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UvoD

Derivaty cyklobutendiond, resp. derivaty kyseliny squarové (Systematicky 3,4-
dihydroxycyklobut-3-en-1,2-dion), pfedstavuji vyznamnou skupinu latek, ktera se

dostala do popfedi zajmu prevdzné diky rozsahlym syntetickym?®°

a biologickym
aplikacim.' 31112 Diky vyzkumu poslednich let u nich byla prokdzana antibakterialni

aktivita,131% véetn& antimykobakterilni,?® kterou se zabyva i tato prace. Nicméné& kromé

21-26 & 27,28

téchto G¢inkl squaramidy vykazuji také aktivitu cytotoxickou 1 antiprotozoalni.

Déle nabizi zajimavé moznosti v oblasti enzymatické inhibice,?%3!

supramolekularni
chemie®?3® nebo jako specifické katalyzatory asymetrickych reakci,! popf. jako
transportéry iont**38 v organismu.

Mezi derivaty Kkyseliny squarové fadime celou Skalu analog (Obr. 1).
Nejvyznamnéj$imi derivaty jsou vSak squaramidy, z jejichZ struktury vyplyva schopnost
¢etnych nekovalentnich vazeb s biologickym cilem. V tomto ohledu squaramidy nabizi

moznost interakce pomoci ¢tyt vodikovych vazeb v roli donoru i akceptoru.

R
B R\ HO OH 0 I\\I
R/N N\R R— R
O O 0 © 0O 0)
kyselina squarova .
squaramidy squaramaty
R/O O\ R
O O

estery kyseliny squarové

Obr. 1: Struktury derivati odvozenych od kyseliny squarové.

Ackoliv na trhu zatim neexistuje jediny preparat obsahujici tuto unikatni strukturu, zcela
jisté stoji za zminku, Ze néktefi kandidati vstoupili do riznych fazi klinickych testa (Obr.
2). Nanestésti se u vétSiny z nich objevily vazné nezadouci Uc¢inky, proto byly testy
ukonceny. Dnes je ve fazi II klinickych testi pouze latka s nidzvem Navarixin
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(SCH527123, MK-7123) pusobici jako antagonista cystein chemokinového receptoru.
Squaramid Pibutidin vykazuje H antagonisticky efekt a jeho testovani bylo ukonceno ve
fazi 1. Perzinfotel pusobi jako antagonista N-methyl-D-aspartatového receptoru (NMDA
receptor), vykazuje neuroprotektivni efekt a byl zkouman pii 1é¢bé mrtvice. Jeho vyzkum
byl ukoncen v roce 2005 ve fazi II klinickych testli. Dal§im nadéjnym kandidatem byla
latka BMY-25368 vyvinuta firmou Bristol-Myers Squibb pusobici jako antagonista

histaminového Hp receptoru. Vyzkum této latky byl ukoncen ve fazi II1.

o 0]
- °N°
N N~
N H H NN— N N
Y / P H,N N O
Y, OH H HCI
Navarixin Pibutidine.HC1
(antagonis’ta CXCR1/2) (antagonista H,)
Faze I1 ukonéeno
(0] O
= bag
N e T /Q\/IO
HO—p— U H,N N 0
HO' (0) HC1
Perzinfotel BMY-25368
(antagonista NMDA) (antagonista Hy)
ukonéeno ukonéeno

Obr. 2: Kandidati v riznych fazich klinickych testu.

S ohledem na zaméfeni vyzkumné skupiny, ve které byla tato bakalarska prace
vypracovana, nas zaujala zvlasté prace z roku 2017 publikovana v ¢asopise Journal of
Medicinal Chemistry.?® Kolektiv autor zde prezentuje né&které squaramidy, které
prokdzaly vyznamnou antituberkulotickou aktivitu (Obr. 3). Na zakladé¢ molekulového
dokovani i experimentl autofi prokazali, Ze uvedené latky plisobi jako inhibitory ATP
synthasy. Za zminku také stoji fakt, Ze zkoumané squaramidy plisobi v jiném misté nez
bedaquiline (Obr. 3) a nemaji zkfiZzenou rezistenci s bedaquiline-rezistentnimi mutanty.
Bedaquiline je latka schvalena FDA pro 1écbu drug-rezistentnich kment Mtb a rovnéz
cilici na podjednotku ¢ ATP synthasy. Zatimco mechanismus G¢inku squaramidi spoc¢iva
ve schopnosti vmezefit se mezi podjednotky a a ¢ mykobakteridlni ATP synthasy, ¢imz
brani v tvorbé ATP, a tedy blokuji zdroj energie pro bakterii, bedaquilin (resp.

diarylchinoliny obecnég) se na podjednotku ¢ ATP synthasy vdze svou hydrofilni ¢asti,



kter4 interaguje s kyselymi zbytky ATP synthasy.®® Vytvaii se tak rozsahly komplex

drzici pohromad¢ van der Waalsovymi silami a @ — 7 interakcemi.

CN neaktivni
CF; tolerovana
morfolin nejlepsi

e

O ;

3 N = 73

i O g ~ N / ﬁ =N dusik v kruhu
i o (0]

dalsi substituce
snizuje aktivitu

nutny pro aktivitu i i
\

methylova substituce
Myc_ATPS ICsy: 0,03 pM snizuje aktivitu
Mtb MIC: 0,5 uM
Selectivity index: > 1000

Obr. 3: : Znamé inhibitory ATP synthasy.

Vhodné moZnosti substituce squarového kruhu lze vyvodit z provedenych SAR studii
(Obr. 3).2° Pomérné rozsahlé modifikace ,,pravé ¢asti“ molekuly naznacuji, ze piitomnost
pyridinového zbytku vazaného pres methylenovy mistek je pro vyslednou aktivitu
nezbytnd. Nepfitomnost dusikového heteroatomu stejné¢ jako dalSi substituce
methylenového mistku aktivitu snizuji. Naproti tomu modifikace ,,levé ¢asti* molekuly
nebyla az tak podrobné zkoumana. Ze SAR studie vyplyva, Ze podminkou pro aktivitu
struktury je pfitomnost aromatu, jeho dalSi substituce vSak poskytuje moznosti pro
alternativni syntetické obmény.

Z vyse uvedeného tedy vyplyva, ze vhodny prostor pro dal$i SAR studie nabizi

pravé modifikace ,,levé Casti“ molekuly, na kterou je zaméfena i tato bakalafska prace.



CILE PRACE

Cilem pfedlozené bakaléaiské prace je design, syntéza a studium biologické aktivity
novych derivati squaramidu odvozenych od parentalni molekuly znazornéné na Obr. 4.
Dle vySe uvedenych informaci jsme se rozhodli pouze pro modifikaci ,,levé ¢asti®
molekuly. Substituce ,,pravé ¢asti“ squarového kruhu pomoci 2-aminomethylpyridinu
zustava tedy zachovana. Ve spolupraci s kolegy z Katedry fyzikalni chemie PiF UP bylo
nejprve provedeno molekulové dokovani celé fady squramidovych derivat do stejného
vazebného mista ATP synthasy jako v uvedené publikaci.?® Na zakladé téchto vysledka
byly nasledné navrzeny 2 nové série latek (Obr. 4). Série derivati | obsahuje oproti
publikované struktufe NH mistek, ktery zajistuje vétsi prostorovou volnost a moznost
aditivni vodikové interakce v aktivnim misté enzymu. Pro druhou &ast prace byla
navrzena série latek Il, které kopiruji parentdlni molekulu v pfimé vazb& arométu na

squaramidovy kruh, avSak rozsifuji jiz znamou fadu substituentli na aromatu.

s N

Mye ATPS ICs: 0,03 uM
Mth MIC: 0,5 uM
Index selektivity: > 1000

ﬂ

Inhibice ATP synhtasy

(" )
4 2
) \ N /\
q Y S
T . R i II;JI N
(0] (6]
1 )

O O

(“f fa
i :

\_

Obr. 4: Navrzené série squaramidovych derivati cilicich na mykobakterialni ATP

synthasu.
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Jednotlivé dil¢i cile prace:

Vypracovani literarni reSerSe na dané téma.
Navrh novych latek na zdkladé molekulového dokovani.
Syntéza a optimalizace reak¢énich podminek.

Ptiprava série cilovych sloucenin.

Odeslani finalnich derivati na testovani biologické aktivity.

Zpracovani ziskanych vysledk.
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TEORETICKA CAST

1 Syntéza squaramidu

Squaramidy jsou derivaty kyseliny squarové, jejiz hydroxylové skupiny jsou nahrazeny
skupinami -NHa, resp. -NHR. Obecn¢ pak derivaty kyseliny squarové nazyvame, podle
systematického nazvu struktury, cyklobutendiony. Prvni cyklobutendion syntetizoval jiz
vroce 1955 J. D. Roberts, pomoci cykloadi¢ni reakce zobrazené na Obr. 5.” Syntéza
vychazi z chlortrifluorethylenu 111 nebo tetrafluorethylenu 1V, ktery reaguje
s fenylacetylenem V za vzniku tetrahalogenovaného fenylcyklobutenu VI. Ten dale
podléha za teploty 100° C kyselé hydrolyze za vzniku cyklobutendionu V111, a to bud’

pfimo nebo pies dihalogenovany fenylcyklobutenon V11.4

Ph H H,80,, X

100 °C, 6 min Ph
H X
X X

X X H O
VI H,S0,, VIII

v

+
F F 100 °C
= \ Ph 0 /
F F

. )ug

nebo

=

F F
Cl F
I

Ph

Vil
75 %

1T

Obr. 5: Prvni syntéza cyklobutendionu.

Dnes jiz existuje cela fada postupti vedoucich k syntéze téchto sloucenin. Jejich strucny

ptehled je uveden nize na Obr. 6. Dale v textu pak bude kazda z cest popsana podrobngéji.
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F F Cl F | |
cl
=C¢=0 Ot-Bu
Cl \ R
L
o)
Cl Cl R, R,
= .
o_ 0 — \Fe(CO)s

Obr. 6: Piehled reaktantli, pomoci kterych je mozné nasyntetizovat cyklobutendiony.

Mezi nejrozsifenéjsi syntetické postupy vedouci k cyklobutendionim patii bezesporu
cykloadi¢ni reakce, které jsou jednoduSe modifikovatelné a lze jimi pfipravit rizné
substituované squaramidy. Mimo jiz vySe zminény postup adice alkyni na
tetrahalogenalkeny, uzity J. D. Robertsem (Obr. 5),” je mozno provadét [2+2] cykloadi¢ni
pericyklickou reakci alkynii s dichlorovinylkarbonaty (Obr. 7).** Tato reakce probiha za
ozatovani roztoku dichlorvinylkarbonatu X a pfisluSného alkynu IX rozpusSténych
V polarnim aprotickém rozpoustédle, nejCastéji acetonu ¢i acetonitrilu. Vznika cyklicky
produkt X1, ktery pfi teploté 60 °C dale podléha hydrolyze v 60% roztoku acetonu ve

vodé za formace kone¢ného cyklobutendionu XI|I.

| R

C 1 R2
1
hv, aceton Cl Cl H,0, aceton R
RI-——R? * o_._0 —— —_—
O\[(O
(0]
XI

Cl
ix he ;
0 R 0]
X11
X

R, RZ2=H; 10 %
R!,R?=CH3; 93 %

Obr. 7: Adice alkynii na dichlorvinylkarbonaty za formace cyklobutendiond.*

Velmi obdobnym mechanismem Ize cyklobutendiony pfipravit pomoci reakce alkynti 1X
s dichlorketenem X111 (Obr. 8).*? Analogicky zde taktéz vznika meziprodukt X1V, ktery
podléhd kyselé hydrolyze za vzniku produktu XV.
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Rl — RZ .
R O

R! R?
X t H;0"
+ e —_—
Cl c1qi\( 5
\
€=C=0 c O R 0

Cl XV

XTI XIv
R!, R?=Ph; 73 %

R!'=Ph,R*=Et; 58 %
Obr. 8: Adice alkynii na keteny za vzniku cyklobutendionii.*?
Cyklobutendiony vznikaji dimerizaci dvou molekul alkynu (Obr. 9), konkrétné lze uzit

di-t-Butoxyethyn XVI. Produktem takového typu reakce je kyselina semisquarova
XVIILA

Ot-But 0 Ot-But HO 0
¢ TFA
S L
Ot-But t-BuO O¢-But H o
XVI Xvi XVIII

100 %

Obr. 9: Dimerizace 2 molekul alkynu za vzniku semisquarové kyseliny.*

Pro syntézu neni nutné pouzit alkyny, reakce paralelnim zplsobem béZi povétSinou i
s alkeny (Obr. 10). MuzZeme tedy zminit i adici elektronové bohatych alkenti, napf.
tetraalkoxyethylenu XIX, na elektronové chudé¢ alkeny, napt. 1,1-dikyano-2-arylethylen
XX. Reakce opét probiha za ohfevu (konkrétni teplota v publikaci neni uvedena) a vznika
1,1,2,2-tetraalkoxy-3,3-dikyano-4-arylcyklobutan XXI, ktery za bazické katalyzy a
odstoupeni HCN poskytuje intermediat XXII, jehoz hydrolyzou pomoci konc. H2SO4
vzniké 3-kyanocyklobutendion XXI11.44

Ar CN
H CN H OR! NC OR! - .
= ' Ar OR! t-C4Hy-OK L_OR! conc. H,SO,
+ —_— B — e
R'O OR! -HCN | L ORr!
1 1
R O> — (OR ORDR! A ARl Ar o
XXIII
R'O OR! XXI —
X Ar="Ph; 95 %

Ar = p-NO,Ph; 80 %
Ar = p-OMePh; 94 %
Ar = furyl; 82 %

Obr. 10: Reakce 2 molekul alkynu za vzniku cyklobutendionu.**
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Stejné jako alkyny lze adovat i elektronové bohaté alkeny na keteny (Obr. 11).% Za
zahtivani smési tetreaalkoxyethylenu XXIV a chlorketenu XXV s naslednou redukci
vznika adi¢ni produkt XXV 11 nebo XXV 111 (v zavislosti na substituentech), jeho kyselou

hydrolyzou vznika odpovidajici semicyklobutendion XXIX. Pro tuto metodu Ize vyuzit 1

thioethery.’
RO OR
RO OR
iy OROR RO, OR OROR Ho o
t RO OR red OR RO OR HCl
+ > » nebo —_ >
Cl\ X Cl
C=C=0 Rl O R! e} Rl OH R! 0
Rl
XXV XXVI XXVII XXVIII XXIX

39-86 %

Obr. 11: Adice elektronové bohatych alkenii na keteny za vzniku cyklobutendion.*®

Posledni dvé metody tykajici se pfipravy cyklobutendionu jsou opét cyklodimerizace,
tentokrat tetrahalogenethyleni a chlorvinylkarbonati (cyklodimerizace alkynt byla
zminéna jiz vyse).

U cyklodimerizace tetrahalogenethylent se uzivaji fluoroderivaty XXX (bromo a
chloro poskytuji polymerizované struktury).*® Dimerizace probihd za zahiivani
(konkrétni teplota v ¢lanku neni uvedena), vznikly cyklizovany produkt XXXI se
nasledné dechloruje pomoci Zn. Findln€ dochazi k nukleofilni substituci za odstoupeni
fluoridd a formace meziproduktu XXXIII, ktery se hydrolyzuje na cyklobutendion
XXXV (Obr. 12).

Cl Cl F. F R
F F ¢ F Zn H,S0,
2 >:< —_— —_— —_— —_—
F F F F F
cl F
F F F F F F 0 Y
XXX
XXXI XXXII XXXIIT XXXIV

Obr. 12: Cyklodimerizace ethylent za vzniku cyklobutendion.*®

Vychozi latkou pro cyklodimerizaéni reakce vinylkarbonatii je chlorvinylkarbonat
XXXV, ktery za pomoci UV ozatfovani podléha [2+2] cykloadici. (Obr. 13).*” Vznikly
cykloadukt XXXV poté podléha kyselé hydrolyze za finalniho odstoupeni vody. Vznika

opét kyselina semisquarova XVII.
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H Cl ClH

>:< hv 0 O H;0" HO 0
o__0 ——> oa/ :t): >:O - jr\/(
W@f i H 0

XXXV XXXVI

XVII

Obr. 13: Cyklodimerizace vinylkarbonatl za vzniku cyklobutendiont.*’

Dalsi z postupti vedoucich k ptipravé cyklobutenediont vyuziva komplexnich sloucenin
tranzitnich kovi.*® Jednim z takto vyuZivanych komplexi je Cr(CO)s, popt. W(CO)s,
které katalyzuji reakci alkynylalkoxykarbenu XXXV1I1 s tetraalkoxyethylenem XXXVII
(Obr. 14). Ta poskytuje cyklizované produkty XXXIX ve velmi dobrych vytézcich.
Vznikl¢ struktury jsou poté oxidovany v DMSO za reduktivni eliminace pouzitého kovu.

Finalni cyklobutendion XLI je ziskan kyselou hydrolyzou pomoci CH3COOH nebo
H2SO4.

R30Q OR3
>=< ORDR3 ORDR? H,S0, nebo R2 0
R?0 OR? t R30 OR? DMSO R0 OR? CH;COOH
XXXVII - > N _~ .

+ M] R2 0 R2 o 0
[M]s__OR! OR! OR! OR!

| | XXXIX XL XLI

,  [M]=Cr(CO)s; W(CO)s
R

XXXVII

Obr. 14: Syntéza cyklobutendiont pomoci karbent s komplexni ¢astici v molekule.*®

Dalsi metoda vyuziva palladium dichloridovy komplex, ktery umoziuje ptimou
cyklodimerizaci di-t-butoxyethynu XLII za vzniku di-t-butyl squaratu XLIII, ktery
finalné podléha eliminaci za vzniku produktu XLIV (Obr. 15).%°

Oz-But +ButO PdCl t-ButO O
| | PdCl,(CH;CN,) | —Ot-Bu
s .
—Ot-Bu
OBut tButO t-ButO (0]
- XLITT XLIV

52%

Obr. 15: Cyklodimerizace vedouci k cyklobutendioniim za katalyzy

palladiumchloridovym komplexem.*®
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Jedna znovych metod uzivda komplex niklu, konkrétné ekvimolarni mnozstvi
tetrakis(arylisokyanid)niklu XLV a difenylacetylenu XLVI (Obr. 16).*° Cyklicky
produkt XLVII se formuje za refluxu v toluenu. Findlni cyklobutendion XLVIII je

ziskéan naslednym piidanim vodného roztoku HCI.

(R-NC)4Ni
1. toluen
XLV . Ph /N\ R 2 10" Ph 0
+ —_— —_—
N R
Ph———Ph Ph N~ Ph (6]
XLVI XLVII XLVIII

90 %

Obr. 16: Syntéza cyklobutendionti pomoci tetrakis(arylisokvanid)niklu.*®

Nékteré publikace také uvadi moznou formaci squaramidi z [HFe3(CO)11]" komplexu,
ktery je mozné in situ pfipravit pomoci smési Fe(CO)s/NaBH4/CH3COOH (Obr. 17).%°
Komplex reaguje salkyny a po oxidaci pomoci CuCl2.2H2O vznikaji ptislusné
cyklobutendiony XLIX.

1. R'——=——R? /CH,COOH R! 0
2. CuCL.2H,0
Fe(CO); + NaBH, -
R? o)
XLIX
60 - 73 %

Obr. 17: Syntéza cyklobutendionii pomoci [HFe3(CO)11] komplexu.*

Neddvno byla také publikovana syntéza vyuzivajici oxidaci acyloxyferrolovych
komplexti L bromem (Obr. 18).5! Tato metoda poskytuje rozmanitou fadu squaramidd LI

Vv dobrych vytéZeich.
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O
Ry R! 0
— Br, -78 °C, CH,Cl,
\\F e(CO)s -
R FeFe(CO)
’ R2 6]
0(CO),
(@]
LI
R;

60 - 90 %

Obr. 18: Syntéza cyklobutendionti pomoci acyloxyferrolovych komplexi.>

P¥ipravu cyklobutendionti Ize uskute¢nit také z cyklopropenovych derivata (Obr. 19).%2
Zvétseni kruhu o uhlik je realizovano reakci pomoci in situ generovaného
trichlormethylového aniontu LIII s dialkylcyklopropenonem LII. Reakce poskytuje
dichlorodialkylcyklobutenon LV, ktery je mozné pomoci H2SOs pievést na piislusny
dialkylcyklobutendion LVI.

Cl 1
1 2 1 2 R! R 0
R R o) R R Cl H,S04
ﬁ + a” T o -
S Cl 0) R2 0 R2 e)
cr ¢
LIII LV LVI
LII LIV

R', R? = Me, Pr; 43 %

Obr. 19: P¥iprava cyklobutendionti rozsifenim trojélenného kruhu.>?

Relativné nejjednodussi ptiprava cyklobutendionit vychazi zjinych cyklickych
prekurzori.?® Z halo & alkoxy derivatll lze pfipravit velmi Sirokou s$kalu rtzné
substituovanych cyklobutendionii, véetné squaramidi. V obou piipadech se z hlediska
reakéniho mechanismu jedna o nukleofilni substituci, a pravé tyto metody byly pii
praktické piipravé derivatl uzivany nejvice.

Dihalogen derivat kyseliny squarové lze pfipravit pfidanim SOCIl. ke kyseliné
squarové LVII s par kapkami DMF (Obr. 20). Smés se necha refluxovat 3 hodiny na 80
°C za formace dichlorproduktu LVIII.
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HO O SOCl,, Cl O

jzi DMF, 80 °C ji/[i
S — .

HO O Cl O

LVII LVIII

Obr. 20: P¥iprava dichlorderivatu kyseliny squarové.?

Alkoxy derivaty cyklobutendionti, neboli estery kyseliny squarové, 1ze syntetizovat opét
z kyseliny squarové LVII (Obr. 21). Nejcastéji vyuzivanym derivatem z této skupiny je
dimetoxy derivat kyseliny squarové LIX, ktery lze pfipravit rozpusténim kyseliny
squarové v bezvodém MeOH a pfiddnim trimethylorthoformdtu. Roztok se nasledné

necha refluxovat na 56 °C po dobu 24 h.2°

/
HO O trimethylorthoformat, O O
K MeOH, 56 °C K
HO (0] (0] (0]
\
LVII LIX

Obr. 21: Ptiprava dimethoxy derivatu kyseliny squarové.?

2 Antibakteriadlni aktivita squaramidu

Jak bylo feceno v uvodu, squaramidy disponuji Sirokospektralni biologickou aktivitou,
véetn¢ antibakterialni. V souvislosti s touto aktivitou je o squaramidy velky zajem,
protoze ackoli existuje mnoho dostupnych antibakterialnich slou€enin, jejich ucinek je
omezen vlivem vznikajici rezistence bakterii na standardné podavané léky. Bakterialni
infekce zaroven patii mezi nejcastéjsi sekundarni a nejvice Zivot ohrozujici infekce u
imunokompromitovanych pacienttl. Potencialni feseni, alespon v souvislosti s nékterymi
Z bakteridlnich nemoci, nabizi pravé squaramidy.

Prvni publikace uvadéjici do souvislosti squarové struktury s antibakterialni
aktivitou se objevily v roce 1996.5% Clanek autori Kojima a kol. se zabyva plisobenim
squaramidi LX jako antagonistii H2 receptorti s inhibi¢ni aktivitou proti Helicobacter
pylori.

O dva roky pozd¢ji na publikaci zminénou vySe navazala vyzkumna skupina

Kijima a kol.}” Nékteré jimi navrzené derivaty vykazovaly natolik slibné inhibi¢ni
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aktivity proti Helicobacter pylori, ze dosahly klinickych testt, jak jiz bylo zminéné
v uvodu. (Obr. 22)

H H

/\G/O\/:\/II;II §~R2 /\®/O\/:\/N N\/\F
AN — ey
& o S & o

LX LXI
R!= R%=
piperidine neaktivngjsi, 2-FEt nejaktivnéjsi, Helicobacter pylori: MIC = 1,56 pg/ml
Me,N nekativni F,PrCHR tolerovana substituce,

allyl, 2-MeOEt, 2-Me,NEt neaktivni

Obr. 22: Squaramidy vystupujici jako inhibitory Ha receptort.t’>3

Publikace od Lindhorst a kol. uvadi zajimavy ucinek mannosidickych monoamidi
kyseliny squarové LXII a LXIII na fimbrie (znamé také jako pily), které bakterie
pouzivaji k zachyceni se na hostitelské buiice.**® Na koncich fimbrii nékterych bakterii
se totiz nachazi lektinové FimH (fimbrin D-mannose specific adhesin), ktery zajist'uji tzv.
mannosa-specifickou bakteridlni adhezi. Neddvnd publikace uvadi, ze je mozné
navrhnout syntetické mannosidy, jejichz soucésti je 1 squarovy kruh, které maji vysokou
afinitu k FimH a mohly by tak specificky inhibovat bakterialni adhezi (Obr. 23). Testy
byly provadéné na E. Coli, jak standard byl uzit pNPMan (ICso = 274 + 110 uM).2*

OH OH
08 H H O% H
HO ) HO -
HO N N HO N, o0
0 0 ]
0 0 o} 0
LXII LXIII
IC5p=17,3 % 6,5 pmol IC5o = 6,38 3,7 umol

Obr. 23: Syntetické mannosidy schopné specificky inhibovat bakteridlni adhezi.'*

Publikace z roku 1992 také uvadi cyklobutendionovy kruh jako zajimavou soucast f3-
laktamovych antibiotik LXIV.%* Autofi ¢lanku se zabyvali syntézou a testovanim a-
acylamino-N-(hydroxydioxocyclobutenyl)-p-laktamovych struktur, nicméné ani jedna
z testovanych latek nedosahla lepSich vysledkii, nez standardné uzivand B-laktamova

antibiotika (konkrétni hodnoty aktivit v publikace nejsou uvedeny).
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LXV:R!=PhOCH,; R*?=H

Rl = S . R2 =H
LXVIL: R HZN_<\ ]w]/
N

HN

LXVIIL: R! = PhOCH,; R?> = CH,

Obr. 24: Vybrané testované struktury obsahujici spojeni B-laktamovych kruhi se

squaramidy.>

Vysoka ucinnost squaramidti v rdmci medicinalni chemie byla neddvno potvrzena praci
publikovanou v J. Med. Chem.® Pti hled4ni nového antibakterialniho 1é¢iva se Murakami
a kol. zaméfili na vyznamny antibakterialni cil - RNA polymerazu. Ta je nezbytna pro
genovou expresi, rist bunék a obecné Zivotaschopnost buriky.”® Pouzitim high-
throughput screeningu byl identifikovan novy vysoce aktivni strukturni skelet LXIX
zalozeny na squaramidové skupiné (Obr. 25). Bylo prokazano, ze uvedeny squramid je
schopen vazat se na RNA polymerazovy switch region. To ma za nasledek dysfunkci
oblasti a naslednou inhibici transkripce. Podrobné SAR studie prokézaly, Ze terminalni
isoxazolové a benzylové kruhy jsou nezbytné pro navazani struktury do oblasti switch
regionu RNA. Nicméné autofi publikace také uvadi, ze skelet nabizi mnoho dalSich

modifikaci, které jesté nebyly diikladné prozkoumany.®
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piperidin nutny,
jina pozice
piperidinového

kruhy neakitivni sulfonamidovy linker nutny,

jiné linkery nekativni
R =
benzyl nutny, ——> R—
fenyl tolerovany

0.0 °
‘”S \ SN | e— N\
!
methylen tolerovany, ﬂ 0 o O

aminomethylen nejaktivnéjsi O O F;C

linker

LXIX
Eco-TT: IC55 = 0,29 pM
H. influenzae acrB: MIC =25 uM

fenylsulfonamid méné aktivni,
substituovany pyrazol tolerovany

Obr. 25: Squaramidy jako potencialni inhibitory RNA polymerazy.°®

Mimo vySe zminénou antibakteridlni aktivitu squaramidy disponuji i aktivitou
mykobakteridlni. Skupina autori Tantry a kol. vydala v roce 2017 publikaci, kde uvadi
nékteré squaramidy s vyznamnou antituberkulotickou aktivitou.?® Na zakladé
molekulového dokovani bylo zjisténo, ze uvadéné latky maji schopnost inhibovat
mykobakterialni ATP synthasu, konkrétné se vmezetit mezi podjednotku a a ¢ ATP
synthasy a naruSit tak energeticky metabolismus buiiky. Podrobné SAR studie uvadéné
v publikaci (Obr. 26) poukazuji na dulezitost substituce squarového kruhu na jedné jeho
stran¢ pomoci pyridinu. Dals$i substituce pyridinu neni nutna. Jako zésadni se jevi jeho
dusikovy heteroatom, ktery vytvaii kli¢ovou interakci pro aktivitu struktury. Druhd strana
squarového kruhu je variabilni. Ze SAR studie vyplyva, Ze podminkou pro aktivitu
struktury je pfitomnost aromatu, jeho dalSi substituce vSak poskytuje moznosti pro

modifikaci.
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dalsi substituce
snizuje aktivitu

= R
R =
o A= 7 \
CN neaktivni ]
CF; tolerovana N\ ] E =y dusik v kruhu

morfolin nejlepsi nutny pro aktivitu

\

methylova substituce

(¢}
“ snizuje aktivitu

LXX LXXI LXXII
M. tuberculosis H37Rv M. tuberculosis H37Rv M. tuberculosis H37Rv
(MIC 6,2 uM) (MIC 0,5 puM) (MIC 3,12 uM)

Obr. 26: Squaramidy s antimykobakterialni aktivitou pusobici jako inhibitory ATP
synthasy.?°

Jako nejaktivnéj$i struktura je v publikaci oznaceny derivat LXXI subsitutovany 2-
aminomethylpyridinem na jedné stran¢ squarového kruhu a fenylmorfolinem na strané
druhé (Obr. 26). Jako klicova se ukazala ptitomnost kyslikového atomu morfolinu, ktery
se pomoci vodikové interakce pres molekulu vody véaze na Phe69 podjednotky ¢ ATP
synthasy. Dale pak z molekulového dokovani vyplyva nutna pritomnost dusikového
atomu pyridinu, ktery vytvafi m-m interakci a piimou vodikovou vazbu s Argl86
podjednotky a ATP synthasy.?°

3 Mykobakterialni ATP synthasa

ATP synthasa je zakladnim enzymem, ktery miizeme najit napfi¢ vSemi zivymi druhy.
Vyskytuje se Vv mitochondriich zivo¢isnych bunék, v chloroplastech rostlin i
v plazmatické membrané bakterii.>® Jedna se o hydrofilni priichod vnitini membranou
mitochondrie, ktery umozZiuje proudéni protont po sméru elektrochemického potencialu.
Energie uvolnéna pii tomto prichodu se poté vyuziva k reakci fosfatu s ADP zavzniku
ATP.

ATP synthasa je dnes z pohledu medicinalni chemie jednim z nejatraktivnéjsich

molekularnich cilt. Je to déno tim, Ze mezi lidskou, bakterialni i mykobakterialni ATP
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synthasou jsou jak morfologické, tak funkéni rozdily, diky ¢emuz bychom méli byt
schopni pisobit selektivné na dany typ.®

ATP synthasa ma napfi¢ vSemi fiSemi 2 zakladni ¢asti. Ty oznaCujeme jako Fo
(tzv. rotorova ¢ast zabudovana do mitochondrialni membrany) a F1 (statorova ¢ast).3® Obg
tyto Casti musi byt spojeny, aby se zabranilo neproduktivni rotaci komplexu ATP
synthasy. To zajist'uje prodlouzena a ptevazné hydrofilni struktura nazyvana jako stonek
statoru.

Mykobakterialni ATP synthasa (Obr. 27) obsahuje jako soucast statorové ¢asti
(F1) asf3z hexamer a podjednotky y, d a . Rotorova ¢ast je slozena z jedné podjednotky a,
dvou podjednotek b a vice nez deseti podjednotek ¢ (a1b2>10).3° Velmi specifickym
rysem mykobakterialni ATP synthasy je velmi Gzké spojeni (skoro az fuze) jedné z b
podjednotek s 6 podjednotkou.®®>” Experimenty odhalily, Ze strukturalni odli§nost, a tim
i Castecna funkéni specializace obou b podjednotek u mykobakterii, je vyhodou, a to
predevsim diky moznosti vétsi stechiometrické variability, ktera umoznuje lepsi vazbu
ATP prekurzort na a3f33 hexamer (to zajist'uje piedevsim fizovana b podjednotka). Volna
b podjednotka zvysuje tuhost stonku statoru, ¢imz dochazi k efektivn&j§imu pienosu
energie v ramci komplexu ATP synthasy. Pfitomnost dvou ruznych typ podjednotek b
také zlepSuje vzajemnou interakci obou téchto podjednotek, které tak tvofi "Gzce

propletenou vinutou civku".>%>
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Obr. 27: Stavba mykobakterialni ATP-synthasy.
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Standardni uspofadani bakterialni ATP synthasy (nachazejici se napt. u E. Coli) ma oproti
eukaryotni a mykobakterialni ATP synthase specificky umisténou podjednotku o, ktera
se nachazi na vrcholu asfz hexameru, a dimerni podjednotku b, ktera se pravé s o
podjednotku spojuje.®® Druhy rozdil bakteridlni ATP synthasy oproti té mykobakterialni
spociva Vv poctu monomert podjednotky c. Zatimco u mykobakterie je téchto monomert
vice nez 10 (konkrétni pocet neni znam), u E. Coli jich bylo zjisténo ptesné 10.
Podjednotka ¢ zajistuje navazani protontt H* do ATP synthasy a svou rotaci tak zpisobuje
tvorbu ATP.

U eukaryotni ATP synthasy je podjednotka & nahrazena homolognim proteinem
(OSCP). Jeho poloha je totozna s polohou & podjednotky v bakteridlni ATP synthase.
Kromé toho se u mitochondrialnich ATP synthas nachazi pouze jedna podjednotka b,
doprovazena dvéma mensimi podjednotkami oznadovanymi jako d a Fs.5%? Eukaryotni
buiiky obvykle mivaji pouze 8 monomernich jednotek u podjednotky c.5364

Mirnou odlisnost vykazuji také ATP synthasy v chloroplastech, resp. ATP
synthasy u bakterii schopnych fotosyntézy.®>®” U nich se misto 2 b podjednotek nachézi
2 homologni podjednotky (nazyvané jako b a » "nebo I a IT), které plnohodnotné¢ nahrazuji
b homodimer.

Praveé predevsim diky specifické ATP synthase jsou nékteré druhy mykobakterii
schopny pfezit del§i dobu v energeticky nepfiznivych podminkach, napf. v prostiedi
s nizkym obsahem kysliku nebo zivin. S takovym prostfedim se bakterie mohou setkat
napiiklad v hostiteli v ¢astech vzdalenych plicim nebo uvniti fagosomu lidskych
makrofigt.%® Typickym ptikladem takového druhu je Mycobacterium tuberculosis, popf.
pak i Mycobacterium leprae ¢i Mycobacterium ulcerans. Tyto mykobakterialni kmeny
mohou pfepnout sviij metabolismus do tzv. ,,spiciho stavu®. V takovém obdobi ustava
replikace, zvySuje se tloustka bunécéné stény a dochazi k poklesu tvorby proteinli a
nukleovych kyselin. Hlavnim zdrojem energie jsou lipidy.

Mimo vyse zminénych morfologickych rozdili mizeme mezi ATP synthasami
mykobakterii a ATP synthasami ostatnich bun¢k (at’ uz bakterialnich nebo eukaryotnich)
najit také rozdily funkéni. Prvnim, a asi nejvét§im z nich, je potlaéeni hydrolyzy ATP.%
ATP synthasa je totiz schopna fungovat i1 reverzibilng, a tedy hydrolyzovat ATP. Tato
funkce je u mykobakterialnich kment potlacena. Vzhledem k jejich stylu Zivota je totiz
tteba ATP vyuzivat efektivné a nepromarnit ani jednu vytvoienou molekulu ATP.

Dalsi funkéni rozdil spociva ve schopnosti vyuziti proton-motivni sily.®° Tato

abilita pfimo souvisi se stavbou ATP synthasy, konkrétné spociva ve stavbé podjednotky
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¢ (Fo). Jak bylo feceno vyse, jedna se 0 polymerni prstenec, ktery svou rotaci zpisobuje
tvorbu ATP. Urcujicim faktorem pro uc¢innost tvorby ATP je pocet monomernich
jednotek, protoze pravé s jejich poctem roste schopnost efektivné vyuzivat protonovy
proud. Lidska ATP synthasa obsahuje téchto jednotek 8, ta bakterialni poté 10. U
mykobakteridlnich druht pfesny pocet neni znam. Je jich vSak zcela jisté vice nez 10.
Vzhledem K podminkam, sjakymi se mykobakterialni druhy musi vyrovnat, je
odhadovano, ze disponuji az 13 monomery.

Poslednim z vyraznych rozdilt, ktery je u mykobakteridlnich ATP synthas zndm,
je spojen s jejich cytoplazmatickou membranou. Ta totiz vykazuje neobvyklé slozeni —
obsahuje neobycejné velké mnozstvi lipidu kardiolipinu.%® A ten, napf. u kvasinek,
vyrazng zvySuje aktivitu ATP synthasy. Neni tedy vylouc¢eno, Ze jeho zvySeny obsah ma
dopad i na funkci ATP synthasy u mykobakterialnich kmenti. Zda tomu tak ale opravdu
je, prozatim zUstava otazku.

Spravné pochopeni funkce ATP synthasy u mykobakterii a jejich odlisnosti od
ATP synthas eukaryotnich mize vést k ndvrhu efektivné a selektivné piisobicich 1éc€iv.
posledni doby struktury uvadéné v publikaci z roku 2015.2! Autofi se v ¢lanku zabyvaji
skupinou substituovanych chinolintl, z nichz jako nejuéinngjsi oznacuji strukturu nize
(LXXI11). Ta disponuje vybornou antimykobakteridlni aktivitou a selektivitou, zaroven
1 baktericidnim u¢inkem. Hodnoty ICso pro mykobakterialni ATP4azu dosahuji hodnoty
ICs0 = 0,51 uM, pro sav¢i pak ICso > 100 uM. Mimo to latka vykazuje rychlou absorpci,
distribuci a pomalou eliminaci. Celkova ucinnost uvadéné struktury in vivo je cca
dvojnasobné oproti G¢inku kontrolniho 1é¢iva ethambutolu. Proto jsou tyto vysledky

pfislibem do budoucna. Latka se nachazi v preklinickém testovani.

LXXIII

ICs( (eukaryota) = 0,51 uM
ICs (mykobakterie) > 100 uM

vvvvvv
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Lonsky ¢lanek autortt Kumar a kol. uvadi dalsi dvé velmi nadéjné struktury (LXXIV,
LXXV), které svymi ICsp dosahujicich hodnot 0,32 a 4,0 pg/ml nabizi zajimavou
potencialni alternativu.’® Autofi textu s timto vysledkem pfisli po masivnim biologickém
testovani vice nez 700 latek vykazujicich aktivitu proti Mycobacterium tuberulosis. Obé

struktury cili pravé na ATP synthasu, coz bylo dokazano pomoci molekulové dokovaci

ne
(O O HN
o =
HO 1<1 HN
‘Néks = H3C

analyzy.

H;C @)
LXXIV LXXV
1C5=0,312 uM IC50=4,0 pM
MICyqp = 1,0 uM MICqy = 7,0 uM

Obr. 29: Nov¢ objevené struktury taktéz vykazujici aktivitu proti tuberkuloze.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Jak jiz bylo popsano v tivodni ¢asti bakalaiské prace, cilem tohoto projektu je design,
syntéza a studium biologické aktivity novych derivati odvozenych od kyseliny squarové.
S ohledem na tyto cile je i nasledujici kapitola rozd€lena do n€kolika podkapitol. V prvni
Z nich bude stru¢né nastinén design novych latek na zdkladé molekulového dokovani.
Nasledné bude podrobné diskutovéana syntéza jednotlivych derivatl, véetné optimalizaci
jednotlivych syntetickych krokii navrzenych reakénich sekvenci. Tato ¢ast prace bude

uzaviena popisem biologické aktivity pripravenych derivatd.

4 Navrh molekul na zakladé molekulového

dokovani

Inspirativni publikace popisujici derivaty kyseliny squarové jako latky s vyznamnou
antimykobakterialni aktivitou?® nas pfivedla na myslenku rozsifit tyto poznatky o dalsi
studie. Nejprve byly navrzeny dva razné strukturni motivy 1 a 2 dle publikovaného
derivatu (Obr. 30). Pro squaramidy 1 byly navrzeny rtizné substituenty R! z fady
alifatické, alicyklické, aromatické i heterocyklické. Obecné byly jednotlivé struktury
vybirdny s ohledem na svou riznorodost, a tedy naslednou mozZnost posouzeni, jaky typ
substituentu je nejvhodnéjsi pro dosazeni co mozna nejvyssi biologické aktivity. Cilem
bylo navrhnout takové derivaty, které¢ by svou moznosti nato¢eni substituentu mohly 1épe
dosahovat vazebného mista v ATP synthase. ProtoZe se derivaty 1 poji se squarovym
kruhem prostfednictvimjednoduchou vazbou vazaného atomu dusiku, obsahuji vzdy
minimalné¢ o jednu rotujici vazbu navic oproti zndmym latkam. Jejich design byl
podpofen také tim, ze diky substituci aminem je do struktury zakomponovan volny
elektronovy par, ktery muze pfispivat k pevné&jsimu zachyceni ve vazebném misté diky
vodikové vazbé. Arylové derivaty 2 pak byly navrzeny s vizi rozSifeni fady derivati

uvadénych v publikaci Tantry a kol.?°
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Obr. 30: Ptehled derivati squaramidu navrzenych pro molekulové dokovani.

Pomoci in sillico molekulového dokovani bylo dokazano, Ze vSechny navrzené
latky cili na totéz vazebné misto ATP synthasy, jako je popsano v publikaci Tantry a

kol.?° Derivaty se vmezefuji mezi podjednotky a a ¢ ATP synthasy a zabraiiuji tak tvorbé

ATP. Piikladem je squaramid 1j zndzornén na Obr. 31.

Obr. 31: Vmezefeni se struktury 1j mezi podjednotky a a ¢ ATP synthasy.

Konkrétni vazebné energie se vSak 1isi v zdvislost na struktufe. Tyto energie byly

porovnany s vazebnou energii jiz publikované latky (-7,7 kcal/mol). Nekteré
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z testovanych latek dosahuji vysSich hodnot vazebné energie. Derivaty s nejlepSimi

hodnotami jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

Tab. 1: Dokované struktury s hodnotami jejich vazebné energie.

Hodnota vazebné energie

(kcal.mol?)
S
O
ORO
L)
H H =
1j QN N N 7,0
O O
Q, O
1h N;i(g Y -78

Kod Struktura

N\ H v )=
1i \/N N N -71

im CUHH - 78

22 .bx & 85
of be 4 81
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5 Aminové derivaty squaramidu

Prvni kapitola syntetické ¢asti pfedlozené prace se zabyva aminovymi derivaty kyseliny
squarové (Obr. 32). Hlavni myS$lenkou této ¢asti byl navrh reakéni sekvence a jeji
optimalizace tak, aby byla aplikovatelnd na co mozna nejsirsi Skalu prekurzori a poskytla
tak Sirokou knihovnu rozmanitych derivata uréenych k testovani biologické aktivity.
Reakéni sekvence vychazi z komeréné dostupné kyseliny squarové, kterd je
pfevedena na svilj dimethoxy derivat. Ten je poté na jedné stran€ selektivné substituovan
2-aminomethylpyridinem. Druhd methoxy skupina je substituovana pomoci nékterého
z navrzenych prekurzorti za formace finalniho produktu 1. Jednotlivé kroky budou

podrobné diskutovany dale.

% e D
0 Sl 7
HO OH —0 O— 0 N N U H \N
O O O (0]
O O o o
3 4 6
\_ ! y,

Obr. 32: Navrzena reakéni cesta pro syntézu aminovych derivatt squaramidu.

51  Syntéza aminovych derivatu

511 Prevod Kkyseliny squarové na jeji dimethoxy derivat

Prvnim krokem reak¢éni sekvence pro ziskani aminového derivatu squaramidu 1 je
prevedeni kyseliny squarové 3 na jeji dimethoxy derivat 4. Reakce byla provedena
pomoci trimethylorthoformatu v bezvodém MeOH za stalého ohfevu reakce na 65 °C po
dobu 24 — 48 h. V piipadé neuplné konverze po 24 hodinach byl do reakéni smési ptidan
dalsi ekvivalent trimethylorthoformétu. Po uplném zreagovani kyseliny squarové bylo

z reak¢ni smési odpafeno rozpoustédlo a produkt byl purifikovan pomoci sloupcové
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kapalinové chromatografie, jako mobilni fazi 1ze uzit DCM/MeOH 9:0,5, jako vhodn¢;si
se vsak pfi opakovani syntézy ukazalo uziti mobilni fize Hex/EtOAc 6:4 (vétsi rozdil
retencnich Cast). V ptipad¢€ pouziti druhé ze zminénych mobilni fazi je nutna sorpce latky

na silikagel.

HO OH trimethylorthoformat, —0 O—
;i\( MeOH, 65°C, 24 - 48 h )i\(
o 0 78 -89 % o 0

3 4

Obr. 33: Prevod kyseliny squarové na jeji dimethoxy derivat.
5.1.2  Substituce methoxy skupiny 2-aminomethylpyridinem

Vznikld  methoxy skupina poté reagovala skomeréné¢ dostupnym  2-
aminomethylpyridinem za vzniku derivatu 6. Mimo této struktury reakci vznika jako

vedlejsi produkt také disubstituovany squaramid (1n).

Q_\N H

2

. s 7
—0 O— MeCN, H - o/ i i _
ﬂ rt, 30 - 120 min 0 N N . N N N N
o] 0 60 - 80 % )i\( R
(0) O O (0]

6 In

Obr. 34: Reakéni schéma substituce methoxy skupiny za 2-aminomethylpyridin.

Pro selektivni ziskani monosubstituovaného produktu se jako urcujici faktor ukézalo
rozpoustédlo. Pro reakci pouZita rozpoustédla, véetné poméru obou vznikajicich produktt

reakce, jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tab. 2: Prehled vyzkousenych rozpoustédel véetné pomeéru vznikajicich produktt.

Pomér mono- a disubstituovaného

Rozpoustédlo produktu
MeOH 50 : 50
DMF 95:5
MeCN 90:10
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U reakce velmi vyznamnou roli hraje také reakéni ¢as (30 — 120 min). NejvyssSiho vytézku
(80 %) bylo dosazeno po 120 minutach pribéhu reakce. Nicméné pti delSim setrvani
produktu v reakéni smési dochazi k jeho hydrolyze.

Ptesto, ze nejselektivnéji se monosubstituovany produkt formuje v DMF, pro
opakovand provedeni reakce byl volen MeCN. A to z divodu pouze velmi malého rozdilu
poméra vznikajicich derivat u obou reakci a jeho jednodussiho odparteni.

Tato reakce, jak je zminéno vyse, byla také pouzita pro ptipravu finalniho derivatu
1n, pro jehoz ziskani byla naopak dvojnasobna substituce zddouci. Podle toho u této
reakce byly také zvoleny reakéni podminky — reakce byla realizovana pies noc v MeOH

za stalého ohfevu reakéni smeési na 50 °C.
5.1.3  Substituce druhé methoxy skupiny aminem

Finalnim krokem této reakéni sekvence je substituce druhé methoxy skupiny za amin za
formace findlniho produktu 1. Reak¢éni podminky tohoto kroku byly voleny v zavislosti
na pouzitém aminu. Zatimco alifatické aminy (nejnukleofilngjsi) reagovaly jiz za RT, pro
aromatické aminy (1j — 1m) bylo tieba reak¢éni podminky upravit (Tab. 3). VSechny
reakce byly provadény po dobu 24 hodin.

U sloucenin 1j — 1n bylo pro pribéh reakce dostacujici zvySeni teploty (50 °C, 24
h). Struktura 1m navic vyzadovala piidavek 1 ekv. baze, konkrétné bylo pouzito DBU.
Bez ptidavku baze nedochazelo k Zadné konverzi. Kompletni piehled prekurzort véetné
reakénich podminek a vytézki uvadi tabulka €. 2.

Z podminek, za kterych ptiprava findlnich struktur probihala, vy¢niva derivat 1n,
ktery byl jako jediny pfipravovan v MeOH. Jeho piiprava v probihala v MeOH z diivodu
znalosti pribchu této reakci pifi optimalizaci podminek pro zisk monosubstituovaného
prekurzoru 6, viz kap. 5. 1. 2.

Latky byly ¢istény pomoci sloupcové kapalinové chromatografie a struktura
potvrzena NMR spektroskopii. Pti purifikaci je tieba velmi obezietné zachazet s latkami
1k a 1m, které maji tendenci pii provadéni kapalinové chromatografie hydrolyzovat a na
kolonach se tedy zadrzovat. Pro usnadnéni provedeni kapalinové chromatografie 1ze latku
1k ¢astecné zbavit necistot krystalizaci z DCM.

Vytézky nékterych finalnich latek nejsou idealni (pfedevsim 1k a 1m), nicméné
nizky vytéZzek neni zplsobeny pribéhem reakce, ale jejim zpracovanim (u dvou

zminénych struktur je to piedevsim jejich nestabilitou a tendenci hydrolyzovat, ale i u
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dalsich derivatd by optimalizaci purifikace mohlo byt dosazeno vysSich vytézki).

Optimalizace zpracovani reakci finalnich struktur nebyla uskute¢néna, vSechny derivaty

byly pfipraveny v dostateném mnozstvi pro provedeni vSech analytickych i1 biologickych

analyz. Pokud by néktera z latek doséhla vyznamnych hodnot biologické aktivity, zvySeni

vytézku, a tedy optimalizace purifikace by byla prioritou a byla by ji vénovéana pozornost.

Tab. 3: Piehled pfipravenych produkti 1 s vytézky a reakénimi podminkami.

4 )
7\
R! E =N
o; ;o
\§ J
Reak¢ni
Sloudenina R! Vytézek [%)]?
podminky
ekv. aminu, MeCN,
la 5 SN 69
H RT
ekv. aminu, MeCN,
1b yeJ\N/\/\/\ 64
H RT
ekv. aminu, MeCN,
1c ff\N 69
H RT
ekv. aminu, MeCN,
1d I 77
SN RT
H
T\ ekv. aminu, MeCN,
1e o —$ 68
__/ RT
/\ ekv. aminu, MeCN,
1f HN  N—2 33
_/ RT
ekv. aminu, MeCN,
1 € N 72
9 —% RT
rﬁiN ekv. aminu, MeCN,
1h H@ 85
RT
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_ 3 ekv. aminu, MeCN,
1i N N 40
N RT
1 /@ 18 ekv. aminu, MeCN,
: ‘f\g 50 °C
ekv. aminu, MeCN,
1k 5 SNTON"R; 20
H 50 °C
ekv. aminu, MeCN,
ey N/N 50 °C
N #
N@ ekv. aminu, ekv.
| R
im f‘J\NJ\o 7 DBU, MeCN, 50
H
°C
m
’JJJ\N AN 2 ekv. aminu,
1n H | 65
N7 MeOH, 50 °C

zolovany vytézek po LC.
6 Arylové derivaty squaramidu

Pro pfipravu druhé série squarovych derivati byly plvodné navrzeny dva reakcni
postupy. Prvni z nich, publikovany Tantry a kol.?° (Obr. 35, reakéni cesta A), vychézi
z ptipravy dichlorderivatu kyseliny squarové s naslednou nukleofilni substituci za
postupného odstoupeni atomii chloru v obou pozicich. Nejprve dochazi k substituci za
aryl, poté za 2-aminomethlypyridin. Pomoci této reak¢ni sekvence byla ptipravena série
finalnich struktur 2.

Protoze vSak reakcemi bylo dosahovano pouze malych vytézku, pokusili jsme se
pro syntézu analogickych struktur oteviit novy ptistup (reakéni cesta C). Ten vychazi z jiz
2-aminomethylpyridinem substituovaného squarového kruhu, ktery je nasledné preveden
na svij halogenderivat. A analogicky jako v prvnim piipad¢ dochazi k nahrazeni atomu
halogenu aromatem. Navrzeny halogenderivat 13 bohuzel nebyl pfipraven. Duvody

budou diskutovany dale.
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Pro neuspésné zavedeni halogenu jako odstupujici skupiny do struktury
squaramidu byla navrZzena nova synteticka cesta. Ta vyuziva jako odstupujici skupinu
triflat. Opét se zde, stejné jako u halogenti, nabizi mozZnost zavedeni triflatu do struktury
kyseliny squarové s naslednou substituci (reakéni cesta B) nebo zavedeni této odstupujici
skupiny do derivatu squramidu s 2-aminomethylpyridinem (reak¢ni cesta D). Z divodu

koronavirovych opatteni vsak tato reak¢ni cesta nebyla prakticky realizovéana.

reakéni cesta A

Cl Cl R Cl
= (R - J -
| [¢] (6] O (6]
| 7 R?

HO OH ' 8 7\
g QL S
O (@] .

, ; ]
(o} e}
' reakéni cesta B )
TfO, OH R OH
L = -
,,,,,,,,, -
O (@] (0} (0]
10 1
reaké¢ni cesta C J \
H -
cl N N
---------- =
z \ 7 \ o ¢}
H = - : R?

_o_ N N Ho, N N b 7
L - QL a
o o o (¢} ' i

6 12 ‘ (0] (0]
i reakéni cesta D 74 \ )
H -
TfO, N N

Obr. 35: Reakéni sekvence pro syntézu arylovych derivati squaramidu vychazejici
z kyseliny squarové (vyse), popt. z jiz substituovaného derivatu 2-

aminomethylpyridinem (nize).

6.1 Syntéza arylovych derivati

Jak jiz bylo nastinéno vyse, arylové derivaty byly syntetizovany pievedenim hydoxylové
skupiny na odstupujici skupinu, ktera byla substituovana aromatem. Jako vychozi latka
pro reakéni sekvence byla bud kyselina squarova 3, nebo derivat substituovany 2-

aminomethylpyridinem 6 (Obr. 35).
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6.1.1  Publikovany postup pomoci dichlorderivatu

Syntéza vychazi z publikace z roku 2017 od Tantry a kol.?® Vychozi latkou syntézy je
kyselina squarova, ktera byla pomoci SOCI, s piidavkem DMF pievedena na svij
dichlorderivat. K dichlorderivatu rozpusténém v DCM a ochlazeném na 0 °C byl
konsekutivné piidan ekvivalent pfislusného aromatu a ctvrt ekvivalentu AlCls.
Purifikovany monosbustituovany produkt 8 byl nasledné rozpustén v dioxanu. Po
ochlazeni vzniklého roztoku na 0 — 5 °C k nému byl pfidan 2-aminomethylpyridin a
TEA, SSUp>20</5up><sup>20</sup><sup>20</5up><sup>20<Jsup><sup>20</sup><sup>20<5up>20. Takto  byly
ziskany dva arylové squaramidy 2 (Tab. 3). Latky byly ¢istény pomoci sloupcové
kapalinové chromatografic a jejich struktura byla potvrzena NMR spektroskopii a
HRMS.

HN N
O
_ ©
5 / \
HO OH SOCl, Cl Cl RH, AICl; DCM R Cl TEA, 1,4-dioxan, O H —
80 °C i 0°C,2h ﬁ 0 °C, 30 min N N
_— _— R
; g 6-8% 62-70% i
(6] O
2

(@) O (@) O (0] (0]
3 7 8

Obr. 36: Syntéza arylovych derivati squaramidu pomoci dichlorderivatu kyseliny

squarove.
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Tab. 4: Ptehled ptipravenych produktt 2.

(0] (0]
\ ’ J
Sloudenina R? Vytézek [%]?
2a 2
OCHj
2b 4

AVyteézek Cisté latky po LC.

Vytézky finalnich produktd jsou velmi nizké, pfestoze substituenty jsou aktivované
systémy (anisol mezomernim, cyklohexylbenzen indukénim efektem). Jejich nukleofilita
vSak neni dostate¢né vysokd (v kombinaci s nepfili§ velkou ochotou chloru odstupovat)
pro dosazeni vysSich vytézku. S deaktivovanymi systémy (zkouseno s fluorbenzenem)
k substituci nedochazi viibec. Pravé nizké vytézky byly hlavnim divodem ptipravy pouze
takto uzké série finalnich latek a zaroven motivaci k navrhu a otevieni nového ptistupu

syntézy analogickych struktur.

6.1.2  Novy pristup syntézy arylovych derivati squaramidu s uzitim halogenidu

jako odstupujici skupiny

Vzhledem K nizkym vytézkim pii syntéze arylovych derivati squaramidi pomoci
dichlorderivatu kyseliny squarové byl navrZzen novy pfistup syntézy téchto latek. Ten
vychézi z kyseliny squarové, kterd je pomoci trimethylorthoformatu ptevedena na svij

dimethoxy derivat. Jedna z methoxy skupin je poté selektivné substituovana 2-
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aminomethylpyridinem (viz 5.1.2). Druha methoxy skupina je poté pomoci BBr3
modifikovana na -OH skupinu. Ziskana hydroxy skupina by méla byt pfeménéna na
halogen, ktery v poslednim kroku reakéni sekvence podléha substituci aromatem.
Konverze hydroxy skupiny na halogen bohuzel, ani pies ¢etné optimalizace (Tabulka ¢.
5), nebylo dosazeno, novy piistup tak nebyl otevien.

Pro ptevedeni hydroxylové skupiny na chlor byl nejprve jako chlora¢ni ¢inidlo
pouzivan thionyl chlorid, pii ¢emz byla ménéna reakéni doba, pozdéji byl piidan i DMF
jako katalyzator. V souvislosti s SOCI; byl poté vyzkousen i pfidavek rozpoustédla (THF
nebo DMF) za ptidavku trifenylfosfinoxidu, 2,6-lutidinu nebo pyridinu jako katalyzatoru.
Zaroven bylo ménéno i mnozstvi SOCIly. Protoze ani jedna z reakci nevedla ke konverzi
reaktanttl, bylo vyzkouseno jiné chlora¢ni ¢inidlo, konkrétné oxalyl chlorid. Ten byl vzdy
pfidan k reak¢éni smési s rozpoustédlem (CHCls, DMF, THF). VyzkouSena byla opét
pritomnost trifenylfosfinoxidu, 2,6-lutidinu a pyridinu jako katalyzatord, avSak zadna
z reakci opét nevedla ke konverzi. Jako posledni bylo vyzkouseno pievedeni hydroxylové
skupiny na halogen pomoci koncentrovanych kyselin HBr a HCI, nicméné i tento pokus

byl netispésny.

HN N
0
% 7 / = R}
H\Q H = ) H = 3 3 @
o) N . HO, N N S0Cl Cl N N TEA. 14-dioxan, BN
BBr;, DCM, 1t 80 °C 0°C. 30 min
P R —— _ . - i
g o 74-86%
o o)
2

Obr. 37: Novy ptistup k syntéze arylovych derivati squaramidu s uzitim halogenu jako

odstupujici skupiny.
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Tab. 5: Optimaliza¢ni tabulka kroku pfevedeni methoxy skupiny na chlorid nového

ptistupu K syntéze arylovych derivatii squaramidu

Expervi men Clvlolo.raéni Rozpoustédl Katalyzator teplot R?zvtkén
tc. ¢inidlo 0 a i cas
L Sk e
, ook e
3 Sag(;f)’yvtglkky' - DMF 80°C  3h
4 S?]g(;gyvtglkky' i DMF 80°C  24h
5 SC;EJ?)(I DME trifenylfolsfinoxid7 RT oh
6 SC;EJ?)(I THE trifenyh‘cisfinoxid7 RT 2h
7 chlf\f)(l DME 2 6-lutidin™ RT  2h
8 chlf\lf)(l DMF pyridin RT 2h
9 Oﬁﬂ%gri CHCls trifenyh‘cisfinoxid7 RT 2h
10 Oé(?mi\],lgri DME trifenylfolsfinoxid7 RT 2h
1 Oé(?mi\],lgri THE trifenylfolsfinoxid7 RT 2h
12 Oé‘??’('fkr:/'_‘;” CHCls 2,6-lutidin RT 2 h
13 Oé‘??’('fkr:/'_‘;” CHCl; pyridin RT 2h
- LA
s e e
5 e A
o e e s
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6.1.3  Novy pristup k syntéze arylovych derivati squaramidu s uZzitim trifatu

jako odstupujici skupiny

Protoze zavedeni halogenu do struktury squaramidu jako odstupujici skupiny bohuzel
nebylo Uspésné, byla navrZzena nova synteticka cesta, ktera zavadi triflat jako odstupujici
skupinu.

Stejné jako u zavedeni halogent se zde nabizely 2 moznosti, a to zavedeni triflatu
do jiz substituovaného squaramidu 2-aminomethylpyridinem, anebo jeho zavedeni do
kyseliny squarové (viz Obr. 35).

U zavedeni triflatu do struktury kyseliny squarové je podminkou vznik pouze
triflatem monosubstituovaného produktu. Druhd z hydroxylovych skupin by poté méla
byt pfevedena na methoxy skupinu s jeji naslednou substituci 2-aminomethlypyridinem
za formace kone¢ného produktu. Z divodu koronavirovych opatieni vSak tato synteticka

cesta nebyla prakticky realizovana.
7/ Biologicka aktivita

Pripravené finalni produkty ze série 1 a 2 byly primarné testovany na svou in vitro
antimykobakterialni aktivitu proti M. tuberculosis H37Ra. Testy byly provadény na
belgickém pracovisti v Antverpach (Laboratory for Microbiology, Parasitology and
Hygiene, University of Antwerp). Dale byly vSechny pfipravené latky testovany proti
nékolika Gram-pozitivnim a Gram-negativnim bakterialnim kmentim (Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Mycobacterium vaccae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa a Escherichia coli) na Katedfe organické chemie.

Antimykobakterialni aktivita proti M. tuberculosis H37Ra (ATCC® 25177™)
byla ur¢ovana na zakladé minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a inhibi¢ni koncentrace
(ICs0). Jako porovnavaci standard byl pro mykobakterialni testy uzit isoniazid. Dale byla
testovana in vitro akutni cytotoxicita proti makrofigim RAW264.7 (ATCCR TIB-71™)
s pouzitim tamoxifenu jako referen¢ni latky.

Z Tabulky 6 je patrné, Ze zajimavé hodnoty aktivity vykazuji zejména latky 1j, 2a
a 2b. U slouc¢eniny 1j jsou znamé kompletni biologické vysledky, zbylé dvé struktury
prosly prvnim kolem testi a dale bude urcovana jejich pfesnd hodnota MIC 1 ICso.
Z vysledki antimykobakterialnich testi vyplyva, Ze dulezitou roli ve struktufe ma nejspis

aromaticky cyklus, nejlépe pokud je ptimo zavedeny na squarovy kruh. V tomto ohledu
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vysledky molekulového dokovani neodpovidaji vysledkim biologickych testd. Dle

ziskanych hodnot vazebnych energie z molekulového dokovani by se struktura

s methylovym mustkem (1h ¢i 1m) méla vazat do aktivniho mista ATP synthasy 1épe.

Vysledky biologického testovani vSak ukazaly, Ze pfitomnost aromatického cyklu co

nejblize squarovému kruhu je pro aktivitu klicova (struktura 1j podle této skute¢nosti

dosahuje vyrazné vyssich hodnot aktivity oproti latce 1h). Dilezitost vazby aromatu na

squarovy kruh dokazuje latka 2b, u které se vysledky hodnot molekulového dokovani i

biologickych testi vzajemné shoduji.

Tab. 6: In vitro antimykobakterialni aktivita proti M. tuberculosis H37Ra sloucenin 1 a

2.

Sloucenina 1Cs0/pM MIC/pM CCso/uM
la >64 >64 >64
1b >64 >64 >64
1c >64 >64 >64
1d 51,54 >64 >64
le >64 >64 >64
1f >64 >64 >64
1g >64 >64 >64
1h >64 >64 >64
i 49,61 >64 >64
1j 10,65 15,14 >64
1k >64 >64 >64
1l >64 >64 >64
im >64 >64 >64
1n >64 >64 >64
2a NS <328 ND
2b NS <328 ND

isoniazid 0,1 0,3 ND

Tamoxifen ND ND 11.06

¥Tyto derivaty prochazi v soucasné dob¢ dalsim testovanim a jejich piesna hodnota bude

stanovena.
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Bakteridlni testy byly vyhodnoceny na zéklad¢ rozméru inhibi¢ni zony. Pokud zéna po
inkubaci dosdhla rozméru vétsiho nez 20 mm, byla stanovovana minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC). Tabulka 7 uvadi piehled vSech vysledku, znichz vyplyva, ze
nejzajimavéjsi jsou z tohoto pohledu latky 1m a 2b. Squaramid 1m vykazuje zajimavou
aktivitu proti proti M. Vaccae a derivat 2b proti E. Coli. U obou tedy byla ur¢ena i jejich

hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).

Tab. 7: In vitro antibakterialni aktivita slouc¢enin 1 a 2.

Slouéenina BI . M. M. S. P.' E. Coli
Subtillis  Lutteus Vaccae Aureus  aeruginosa

zona/MI  zona/MI  zoéna/MI  zoéna/MI  zona/MIC  zbéna/MI
C C C C C
la 14 16 10 17 16 18
1b 10 16 10 16 12 15
1c 10 15 11 12 13 15
1d 13 18 10 13 16 16
le 10 12 10 13 15 16
1f 13 13 10 16 17 16
19 13 12 12 17 17 19
1h 10 12 10 14 14 15
1i 11 15 13 15 15 14
1j 10 14 15 15 14 16
1k 10 15 16 16 14 16
1l 13 16 17 17 16 16
im 17 17 21/200 17 17 17
in 14 18 11 16 14 19
2a 12 13 10 13 13 18

2b 13 18 10 14 12 26/100
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EXPERIMENTALNI CAST

8 Obecné informace

Rozpoustédla a chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
USA) nebo Fluorochem (US).

LC-MS analyzy byly provedeny na UHPLC-MS systému (Waters) slozeného z
UHPLC chromatografu Acquity s PDA detektorem a hmotnostniho spektrometru s
kvadrupdlem. Byla pouzita Nucleodur Gravity C18 kolona (rozméry 1,8 um, 2,1 x 50
mm) pii 30 °C a rychlosti pritoku 600 pl/min. Mobilni faze byla (A) 0,1% octan amonny
ve vodé a (B) 0,1% octan amonny v acetonitrilu, linedrné¢ naprogramovana od 10 do 80
% B po 2,5 minuty, udrzovano po dobu 1 minuty. Kolona byla reekvilibrovana pomoci
10% roztoku B po dobu 1 minuty. ESI zdroj operoval pod proudem 5 pA s odpatrovaci
teplotou 350 °C a kapilarni teplotou 200 °C.

'H a C NMR spektra byla méfena na piistroji JEOL ECA4001I (400 MHz)
spektrometru za magnetické indukce 9,39 T (s uzivanymi frekvencemi 399,78 MHz pro
'H a 100,53 MHz pro *C). Viechna NMR spektra byla pofizena za laboratorni teploty
(21 °C) v rozpoustédlech DMSO-de. tH a 13C signaly byly kalibrovany na signal téchto
rozpoustédel. Chemické posuny 6 jsou uvedeny v ppm (parts per million) a interakéni
konstanty (J) v hertzech (Hz).

HRMS analyza byla provedena na systému tvofeném kapalinovym
chromatografem (Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific, MA, USA) a
hmotnostnim spektrometrem Exactive Plus Orbitrap high-resolution (Thermo Fischer
Scientific, MA, USA). Jako ioniza¢ni zdroj byl pouzit elektrosprej a snimana byla spektra
v kladném modu v rozmezi 100 — 1000 m/z. Chromatograficka separace byla provadéna
na kolon¢ Phenomenex Gemini (C18, 50 x 2 mm, 3 um ¢astice), eluce byla izokraticka,
MF obsahovala 95 % MeOH a 5 % vody + 0,1 % HCOOH. Vzorky byly pfipraveny

rozpus$ténim latek v poc¢ate¢ni mobilni fazi.
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9 Priprava aminovych derivati

9.1 Pi‘evedeni kyseliny squarové na jeji dimethoxy derivat

HO OH trimethylorthoformat, _0 O—
j/f\( suchy MeOH, 65 °C, 24 h j;g
0 0 89% o] 0
3 4

Kyselina squarova 3 (2,053 g; 18 mmol) byla odvazena do banky a rozsuspendovana
V bezvodém methanolu (18 ml). K suspenzi byl nasledn¢ ptidan trimethylorthoformat (4
ml; 36,5 mmol). Takto pfipravena smés byla ponechana 24 hodin na magnetické
michacce pod zpétnym chladi¢em za stalého ohfevu na 65 °C. Po uplynuti této doby bylo
ze smési odpafeno rozpoustédlo. Produkt 4 byl ziskdn pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie (SiO2, MF Hex/EtOAc 1:2) a dosusen na lyofilizatoru. Produkt 4 byl
ziskan jako svétle Zluta pevna latka ve vytézku 2,558 g (89 %).

9.2 Reakce s 2-aminomethylpyridinem

9.2.1  Priprava prekurzoru: 3-methoxy-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-

3-en-1,2-dion
S
HZN\/E\]j Vi

_0 00— 5 q _ \
R MeCN, RT, 40 min » _0 N N

N );Q

o] 0

4 6

Dimethoxy derivat kyseliny squarové 4 (1,84 g; 13 mmol) byl rozpustén v MeCN (15
ml). Do vzniklého roztoku byl pomalu za stalého michani a chlazeni pfidan 2-
aminomethylpyridin (1,33 ml; 13 mmol). Barika s reak¢éni smési byla poté umisténa na
magnetickou michacku za RT na 40 minut. Po ochlazeni reak¢ni smési v ledové 1azni
byla vznikla srazenina odsata, promyta MeCN a dosusena na lyofilizatoru. Produkt 6 byl

ziskan jako bild pevna latka ve vytézku 2,25 g (80 %).
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9.3  Substituce methoxy skupiny aminem

3-(Propylamino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (1a)

74 \ NN, 74 \
H = H H =
0 N N MeCN, RT, 24 h /\/N N N
0 0 O O
6 la

Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné¢ byl k
roztoku pfidan propylamin (75 pl; 0,916 mmol). Reakéni smés byla michana za RT po
dobu 24 h. Vznikla srazenina byla odfiltrovana, promyta MeCN, purifikovana pomoci
sloupcové kapalinové chromatografie (SiO2, MF: DCM/MeOH 9:1) a dosuSena na
lyofilizatoru. Produkt 1a byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 154,7 mg (69 %).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.59 — 8.54 (m, 1H), 7.90 (br. s, 1H), 7.81 (td, J = 7.7,
1.8 Hz, 1H), 7.54 (br. s, 1H), 7.37 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.35-7.30 (m, 1H), 4.83 (d, J =
5.3 Hz, 2H), 3.47 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 1.59 — 1.48 (sxt, J = 7.1 Hz, 2H), 0.88 (t, J = 7.4
Hz, 3H). $3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 182.79, 182.41, 168,07, 167.53, 157.61,
149.16, 137.15, 122.64, 121.59, 48.24, 44.98, 24.02, 10.79. HRMS: m/z: vypocteno pro
C13H16N302": 246,1237 [M + H]*; nalezeno: 246,1235.

3-(Hexylamino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (1b)

7\ AN NH, 7\
o E =N McCN, RT, 24h \/\/\/g g =N
o (6] O (¢}
6 1b

Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné byl k
roztoku ptidan hexylamin (123 pl; 0,916 mmol). Reakéni smés byla michana za RT po
dobu 24 h. Vznikla srazenina byla odfiltrovana a promyta MeCN. Produkt 1b byl ziskan
pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (SiO2, MF: DCM/MeOH 9:1) a dosusen na
lyofilizatoru. Produkt 1b byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 167,4 mg (64 %).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.56 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 7.89 (br. s, 1H), 7.81 (td, J =
7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.50 (br. s, 1H), 7.37 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.35 - 7.30 (m, 1H), 4.82 (d,
J=4.9Hz, 2H), 3.51 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 1.56 — 1.46 (m, 2H), 1.34 — 1.23 (m, 6H), 0.88
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— 0.82 (m, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 182.78, 182.36, 167.98, 167.53,
157.52, 149.13, 137.10, 122.60, 121.55, 48.21, 43.26, 30.80, 30.64, 25.45, 21.99, 13.85.
HRMS: m/z: vypocteno pro Ci1sH22N302": 288,1707 [M + H]*; nalezeno: 288,1706.

3-(Cyklohexylamino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (1c)
NH,
74 \ O 74 \

H H H
—0 N N MeCN, RT, 24 h N O/N N N

o (¢} o (¢}

6 le
Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné byl k
roztoku ptidan cyklohexylamin (105 ul; 0,916 mmol). Reak¢ni smés byla michana za RT
po dobu 24 h. Produkt 1c byl ziskan odsanim ze smé&si, promytim MeCN a dosus$en na
lyofilizatoru. Produkt 1c byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 173,2 mg (69 %). *H
NMR (400 MHz, DMSO-de) 6 8.57 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 7.82 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 2H —
splyva s -NH-), 7.55 (br. s, 1H), 7.38 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.33 (dd, J = 7.1, 5.0 Hz, 1H),
4.83 (d, J = 5.1 Hz, 2H), 3.79 (br. s, 1H), 1.92 — 1.83 (m, 2H), 1.72 — 1.64 (m, 2H), 1.58
—1.50 (m, 1H), 1.37 — 1.23 (m, 4H), 1.22 — 1.13 (m, 1H). °C NMR (101 MHz, DMSO-
de) 6 182.45, 182.30, 167.54, 167.16, 157.50, 149.14, 137.14, 122.64, 121.64, 51.95,
48.23,33.65,24.77,23.91. HRMS: m/z: vypocteno pro C16H20N302": 286,3545 [M + H];
nalezeno: 286,1548.

3-(Cyklooctylamino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (1d)

77 %

O (¢}
6

NH,
7y O )
o E =N MeCN, RT, 24 h O/I% E =N
O O
1d

Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné byl k
roztoku ptidan cyklooktylamin (126 ul; 0,916 mmol). Reak¢éni smés byla michana za RT
po dobu 24 h. Produkt 1d byl ziskan odsanim ze smési, promytim MeCN a dosusen na
lyofilizatoru. Produkt 1d byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 220,6 mg (77 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.57 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 7.82 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 2H
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—splyva s -NH-), 7.56 (br. s, 1H), 7.38 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.33 (m, 1H), 4.83 (d, J = 5.4
Hz, 2H), 4.08 (br. s, 1H), 1.92 — 1.80 (m, 2H), 1.68 — 1.44 (m, 12H). *C NMR (101 MHz,
DMSO-de) & 182.58, 182.28, 167.55, 166.99, 157.39, 149.13, 137.14, 122.64, 121.66,
53.15, 48.22, 32.54, 26.81, 24.89, 22.59. HRMS: m/z: vypoéteno pro CigH24N302™:
314,1863 [M + H]"; nalezeno: 314,1861.

3-Morfolino-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (1e)

()
7 B O 7
0 E \N MeCN, RT, 24 h g K/N E \N
X S <
0] 0] (0] (0]
6 le

Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné byl k
roztoku ptidan morfolin (80 ul; 0,916 mmol). Reak¢éni smés byla michana za RT po dobu
24 h. Vznikla srazenina byla odfiltrovana a promyta MeCN. Produkt 1e byl ziskan pomoci
sloupcové kapalinové chromatografie (SiO2, MF: Hex/EtOAc 6:4) a dosusen na
lyofilizatoru. Produkt 1e byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 81,3 mg (33 %). *H
NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.54 (ddd, J = 4.8, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 8.29 (t, J = 6.2 Hz,
1H), 7.80 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.30 (ddd, J = 7.5, 4.9, 1.0
Hz, 1H), 4.88 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 3.70 (s, 8H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 182.65,
182.56, 167.01, 166.10, 158.23, 149.08, 136.93, 122.43, 121.39, 65.92, 48.34, 46.79.
HRMS: m/z: vypocteno pro C1aH16N3O3™: 274,1186 [M + H]*; nalezeno: 274,1184.

'H NMR (400 MHz, ) &

3-(Piperazin-1-yl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (1f)

X
7 h NN 7
0 g =N MeCN, RT, 24 h K/N E =N
O O O O
6 1t

Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné¢ byl k

roztoku pridan piperazin (79 mg; 0,916 mmol). Reak¢ni smés byla michana za RT po
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dobu 24 h. Vznikla srazenina byla odfiltrovana a promyta MeCN. Produkt 1f byl ziskan
pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (SiO2, MF: DCM/MeOH 9:0,5). Produkt
1f byl dosusen na lyofilizatoru. Produkt 1f byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku
170,1 mg (68 %).'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.54 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 8.22 (t, J =
5.9 Hz, 1H), 7.80 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.32 — 7.27 (m, 1H),
4.89 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.83 (s, 1H), 3.61 (s, 4H), 2.77 (t, J = 5.0, 4H). 13C NMR (126
MHz, DMSO-de) & 182.76, 182.16, 166.80, 166.08, 158.37, 149.05, 136.91, 122.38,
121.32, 48.32, 47.85, 45.61. HRMS: m/z: vypocteno pro C1aH17N4O2": 273,1346 [M +
H]*; nalezeno: 273,1344.

3-(Piperidin-1-yl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (19)

@

74 \ i 74 \
0 E =N MeCN, RT, 24 h Q IIjI =N
O O O O
6 1g

Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné byl k
roztoku ptidan piperidin (91 pl; 0,916 mmol). Reakéni smés byla michana za RT po dobu
24 h. Vznikla srazenina byla odfiltrovana a promyta MeCN. Produkt 1g byl ziskan
pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (SiO2, MF: DCM/MeOH 9:0,5). Produkt
1g byl dosuSen na lyofilizatoru. Produkt 1g byl ziskan jako bild pevna latka ve vytézku
178,7 mg (72 %). *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8.57 — 8.50 (m, 1H), 8.22 (t, J = 5.8
Hz, 1H), 7.85 - 7.75 (m, 1H), 7.38 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.33 — 7.26 (m, 1H), 4.89 (d, J =
6.2 Hz, 2H), 3.66 (s, 4H), 1.60 (s, 6H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 5 183.37, 182.60,
167.34, 166.77, 158.99, 149.60, 137.46, 122.92, 121.84, 48.86, 48.14, 26.22, 23.74.
HRMS: m/z: vypocteno pro Ci1sH1gN3O2": 272,1394 [M + H]*; nalezeno: 272,1393.
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3-(Benzylamino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (1h)

NH,
7\ g a
_0 H =N MeCN, RT, 24 h IP\JI E S

85 %

0 0 O (@)
6 1h

Prekurzor 6 (200mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné byl k roztoku
ptidan benzylamin (100 pl; 0,916 mmol). Reakéni smés byla michana za RT po dobu 24
h. Produkt 1h byl ziskan odsanim ze smési a promytim MeCN. Produkt 1h byl dosusen
na lyofilizatoru. Produkt 1h byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 228,1 mg (85 %).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.55 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 7.91 (br. s, 1H), 7.80 (td, J =
5.89, 1.60 Hz, 1H), 7.41 — 7.26 (m, 8H), 4.83 (s, 2H), 4.73 (d, J = 6.0 Hz, 2H). *C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 182.85, 182.67, 167.82, 167.57, 157.46, 149.13, 138.93, 137.09,
128.63, 127.49, 127.39, 122.61, 121.56, 48.24, 46.80. HRMS: m/z: vypocteno pro
C17H16N302": 294,1237 [M + H]*; nalezeno: 294,1236.

3-(Prop-2-yn-1-ylamino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (1i)

7\ \\\/NH2 7\

0 E =N MeCN,RT, 24h Q\/ﬁ E =N
= SN =
O (0] (0] (0]
6 1i

Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné byl k
roztoku ptidan propargylamin (58 pl; 0,916 mmol). Reakéni smés byla michana za RT
po dobu 24 h. Produkt 1i byl ziskan odsanim ze smési a promytim MeCN. Produkt 1i byl
dosusen na lyofilizatoru. Produkt 1i byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 67,7 mg
(33 %). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.57 (ddd, J = 4.8, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 8.00 (br.
s, 1H), 7.81 (td, J=7.7, 1.8 Hz, 2H, splyva s -NH-), 7.37 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.34 - 7.30
(m, 1H), 4.82 (d, J = 4.0 Hz, 2H), 4.37 (dd, J = 5.8, 2.2 Hz, 2H), 3.36 (t, J = 2.5 Hz, 1H).
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 183.59, 183.12, 168.54, 167.71, 158.00, 149.69,
137.65, 123.17, 122.09, 81.16, 75.73, 48.79, 33.26. HRMS: m/z: vypocteno pro
Ci13H12N30,": 242,0924 [M + H]™; nalezeno: 242,0925.
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3-(Phenylamino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (1))

NH,

O L)
H = ° H H =
0 i N MeCN, 50 °C, 24 h ®/N H N
o O
1j

):g o

O (€]
6

Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné byl k
roztoku pfidan anilin (84 ul; 0,916 mmol). Reakéni smés byla michana za stalého ohievu
na 50 °C po dobu 24 h. Produkt 1j byl ziskan odsanim ze smési a promytim MeCN.
Produkt 1j byl dosusen na lyofilizatoru. Produkt 1j byl ziskan jako svétle Zluta pevna
latka ve vytézku 122,2 mg (48 %). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 9.84 (s, 1H), 8.60
(d, J =45 Hz, 1H), 8.21 (br. s, 1H), 7.84 (td, J = 7.7, 1.5 Hz, 1H), 7.44 (t, J = 7.3 Hz,
3H), 7.38 — 7.29 (m, 3H), 7.03 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 4.94 (d, J = 5.0 Hz, 2H). 13C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 184.05, 180.56, 169.09, 163.80, 156.94, 149.18, 139.02, 137.20,
129.31, 122.76, 122.61, 121.72, 118.02, 48.47. HRMS: m/z: vypoéteno pro C16H14aN302":
280,1081 [M + H]"; nalezeno: 280,1080.

3-((3-Bromopropyl)amino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion
(1k)

7 Bro -~ NH, 7
\ - \
H = ° H H =
0 N N MeCN, 50 °C, 24 h \/\/N R N
ﬂ 20 %
o (6] o (¢
6 1k

Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné byl k
roztoku pfidan 3-brompropylamin (127 mg ; 0,916 mmol). Reakéni smés byla michana
za stalého ohfevu na 50 °C po dobu 24 h. Vznikld sraZenina byla odsana a promyta
MeCN. Produkt 1k byl ziskan pomoci sloupcové kapalinové chromatografie po sorpci na
silikagel (SiO2, MF: Tol/MeCN s piidavkem MeOH V celkovém poméru 9:2). Produkt
1k byl dosusSen na lyofilizatoru. Produkt 1k byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku
59,7 mg (20 %). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.56 (ddd, J = 4.8, 1.5, 0.8 Hz, 1H),
8.01 (br. s, 1H), 7.81 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.70 (br. s, 1H), 7.38 (d, J = 7.8 Hz, 1H),
7.34—-7.30 (m, 1H), 4.82 (d, J = 4.9 Hz, 2H), 3.62 (dd, J = 12.5, 6.2 Hz, 2H), 3.56 (t, J =
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6.6 Hz, 2H), 2.12 — 2.04 (m, 2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 182.71, 182.63,
167.91, 167.81, 160.01, 149.12, 137.10, 122.60, 121.56, 48.23, 41.76, 33.61, 31.47.
HRMS: m/z: vypocteno pro C13H1sBrNsO2": 324,0342 [M + H]™; nalezeno: 324,0340.

3-((3-Cyklopropyl-1H-pyrazol-5-yl)amino)-4-((pyridin-2-
ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2-dion (11)

HN-N

4 \ HZN/\)W 7 \
0 II\{I =N MeCN.50°C,48h A\W% E RN
=t S T

o o o (¢}

6 11

Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné byl k
roztoku piidan 3-cyklopropyl-1H-pyrazol-5-amin (115 mg; 0,916 mmol). Reakéni smés
byla michana za stalého zahievu na 50 °C po dobu 48 h. Produkt 11 byl ziskan odsanim
ze smési a promytim MeCN. Produkt 1l byl dosuSen na lyofilizatoru. Produkt 1l byl
ziskéan jako svétle bila pevna latka ve vytézku 134,6 mg (48 %). *H NMR (400 MHz,
DMSO-de) 6 12.20 (s, 1H), 10.48 (br. s, 1H), 8.86 (br. s, 1H), 8.63 — 8.51 (m, 1H), 7.81
(td,J=7.7,1.8 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.32 (dd, J = 6.9, 5.1 Hz, 1H), 5.69 (br.
s, 1H), 4.94 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 1.89 — 1.81 (m, 1H), 0.99 — 0.87 (m, 2H), 0.74 — 0.61 (m,
2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 184.28, 168.50, 163.56, 157.40, 149.26, 148.24,
147.63,137.11, 132.07, 122.56, 121.40, 90.42, 48.11, 7.85, 6.64. HRMS: m/z: vypoéteno
pro C16H1sNsO2": 310,1299 [M + H]*; nalezeno: 310,1300.

3-((5-Chlorbenzo[d]oxazol-2-yl)amino)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-
en-1,2-dion (1m)

Cl N
74 \ \@[o% N 74 \

Cl
H = MeCN, ekv. DBU, 50 °C, 24 h I\{ H =
—0 N N ’ ’ ’ >—NH N N
(¢}
7%

o (¢} o (¢}
6 1m

Prekurzor 6 (200 mg; 0,916 mmol) byl rozpustén v MeCN (10 ml). Nasledné byl k
roztoku ptidan 5-chlorobenzoxazol-2-amin (154 mg; 0,916 mmol) a DBU (137 pl; 0,916

mmol). Reak¢éni smés byla michana za stalého ohfevu na 50 °C po dobu 24 h. Po uplynuti
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této doby bylo ze smési odpatreno rozpoustédlo. Produkt 1m byl ziskdn pomoci sloupcové
kapalinové chromatografie po sorpci na silikagel (SiO., MF: DCM/MeOH grad.).
Produkt 1m byl dosusen na lyofilizatoru. Produkt 1m byl ziskan jako nazloutla pevna
latka ve vytézku 21,2 mg (7 %). *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 9.33 (t, J = 6.2 Hz,
1H), 8.61 —8.58 (m, 1H), 7.83 (m, 1H), 7.61 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 2.1 Hz, 1H),
7.46 (d, J =7.8 Hz, 1H), 7.34 (dd, J = 6.8, 5.0 Hz, 1H), 7.25 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H),
5.01 (d, J = 6.2 Hz, 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 187.96, 181.59, 171.10,
160.00, 157.43, 157.06, 149.04, 147.02, 141.82, 137.07, 128.77, 122.77, 122.58, 121.31,
117.10, 111.28, 48.14. HRMS: m/z: vypoéteno pro C17H12CIN4O3™: 355,0592 [M + H];
nalezeno: 355,0591.

3-((Pyridin-2-ylamino)methyl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyklobut-3-en-1,2
dion (1n)

A —
HzN\/Q\Ij / 4 \
MeOH, 50 °C, 3 h N N
J - e S
(0) O 65 % ;f\(

o (¢}

4 1n

Dimethoxy derivat kyseliny squarové 4 (200 mg; 1,41 mmol) byl rozpustén v MeOH (10
ml). Do vzniklého roztoku byl poté pomalu a za stadlého michéni pfidan 2-
aminomethylpyridin (290ul; 2,82 mmol). Barika s reakéni smési byla poté michana za
stalého ohfevu na 50 °C po dobu 3 h. Produkt 1n byl ziskdn odpafenim rozpoustédla,
purifikaci pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (SiO2, MF: DCM/MeOH 9:1) a
dosusenim na lyofilizatoru. Produkt 1n byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 269,7
mg (65 %). *H NMR (400 MHz, DMSO- dg) § 9.35 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 8.54 (d, J = 4.4
Hz, 2H), 7.80 (td, J= 7.7, 1.7 Hz, 2H), 7.37 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.31 (dd, J = 7.0, 5.2 Hz,
2H), 4.85 (d, J = 6.4 Hz, 4H). *C NMR (101 MHz, DMSO- dg) & 178.77, 168.85, 168.54,
157.41, 149.13, 137.01, 122.56, 121.47, 48.33. HRMS: m/z: vypoéteno pro C16H1sN4O2":
295,1190 [M + H]"; nalezeno: 295,1188.
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10 Arylové derivaty squaramidu

10.1 Prevedeni kyseliny squarové na jeji dichlorderivat

HO OH SOCL, Cl cl
)f\[ DMF, 80 °C, 3 h ;f\[
0 0 0 0
3 7

Kyselina squarova 3 (1 g; 8,77 mmol) byla navazena do banky a ptelita SOCI> (1,28 ml;
17,54 mmol). Ke smési byl piikdpnut DMF (katalytické mnozstvi). Takto pfipravend
smé&s byla michana pod zpétnym chladi¢em za stalého ohtfevu na 80 °C po dobu 3 hodin.za
formace produktu 7. Nicmén¢ jeho piitomnost nebyla dokazovana, pro jeho nestalost,
zadnymi analytickymi metodami. S celou reakéni smési bylo konsekutivné pokracovano

V reakéni sekvenci.

10.2  Substituce chloru arylem

Cl1 Cl1 RH, A1C13, DCM HR Cl
0°C,2h
O (@) 6-8% (6] O
7 8

Reakéni smés dichlorderivatu kyseliny squarové 7 (8,77 mmol teor.) byla rozdisolvovana
v 10 ml DCM. Vznikly roztok byl ochlazen na 0 °C a pfi této teploté byl k roztoku piidan
AIClz (0,529 g, 2,19 mmol) a methoxybenzen (8,77 mmol). Po pfidani vSech reagentii
byla reak¢ni smés michana za RT po dobu 1,5 h. Po uplynuti této doby byl obsah baiiky
nalit na led a produkt 8 byl po rozpusténi ledu extrahovan do 2 x 20 ml DCM. Organicka
vrstva byla poté promyta 10 ml solanky a 10 ml vody. DCM byl finalné€ odparen. Produkt
8 byl ziskan pomoci sloupcové kapalinové chromatografie. (SiO2, MF: Hex/EtOAc
grad.).
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10.3  Substituce chloru 2-aminomethylpyridinem

NH,
SN

] 7 N\

. H —N
R Cl 1,4 - dioxan, TEA, R N

J/f\( 0°C, 30 min R

o ¢} 62-70 % 0o 0o
8 2

Reakéni smés s prekurzorem 8 (0,45 mmol teor.) byla rozpusténa v 1,4 — dioxanu (10 ml)
a roztok byl ochlazen na 0° C. Za této teploty byl k roztoku ptidan TEA (0,67 mmol) a 2-
aminomethylpyridin (0,91 mmol). Smés byla pot¢ 30 minut michdna za RT. Ze smési
bylo finaln¢ odpaieno rozpoustédlo a odparek byl rozsuspendovan v 5 ml vody. Suspenze
byla piefiltrovana a promyta vodou. Produkt 2 byl ziskan pomoci sloupcové kapalinové

chromatografie (SiO2, MF: Hex/EtOAc grad.) a dosusen na lyofilizatoru.

3-(4-Cyclohexylphenyl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyclobut-3-ene-1,2-dion (2a)

2a
Produkt 2a byl ziskan jako bila pevna latka ve vytézku 42 mg (2 %). *H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 9.56 (t,J = 6.2 Hz, 1H), 8.55 (ddd, J = 4.8, 1.6, 0.8 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 8.3
Hz, 2H), 7.81 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.32 (ddd, J = 7.4, 4.8, 0.8 Hz, 1H), 5.01 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 2.57 (td, J = 11.3, 2.4 Hz,
1H, splyva s DMSO), 1.79 (d, J = 11.5 Hz, 4H), 1.71 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 1.50 — 1.18
(m, 5H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 193.67, 189.44, 179.63, 162.64, 157.67,
151.17, 149.80, 137.58, 127.88, 127.50, 126.92, 123.24, 122.13, 49.41, 44.41, 34.14,
26.75, 26.01, 18.19. HRMS: m/z: vypodteno pro CzH2sN202": 347,1754 [M + H]*;
nalezeno: 347,1752.
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3-(4-Methoxyphenyl)-4-((pyridin-2-ylmethyl)amino)cyclobut-3-ene-1,2-dione (2b)
—0 B\
Qg

2b
Produkt 2¢ byl ziskan jako bild pevna latka ve vytézku 109,2 mg (4 %). *H NMR (400
MHz, DMSO-ds) 6 9.51 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 8.55 (ddd, J = 4.8, 1.6, 0.8 Hz, 1H), 8.07 —
8.00 (m, 2H), 7.81 (td, J =7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.32 (ddd, J = 7.5,
4.9, 0.9 Hz, 1H), 7.13 — 7.09 (m, 2H), 5.01 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H). 3C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 192.48, 188.44, 178.63, 178.55, 162.12, 161.14, 157.20, 149.24,
137.03, 128.27, 122.68, 122.08, 121.60, 114.56, 55.45, 48.82. HRMS: m/z: vypocteno
pro C17H1sN203": 295,1077 [M + H]*; nalezeno: 295,1075.

10.4 Pievedeni methoxy skupiny na squarovém kruhu na hydroxy

skupinu
73 73
H = H ~
0 N N DCM,RT, 12 h HO N N
(0] (0] (0] (0]
6 12

Methoxy derivat 6 (0,5 g; 2,29 mmol) byl rozpustén v DCM (5 ml). Roztok byl poté
ochlazen v Dewarové nadob€ naplnéné acetonem prisypavanim suchého ledu az na -56
°C. Pii této teploté byl k roztoku ptidan BBrz (1,25 ml; 10,8 mmol). VSe za inertni
atmosféry. Smés byla poté jeSt¢ dalsi 1,5 hodiny, za stdlého michéani, chlazena
v Dewaroveé nadobé, poté byla umisténa na 10 hodin na michacku za RT. Po uplynuti této
doby byla, v bance vznikla srazenina, odsana a promyta DCM. Produkt byl ¢aste¢né

purifikovan krystalizaci z DCM, nepodafilo se jej vSak vycistit dokonale.
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ZAVER

Piedlozena bakalafska prace se zabyva navrhem, syntézou a biologickou aktivitou
novych derivati squaramidu cilicich na mykobakterialni ATP synthasu.

V teoretické Casti prace byla pozornost vénovana popsanym syntetickym
metodam, které vedou k pripravé derivati kyseliny squarové. Déle byly diskutovany
antibakterialni vlastnosti latek obsahujicich ve své struktute squarovy kruh a na zavér této
Casti bakalaiské prace byla podrobné popsana struktura mykobakterialni ATP synthasy.

Diskusni cast predkladané prace byla rozdélena do nékolika kli¢ovych oblasti.
Nejprve byly dle znamych struktur cilicich na mykobakterialni ATP synthasu navrzeny
nové derivaty a poté ve spolupraci s kolegy z Katedry fyzikalni chemie PfF UP dokovany
do aktivniho mista tohoto enzymu. Nasledovala syntetickd ¢ast prace, kde bylo
pfipraveno celkem 16 derivati. V prvni sérii latek bylo pfipraveno celkem 14 derivati
squaramidu pomoci jednoduché a univerzalni metody s moznosti zavedeni riznorodych
substituenti. Pro druhou sérii bylo navrzeno nékolik latek, avSak vzhledem
k problematické syntéze byly nakonec ptipraveny pouze derivaty 2.

VSechny pfipravené findlni slouceniny byly testovany na svou
antimykobakterialni aktivitu proti M. tuberculosis H37Ra. Tti z pfipravenych struktur
vykazuji zajimavé hodnoty aktivit, jedna se o latky 1j (ICso = 10,65), 2a a 2b. U latky 1j
jsou znamy kompletni vysledky antimykobakterialni aktivity, slouceniny 2a a 2b jsou
stale testovany (v prvnim kole testl byly vyhodnoceny jako aktivni).

Latky byly také testovany na svou aktivitu proti nékolika Gram-pozitivnim a
Gram-negativnim bakterialnim kmentim (Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,
Mycobacterium vaccae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa a Escherichia
coli). V prvnim kole biologickych testil byly detekovany dva pozitivni vysledky, a to u
latky 1m proti M. Vaccae a 2b proti E. Coli. U obou tedy byla ur¢ena i jejich hodnota
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).

Vzhledem K zajimavym vysledkiim antimykobakterialni aktivity bude tato prace
vV nejbliz§i dobé rozsifena o dal§i latky a kompletni vysledky poté publikovany

vV impaktovaném cCasopise.

57



SEZNAM ZKRATEK

DBU
DCM
DMF
DMSO
ekv.
EtOAC

Hex

MeCN
MeOH
Met
MF
MIC
NMR
RT
SAR
t-but
TEA
Tol

1,8diazabicyklo(5.4.0)undec-7-en
dichlormethan
dimethylformamid
dimethylsulfoxid

ekvivalent

ethylacetat

hexan

inhibi¢ni koncentrace

acetonitril

methanol

metyl

mobilni faze

minimalni inhibi¢ni koncentrace
nukledrni magnetické resonance
laboratorni teplota

vztah mezi strukturou a reaktivitou
terc-butyl

triethylamin

toluen
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Spektrum 38: *°C spektrum latky 2b
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