace
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_ o)
/\IQ/4 )J\ N — /O\ /O\
SN+ 0 NH — | 7N RTONTY RN
N ,
| O Toes | RNy 0T I r
N 2N AN -bmaPHT RO,
| N~

Schéma 16: Funkce DMAP pfi vzniku esteru, N,N -dicyklohexylmoc¢ovina (DCU) (5)

Tvorba amidi je smér, ve kterém naSly karbodiimidy velmi vyznamné uplatnéni.
Obdoby Steglichovy esterifikace pro amidy se hojné vyuziva pfi spojovani vhodné
chrdnénych aminokyselin do peptidi. Reakce probihaji v zdklad¢ stejnym
mechanismem jako je demonstrovano na Schématu 17. Kromé piimé reakce
O-acylisomocoviny (20) s aminem na amid (26, cesta A) se reak¢ni prubéh za urcitych
podminek muize ubirat jinymi sméry. Pfi nadbytku karboxylové kyseliny podléha
O-acylisomocovina reakci s druhou molekulou kyseliny a vznik4 symetricky anhydrid
(24, cesta B). Tento anhydrid pak reaguje s aminem na vysledny peptid. Dalsi moznosti
pribéhu je cyklizace O-acylisomoc¢oviny na oxazolon (25, cesta C), ktery se pisobenim
aminu opét rozkladd na vysledny amid. Nezddoucim smérem, kterym se reagujici
systém mulzZe ubirat, je jako u Steglichovy esterifikace pfesmyk O-acylisomocoviny na
stabilni a inertni N-acylmocovinu (21, cesta D). Tato reakce je ireverzibilni a

y e . : . y . . 26,27
spotifebovava vychozi kyselinu bez vzniku pozadovaného amidu. 6

O

O
R le\o D R'< J\ .R

R’
1_ \ / N N
R*-COOH 4 '\=c=N e R,\N/)\N’R H )\
19 H o7 Rt
Rl_COOH 20 C ﬁ']egl':‘?vtiny 21
5 A Ha
Rl% derivat R —</
o) RZ‘NHZ \moéoviny 1 o)
1 (@]
R 25
0]
24 R2-NH
~NH3
R2-NH, Y
R
HN-R?
26

Schéma 17: Priibéh vzniku amidu za pouziti karbodiimidu

24



Teoreticka cast Karbodiimidy

2.4.2 Problematika vedlejSich produktu a jeji FeSeni

Pti pouzivani DCC vznik4 jako vedlejsi produkt neutralni N, N -dicyklohexylmocovina
(DCU, 22), ktera je rozpustna v kyseling trifluoroctové, dimethylformamidu a velmi
malo v ethylacetatu, coz piedstavuje problém pfi ¢isténi produkti. Stopy DCU mohou u
nekterych produktii ziistavat napiiklad i po nakladném a zdlouhavém cisténi kolonovou
chromatografii. Nevyhodou je i to ze DCU neabsorbuje UV a neni tak detekovatelna pti
tenkovrstvé kapalinové chromatografii klasickou UV detekei. Dal$i moZnosti je produkt
opakované Cistit rekrystalizaci, coZz ale vede ke zna¢nému snizeni vytéZzku. Z tohoto
divodu je DCC nahrazovan napiiklad N,N’-diisopropylkarbodiimidem (DIC),
N-cyklohexyl-N"-isopropylkarbodiimidem (CIC) nebo ve vodé rozpustnymi
N-ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)karbodimid hydrochloridem (EDCI-HCI)
a N-cyklohexyl-N'-(B-[N-methylmorfolin]ethyl)karbodiimid p-toluensulfonatem
(CMC). Ve vodé rozpustné karbodiimidy jako EDC
(N-ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)karbodimid) a CMC maji tu vyhodu, ze jejich
vedlejsi mocovinové produkty obsahuji bazickou skupinu nebo atom nesouci naboj
a daji se odstranit promytim ziedénou kyselinou. Karbodiimid, ktery v sobé vhodné
kombinuje reaktivitu a odstranitelnost vedlejsich produkti, je

bis{[4-(2,2-dimethyl-1,3-dioxolyl)Jmethyl}karbodiimid (BDDC). 2

Ukotveni karbodiimidli na polymerni nosi¢e je dalSi mozZnosti, jak usnadnit
odstranovani vedlejSich produkti. Ideou je vysrdZeni mocovinovych vedlejSich
produkti a prebytecného cinidla po ukonceni reakce rozpoustédlem, ve kterém neni
polymerni baze rozpustnd. Jednoduchou filtraci se odstrani tuha faze, zatimco
pozadovany produkt zlistdva nadale rozpustén ve filtratu. Z tohoto divodu je nutné
dikladn€ znat rozpustnosti polymernich bazi.® Z literatury je jako ptiklady mozné
uvést pouziti polystyren—isopropylkarbodiimidu30 nebo polystyren-N-benzyl-N'-

cyklohexylkarbodiimidu®".
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2.4.3 Konkrétni vyuziti karbodiimida
2.4.3.1 Esterifikace karboxylovych kyselin

243.11 N,N -Dicyklohexylkarbodiimid (DCC) s DMAP

Steglichova esterifikace je velmi rozsifeny — /
- et o) {
asSetrny zpusob tvorby esteri. Moznosti \ 7/ '\
aomezeni jsou ukdzany ve Schématu 18 bCC DMAP

a Tabulce 4. 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) funguje v reak¢éni smési jako silnéjsi
nukleofil nez alkohol, proto reaguje s O-acylisomocovinou rychleji za vzniku

reaktivniho amidu. Ten nasledné reaguje s fenolem za vzniku esteru.®® Funkce DMAP

je uvedena na Schématu 19.

Obecny postup piipravy ester 28a-n: Benzoova kyselina (27a-i) (1,1 ekv), pfislusny
fenol (28a,b) (1 ekv) a DMAP (0,05-0,15 ekv) v katalytickém mnozstvi byly rozpustény
v suchém THF (15-30 ml). DCC (1,5-2 ekv) bylo pfidano za laboratorni teploty. Smés
byla michéana pies noc pfi teploté¢ 60 °C. Po ukonceni reakce byla odfiltrovana srazenina
DCU a filtrat byl zkoncentrovan za snizené¢ho tlaku. Surovy produkt byl precistén

kolonovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze petrolether/EtAc).

O OH @]
X OH R® X
| DCC, DMAP | o)
RI” "X~ "R? THF,60°C, 16 h R!” X~ "R2

27a-i 28a,b 29a-n
Schéma 18: Esterifikace substituovanych karboxylovych kyselin 27a-i substituovanymi

fenoly 28a a 28b za podminek Steglichovy esterifikace.
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Q /O\ /O\
N /'N+ +
o’ - ‘H -
| /\'Q/_</ — |\t’\:\‘—’|\&N\
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X= 9/ V"'/\_r/ R X R \J\N
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- R
L R3 -
VRN
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H \©28a,b
- DMAP/H*
VRN
(@]
= R
R” "X~ "R?
29a-n

Schéma 19: Funkce DMAP pii vzniku estertt 29a-n
Tabulka 4: Piehled jednotlivych reaktantt, produktt a vytézku

27 28 X R! R R’  Produkt Vytdzek (%)
a a CH NO, H I 29a 83
b a CH NMe, H I 29b 42
c a CH | H | 29c 74
d a CH OH H I 29d 39
e a CH Me H | 29 40
f a N Br H I 29f 58
b b CH NMe, H PPh 299 75
c b CH | H  PPh, 29h 76
d b CH OH H PPh, 29i 73
e b CH Me H PPh, 29j 98
f b N Br H  PPh, 29k 87
g b N F H  PPh, 291 21
h b N H Br PPh, 29m 76
i b N H F  PPh, 29n 36

24.3.1.2 N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid
(EDCI-HCI) s DMAP a DMAP-HCI

V soucasnosti je jednou

\ =\ / = /.
z latek pouZivanych N_C_N_\_N{_' ‘op NC/>7N\ NC/>7N{_| cl
\

k 16¢b& rakoviny  gpcrHcl DMAP DMAP-HCI

vajeCniku paclitaxel (30), alkaloid izolovany z kliry rlznych druhi tisi. I pfes fadu
nevyhod se tato latka ze skupiny cytostatik nachdzi ve fazi klinickych testii proti
rakovinam plic, krku a dalsim. Mezi hlavni piekazky v jejim Sirokém pouziti patii
$patna dostupnost a vazné vedlejsi G&inky.*® Z t&chto ditvodi bylo piistoupeno k hledani
vhodnéjsich latek bez jmenovanych zapornych vlastnosti. Jako nadéjné se ukazaly latky
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ze skupiny epothilonti, makrocyklickych laktonti, které plisobi stejné jako paclitaxel
jako inhibitory riistu nadorovych bunék. Viz Obrazek 7. Jako nejperspektivnéjsi se jevi
epothilon D (31d), ktery pii testech na mySich prokazal nizsi toxicitu a fadové lepsi

i¢inek v porovnani s druhym nejlepsim epothilonem B (31b).34%

3lc,d

Obriazek 7: Cytostatika v klinickych testech: paclitaxel (30); epothilon A (31a) (R =
H); epothilon B (31b) (R* = CH3); epothilon C (31c) (R* = H); epothilon D (31d) )R? =
CHs)

Ptiprava epothilonu D (31d) probihala v nékolika krocich pfipravou ti dil¢ich
segmentt, které byly nasledné spojeny v meziprodukt 32. Cyklizace tohoto
meziproduktu pomoci EDCI-HCl, DMAP a DMAP-HCI byla provedena nasledujicim
zpusobem. Roztok EDCI-HCI (0,34 mmol, 2 ekv), DMAP (0,51 mmol, 3 ekv)
a DMAP-HCI (0,34 mmol, 2 ekv) v suchém chloroformu (100 ml) byl refluxovana
(62 °C). Behem 17 hodin byl prikapavan roztok meziproduktu 32 (0,17 mmol, 1 ekv)
vV suchém chloroformu (8 ml). Reak¢éni smés byla ochlazena na laboratorni teplotu.
Reakce byla ukoncena pfidanim nasyceného vodného roztoku NH4Cl (100 ml). Produkt
byl po extrakci dichlormethanem usuSen bezv. MgSO,4 a odpafen za snizeného tlaku.
Odparek byl precistén flash kolonovou chromatografii (Hex/EtAc; 25/1). Bylo
izolovano 84 mg (69 %) produktu. Poslednim krokem bylo odstranéni
tert-butyldimethylsilylovych chranicich skupin pomoci smé&si HF-pyridin.
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1. EDCI.HCI, DMAP, DMAP.HCI,
TBSQ CHCls, reflux, 17 h

2. nadbytek HF-py, THF,

N
| >— labt,36h
S

32

31d

Schéma 20: Zavérecna ¢ast piipravy epothilonu D (31d) makrocyklizaéni reakci za

ucasi EDCI-HCI

2.4.3.1.3 Bis{[4-(2,2-dimethyl-1,3-dioxolyl)Jmethyl}karbodiimid (BDDC)

Karbodiimid, ktery dosahuje dobrych vytézki pfi N=C=N

tvorb& jak amidl, tak esterti, a jeho mocovina se >8{ _2\8<
dobie odstrafiuje promytim zfedénou kyselinou, je O BDDC O
bis{[4-(2,2-dimethyl-1,3-

dioxolyl)Jmethyl}karbodiimid (BDDC, 32). V molekule mocéoviny vzniklé z BDDC
(34) jsou zamaskovany ¢tyfi hydroxylové skupiny, které po kyselé hydrolyze dodaji
molekule  N,N’-bis(2,3-dihydroxyprop-1-yl)moc¢oviny (35) zna¢nou hydrofilitu

a usnadni tak jeji extrakci do vodné faze. Ptehled jednotlivych forem je uveden na

Schématu 21.

>8;§/N=C=N‘2;(j< Aﬁ;)jﬂN/J\HAE(z?L

i o}

O O HO J\ OH

N N

“CTTWNTOE YYRY

o o HO OH
16 17

Schéma 21: Ptehled forem, kterymi BDDC prochazi pfi esterifikaci/amidaci - BDDC

(32), O-acylisomocovina (33), mocovina (34) a mocovina s odchranénymi

hydroxylovymi skupinami (35)
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BDDC je mozné vyuzit na ptipravu esterti, amidu 1 na dehydratace. Pti ptipraveé esteri
bylo netradi¢né piistoupeno nejdiive k tvorbé O-alkylisomocoviny 33, kterd nésledné
reagovala s N-chranénou aminokyselinou za vzniku esteru. Postup pfipravy estert je
uveden na Schématu 22. V Tabulce 5 je piehled pouzitych aminokyselin a peptidu,

reak¢nich podminek a vytézki.

Postup: BDDC (32) byla pievedena pii laboratorni teploté s alkoholem (4 ekv) a CuCl,
(0,02 ekv) kvantitativné a bez vedlejSich produktii na O-alkylisomoc¢ovinu (33). Reakce
byla monitorovana pomoci IC. Ve spektrech byl na za¢atku reakce patrny absorpéni pas
karbodiimidu (2130 cm™), ktery postupné& slabl. Béhem reakce se za¢al objevovat pas
O-alkylisomocoviny (1660 cm™). Cisty produkt byl izolovan pouhym odpafenim
prebyte¢ného alkoholu.

O-Alkylisomoc¢ovina (3,5-4 ekv) (33) dale reagovala s Cbz-Ala (1 ekv) v suchém
toluenu (10 ml). Reakce byla po pfidani vSech reaktant a ohiati na 85 °C provadéna
20 hodin. Reak¢ni smés byla poté odpafena za snizen¢ho tlaku dosucha. Odparek byl
rozpu$tén v EtAc a nezreagovana O-alkylisomocovina (33) a mocovina (34) byly
odstranény dvojim promytim roztokem 1M HCI a jednim promytim roztokem
hydrogenuhli¢itanu. Po odpafeni EtAc byl izolovan &isty produkt esterifikace. Cistota

byla ovéiena TLC a NMR.

N=C=N OR
0) 0 2 mol % CucCl
x{ }K b SRRSOy
, lab.t.
0 - 0 0 0
33

(@)

N
Chz~ W)J\OR

OR o
o N/)\N o) H
A< f HA[ >/’ + Cbz” OH
0] o
33

Schéma 22: Priprava esterti pomoci BDDC(32)
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Tabulka 5: Piehled pouzitych aminokyselin/peptidi, reakénich podminek a vytézka pfi

w < ;28
priprave esteru

Substrat Reakéni podminky R Vytézek (%)
Cbz-Ala toluen, 85°C,20h t-Bu 94
Chz-Ala THEF, 45 °C, 20 h Bn 92
Cbz-Ala THEF, reflux, 16 h i-Pr 87
Chz-Ala DMF, lab.t.,, 16 h Et 81
Chz-Ala DMF, lab.t.,, 16 h Me 93
Cbz-Ala-Phe toluen, 85°C,20h t-Bu 87
Cbz-Ala-Phe  DMF, lab.t.,, 20 h Me 82

24.3.1.4

Zavedenim

tetraarylfosfoniové

skupiny

do molekuly lze ovliviiovat jeji polaritu a tim

pozmeénovat jeji rozpustnost. Timto zpisobem lze

upravovat ¢inidla pro dosazeni homogennich

Tetraarylfosfoniumkarbodiimidy s DMAP

X
Ph

: N=C=N
e GaGati

Ph

podminek b&hem reakce.*” Za tucelem zlepSeni rozpustnosti karbodiimidi a jejich
mocovinovych produktt (v CH,Cl,, CH3;CN, DMSO, PhCN, DMF) bylo ptistoupeno ke

spojeni tetraarylfosfoniové skupiny s karbodiimidovym skeletem. Vedlejsi produkty

mohou byt po reakci vysrazeny ptidavkem méné polarniho rozpoustédla (hexan,

diethylether, toluen) a naslednym odfiltrovanim. Série pfipravenych karbodiimid

(Obrazek 4) byla pfipravena obménovanim skupiny R.

X
Ph

; N=C=N
! 36d

Ph

Latka X R
36a PFs Et
36b PFs i-Pr

PF¢ c-Hex

PFs Bn
37a oTf Et
37b oTf i-Pr
37¢c OTf  c-Hex

Obrazek 8: Obecny vzorec tetraarylfosfoniumkarbodiimidt (36a-d, 37a-c)
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Pfipravené karbodiimidy (36a-d, 37a-C) byly pouzity pii sérii esterifikaci s riznymi
substraty (Schéma 23). Vychozi latky reagovaly v pomérech
tetraarylfosfoniumkarbodiimid (1,1 ekv), karboxylova kyselina (1,0 ekv), alkohol
(1,0 ekv) nebo fenol (3,0 ekv) a DMAP (0,1 ekv). Reakce probihaly 3 hodiny a vedlejsi
mocovinové produkty byly vysrazeny piidavkem diethyletheru a néslednou filtraci.
Karbodiimidy byly posuzovany ze dvou hledisek. Prvnim bylo porovnani vytézku
reakce s reakci provedenou za pfitomnosti DCC nebo EDCI-HCI/HOBt. Druhym bylo
urCeni efektivity, sjakou jsou odstranovany fosforové soli vysrdzenim a naslednou
filtraci. Oba faktory jsou uvedeny v Tabulce 6.
j\ 36a-d,37a-c, DMAP

1 + R%-OH R)kO/RZ
R* OH CH,Cl,, 0°C - lab.t. R1i

Schéma 23: Obecnd reakce popisujici pfipravu esterd za  pouziti

tetraarylfosfoniumkarbodiimidu (36a-d,37a-c)

Tabulka 6: Ptehled pouzitych karboxylovych kyselin a alkoholi/fenoll, vytézky

a Cistota produktt

DCC nebo

Karboxylovd o EDCIHCI 36a 36b 36c 36d 37a 37b 37c
kyselina /HOBt
V}'/téieka/éistotab (%)
97 92 91 90 99
HOV© 87 98 198 2 98 193 95 '
HO i 83 84 75 51 52
T/ 91 98 /98 °7 o2 o2 jog M
H

(e}
Q 89° 97 89 93 8L 93 89 76
Br

OH
A 92 88 - - - - -
PR

? Vytézky byly stanoveny pomoci NMR a izolaci produktu reakce. ® Cistota je

OH
Y
(0]
Br
OH
JOR
Br
OH
T

vyjadiena (% o¢ekavaného produktu) — (% zbytkové fosfoniové soli). ¢ P¥i reakce bylo

pouzito DCC (1,2 ekv).*®®
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24.3.1.5 Polymerni karbodiimidy

Polymerni karbodiimidy jsou znamy jiz dlouhou dobu. Jejich pouziti je vyhodné
zdivodu snadné odstranitelnosti mocovinovych vedlejSich produkti pouhym
vysrazenim a odfiltrovanim. V neddvné dobé byly pfipraveny nové oligomerni
alifatické cyklohexylkarbodiimidy (**OACC,) (39) ROM polymerizaci s Grubbsovymi
katalyzatory 2. generace na bazi ruthenia (Schéma 24). Délka polymeru je uréovana
molarnim pomérem pouzitého katalyzatoru vuci vychozimu monomeru, N-cyclohexyl-

N "-(2-succinimidoethyl)carbodiimidu (38).

Cl Ph
Ruj
| \ Ph

Cl

H H Py, H

0= =0 07N 0

N=C=N CH,Cl,, reflux N:CZN@
~ @ 35-45h ~
38 39

n =50, 100, 150
Schéma 24: Ptiprava 2°0ACC, ROM polymerizaci (molarni pomér katalyzéatoru
k monomeru 77:0; 67-2 ekv; vytézky 90 — 98 %), Mes - 1,3,5-trimethylbenzen

(mesitilen)

Cinidla *®*OACC, (n = 50, 100, 150) jsou rozpustnd v CH,Cl,, THF a DMSO
a nerozpustna v Et,0, EtAc a MeOH. Prebytek Cinidla a vedlej$i mocovinové produkty

se vysrazi a jsou odstranény filtraci.

Ucinnost ¢&inidla “*0OACCsy byla experimentdlné¢ ovéfena na sérii modelovych
esterifikaci karboxylovych kyselin (aromatickych 1 alifatickych) se Sirokou Skélou
alkohold, thioli a fenold. Esterifikace (Schéma 25) byla provadéna 2 hodiny pfi
laboratorni teploté v CH,Cl, za pouziti 1 ekvivalentu kyseliny, 1 ekv. alkoholu, thiolu
nebo fenolu, 1,5 ekv. *®OACCs (za predpokladu 3,2 mmol/g) a DMAP. K reakéni
smési byl na zavér pfidan ether, pevny podil byl odfiltrovan a filtrat byl promyt vodou
za Ucelem odstranéni prebytecného DMAP. Organicka faze byla odpafena za snizen¢ho
tlaku a odparek byl na frité¢ s vrstvou silikagelu proplachnut EtAc. Thioestery a estery
(40a-k) byly izolovany z EtAc ve formé oleju. Piehled produkti, vytézka a Cistoty je

uveden v Tabulce 7.2
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O O

2G
OACCso, DMAP
1J\ + RZ-XH > lJL .R?
RY” “OH CH,Cl,, lab.t,2h R X

40a-k

Schéma 25: Obecna reakce popisujici pipravu ester za pouziti “?*OACCsg

Tabulka 7: Ptehled pouzitych reaktantd, vytézky a Cistota produktti

R! RZXH Produkt  Vytdzek (%)* Cistota (%)°
Ph BnOH 40a 95 97
Ph CH2:CH(CH2)2OH 40b 91 98
Br(CH,)s BnOH 40c 95 95
Br(CH,)s MeS(CH,)s0H 40d 94 98
Br(CH,)s  BnCH(OH)CHj 40e 99 95
Ph n-BuSH 40f 98 97
Ph CH3(CH2)10SH 40g 95 98
Br(CH,)s n-BuSH 40h 81 97
Br(CH,)s CH3(CH2)10SH 40i 85 96
Br(CH,)s PhOH 40j 97 97
Br(CH,)s CeFsOH 40k 98 98

® Vytézek po promyti pres vrstvu silikagelu na frité. ® Stanoveno plynovou

chromatografii a potvrzeno *H NMR.

2.4.3.2 Tvorba amidi s vyuZitim karbodiimidi

Tvorba amidl s vyuZitim karbodiimid® probiha stejnym zplsobem jako esterifikace (viz
Schéma 15). Karboxylova kyselina nejdiive reaguje s karbodiimidem na
O-acylisomocovinu (20), ktera dale reaguje s aminem na vysledny amid. Paraleln¢ se
ale O-acylisomocovina (20) mulze nevratné presmykovat na nereaktivni
N-acylisomocovinu (21), coz vede ke ztratdm vychozi latky. Pomocné ¢inidlo funguje
v reakéni smési jako silngj$i nukleofil neZz amin a reaguje s O-acylisomocovinou
rychleji za vzniku reaktivniho amidu (meziprodukt). Intermediat nemize
intramolekularné vytvaret nereaktivni vedlejsi produkty, kvili kterym by dochéazelo ke
ztratam. Navazané pomocné Cinidlo se ale nasledné velmi snadno odstépuje a uvolituje
misto pro amin, ktery s reaktivnim amidem (meziproduktem) dava zadany vysledny
amid. Pfi syntézach amida se jako pomocna ¢inidla pouzivaji 1-hydroxybenzotriazol
(HOBt), N-hydroxysukcinimid (NHS) a dal$i. Vzorce dvou jmenovanych ¢inidel jsou
uvedeny na Obrazku 9, prehled téchto a dalSich je uveden v ptiloze v Tabulce 17.

Mechanismus ucinku pomocného ¢inidla je uveden na Schématu 28.
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0
N\
O: ‘N N-OH
N
OH 0
HOBLt NHS

Obriazek 9: Vzorce Casto pouzivanych pomocnych ¢inidel

2.4.3.2.1 N,N -Dicyklohexylkarbodiimid (DCC)

L-fenylalanin methylester (42) (20 mmol) byl pfidan do

roztoku N-ftaloyl-L-threoninu (41) (10 mmol) v CH,Cl, QN:C:NO
(40 ml). Nasledné¢ byl ptidan DCC (10 mmol), témet beC

okamzit¢ se vroztoku zacala vytvafet sraZenina

N,N’-dicyklohexylmocovina (DCU). Po péti hodinach pii laboratorni teploté byla
mocovina odfiltrovana a promyta CH,Cl, (20 ml). Roztok vznikly spojenim obou
podila CH,CI, byl promyt roztokem 1M HCI (30 ml), roztokem 1M KHCOj3; (30 ml)
a vodou (30 ml). Byl usuSen MgSO, a odpatfen do sucha za snizeného tlaku. Odparek
byl rekrystalizovan ze smési aceton/ether. Byl izolovan Cisty peptid
N-ftaloyl-L-threonyl-L-fenylalanin methylesteru (43) (91 %). Bod tani 149-152 °C.

Piiprava je zndzornéna na Schématu 26.%

o DCC, CH,Cl, o

MCH + HoN > 5h, lab.t. \)\(U\H ~

O N0 o o N_g O
41 42 43

Schéma 26: ptiprava N-ftaloyl-L-threonyl-L-fenylalanin methylesteru (43)
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2.4.3.2.2 N,N -Dicyklohexylkarbodiimid (DCC) s HOBt

Bortezomib (Obrazek 10), znamy téZ pod @N\
, . Ve e e A >—N=C:N4<:> "N
nazvem Velcade, je 1é¢ivo ucinkujici proti N
nadorovému onemocnéni krevnich  buné¢k OH

DCC HOBt
(mnohocetny myelom) a lymfomu z plastovych
bundk (mantle cell lymphoma).** V sougasné dobé se nachézi ve 3. fazi klinickych test

a jevi se velmi perspektivné.

O
N
= N
Y
N

Obrazek 10: VVzorec bortezomibu

V této préci je popsana piiprava knihovny dipeptidyl boronovych kyselin se strukturou
podobnou bortezomibu. Pfi syntéze jsou oddélené piipraveny hydrochlorid ochranéné
2-amino boronové kyseliny a dipeptidova kyselina. V jednom z krokt piipravy
dipeptidu je jako c¢inidlo pouZito kombinace DCC/HOBt. Pfi spojeni obou blok
peptidovou vazbou je vyuzito kombinace EDCI-HCI/HOBt — vice v kapitole 2.4.3.2.6.
Poslednim krokem je kysele katalizované hydrolyza obou hydroxylovych skupin.

Postup pfipravy 3-benzamido-3-(2-fluorofenyl)propanové kyseliny (44a) podle
dostupné literatury (viz Schéma 27): Benzoova kyselina (0,64 g, 5,2 mmol) byla
rozpus$téna v bezvodém THF (20 ml). Roztok byl vychlazen na 0° C. Byl pfidan HOBt
(0,84 g, 6,2 mmol) a DCC (1,07 g, 5,2 mmol). Pfedlozen¢ latky byly michany 40 minut.
Poté byla pfidana smés NMM (0,7 ml, 6,2 mmol) a methyl 3-benzamido-3-(2-
fluorofenyl)propanoat hydrochloridu (1,21 g, 5,2 mmol). Reak¢éni smés byla pozvolna
zahfata na laboratorni teplotu a michana 4 hodiny. VysrdZzeny pevny podil byl
odfiltrovan a rozpoustédlo bylo odpafeno za sniZeného tlaku. Bily odparek byl
rozpustén v EtAc (50 ml). Organicka faze byla promyta 10% roztokem kyseliny
citronové, 5% roztokem NaHCOj; a nasycenym roztokem NaCl. Roztok byl ususen
bezvodym Na,SO; a po filtraci a odpateni byl izolovan surovy produkt (45a), ktery byl

bez dalSich ¢isténi pouzit do dalsi reakce.
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Piipraveny methylester (45a) (1 g, 3,32 mmol) byl rozpustén v acetonu (10 ml)
a studené vodé¢ (5 ml). Hydrolyza byla provedena ptidavkem 2M roztoku NaOH (3 ml).
Po 2 hodinach byl aceton odpafen za snizeného tlaku a reakcéni smés okyselena 2M
roztokem HCI na pH 2. Produkt byl extrahovan ethylacetatem, ktery byl nasledné
ususen Na,SOy4. Po odpafeni rozpoustédla byla ziskana bezbarva latka (46a) (0,71 g,
74,6 %). Piipravy ostatnich slouc¢enin byly provedeny stejnym vySe popsanym postupem
z ptislusnych B-amino kyselin a karboxylovych kyselin. Ptrehled pfipravenych latek je

uveden v Tabulce 8.

Cl HsN o RL__N o RL_N OH
hig hig
ol x © RICOOH, DCC, HOBY 02; N © 1) 2M NaOH, aceton/H,0 ,Sz_l ~ ©
N NMM, THF, 0°C - lab.t. N 2) 2M HCI, Hz0, 0 °C S
43a-ab 45a-ab 46a-ab
Schéma 27: Obecny postup ptipravy dipeptidu (46a-ab)
Mechanismus u¢inku pomocného €inidla je uveden na Schématu 28.
H,N o
Q \O/ \
N RZ_: 21 H /N
~ N _OH _ /N N ~ R AN o)
+ ©_< NH -bCcu \ \O/ \O/
45a-ab
Schéma 28: Funkce HOBL pii vzniku amidu 45a-ab
Tabulka 8: Piehled ptipravenych dipeptida**
oy Vytézek . Vytézek
1(;,11;‘:0 R R sekvence %Slk; R* R? sekvence
Y (%) (%)
46a Ph 2-F 74,6 460 Ph 4-Me 80,4
46b Ph 3-F 72,9 46p Ph H 80
46¢ Ph 4-F 49,7 46q 3-pyridyl 2-F 62
46d Ph 2-Cl 625 | 46r  3-pyridyl 3-F 48
46e Ph 3-Cl 82,3 46s 3-pyridyl 4-F 74
46f Ph 4-Cl 89,3 46t 3-pyridyl 2-Cl 69
46 Ph 2-OMe 854 |46u  3-pyridyl  3-Cl 81,7
46h Ph 3-OMe 69,1 |46v  3-pyridyl  2-OMe 68,4
46i Ph 4-OMe 79,2 46w 3-pyridyl 3-OMe 68,4
46j Ph 2-NO, 604 | 46x  3-pyridyl  2-NO, 44
46k Ph 3-NO, 49,7 |46y  3-pyridyl  3-NO, 72,3
46l Ph 4-NO, 80,9 46z 3-pyridyl 4-NO, 59
46m Ph 2-Me 49,1 46aa  3-pyridyl 2-Me 52
46n Ph 3-Me 84,6 | 46ab  3-pyridyl  3-Me 70,2
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2.4.3.2.3 N,N -Dicyklohexylkarbodiimid (DCC) s DhbtOH

Peptidové nukleové kyseliny (PNA) je

nova mlad4 a perspektivni skupina latek, QN:C:N O (;C:(E
kterA mize najit uplatnéni v biologii, )
biotechnologii, mediciné, molekulovém DCC DhbtOH
inzenyrstvi nebo vyzkumu Ilé¢iv. Zakladni skelet (viz Obrazek 11) se sklada
z monomernich jednotek N-(2-aminoethyl)-glycinu, které jsou spojeny peptidovou
vazbou. K zakladni kostie jsou methylenkarbonylovou skupinou navazany rozdilné

purinové a pyrimidinové baze.

Kfo

*H/\/NQOJ\

Obrazek 11: Zakladni skelet peptidovych nukleovych kyselin (PNA), Baz — nukleova

baze (thymin, cystein, adenin, guanin)

Pro zlepSeni rozpustnosti ve vodé¢ bylo pfistoupeno k zavedeni malé¢ hydrofilni
(R)-diethylen glykol skupiny (,,miniPEG*, R-MP) do polohy y na zakladnim skeletu.
Tato Gprava vedla k reorganizaci plivodné neuspofddané PNA do pravotoCivé spirdly.
Idea ptipravy R-MPyPNA oligomeru je naznacena na Schématu 29. Syntézu je moZné

provést sérii jednoduchych krokl a vychazi komeréné dostupného Boc-L-serinu.

O/\/ Baz O/\/Ol-baz

o)
BocHN@kOH j(ik’% K/Oj:fo o
Boc.
OH

HO™

Boc-L-serin Baz = ACbZ, CCbz GCbz T Baz=AC,G, T
R—PMYPNA monomer R—PM’YPNA oligomer

Schéma 29: Postup pii piipravé " yPNA oligomerti

Na Schématu 30 je zobrazen stupen, ve kterém je k zdkladnimu skeletu pfipojena

nukleova baze.

Postup ptipravy Boc-(2-(2-methoxyethoxy)ethyl)-L-serine thymin ethylesteru (48a)
podle dostupné literatury: K roztoku thymin octové kyseliny (0,287 g, 1,56 mmol)
v suchém DMF (15 ml) pod inertni atmosférou bylo ptidano DCC (0,324 g, 1.56 mmol)
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a DhbtOH (0,254 g, 1,56 mmol). Smés byla michana 1 hodinu pii laboratorni teploté.
Latka 47 (0,5 g, 1,32 mmol) rozpusténa v DMF (10 ml) byla ptidana do reak¢éni smési,
ktera byla pti 50 °C michana 24 hodin. Rozpoustédlo bylo odpatreno za snizené¢ho tlaku.
Odparek byl rozpustén v EtAc (100 ml) a promyt nasycenym roztokem NaHCOj3 (100
ml), 10% KHSO, (100 ml), nasycenym roztokem NaCl (50 ml) a usuSen bezvodym
Na;SOs4. Rozpoustédlo bylo odpateno za snizeného tlaku. Surovy produkt byl precistén
kolonovou chromatografii a bylo ziskano 0,480 g bezbarvych krystalt (67 %). Derivaty
s ostatnimi nukleovymi bazemi 48b-d) byly pfipraveny stejnym postupem s vytézky
67-85 %.

Baz
Baz (0]
R o DCC, DhbtOH R Kf o)
H ’
+ K.’&O
BOC\N)\/NQJ\OEt DMF BOC\NJ\/NQJ\oEt
H OH H
a7 48a-d
o] NHCbz NHCbz o)
N AN N
NH SN N NH
T Oy 4Ty ST
N/go N/go e N/) N N/)\NHCbz
Baz= T CI:CbZ ACbZ GCbZ
48a 48b 48¢c 48d

R= CHzo(CHz)zo(CHz)zoCHg

Schéma 30: Pfipojeni nukleové baze navazané na kyselin€ octové na zakladni skelet,

prehled pouZitych nukleovych bazi *

243.2.4 Piiprava amidii s polymerné navazanym substratem za tcasti

N,N"-dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) s DMAP

N,N’-dicyklohexylkarbodiimid nachazi pouziti

pii syntézach, kde je substrdt navdzadn na N=C=N O N _/ N/
polymernim skeletu. Vyhodou téchto syntéz je . \
snadné odstranéni piebyteCnych vychozich DCC DMAP
latek a vedlejSich produktli jednoduchym promyvanim vhodnym rozpoustédlem, ve
kterém polymer neni rozpustny. SraZenina se odstrani jednoduchou filtraci. V tomto

ptipad€ vystupuje jako pevna faze 2-methylenindolin navazany ve formé selenoetheru

na polystyrenovy skelet (49).
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Postup ptipravy: V prvnim kroku reagovala suspenze 2-methylenindolinu navdzaném na
polymeru (0,15 mmol, 1 ekv) v dichlormethanu (5 ml) s o,B-nenasycenou kyselinou
(50a-c) (1,5 mmol, 10 ekv) na amid (51a-c). Jako aktiva¢ni ¢inidlo bylo pouzito DCC
(1,5 mmol, 10 ekv) a DMAP (0,2 mmol, 1,3 ekv). Suspenze (51a-c) byla michéana pti
25 °C po dobu 48 hodin. Suspenze byla zfiltrovana pies fritu a nasledné byla promyta
dichlormethanem (5x10 ml), metanolem (10x10 ml) a diethyletherem (5x10 ml).
Polymerni baze byla suspendovana v toluenu (4 ml) a zahtata na 90 °C. Po dobu
4 hodin byl do suspenze amidu piikapavan roztok n-BusSnH (0,6 mmol, 4 ekv)
a azobisisobutyronitrilu (0,2 mmol, 1,3 ekv) v toluenu (1 ml). Slouc¢enina selenu tvofi
Vv piitomnosti n-BuzSnH a azobisisobutyronitrilu (AIBN) uhlikovy radikal. V jeho
dosahu se jako vhodny akceptor nachazi dvojna vazba navazané nenasycené Kyseliny
a cyklizaci vznikne vedle 2-methylenindolinu dalsi kruh. Po pfidavku roztoku byla
reakéni smés ochlazena na 25 °C, pevna polystyrenova faze byla odfiltrovana a promyta
dichlormethanem (2x10 ml). Filtrat byl odpafen a surovy amid (52a-C) byl precistén
kolonovou chromatografii. Obecna reakce je znazornéna na Schématu 31. Prehled
pouzitych kyselin a ptipravenych produkti je spolu s vytézky uveden v Tabulce 9.9

R R

Se Se
m 50a-c, DCC, DMAP m n-BusSnH, AIBN
N CH,Cly, 48 h, 25 °C o
N 2Clp N}/\(/\R2 Tol, 4 h, 90 °C N
o Rl o Rl
49 5la-c 52a-c
Schéma 31: Piiklad pouziti DCC pii syntéze na pevné fazi, polystyrenovy skelet - R

Ry
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Tabulka 9: Piehled pouzitych a,B-nenasycenych kyselin, produktt a vytézku

a,B-nenasycena kyselina Produkt Vytézek (%)
H
COOH H
50a g 52a N 26
OH

36

50 prCP%H  52¢ N @ 13

2.4.3.2.5 N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid
(EDC) s HOBt

EDC bylo pouZito pfi pfipravé molekul ze dvou

stejnych Boc-chranénych aminokyselin (Lys, Ala, \—N:CZN_\_N/ @NN
Gln, Phe, Cys, Trp) spojenych \ NbH
1,9-diaminononanem. Takto spojené EDC HOBt

aminokyseliny se v mikroskopickém meéfitku intermolekularnimi vazbami uspotadaly
do vlaknitych struktur a po rozpusténi v toluenu se pak chovaly jako gely s vyjimkou
alaninu, ktery neSel rozpustit a tvofil suspenzi. Pfehled pouzitych aminokyselin je
v Tabulce 10, podminky reakce jsou uvedeny ve Schématu 32. 1,9-Diaminononan
(1,0 ekv) byl suspendovan v dichlormethanu, nasledné byl ptidan triethylamin (2,8 ekv)
a chranénd aminokyselina (2,6 ekv). Smés byla ochlazena na 0 °C a michéna pod
dusikovou atmosférou 30 minut. Poté byly soucasné piidany HOBt (5,8 ekv) a EDC
(3,7 ekv). Reakéni smés byla ohfata na laboratorni teplotu a michana 24 hodin. Po

odfiltrovani srazeniny byl filtrat promyt nasycenym roztokem NaHCO3, NaHSQO4, opét

NaHCOj3; a nakonec vodou. Roztok byl ususen bezvodym MgSO, a odpaien na bilou
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pevnou latku. Sloucenina obsahujici Trp byla navic pfecisténa kolonovou

chromatografii na silikagelu s mobilni fazi CH,Cl,/MeOH (98/2) a 0,1% TEA.

U ptipravenych gelii byly zkoumany tepelnd stabilita a minimalni koncentrace pro
tvorbu gelu. K vizudlnimu porovnani struktur bylo pouzito rastrovaciho elektronového

mikroskopu (FEGSEM).
O o)

(@]
R 1,9-diaminononan
%OH R%N N\\JJ\KR
CH,Cl,, TEA, H H
HN
Boc

HN-Boc EDC, HOBt AN 5oc

53a-f
Schéma 32: Obecny postup ptipravy produkti (53a-f)

Tabulka 10: Piehled pripravenych produkti **

Latka R am iﬁglliyz/lstglina Vytezek (%)
53a (CH,);NHBoc Boc-Lys -
53b CH; Boc-Ala 59
53c (CH,).,CONH; Boc-GlIn 72
53d Bn Boc-Phe 35
53e CH,SCH,NHACc Boc-Cys 55
53f CH,(3’-indol) Boc-Trp 56

2.43.2.6 N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid
(EDCI-HCI) s HOBt

Rozsahla studie zkoumala vztah aktivita-

struktura dipeptidyl boronovych kyselin jako \—N:C=N—\_ /. @NN
inhibitori ubikvitin-protedz. Soucasti prace jsou AU N\I

1 postupy piipravy dipeptidyl boronovych EDCI-HCI HOBt on
kyselin.* Ubikvitin je protein skladajici se ze 76 aminokyselin a v eukaryotickych
bunkach zastava regulacni funkci. Zasadnim zplisobem se podili na fizeni rstu,
ptezivani bunky, rozkladu a recyklaci nepotiebnych proteint. V roce 2004 byla Aaronu
Ciechanoverovi, Avramu Hershkovi a Irwinu Roseovi za objeveni a popsani degradace
proteind za ucasti ubikvitinu udélena Nobelova cena za chemii.*®

K vychlazenému roztoku (-5° C) dipeptidové kyseliny (46a-ab) (1,0 mmol)
vV bezvodém CH,Cl;, (30 ml) byl ptidan HOBt (1,2 mmol). Po 20 minutach byla reakéni
smés ochlazena na —15 °C a byl pfidan EDCI-HCI (1,0 mmol). Nasledn¢ byla pfilita

vychlazena smés (0°C) prislusného hydrochloridu 2-amino boronové kyseliny (54)
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(1,00 mmol) a DIPEA (1,48 mmol) v bezvodém CH,Cl, (10 ml). Reak¢éni smés byla
michana pii —15° C po dobu 1 hodiny a pfi laboratorni teploté po dobu 2 hodin. Reakce
byla ukoncena pfidanim vody. Vodna faze byla extrahovana CH,Cl, (3x100 ml).
Organickd faze byla promyta 10% citronovou kyselinou, 5% roztokem NaHCOj3
anasycenym roztokem NaCl. Roztok byl usuSen bezvodym Na,SO, a po filtraci
a odpateni byl izolovan surovy ester boronové kyseliny 55a-ab), ktery byl bez ¢isténi
pouzit do dalsi reakce.

K roztoku ptislusného esteru boronové kyseliny (55a-b) (1,0 mmol) a isobutylboronové
kyseliny (5,0 mmol) v methanolu (20 ml) a hexanu (20 ml) byla ptfiddina 1M HCI
(2,5 ml). Reakéni smés byla pii laboratorni teploté michana 18 hodin. Methanolicka
faze byla promyta hexanem (3x15 ml) a hexanova vrstva byla extrahovdna metanolem
(3 x 20 ml). Methanol ze slou¢enych metanolovych podilti byl odpaien za sniZeného
tlaku, odparek byl rozpustén v CH,Cl, (40 ml). Roztok byl promyt 5% roztokem
NaHCO;3; (20 ml) a ususen bezvodym Na,SO,4. Po filtraci a odpafeni byl izolovan
produkt (56a-ab), ktery byl podle potieby piecistén kolonovou chromatografii s fazemi
MeOH/CH,Cl, (1/15-1/3). Série reakci vedouci k produktim je uvedena na Schématu

33. Seznam piipravenych produkti a jejich vytézka je uveden v Tabulce 11.

|l\< e

RL_N OH CiHN y g RL__N R <g
HaN__Bo " B o
g o EDCIHCI, HOBt, DIPEA ][ 50

O O 3
X + CH,Cly, -15 °C - lab.t. T
RZI_ R2_|
= o

46a-ab 54 55a-ab
R: H H o
isobutylboronova kyselina \ﬂ/ \/ B “OH
2M HCI, MeOH, hexan O N O =
ol Y
=
56a-ab

Schéma 33: Spojeni dipeptidové kyseliny s hydrochloridem ochranéné 2-amino

boronové kyseliny a nasledné odstranéni chranici skupiny
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Tabulka 11: Piehled piipravenych dipeptidyl boronovych kyselin *

Karbodiimidy

“ Vytézek | «, Vytézek
1Cé1tsk1; R R? sekvence Eltskls R R? sekvence
(%) (%)
56a  Ph 2-F 54 560 Ph 4-Me 50,9
56b  Ph 3-F 69 56p Ph H 52,4
56¢ Ph 4-F 60 56q  3-pyridyl 2-F 53,6
56d  Ph 2-Cl 63,4 56r  3-pyridyl 3-F 39
56e  Ph 3-Cl 42,1 56s  3-pyridyl 4-F 62,6
56f Ph 4-Cl 55,2 56t  3-pyridyl 2-Cl 47,2
569 Ph  2-OMe 75 56u  3-pyridyl 3-Cl 44,7
56h  Ph  3-OMe 77,8 56v  3-pyridyl 2-OMe 63,1
56i Ph  4-OMe 67,5 56w  3-pyridyl 3-OMe 43,2
56j Ph  2-NO, 70,5 56x  3-pyridyl  2-NO, 41,3
56k Ph  3-NO, 42,1 56y  3-pyridyl  3-NO, 56,4
56l Ph  4-NO, 59,2 56z  3-pyridyl  4-NO, 43,3
56m  Ph 2-Me 77,1 56aa  3-pyridyl 2-Me 42,6
56n  Ph 3-Me 56 56ab  3-pyridyl 3-Me 46,5

24.3.2.7 Bis{[4-(2,2-dimethyl-1,3-dioxolyl)Jmethyl}karbodiimid (BDDC) s

HOBt

BDDC (32) (viz Schéma 20, odstavec
3.3.3.1.3) byl navrZzen jako novy
karbodiimid, ktery v sob&é kombinuje

dobrou reaktivitu se snadnou

>(ZO{N:C:N—};8< @EEN

BDDC

\

OH
HOBt

odstranitelnosti vedlejSich produkt. V molekule mocoviny vzniklé z BDDC (16) jsou

zamaskovany c¢tyii hydroxylové skupiny, které po kyselé hydrolyze dodaji molekule

N,N "-bis(2,3-dihydroxyprop-1-yl)moc¢oviny (35) zna¢nou hydrofilitu a usnadni tak jeji

extrakci do vodné faze.

Postup ptipravy peptidi: Dve piislusné ochranéné slozky reagovaly za piitomnosti

BDDC a HOBt pfi laboratorni teploté. Ve Schématu 34 je ukdzana vzorova reakce, kde
reagoval Cbz-Ala (57) a Phe-OMe-HCI (58) v DMF a THF. Pii reakci nedoslo

k racemizaci a produkty (59) nebylo tieba ¢istit. Vedlejsi produkty na bazi mocoviny

byly odstranény promytim s 0,1M HCI. Piehled pouzitych reaktantii, reakéni podminky

a vytézky jsou uvedeny v Tabulce 12.
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@)

o
H\Hk WO/ BDDC, HOB H 9
Chz” OH T _N 0
+ NHs CI' jab.t, rozp., 24h  CbZ %H >
57 58 59

Schéma 34: Pouziti BDDC pfi tvorbé peptidi; THF - vytézek 84 %, DMF - vytézek
93%:;

Tabulka 12: Pichled pouzitych vychozich latek, reakénich podminek a vytézka pti

piipravé amidi 28

, Ester Rozpoustedlo, s

Substrat aminokyseliny ¢as (h) Vytézek (%)
Cbz-Ala39  Phe-OMe-HCI 58 THF, 24 84
Cbz-Ala39  Phe-OMe-HCI 58 DMF, 24 93

Boc-lle Phe-OMe-HC1 58 THF,16 82

Boc-lle Phe-OMe-HC1 58 DMF, 16 84
Cbz-Ala-Phe  Gly-OBn-TsOH DMF, 4 81
Cbz-Ala-Phe  Gly-OBn-TsOH DMF, 20 91

2.4.3.2.8 Tetraarylfosfoniumkarbodiimidy

Byla piipravena série karbodiimidi (Obrazek 12) oh X

’ N=C=N
obménovanim skupiny R. Ugelem zavedeni ph_|:|)+ R
|

tetraarylfosfoniové skupiny bylo zlepsit Ph
rozpustnost v polarnich rozpoustédlech a zarovenh umoznit odstranéni vedlejSich
mocovinovych produkti vysrazenim piidavkem nepolarniho rozpoustédla a naslednou

filtraci.

Latka X R
X 36a PFg Et
Ph

, N=C=N b PRy iPr
Ph—P+ R 36c PFs  CHex
: 36d  PFs Bn

Ph
37a oTf Et
37b OTf iPr
37c oTf cHex

Obrazek 12: Obecny vzorec tetraarylfosfoniumkarbodiimidu (36a-d, 37a-c)

Pripravené karbodiimidy (36a-d, 37a-c) byly pouzity pii sérii amidaci s riznymi
substraty (Schéma 35). Vychozi latky reagovaly vG¢i aminu v pomérech
tetraarylfosfoniumkarbodiimid (1,2 ekv) a karboxylova kyselina (1,1 ekv). Reakce
probihaly 3 hodiny. Po kyselych a bazickych extrakcich pro odstranéni zbytkl

vychozich latek byla smés surového produktu rozpusténa v CH,Cl,. Ptidavkem
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diethyletheru bylo docileno vysraZzeni mocovinového vedlejsiho produktu, ktery byl
odstranén filtraci. Karbodiimidy byly posuzovany ze dvou hledisek. Prvnim bylo
porovnani vytézku reakce sreakci provedenou za pfitomnosti DCC nebo
EDCI-HCI/HOBt. Druhym bylo urceni efektivity, s jakou jsou odstraiiovany fosforové

soli pfesraZzenim a naslednou filtraci. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 13.

0

0 sead, 37ac, TEA || o

A + R?-NH, ~ oo R
H

Rl OH CH2C|2, lab.t.

Schéma 35: Obecnd reakce popisujici piipravu  amidd za  pouziti

tetraarylfosfoniumkarbodiimida (36a-d,37a-c)

Tabulka 13: Ptehled pouzitych karboxylovych kyselin a amint, vytéZky a Cistota

produkti
DCC/DMAP
, nebo
Ka;boxylova Amin EDCI-HCI/ 36a 36b 36c 36d 37a 37b 37c
yselina HOBt

Vytezek®/Eistota®) (%)

0 N@ ‘ 93 90 8. 60 60 64 56
oy N 7 /98 /98 /98 /98 /90 /92 /90

(0]

., O
\)kOH o1 I~ 29 70 67 61 66 62 60 60
- /98 /98 /89 /94 /95 /95 /87

Boc
> ﬁ
m HoN 85° 85 82 81 81 52 51 60
Br

e} O

Cl HyN” ~
%OH fo 51¢ 45 - .

HN.
Boc

® Vytézek po izolaci vedlejsich produktii vysrazenim a odfiltrovanim. ° Cistota je
vyjadiena (% o&ekavaného produktu) — (% zbytkové fosfoniové soli) m&fenim *H NMR
vysledného produktu. © RCOOH (1,0 ekv), RNH, (1,0 ekv), DCC (1,2 ekv), HOBt
(1,0 ekv), DMAP (0,1 ekv), CH.Cl,, 0 °C do lab.t. d pProdukt byl znecistén asi 5 %

DCU, ktera nemohla byt odstranéna vysraZzenim s EtAc.*®
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24.3.2.9 Polymerni karbodiimidy
Ucinnost &inidla 2GOACC50 byla experimentalné ovéfena na sérii modelovych amidaci

karboxylovych kyselin (aromatickych i alifatickych) se Sirokou skalou primarnich
a sekundarnich aminti. Amidace (Schéma 36) byla provadéna piidanim roztoku
260ACCsy v CH,Cl, do vychlazeného roztoku karboxylové kyseliny (1 ekv) a aminu
(1 ekv). Reak¢ni smés byla temperovana na laboratorni teplotu a michana 7 hodin. Dale
byla izolace amidi (60a-i) provadéna shodnym zpusobem jako pii piipravé estert

a thioesterd (40a-k) (viz kapitola 2.4.3.1.5)%°

O H 26 O
OACC
1JJ\ + R2MNgs % RlJ\N’RS
R* OH CH,Cl,, 0 - lab.t. \
2-7h R?
42a-i

Schéma 36: obecna reakce popisujici ptipravu amidil za pouziti polymerné vazaného

karbodiimidu 2*0ACCs

Tabulka 14: Ptehled pouzitych reaktantt, vytézky a Cistota produktt

R' Amin Produkt  Vytézek (%)*  Cistota (%)°

Ph BnNH, 60a 90 98

Ph Ph—N NH 60b 98 99
__/

Ph CH,=CHCH,);NH  60c 90 95

Ph n-BuNH; 60d 85 91

Ph @ 60e 94 91
H

Br(CHy)s Ph—N NH 60f 94 98
__/

Br(CH.)s n-BuNH, 60g 88 96

Br(CH,)s CH,=CHCH,),NH  60h 91 96

Br(CH.)s @ 60i 95 93
H

 Vytézek po promyti pres vrstvu silikagelu na fritg. ® Stanoveno plynovou

chromatografii a potvrzeno 'H NMR.
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3  Cile prace

Cilem prace je na zéklad¢ provedené literarni reSerSe popsat vlastnosti a vyuziti
2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-yl]Jbenzamidi a  provedeni
retrosyntetické analyzy cilové molekuly za ucelem navrhnout mozné syntetické cesty.
V piipadé, Ze nékteré piipravy jsou jiz popsany, je dalsim ukolem tyto postupy
komentovat, poptipadé srovnat S postupy nadmi navrzenymi. Soucasti reSerSe je také

piehled ¢inidel pouzivanych k tvorb¢ amidi a esterd.

Cilem praktické c¢asti prace je podle navrzenych postupli provést syntézu vybranych
2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-yl]benzamidt V mnozstvi
a Cistote, kterd postacuje pro testovani biologickych aktivit. Ddle je nutné produkty
ajejich prekurzory charakterizovat dostupnymi metodami (TLC, NMR, IC, CHN
analyzou, piipadné GC-MS).

Meziprodukty potiebné pro pfipravu zvolenych cilovych molekul by mély byt stabilni

a Syntéza by méla vychéazet z ekonomicky snadno dostupnych chemikalii.
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4  Experimentalni ¢ast

Pouzitd rozpoustédla, Cinidla a jiné chemikalie, které byly k syntézam pouzity, byly od
vyrobct Sigma-Aldrich, Merck, AcrosOrganics a Lach-Ner CZ. Vsechna komer¢ni
rozpoustédla byla pouzita bez dal$i upravy. Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla
provadéna na chromatografickém papife povrchové upraveném 0,2 mm vrstvou
silikagelu 60 Fjs4 (Merck, Darmstadt, Némecko). Vizualizace TLC byla uskuteé¢iiovana
pomoci UV zéfeni (254 nm). Body tani byly stanoveny na piistroji Melting Point B-545
(Buchi, Némecko). NMR spektra byla méfena v dimethylsulfoxidu (DMSO-d6) pti
laboratorni teploté¢ na spektrometru Bruker Avance III 400 MHz (Karlsruhe, Bruker,
Némecko, 400 MHz pro *H, 100 MHz pro 3C. Chemické posuny protonu v DMSO-d6
souvisi se stiedem multipletu rozpoustédla (5=2,50). *C-NMR spektra byla méfena
pomoci APT pulsnich sekvenci. Chemické posuny uhliku se vztahuji ke stfedu
multipletu rozpoustédla (6=39,5 v DMSO-d6). Chemické posuny pro systémy AB byly
vypocteny jako vazeny pramér vazenych pozic linie podle intenzity piki.

Nazvy struktur byly vygenerovany v programu ChemDraw Ultra 8.0. Nésledn¢ byly

nazvy prelozeny do ¢eského jazyka.

4.1  Syntéza substituovanych 2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-1-

oxoalkan-2-yl]benzamidu navrZena na zakladé retrosyntetické analyzy A

Metoda vychazi z ochranéné kyseliny salicylové, ktera je v prvnim kroku aktivovana a
reakci se zvolenou aminokyselinou, nebo jejim derivatem a poskytuje odpovidajici
amid. V dalsim kroku syntézy nasleduje reakce volné karboxylové skupiny s vybranym
substituovanym anilinem v ptitomnosti karbodiimidu. Pokud v prvnim kroku syntetické
cesty reaguje O-chranéna aminokyselina, predchazi reakci s karbodiimidem jeji
deprotekce. Poslednim krokem reakéni cesty je deprotekce chranici skupiny fenolického

hydroxylu. Mozné syntetické cesty jsou schematicky uvedeny na Schématech 37 a 38.
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0 0 0 H
OH N
OH N c N
O O 32 LY O
0 0 0 R
X x 61 X

62a-c
Jd
ooz e & LA
63a (JDU023) Ac  ClI
62b (JDUO30) Ac  Br dﬁ/ﬁf \©\
63c (JDUOB0) Bn _ Br oy © R
Ac = acetyl, Bz = benzyl 63a-c

Schéma 37: Navrh syntézy diamidi. a SOCIy, b Gly, NaOH,q, C anilin v pfitomnosti
DCC d deprotekce hydroxylové skupiny

4.1.1 ((2-Acetoxybenzoyl)amino)octova kyselina

O O O
OH
OH socl, Cl Gly, NaOH N
cl) DMF o) 1,4-dioxan cl) ©
Ac Ac Ac
e T e W ot
(JDU021, 61)
M [g/mol] 180,1 118,97 731 198,61 75 237
n[mmol] 26 65 > kat 26/23,4 ©°% 30 2,4
m [g] 4,7 7,733 - 5,0/- 2,25 teor. 5,546
V [ml] - 4,7 3 kap - - ]
p [g/ml] - 1,64 - - - -
b.v. [°C] - 75,6 153 - - -
b.t. [°C] 136 - - - - 121-122
Postup ptipravy:

Navazka kyseliny O-acetylsalicylové, SOCIl, a DMF byla zahtivana na vrouci vodni
lazni pod zpétnym chladi¢em do rozpusténi suspenze. Po 10 minutach michani na lazni
byla reakce ukoncena a piebyteény SOCI, byl odpafen na RVO. Zbytky SOCI;, byly
dale odstranény opakovanym vakuovym oddestilovanim chloroformu (2x7 ml).
Ptipraveny chlorid byl poté pfimo pouzit do dal$iho reakéniho kroku (pocitdno bylo
s cca 90% vytézkem této reakce).

Acetylsalicyoyl chlorid byl rozpustén v 1,4-dioxanu (40 ml) a za laboratorni teploty
k nému byl postupné piidan roztok glycinu v 19 ml NaOH (¢ = 1,58 mol/l). Reak¢ni
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smés byla michana 16 hodin. Nasledn¢ byla reakéni smés vakuové zahusténa. Byla
ptidana destilovana voda (40 ml), koncentrovana HCI (3 ml) a produkt byl extrahovan
ethyl acetatem (3x20 ml). Organicka faze byla nasledné protifepana vodou, ususena
bezvodym Na,SO, a odpaiena do svétlych krystali. Po prvni rekrystalizaci z EtAc/Hex
bylo izolovano 2,01 g bilé krystalické latky. Po druhé rekrystalizaci z EtAc/Hex bylo
izolovano 1,73 g (31,2 %) bilé krystalické latky.

Charakterizace produktu:

Teplota tani: 148,8-150,6 °C;

CHN pro Cy1H11NOs (237,21):

Teor.. C55,70; H 4,67, N 5,90;

Exp.: C55,99+0,08,; H 5,89+0,09; N 6,12+0,10;

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO) &: 2,29 (3H, s, CHs); 3,93 (2H, d, 334 = 6 Hz, CH,);
7,24 (1H, dd, “Jun = 1 Hz, *Jun = 8 Hz, Ar-H); 7,40 (1H, dt, “Jqn = 1 Hz, Iy = 7,6
Hz, Ar-H); 7,58 (1H, dt, “Jyn = 2 Hz, *Jup = 7,6 Hz, Ar-H); 7,68 (1H, dd, “Jypn = 1,6
Hz, 3Jun = 7,6 Hz, Ar-H); 8,55 (1H, t, 3341 = 6 Hz, NH); 12,69 (1H, brs, COOH).

BC NMR (100.62 MHz, DMSO) &: 20,8; 41,1; 123,5; 125,9; 128,6; 129,2; 131,6;
148,0; 165,2; 169,0; 171,1.

IR (ATR). 3419; 2942; 2343; 1761,3 (C=0 ester); 1702 (C=0 karboxylové kyselina);
1648 (C=0 amid); 1519; 1250 cm™.

4.1.2 2-((4-Chlorofenylkarbamoyl)methylkarbamoyl)fenyl acetat

o NH, 0 H
OH N
N
CLT™ O COVY O
0 DMF 0 ol
Ac Cl Ac
((2-acetoxybenzoyl) 2-((4-chlorofenylkarbamoyl)
amino)octova kyselina  4-chloranilin DCC methylkarbamoyl)fenyl acetat
(JDU021, 61) (JDU022, 62a)
M [g/mol] 273 127,57 206 346,76
n [mmol] 1,83 1,83 2,013 M 1,83
m [9g] 0,500 0,233 0,415 teor. 0,635
b.t. [°C] 148,8-150,6 - - -
Postup pfipravy:
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Acetyl N-glycin-salicylamid byl rozpustén v DMF a vychlazen na -5 °C, k nému byl
najednou ptidan 4-chloranilin a DCC ve tfech davkach po 20 minutach. Reakéni smés
byla 1 hodinu michana na ledové lazni a 16 hodin za laboratorni teploty. Pfilitim ethyl
acetatu byla vysrazena a nasledné odfiltrovana N, N -dicyklohexylmocovina. Filtrat byl
vakuové zahustén a rekrystalizovan z ethyl acetatu. Bylo izolovano 380 mg (60 %)
nazloutlych krystalli, které byly rekrystalizovany z ethyl acetatu. Bylo izolovano 240
mg (38 %) bilé krystalické latky.

Charakterizace produktu:

Teplota tani: 187-191 °C;

Tol/EtAc; 4/1; H™: Rf=0,22;

CHN pro C17H15CIN,O, (346,76):

Teor.: C 58,88; H 4,36; N 8,08;
Exp.: C59,03+0,05; H 4,59+0,09; N 8,22+0,04;

'H NMR (400,13 MHz, DMSO) 8: 2,62 (3H, s, CH3); 4,03 (2H, d, *Jun = 6 Hz, CHy);
7,19-7,72 (8H, m, Ar-H); 8,51 (1H, t, 33,4 = 6 Hz, NH); 10,18 (1H, brs, NH).

B¥C NMR (100.62 MHz, DMSO) &: 20,9; 43,3; 120,7; 123,7; 126,1; 126,9; 127,3;
128,6; 128,7; 129,4; 131,6; 137,6; 148,2; 165,8; 167,9; 169,1.

IR (ATR): 3411; 1770 (C=0 ester); 1702 (C=0 amid); 1645 (C=0 amid); 1614 1553,6;
1174; 829 cm™.
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4.1.3 N-((4-Chlorofenylkarbamoyl)methyl)-2-hydroxybenzamid

0 y Q H
K,CO
N 2--3 N
o o Cl OH ]
Ac
2-((4-chlorofenylkarbamoyl) N-((4-chlorofenylkarbamoyl)
methylkarbamoyl)fenyl acetat K,COs methyl)-2-hydroxybenzamid
(JDU022, 62a) (JDU023, 63a)
M [g/mol] 346,77 138 304,77
n [mmol] 0,29 0,485 0,29
m [g] 0,100 0,067 teor. 0,088
Postup pfipravy:

Navazka 2-((4-chlorofenylkarbamoyl)methylkarbamoyl)fenyl acetatu byla rozpusténa v
diclormethanu (4 ml) a methanolu (4 ml). K roztoku byl pfidan K,CO3. Po 30 minutach
michani byla reakce ukoncena pfilitim nasyceného roztoku NH.Clyq (10 ml H20, 2 g).
Organicka rozpoustédla byla odstranéna za snizeného tlaku. Produkt byl z vodného
roztoku extrahovan ethyl acetatem. Organicka faze byla nasledné protfepana nasycenym
vodnym roztokem NaHCO; (2x10 ml), ususena bezvodym Na,SO,4 a odpatena. Surovy
produkt byl ¢istén kolonovou chromatografii s mobilni fazi Tol/EtAc; 4/1.

Prvni podil byl izolovan z frakei 2,3 a 4 (n€kolik mg; teplota tani 146,3-160 °C). Druhy
podil byl izolovan z frakci 8 az 13 (m = 32 mg, 36 %).

Charakterizace produktu:

Teplota tani: nad 210 °C tmavne, od 230 °C zvolna ztraci objem, od 237-240,6 °C
rychle taje;

Tol/EtAc; 3/2: Rs = 0,31; Tol/EtAc; 4/1: R¢ = 0,16;

CHN pro C15H13CIN,O3 (304,06):

Teor.: C59,12; H 4,30; N 9,19;

Exp.: C59,31+0,12; H 4,57+0,12; N 8,81+0,10;

'H NMR (400,13 MHz, DMSO) &: 4,22 (2H, d, *Jun = 5,6 Hz, CH.); 7,02 (2H, t, %344
= 8 Hz, Ar-H); 7,43-7,55 (3H, m, Ar-H); 7,72 (2H, dd, *Jun = 2 Hz, *Ju 1 = 8,8 Hz, Ar-
H); 8,00 (1H, dd, “Jun = 1,2 Hz, *Jun = 8 Hz, Ar-H); 9,28 (1H, t, 3Jun = 5,6 Hz, NH);
10,38 (1H, s); 12,30 (1H, brs, NH).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO) &: 43,0; 115,5; 117,3; 118,8; 120,6; 126,8; 128,4;
128,7; 133,7; 137,8; 159,4; 167,5; 168,6.
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IR (ATR): 3385 (O-H); 2920; 1710 (C=0 amid); 1678(C=0 amid); 1634; 1595; 1256

cem™.

Z retrosyntetické analyzy A vychazi i postup uvedeny ve Schématu 38.

O R3
° *wo‘ *m
OH - + 4
T swilyoas L L
0] o)

64 Bn | 65a-C | 66ac
JDU R° R? JDU R®
65a 061 H CHs 66a 062 H
65b 066 CHs t-Bu 66b 068 CHs
65¢ 067 CH,CH(CHs)> CHs 66c 069 CH,CH(CHa),
H2N
O *m a *m
W©\* i e
B 67ad 68a-d
JDU R’ R® JDU R? R®
67a - - - 68a - - -
67b 071 3-Cl-4-F CHs 68b 072 3-Cl-4-F CHs
67c 073 4-Br CH2CH(CH3)2 68c 074 4-Br CH2CH(CHs)2
67d 075 4-Cl CH2CH(CH3)2 68d 076 4-Cl CH2CH(CH3),

Schéma 38: Syntéza substituovanych 2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-
1-oxoalkan-2-yl]benzamidi navrzend na zakladé retrosyntetické analyzy A S vyuzitim
derivatta zvolenych aminokyselin. a EDCI-HCI, HOBt, TEA, CH.Cl,; b LiOH, H,0;
¢ EDCI'HCI, HOBY; d deprotekce hydroxylové skupiny.

54



Experimentalni ¢ast Syntéza na zakladé retrosyntetické analyzy A

4.1.4 Kyselina 2-(benzyloxy)-5-chlorbenzoova®*’

0 cl 0 0
c OH T 0" 40% NaOHag OH
+ K,CO
OH 23 o MeOH 0
Bn Bn
kyselina 2-
- benzyl 2- (benzyloxy)-5-
kyselina 5- benzyl- ;
chlorosalicylova  chlorid DMF  K,CO;  (benzyloxy)-5-  chlorobenzoova
chlorobenzoat (JDU065, 64)
M [g/mol] 172,57 126,58 - 138,21 352,81 262,04
183,1 a5x
n [mmol] 57,9 3.16x - 260,6 ™ 57,9 57,9
m [g] 10 23,176 - 36,017 teor. 20,43 teor. 15,22
V [ml] - 11 180 - - -
p [g/ml] - 21,06 - - - -
b.t. [°C] - - - - - 117-118

Postup pfipravy:

Navazka kyseliny 5-chlorsalicylové, DMF (180 ml), benzylchlorid (21 ml) a K,COs
(36,017 g) byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em na teplotu 135 °C po dobu 3 hodin.
Po této dobé byla reakce ukoncena a po zchladnuti byla reakéni smés nalita na 2,5 |
smési voda/led. Béhem 30 minut michani se vyloucila bild sraZenina, ktera byla
odfiltrovana a promyta studenou vodou (3x100 ml). Srazenina byla rozpusténa
v dichlormethanu (250 ml) a promyta vodou (1x100 ml), solankou (1x100 ml) a opé&t
vodou (1x100 ml). Organicka faze byla ususena bezvodym Na;SO, a odpaiena do
zlutého oleje, ktery ztuhl (15,28 g, 75 % meziproduktu).

Meziprodukt byl rozpustén v methanolu (40 ml). K roztoku byl pfidan 40% roztok
NaOH (7 ml). Reak¢ni smés byla 2,5 hodiny refluxovana. Nasledné byla reakéni smés
vakuove zahusténa. Byla ptidana H,O (65 ml) a smés byla okyselena koncentrovanou
HCI na pH 1. Smés byla michana 2,5 hodiny za chlazeni v ledové lazni. Vylouceny bily
produkt byl odfiltrovan a na frit¢ promyt vodou. Filtraéni kola¢ byl rozpustén v ethyl
acetatu (50 ml). Roztok byl usuSen bezvodym Na,SO, a odparen za snizeného tlaku do
sucha. Odparek byl rekrystalizovan z ethyl acetatu. Bylo izolovano 7,604 g (50 %)
bilého krystalického produktu.
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Charakterizace produktu:

Teplota tani 121-125 °C (lit. 120,6-121,5 °C*)

RTG,;

Hex/EtAc; 1/1: R¢ = 0,32;

CHN pro C14H11ClO3 (262,04):

Teor.: C64,01; H 4,22;

Exp.: C 63,99+0,07; H 4,41+0,03;

'H NMR (400,13 MHz, DMSO) &: 5,20 (2H, s, CHy); 7,33-7,21 (2H, m, Ar-H); 7,40-
7,37 (2H, m, Ar-H); 7,54-7,47 (3H, m, Ar-H); 7,64 (1H, d, J = 2.7 Hz, Ar-H); 13,02
(1H, brs, COOH).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO) &: 70,3; 116,2; 124,0; 124,4; 127,5; 128,1; 128,7;
130,2; 132,6; 137,0; 156,1; 166,5.

4.1.5 Methyl 2-(2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamido)-4-methylpentanoat

o 0
Cl Cl (0]
OH + O.  EDCI-HCI, HOBT N h
+ TEA, CH,Cl e
(ID Cl @) 122 (|3
Bn Bn
kyselina 2- methyl 2-(2-
(benzyloxy)-5- L-Leu EDCI (benzyloxy)-5-
chlorobenzoova methylester HOBt TEA  chlorobenzamido)-
hydrochlorid HCI 4-methylpentanoat
(JDU065, 64)
(JDU067, 65¢)
M [g/mol] 262,69 181,68 191,7 135,13 101,19 389,14
n [mmol] 4,95 4,95 6,93 4,95 4,95 4,95
m [g] 1,3 0,99 1,37 0,669 0,505 teor. 1,93
V [mI] - - - - 0,692 -
p [g/ml] - - - - 0,73 -
b.t. [°C] 121-125 - - - - -
Postup pfipravy:

Navazky kyseliny 2-(benzyloxy)-5-chlorbenzoové, L-Leu methylester hydrochlorid,
EDCI-HCI, HOBT byly rozpustény v dichlormethanu (100 ml), do kterého byl nakonec
piidan TEA. Po 1 hodin¢ michani byla reakéni smés nalita na smés led/voda (100 ml).

Po roztati ledu byla dvoufizovd smés rozdélena. Vodna faze byla extrahovana
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dichlormethanem (2x50 ml). Spojené organické faze byly extrahovany nasycenym
roztokem NaHCOj3; (2x50 ml), 5% kyselinou citronovou (2x50 ml), nasycenym
roztokem NaCl (2x50 ml) a H,O (2x50 ml). Organicka faze byla usuSena bezvodym
Na,SO, a odpafena za snizeného tlaku na RVO. Bylo izolovano 1,92 g (99 %) produktu

ve formée oleje.
Charakterizace produktu:

CH,Cly/MeOH; 9/1: R¢ = 0,75;

CHN pro Ca1H24CINO, (389,14):

Teor.. C 64,69; H 6,20; N 3,59;

Exp.: C 64,48+0,17; H 6,01+0,08; N 3,87+0,08;

'H NMR (400,13 MHz, DMSO) &: 0,64-0,80 (6H, m, 2xCHs); 1,30-1,50 (3H, m, CH,
CH); 3,61 (3H, s, CH3); 4,38-4,46 (1H, m, CH); 5,23 (2H, s, CH,); 7,33 (1H, d, *Jyn =
8,8 Hz, Ar-H); 7,36-7,44 (3H, m, Ar-H); 7,51 (2H, dd, *Jun = 1,2 Hz, 33444 = 8 Hz, Ar-
H); 7,56 (1H, dd, “Jyn = 2,8 Hz, Iy = 8,8 Hz, Ar-H); 7,66 (1H, d, %J4 4 = 2,8 Hz, Ar-
H); 8,43 (1H, d, *Jun = 7,6 Hz, NH).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO) &: 21,1; 22,6; 24,2; 50,7; 51,9; 70,7; 115,5; 124,3;
124,7; 128,2; 128,3; 128,5; 129,5; 131,9; 135,8; 154,9; 163,7; 172,5.

416 2-(2-(Benzyloxy)-5-chlorobenzamido)-4-methylpentanova kyselina

O (0]

cl OH
Ly LA
LiOH o
o © o)

| H,0/1,4-dioxan |
Bn Bn

methyl 2-(2-(benzyloxy)-
5-chlorobenzamido)-4-

2-(2-(benzyloxy)-5-
chlorobenzamido)-4-

methylpentanoat LIOH methylpentanova kyselina
(JDU067, 65¢) (JDU069, 66¢)
M [g/mol] 389,87 125,56 375,12
n [mmol] 12,6 126 ' 12,6
m [g] 4,39 15,88 teor. 4,735
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Postup ptipravy:

Methyl 2-(2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamido)-4-methylpentanoat byl rozpustén ve
100 ml smési voda/1,4-dioxan (1:1). K roztoku byl pfidan LiOH (126 g). Za laboratorni
teploty byla smés michana 45 minut. Reak¢ni smés byla okyselena koncentrovanou
HCI. Vznikly olej byl z vodné faze extrahovan ethyl acetaitem (3x80 ml). Organicka
faze byla ususena bezvodym Na,SO, a odpatena do oleje, ktery ztuhl. Surovy produkt
byl dvakrat rekrystalizovan z ethyl acetatu. Bylo izolovano 3,062 g (65 %).

Charakterizace produktu:

Teplota tani: 123-127 °C;

Hex/EtAc; 2/3; H": R = 0,39; Tol/EtAc; 4/1; H': R = 0,34;

CHN pro C»H2,CINO, (375,12):

Teor.. C 63,91, H5,9; N 3,73;

Exp.: C 64,01+0,05; H 6,02+0,03; N 3,81+0,04;

'H NMR (400,13 MHz, DMSO) &: 0,75 (6H, dd, Jun = 5,6 Hz, Jun = 11,2 Hz, 2XCHj);
1,30-1,50 (3H, m, CH, CH,); 4,30-4,40 (1H, m, CH); 5,24 (2H, s, CH,); 7,28-7,45 (4H,
m, Ar-H); 7,52 (2H, dd, “Jun = 1,6 Hz, *J4 = 8 Hz, Ar-H); 7,56 (1H, dd, *Jyn = 2,8
Hz, *Jun = 8,8 Hz, Ar-H); 7,70 (1H, d, *Jun = 2,8 Hz, Ar-H); 8,34 (1H, d, 3J4 4 = 8 Hz,
NH); 12,70 (1H, brs, COOH).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO) &: 21,2; 22,7; 24,3; 50,7; 70,8; 115,5; 124,2; 124,7;
128,3; 128,3; 128,5; 129,7; 131,9; 135,7; 155,0; 163,5; 173,7.
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4.1.7 N-(1-(4-Chlorofenylkarbamoyl)-3-methylbutyl)-2-(benzyloxy)-5-
chlorobenzamid

o) NH,
cl N N _EDCIHCI _
H 0] HOBt
0 EtAc
| cl
Bn Bn
220 loxy)-5 N-(1-(4-chlorofenylkarbamoyl)-
-(2-(benzyloxy)-o- 3-methylbutyl)-2-(benzyloxy)-
ido)-4- 4-chlor EDCI-
chlorobenzamldo),4 . HOBt EtAc 5-chlorobenzamid
methylpentanova anilin ~ HCI
kyselina (JDUO069, 66c) (JDUOTS, 67d)
M [g/mol] 375,87 127,57 191,7 135,13 - 485,4
2,98
n [mmol] 2,13 2,13 Lax 2,13 - 2,13
m [g] 0,8 0,272 0,571 0,288 - teor. 1,034
V [mI] - - - - 50 -
p [g/ml] - - - - 0,897 -
Postup pfiipravy:

Navazka 2-(2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamido)-4-methylpentanové kyseliny,
4-chloranilinu, EDCI-HCI a HOBt byly suspendovany v ethyl acetatu (50 ml). DMF
(10 ml) byl ptidavan do uplného rozpusténi reaktantii. Reakéni smés byla pii laboratorni
teploté michana 16 hodin a monitorovana TLC. Reakéni smés byla protfepana s H,O
(2x40 ml). Organicka faze byla nasledné ususena bezvodym Na,SO,. Surovy produkt
byl ¢istén kolonovou chromatografii s mobilni fazi Tol/EtAc; 4/1. Produkt byl ziskan na
zakladé TLC jednotlivych frakci z kolonové chromatografie a jejich naslednym
odpafenim. Bylo tak ziskano 0,420 g (41 %) N-(1-(4-chlorofenylkarbamoyl)-3-
methylbutyl)-2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamidu. Pribéh separace  kolonovou

chromatografii je schematicky zndzornén niZe.

R¢=0,78
[ J R¢=0,71
8 8 . Rf 0,66
o o - = Oveo R¢=0,49
o [ J [ J [ J [ J [ [ ] o
/9 b t t---1 1---4---4 4---4---4
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Charakterizace produktu:

Tol/EtAc; 4/1: Rs = 0,49; Hex/EtAc; 2/3: R = 0,42; DCM/MeOH; 9/1: Rf = 0,84;

CHN pro CysH26Cl2N203(484,13):

Teor.. C 64,33, H 5,40; N 5,77,

Exp.:. C 64,46+0,08; H 5,38+0,06; N 5,55+0,01;

'H NMR (400,13 MHz, DMSO) &: 0,78 (6H, dd, “Jun = 5,6 Hz, *Jun = 22,8 Hz,
2xCHs); 1,30-1,50 (3H, m, CH, CH,); 4,50-4,65 (1H, m, CH); 5,26 (2H, s, CH5); 7,34-
7,43 (6H, m, Ar-H); 7,51-7,60 (3H, m, Ar-H); 7,64 (2H, dt, *Ju 1 = 2 Hz, %344 = 8,8 Hz,
Ar-H); 7,73 (1H, d, *Jun = 2,8 Hz, Ar-H); 8,40 (1H, d, *Jun = 7,6 Hz, NH); 10,31 (1H,
s, NH).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO) &: 21,4; 22,8; 24,3; 52,4; 70,9; 115,5; 120,8; 124,1;
124,7; 126,9; 128,3; 128,3; 128,5; 128,6; 129,8; 131,9; 135,7; 137,8; 155,0; 163,4;
170,9.

4.1.8 N-(1-(4-Chlorofenylkarbamoyl)-3-methylbutyl)-2-(benzyloxy)-5-chloro-2-
hydroxybenzamid

0 NH, 0 y
Cl\dj\N on + 10% Pd/C CK@% N\@
H — H
o) © EtAc on © cl
| Cl

Bn
N-(1-(4-
é\l'(lﬁ'l%h'torlt;fg”(yt:kafb?mol)/%' chlorofenylkarbamoy!)-3-
-methylbutyl)-2-(benzyloxy)-o- methylbutyl)-2-(benzyloxy)-
. 0,
chlorobenzamid 10% Pd/C  EtAc 5-chloro-2-hydroxybenzamid
(JDUO75, 67d) (JDU076, 68d)
M [g/mol] 485,4 - - 485,4
n [mmol] 0,76 - - 0,76
m [g] 0,370 0,150 - teor. 0,301
V [ml] - - 80 ml -
p [g/ml] - - 0,897 -
Postup ptipravy:

N-(1-(4-chlorofenylkarbamoyl)-3-methylbutyl)-2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamid byl
rozpu$tén v ethyl acetatu (80 ml). Do roztoku byl ptidan 10% Pd/C. Hydrogenolyza
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probihala pfi laboratorni teplot¢ 16 hodin. Po odfiltrovani Pd/C katalyzatoru
a oddestilovanim rozpoustédla za snizeného tlaku bylo izolovano 0,160 g (50 %) bilé
krystalické latky.

Charakterizace produktu:

Teplota tani: 78-82 °C;

Tol/EtAc; 4/1: Rs = 0,68; Hex/EtAc; 3/2: Rs = 0,74; Hex/EtAc; 2/3: Rf=0,74;

CHN pro CigH20ClN203 (394,09):

Teor.. C57,73; H 5,10; N 7,09;

Exp.: C 58,01+0,09; H 5,20+0,07; N 6,92+0,05;

'H NMR (400,13 MHz, DMSO) §: 0,85-1,00 (6H, m, 2xCHs); 1,57-1,83 (3H, m, CH,
CHy); 4,60-4,75 (1H, m, CH); 6,96 (1H, d, *Ju 1 = 8,8 Hz, Ar-H); 7,36 (2H, dt, *Jp i = 2
Hz, 3Jun = 8,8 Hz, Ar-H); 7,45 (1H, dd, *Jun = 2,4 Hz, *Jun = 8,8 Hz, Ar-H); 7,65 (2H,
dt, “Jun = 2 Hz, 3Jun = 6,8 Hz, Ar-H); 8,06 (1H, d, 344 = 2,8 Hz, Ar-H); 9,01 (1H, d,
3Jun = 7,6 Hz, NH); 10,35 (1H, s, NH); 12,24 (1H, s, OH).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO) &: 21,5; 23,0; 24,5; 52,5; 117,2; 119,1; 120,9; 122,6;
127,0; 128,2; 128,6; 133,3; 137,7; 157,7; 166,7; 170,8.

IR (ATR): 2926; 2359; 1710 (C=0 amid); 1630 (C=0 amid); 1536; 1492; 1493; 1358;
1225 cm™.
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4.2  Syntéza substituovanych 2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)
-1-oxoalkan-2-yl]benzamid navrZena na zakladé retrosyntetické
analyzy B

Metoda vychazi ze substituovaného anilinu, ktery v prvnim kroku reaguje
S N-chranénou aminokyselinou na amid Vv pfitomnosti karbodiimidu. Nasledn€¢ probiha
deprotekce aminoskupiny, které je mozné provadét hydrogenolyticky za piitomnosti
Pd/C katalyzatoru nebo kysele roztokem HBr v kyselin€ octové. Diamid vznika reakci
kyseliny O-chranéné-5-chlorsalicylové a amidu anilin-aminokyseliny opét za
ptitomnosti karbodiimidu. Poslednim krokem je odchranéni fenolické skupiny na

salicylanilidové casti molekuly (viz Schéma 39). Postup syntézy Vv podstaté kopiruje

Vv literatufe jiz popsanou piipravu, kterd je zndzornéna na Schématu 6. 18 o
\©\)\OH
ORI SN ¢
X\’\I‘/OH + \O:_Rz \O i \O R?
Ho g N
69a d 70a-c
JDU X JDU R’
69a 031 Cbz 4 Br 70a 033,036,043 4-Br
69b 038 Cbhz 4-Cl 70b 041 4-Cl
69c 039 Cbhz 4-CFs 70c 042 4-CF3
- W@*IWCW - W@*IWCRZ
71a-c 72a-c
JDU R JDU R’
7la 037,046 4-Br 72a - -
71b 045,058 4-Cl 72b -
71c 048 4-CF3 72c -

Schéma 39: Navrh postupu piipravy vychazejici z retrosyntetické analyzy B.
a Karbodiimid; b deprotekce dusiku pochazejici z aminokyseliny; ¢ tvorba amidu za

ptitomnosti vhodného karbodiimidu; d deprotekce hydroxylové skupiny.
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Syntéza na zakladé retrosyntetické analyzy B

4.2.1 Benzyl (S) 1-(4-bromfenylkarbamoyl)-2-methylpropylkarbamat

NH,
OH
+ Cbz-HI\I(

H
DCC, CHchZ CbZ-H[\I“/NQ
B

o 0°C, 4h O ;
Br
benzyl (S) 1-(4-
. . bromfenylkarbamoyl)
4-promanilin  Cbz-L-valin DCC CH,CI,
-2-methylpropyl
karbamat (JDUO031, 69a)
M [g/mol] 172,03 251,28 206,33 84,9 405,29
n [mmol] 12,26 12,26 1,57 1 - 12,26
m [g] 2,109 3,08 3 100 ml 4,969
p [g/em®] - - - 1,325 -
Postup ptipravy:

Benzyloxykarbonyl-L-Valin byl rozpustén v dichlormethanu (100 ml) a vychlazen na

-5 °C, k nému byl najednou piidan 4-bromanilin. Dicyklohexyl karbodiimid byl pfidan

ve tfech davkach béhem 20 minut. Reakéni smés byla 4 hodiny michana na ledové

lazni, poté byla 16 hodin uchovana v lednici pti 4 °C. Vznikla srazenina

N,N’-dicyklohexylmocoviny byla odfiltrovana, filtra¢ni kola¢ byl promyt ethyl acetatem

(2x15 ml). Ze spojenych organickych fazi byla za snizeného tlaku oddestilovana

rozpoustédla. Odparek byl rozmichan v dichlormethanu (50 ml) a rozpoustédlo bylo za

snizeného tlaku oddestilovano. Bylo izolovano 3,445 g (85 %) bilé krystalické latky.

Charakterizace produktu:

Teplota tani: 192-196 °C,;

DCM/MeOH; 9/1: R¢ = 0,33; Hex/EtAc; 2/1: Ry = 0,72; Tol/EtAc; 3/2): Rs = 0,65;
'H NMR (400,13 MHz, DMSO) &: 0,88 (6H, dd, “Jun = 4,4 Hz, *Jyn = 6,8 Hz,
2xCHs); 1,6-2,15 (1H, m, CH); 3,95 (1H, t, 34 = 8 Hz, CH); 5,02 (2H, s, CH,); 7,32-

7,60 (9H, m, Ar-H); 10,2 (1H, s, NH).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO) &: 18,50; 19,17; 30,22; 61,14; 65,47; 114,91; 121,14;
127,14, 127,82; 128,36; 131,58; 138,15; 156,30; 170,76.

63



Experimentalni ¢ast Syntéza na zakladé retrosyntetické analyzy B

4.2.2 (S)-2-Amino-N-(4-bromfenyl)-3-methylbutanamid

H
Cbz\N\/g‘/N HBI/ACOH 33% . H TEA X
H g \©\ 30° Cl H3N 30 minut  HyN
Br 0] (0]
Br Br

benzyl (S) 1-(4- (S)-2-amino-N-(4-
bromfenylkarbamoyl)  HBr/AcOH  Hydro- TEA bromfenyl)-3-
-2-methylpropyl 33% bromid methylbutanamid
karbamat (JDU031, 69a) (JDU033,036,043, 70a)
M [g/mol] 405,29 - 352,05 101,19 271,15
n [mmol] 1,21 - 1,21 1,150% 1,21
m [g] 0,49 5ml - 159 wl

b.v. [°C] - - - 85,5 -

p [g/em’] - 1,4 - 0,73 -

Postup ptipravy:

K navézce benzyl (S) 1-(4-bromfenylkarbamoyl)-2-methylpropylkarbamatu byl pomalu pfilit
33% roztok HBr/AcOH. Reak¢ni smés byla michana 30 minut pii laboratorni teploté.
Reakce byla ukonéena piilitim diethyletheru (100 ml). Objem reakéni smési byl za
snizeného tlaku zredukovan na olej. Opakovanym rozpusténim oleje v dichlormethanu
(6x15 ml) a chloroformu (1x10 ml) a odpafenim rozpoustédla za snizeného tlaku byly
odstranény zbytky kyselin.

Olejnaty produkt byl rozpustén v chloroformu (10 ml). Po ptidavku TEA (159 ul) byla
reakéni smés michana pti laboratorni teploté¢ 30 minut. Nasledn¢ bylo za snizeného
tlaku oddestilovano rozpoustédlo a odparek byl rozpustén v ethyl acetatu. Organicka
faze byla promyta H,O (2x30 ml), usuSena bezvodym Na,SO, a odpafena do
oranzového oleje. Produkt nebyl dale charakterizovan, ale pfimo pouzit do dalsiho

stupné syntézy.
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4.2.3 2-((S)-1-(4-Bromfenylkarbamoyl)-2-methylpropylkarbamoyl)-4-chlorofenyl

acetat
o H
pmap  C N N
DCC H (@]
(l) Br
Ac

(@]
H Cl
N OH
R NG
O (@]
Br |
Ac

(S)-2-amino-N-(4- 2-((S)-1-(4-

bromfenylkarbamoyl)-2-
bromfenyl)-3- -

v ] 51.Ch|{) ragityl DMAP DCC methylpropylkarbamoyl)-
methylbutanamid salicylova Xys. 4-chlorofenyl acetat

(JDU033,036,04, 70a) (JDU037, 71a)
M [g/mol] 271,15 214 - 206 467,74
n [mmol] 2,467 2,467 kat 2,714 1% 2,467

m [g] - 0,528 - 0,559 teor. 1,154
Postup pfipravy:

Navazka kyselina 5-chloracetylsalicylové byla rozpusténa v dichlormethanu (30 ml) a
vychlazena na —5 °C, k nému bylo najednou pfidano katalytické mnozstvi DMAP a
DCC v pribéhu 30 minut. Béhem dalsich 30 minut byl pomalu piikapan roztok
(S)-2-amino-N-(4-bromfenyl)-3-methylbutanamidu 70a v dichlormethanu (20 ml). Bylo
pocitano se 100 % vytéznosti minulé reakce. Reakéni smés byla 1 hodinu michéna na
ledové lazni a 16 h za laboratorni teploty. Filtraci byla z reakéni smési odstranéna
srazenina N,N’-dicyklohexylmocoviny. Surovy produkt byl pfecistén kolonovou
chromatografii s mobilni fazi CH,Cl,/MeOH; 9/1. Bylo izolovano 189 mg (16 %)
bilych krystalt.

Charakterizace produktu:

Teplota tani: 215-225 °C,;

DCM/MeOH; 9/1: R¢ = 0,73; Tol/EtAc; 4/1: R = 0,36; Hex/EtAc; 4/1: R = 0,12,

CHN pro CyoH20BrCIN,0, (466,03):

Teor.: C51,36; H 4,31, N 5,99;

Exp.: C51,37+0,12; H 4,61+0,10; N 6,27+0,07;

'H NMR (400,13 MHz, DMSO) 8: 0,95 (3H, d, *Jyn = 5,6 Hz, CH3); 0,94 (3H, d, 3J4 4
= 5,6 Hz, CH3); 2,05-2,15 (1H, m, CH); 2,50 (3H, s, CH3); 4,39 (1H, t, *Jun = 8 Hz,
CH); 7,26 (1H, d, %34 = 8,4 Hz, Ar-H); 7,50 (2H, d, *J4 = 8,8 Hz, Ar-H); 7,56-7,66
(4H, m, Ar-H): 8,59 (1H, d, 3344 = 8,4 Hz, NH); 10,31 (1H, s, NH).
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3C NMR (100.62 MHz, DMSO) &: 18,63; 19,14; 20,67; 30,34; 59,52; 115,08; 121,24;
125,31; 128,91; 129,79; 130,50; 131,01; 131,61; 138,07; 146,71, 164,05; 168,68;
170,03.
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5  Vysledky a diskuze

Syntéza navrzena a provedend na zaklad¢ diskonekce B je modifikovany postup, ktery
byl popsén V literatufe.*® P¥ipravu amidu N-chranéné aminokyseliny a substituovaného
anilinu za pritomnosti N,N'-dicyklohexylkarbodiimidu se dafilo provést relativné
snadno, zato se zna¢né rozdilnymi vytézky (69a 51 %, 69b 81 %, 69c 36 %).
Komplikaci ptedstavovala N,N’-dicyklohexylmocovina, kterou bylo obtizné zcela
odstranit. Po deprotekci Cbz skupiny nebylo mozné hydrobromidy volnych amind ani
aminy (70a-c) izolovat v krystalické form¢. Jednalo se o latky ve formé oleje, coz
znaéné ztézovalo kvalitni Cisténi a naslednou charakterizaci. Proto byly tyto latky do
nasledujici reakce s kyselinou 5-chloracetylsalicylovou pouzity V surovém stavu.
Acetylované diamidy 7l1a-c byly pfipraveny ve velmi malych vytézcich a znacné
znecisténém stavu (16 — 7 %). K zavéretnému kroku, deacetylaci prekurzort 71a-c,
nebylo pfistoupeno, protoze se je nepodafilo pfipravit v dostatecném mnozstvi a Cistoté

postacujici uspésnému provedeni experimentu.

Tato metoda nevedla k Gspésné piipravé cilovych molekul. Vyse popsany zpusob
pfipravy nabizel moznost snadné obmény salicylového skeletu. Tato prace ale se
salicylovou kyselinou pocitala jako se zakladem molekuly a naSemu zaméru vyhovuje
spiSe vétsi flexibilita pfi obménach anilinu a aminokyselin. Navic bylo nutné pouziti

chranénych aminokyselin, coz se negativné projevilo na cenach vychozich latek.

Syntéza navrzena a provedena na zakladé diskonekce A vychazela z kyseliny
acetylsalicylové. Volba této vychozi latky se pifimo nabizela pro jiz zavedenou chranici
skupinu a jeji snadnou dostupnost. Z pocatku bylo k aktivaci kyseliny acetylsalicylové
pouzivano jeji ptfevedeni na chlorid. To ale predstavovalo jeden reakéni stupen navic,
jehoz produkty se daly jen tézko charakterizovat a Cistit. Chlorid se tedy do dal§iho
reakéniho stupné pouzival v surovém stavu, coz mélo za nasledek nadmérné znecisténi
amidu kyseliny acetylsalicylové a glycinu. Pii CiSténi dochazelo k velkym ztratadm
(61 31 %). V zajmu snizeni poctu reakcnich krokt a zlepSeni vytézku bylo od piipravy
amidu pres chlorid kyseliny salicylové odstoupeno. Touto cestou byly pfipraveny
diamidy 63a,c. Nové byla amidicka vazba mezi substituovanou kyselinou salicylovou a
aminokyselinou tvofena vyhradné za wvyuziti karbodiimidi. Pfi  pouziti
N,N’-dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) wvznikal problém stézko odstranitelnym
vedlejsim produktem reakce N, N -dicyklohexylmocovinou (DCU). Z tohoto diivodu byl
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dale  pouzivan  N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid  hydrochlorid

(EDCI-HCI), jehoz vytézky jsou vyssi zejména kvuli snazsi izolaci produkta.

V pribéhu experimentit dochazelo ke komplikacim pii zavéreéné deacetylaci. Ochranna
skupina byla tedy zménéna na benzylovou. Nov¢ se deptrotekce provadély vodikem na

Pd/C katalyzatoru, a to spolehlivé a s vysokymi vytézky Cistého produktu.

Za pouziti EDCI-HCI a benzylu jako chranici skupiny byly pfipraveny diamidy 68b (46
%), 68c (60 %) a 68d (50 %).
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6 Zavér

Literarni reSerSe se vénovala hledani postupu piipravy 2-hydroxy-N-[1-(2-
hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-yl]benzamidt a molekul, které se jim svym skeletem
blizi. Kvili absenci postupu, ktery by vyhovoval nasim potiebam, bylo pfistoupeno
k retrosyntetické analyze cilové molekuly. Na jejim zakladé byly navrZzeny dva mozné
postupy, které byly experimentalné ovéfeny. Dalsi Céast reSerSe se veénovala popisu
karbodiimidd a jejich pouzitelnosti pii piipravé esteri a amidl. Jejich Siroka
vyuzitelnost, omezeni a klady byly nazorn¢ doloZeny na riiznych ptikladech.

Vyse popsanymi postupy bylo piipraveno 14 originalnich a v literatufe doposud
nepopsanych latek. Z tohoto poctu je 5 diamidid a 9 neodchranénych prekurzor

(Obrazek 13, Tabulka 15).

O RS

H
N
AN N)ﬁ( 4
R H GRZ

o)
ZS0oH

Obrazek 13: Obecny vzorec ptipravenych diamidi

Tabulka 15: Piehled pripravenych latek

Diamidy

Kéd JDU R! R’ R®
63a 023 H 4-Cl H
63c 060 H 4-Br H
68b 072 5-CI 3-Cl-4-F CH;
68c 074 5-Cl 4-Br CH,CH(CHj3),
68d 076 5-Cl 4-Cl CH,CH(CHj3),

Chranéné diamidy
Kod JDU R R? R’ Ochranna skupina
62a 022 H 4-Cl H Ac
62b 030 5-Cl 4-Br H Ac
7la 037 5-Cl 4-Br CH(CHjy), Ac
71b 045 5-Cl 4-Cl CH(CHj3), Ac
71c 048 5-Cl 4-CF, CH(CHjy), Ac
62c 059 5-Cl 4-Br H Bn
67b 071 5-CI 3-Cl-4-F CH; Bn
67c 073 5-Cl 4-Br CH,CH(CHj3), Bn
67d 075 5-Cl 4-Cl CH,CH(CHj3), Bn

Jako nejvhodnéjsi zplsob ptipravy 2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-
2-yl]benzamidu se osvédcilo pouziti karbodiimidi, zejména téch, jejichz reakéni zbytky

na bazi mocoviny lIze snadno odstranit. V této praci byl s tispéchem vyuzit N-ethyl-N'-
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(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (EDCI-HCI), jako perspektivni se
jevi také pouziti polymerné vazanych karbodiimidii. Pro ochranu fenolického hydroxylu
je vyhodné pouzit benzylové skupiny. Vychozi latku (64) je mozné piipravit snadno a

ve velkém vytézku.

Cile prace, jako literarni analyza piipravy 2-hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-1-
oxoalkan-2-yllbenzamidu, jejich nasledné ovéfeni a navrzeni vlastnich syntetickych

postupti pro syntézu cilovych molekul, byly splnény.
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Seznam pouzitych zkratek

AcC
AIBN
Baz

BDDC
Bn

Boc
b.t.
Cbz
CcMC
DCE
DCC
DCM
DCU
DhbtOH
DIC
DIPEA
DMAP
DMAP-HCI
DMF
EDC
EDCI-HCI
ee

ekv

Et
EtAc
EtOH
Gly
Hex
cHex
iPr
lab.t.
Ln

M

Me
MeOH
Mes
n-BusSnH
NHS
NMM
Ph
PNA
Py
rozp.
RS
RVO
SALy
TEA
THF
Tol

acetyl

azobisisobutyronitril

nukleova baze (thymin, cystein, Cbz-cystein, adenin, Cbz-adenin, guanin, Cbz-
guanin)
bis{[4-(2,2-dimethyl-1,3-dioxolyl)]methyl}karbodiimid
benzyl

tert-butyloxykarbonyl

bod tani

benzyloxykarbonyl
N-cyklohexyl-N'-(B-[N-methylmorfolin]ethyl)karbodiimid p- toluensulfonatem
1,2-dichlorethan

N,N’-dicyklohexylkarbodiimid

dichlormethan

N,N’-dicyklohexylmocovina
3,4-dihydro-3-hydroxy-4-oxo0-1,2,3-benzotriazin
N,N’-diizopropilkarbodiimid

N,N-diisopropylethylamin
N,N-dimethyl-4-aminopyridin
N,N-dimethyl-4-aminopyridin hydrochlorid HOBt-1-hydroxybenzotriazol
N,N-dimethylformamid
N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
N-ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid
enantiomerni ptebytek

ekvivalent

ethyl

ethylacetat

ethanol

glycin

hexan

cyhlohexyl

isopropyl

laboratorni teplota, 25 °C

lanthanoid

kov

methyl

methanol

mesitilen, 1,3,5-trimethylbenzen

tributylcin hydrid

N-hydroxysukcinimid

N-methylmaleiimid

fenyl

peptidové nukleové kyseliny

pyridin

rozpoustédlo

reakéni smés

rota¢ni vakuova odparka

2-hydroxy benzamidy

triethylamin

tetrahydrofuran

toluen
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LIl N-((4-Chlorofenylkarbamoyl) methyl)-2-hydroxybenzamid (JDU023, 63a)
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N-(1-(4-Chlorofenylkarbamoyl)-3-methylbutyl)-2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamid (JDUQ75, 67d)
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LIV N-(1-(4-Chlorofenylkarbamoyl)-3-methylbutyl)-2-(benzyloxy)-5-chloro-2-hydroxybenzamid (JDUQ76, 68d)
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LV 2-((S)-1-(4-Bromfenylkarbamoyl)-2-methylpropylkarbamoyl)-4-chlorofenyl acetat (JDU037, 71a)
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Il RTG
Il.I - 2-(Benzyloxy)-5-chlorobenzoova kyselina (JDU065, 64)

LI 2-(2-(Benzyloxy)-5-chlorobenzamido)octova kyselina (JDU062, 66a)

P13



LI 2-(2-(Benzyloxy)-5-chlorobenzamido)propanova kyselina (JDUQ68, 66b)

ely .,

II1  Vlastnosti pouzitych karbodiimidi

1.1 N,N'-dicyklohexylkarbodiimid

(o< )

N,N'-dicyklohexyl

IUPAC jméno karbodiimid Poznamky
Zkratka DCC -

CAS ¢islo 538-75-0 -

Sumarni vzorec CisHN, -

Molarni hmotnost (g.mol™) 206,33 -

Molarni objem (cm®.mol™) 1942+ 7 20 °C, 101,325 kPa
Hustota (g.cm'S) 1,06 £ 0,1 20 °C, 101,325 kPa
Bod tani (°C) 35 101,325 kPa
Bod varu (°C) 277 101,325 kPa
Forma/barva pevné/bezbarva -

DCC je silné dehydratacni cinidlo bézné uzivané pro piipravu amidl, esteril
a anhydridi. S DMSO se pouziva pro mirnou oxidaci alkoholii na aldehydy/ketony. Pouziti
nachazi pii dehydrativni konverzi primarnich amidi na nitrily, PB-hydroxyketonii na

o,p-nenasycené ketony a na stereochemickou inverzi sekundarnich alkoholt.!

P14



R véty — 22, 24, 41, 43,
S véty — 24, 26, 37/39, 45,

Potencialni akutni dopady na zdravi:

Latka ptisobi obecné drazdivé. Nebezpecny je kontakt s kiizi, okem, pii poziti nebo pii
vdechnuti. Zasazeni kiize je doprovdzeno svédénim, zéervendnim a otokem na postizeném
miste. Prilezitostné mohou byt pfiznaky doprovdzeny palenim. Zasazeni oka je doprovazeno

zarudnutim, svédénim a zvySenym slzenim.

Potencialni chronické dopady na zdravi:
Karcinogenni, mutagenni a teratogenni ucinky nebyly potvrzeny. Opakované vystavovani

. ’ r 1. I I 7 v s ’ 2
vysoce toxickym latkdm ma4 za nasledek celkové zhorSeni zdravotniho stavu.

I1.1I - N-ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid

e
N=C=N /
_\—N{-F CI

N-ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)

TUPAC jméno karbodiimid hyddrochlorid Poznamky
Zkratka EDCI-HC1 -

CAS ¢islo 25952-53-8 -
Sumarni vzorec CgH17N3-HCI -
Molarni hmotnost (g.mol™) 191,7 -

Bod tani (°C) 112 101,325 kPa
Forma/barva krystaly/bila -

EDC je ve vodé rozpustna latka pouzivana k aktivaci karboxylu pii reakcich s aminy na
amidy. EDC je pouzivano pii syntéze peptidil, sitovani proteini s nukleovymi kyselinami
nebo imobilizace peptidi, proteinii a cukri do rtiznych podkladd, napf. polystyrenovych
struktur, geld, biosenzoru.? Oproti ostatnim karbodiimdim ma EDC tu vyhodu, ze je
rozpustny ve vodném prostiedi stejné jako jeho mocovina, kterd byva vedlejSim produktem.

To zarucuje jeji snadné odstranéni.

R véty — 37/38-41;
S véty — 26-36/37/39;
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Potencialni akutni dopady na zdravi:
Latka ptisobi drazdive pti kontaktu s okem, pfi poziti nebo pfi vdechnuti. Pii zasazeni klize se

latka projevuje jako mirn¢ drazdiva.

Potencialni chronické dopady na zdravi:
Karcinogenni, mutagenni a teratogenni G€inky nebyly potvrzeny. Latka mize byt toxicka pfi
zasazeni hornich cest dychacich, kiize a o¢i. Opakované nebo dlouhodobé vystaveni ptisobeni

latky mtze vést k trvalému poskozeni 0rgén1°1.2

L1 N-ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

e
N=C=N /
_\—N\

N-ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)

IUPAC jméno karbodiimid Poznamky
Zkratka EDC -
CAS cislo 1892-57-5 -
Sumarni vzorec CgH17N3 -
Molarni hmotnost (g.mol™) 155,24 -
Bod varu (°C) 66 — 68 133,322 Pa
Hustota (g.ml™) 0,885 -
Index lomu np?° 1,4610 -
Forma/barva ¢ira kapalina/svétle zluta -
R véty — 34;

S véty — 26, 36/37/39, 45;*
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IV  Prehled nékterych komercné dostupnych karbodiimidi

Tabulka 16: Piehled ¢asto pouzivanych karbodiimidi

Nazev
CAS cislo

Zkratka

Vzorec

Cena

Aldrich
(EUR/1g)

Poznamka

N,N'-
dicyklohexylkarbodiimid
538-75-0
N,N'-
diisopropylkarbodiimid
693-13-0
N-ethyl-N"-(3-
dimethylaminopropyl)
karbodiimid hyddrochlorid
25952-53-8
N-ethyl-N"-(3-
dimethylaminopropyl)

karbodiimid
141650-20-6

N-tert-butyl-N'-
methylkarbodiimid
19411-70-2
N-tert-butyl-N'-
ethylkarbodiimid
1433-27-8
N,N'-
dicyklopentylkarbodiimid
13296-54-3
bis[[4-(2,2-dimethyl-1,3-
dioxolyl)]methyl]-
karbodiimid
159390-26-8
N-ethyl-N'-fenyl
karbodiimid

21002-18-6

N-fenyl-N'-isopropyl
karbodiimid

14041-89-5

N-cyklohexyl-N'-(B-[N-
methylmorfolin]ethyl)karbo
diimid
p- toluensulfonat
2491-17-0
bis(trimethylsilyl)karbodiim
ida
1000-70-0

DCC

DiC

EDCI

HCI

EDC

BMC

BEC

CPC

OO
Hn=c=n—

\_nec=
N=C=N /
_\—N{—F cr

\_Nec=
N=C=N /
_\—N\

%—N:C:N—
%—N:C:N—\
[ —n=c=n—<]

BDDC >20{N:C=N_§S<

PEC

PIC

{ Hncon—y
Orwen

~

/
—Si—-N=C=N-Si—
/ \

0,12

1,80

21,04

54,6

8,16

16,32

mocovina
rozpustna ve
vodé po H"
proplachnuti

mocovina se
snadno odstrani
proplachnutim
kyselinou

mocovina
rozpustnd
ve vodé
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V  Prehled pomocnych ¢inidel

Tabulka 17: Piehled pouzivanych pomocnych ¢inidel

Nazev Cena
CAS &islo Zkratka Vzorec Aldrich Poznamka
(EUR/1g)
1-hydroxy N\N komercné dostupny
benzotriazol HOBt N 0,77 je HOBT hydrat
2592-95-2 bH (CAS 123333-53-9)
1-hydroxy-7- | = N\N 0,6 M roztok
azabenzotriazol HOAt <N 4,01 v DMF,
39968-33-7 A cena za ml
OH
Ney,
3,4-dihydro-3-hydroxy- ! 0
4-0x0-1.2,3-benzotriazin  DhbtOH N.on 1,62 25 A(’; ;gzt‘z’g nE1)|MF’
28230-32-2 e}
@]
N-hydroxysukcinimid B
5066.82.6 NHS E:EN OH 0,86
(0]
N,N-dimethyl-4- — /
aminopyridin DMAP N\ / N 1,10
1122-58-3 \

L Wipf, P., Ed. Handbook of Reagents for Organic Synthesis, Reagents for High-Throughput
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