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Abstrakt

Skodlivé vlivy v Zivotnim prostiedi, mezi néZ se fadi i ionizujici zafeni, a nezdravy
zivotni styl vedou k rozsifeni rakoviny v populaci po celém svété. Predikce pro
nasledujici dvé desetileti odhaduji, Ze dojde k 63% nartistu novych diagnostikovanych
ptipadd rakoviny ro¢n¢. Radioterapie je jednou z nejucinngjSich a nejpouzivanégjSich
1é¢ebnych metod rakoviny, kterou podstoupi az 50 % diagnostikovanych pacientt. I ptes
neustalé snahy radioterapii zefektivnit a omezovat jeji negativni vedlejsi ucinky, kvalita
zivota vylécenych pacienti je stile snizovana nasledky radioterapie. Radioprotektivni
latky se zdaji byt jednim z klict ke zlepSeni kvality jejich Zivota.

Cilem této prace bylo pfipravit sérii aromatickych latek obsahujicich 1-(2-
hydroxyethyl)piperazin, které maji potencidlné radioprotektivni U¢inky a funguji jako
inhibitory vnitini cesty apoptdzy, ¢imz mize dojit k ochran¢ radiosenzitivnich zdravych

tkani pii radioterapii.

Klic¢ova slova: radioprotekce; apoptdza; syntéza; hydroxyethylpiperazin;



Abstract

Harmful substances polluting the environment, including ionizing radiation, and an
unhealthy lifestyle are responsible for the increased incidence of cancer. The projected
outlook for the next ten to twenty years suggests an increase of 63% in newly diagnosed
cases of cancer annually. Radiotherapy is an important component of cancer treatment,
given approximately to 50% of all cancer patients. Despite ongoing advances in the
methods of radiotherapy, quality of life continues to be lowered as a result of the radiation
treatment. Novel strategies towards improvement need to be adapted, such as the use of
radioprotective substances.

The goal of this thesis is to synthesize novel radioprotective agents based on the 1-(2-
hydroxyethyl)piperazine moiety targeting the intrinsic apoptotic pathway, therefore

protecting healthy tissue from ionizing radiation.

Key words: radioprotection; apoptosis; synthesis; hydroxyethylpiperazine;
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1 Uvod

V roce 2018 bylo diagnostikovano 17 milioni novych ptipadi rakoviny po celém
svét¢ a je predpoklad, ze v roce 2040 bude ro¢n¢ pribyvat az 27,5 milionu novych
piipad!?. Poget prezivsich pacientii rakoviny stoupa diky brzké diagnostice a zlepsovani
1écby?, presto mnozi pacienti trpi nasledky lécby rakoviny. Pfiblizné 50 % pacientd
trpicich rakovinou je 1é&eno radioterapii*’. Pro n&které druhy rakoviny je usp&snost 1é¢by
vysokd, napt. u brzkého stddia rakoviny hrtanu, pro jiné druhy rakoviny tak vysoka
Gisp&$nost neni®. Zvysenim uéinnosti radioterapie je mozné zlepsit vyhlidky na uzdraveni
pro mnohé pacienty. S vyvojem radioterapie je nyni mozné podat piesnou davku
nadorovym bunkdm, a zaroven snizit nechténou davku, které jsou vystavené zdravé
buiiky’. I pies veskeré snahy o zlepSovani radioterapie, pacienty stale postihuji vyrazné
negativni vedlejsi ucinky, které ovliviiuji a snizuji kvalitu jejich Zivota. Navic je nutné
pecovat o pacienty trpici nasledky radioterapie'®, coZ je i z ekonomického hlediska
nevyhodné. Jednim ze zptsobl dalSiho zlepSeni terapie je zavedenim radioprotektivnich
latek.

Radioprotektivni latky by mély mit vysoky stupen protekce, vhodny zptisob podani,
nizkou toxicitu a kompatibilitu s jinymi léCivy pacienta. Vychytavani a eliminace volnych
radikaltl jsou hlavnim mechanismem dosud zndmych a pouZivanych radioprotektiv'!.
V poslednich letech je snaha najit 1 jiné mozné mechanismy, mezi néZ patii i reverzibilni
a docasna inhibice apoptozy!>!3. Apoptdza je prevazné regulovana proteinem p53
(cit. '), ktery pfi stresovych podminkach zvySuje expresi riiznych proteinii, mezi nimi
i proteinu PUMA, ktery ma nejvyrazngjsi vliv na priib&h apoptozy'’. Inhibitory proteinu

PUMA by mohly byt latky s potencialnim radioprotektivnim G¢inkem.
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2 Teoreticka cast

4

2.1 lonizujici zareni

Ionizujici zéreni (IZ) se sklada z elektromagnetickych vin (rentgenové paprsky a vy-
zéfeni) nebo z &astic (o, P nebo neutrond)!®!”. Expozice 1Z je spojovana s vyskytem
leukemie, rakoviny prsu, rakoviny §titné Zlazy a dal$ich nadora'®, coz bylo prokazano
pii dlouhodobé studii pteziviich po druhé svétové valce v Japonsku'.

IZ ma okamzit¢ méfitelné ucinky na bunky, kdy dochdzi ke zvySeni mnoZzstvi
reaktivnich forem kysliku (ROS)?, tvorbé jednoietézcovych a dvoufetézcovych zlomi
deoxyribonukleové kyseliny (DNA)?!?2. Piesto jsou né&které vlastnosti 1Z pouZzivany
v primyslu, zemé&délstvi, a predevs§im v medicing pro diagnostické a 1éebné udely?.
1Z zptsobuje v zivych systémech bunéfnou smrt, coz je pro lécbu malignit efekt
zadouci**.

Nadorova buiika je poskozena a smrt je vyvolana skrz nékolik drah bunééné smrti%.
Zdrava tkan je pti poSkozeni IZ vedena predevSim kfizené bunééné smirti,
tzv. apoptdze?S, coz bylo prokazano pii experimentech na radiosenzitivnich tkanich, jako
je napf. gastrointestinalni epitel?’. Tato apoptdza se jevi jako pievazné p53-dependentni
(viz Kap. 2.3.5), coz prokazuji experimenty na p53-deficientnich mysSich, které
vykazovaly rezistenci vii¢i IZ v porovnani s nemutovanymi mys$mi (wild-type)?®.

IZ interaguje s tkdnémi piimo i nepfimo. Neptimé IZ vyuziva volnych radikalt
k poskozeni biomolekul®®. P¥i p¥imé interakci I1Z poskozuje biomolekuly, jako jsou
proteiny, lipoidy a obzvlast DNA, pfi jejichZ poskozeni je ukonfeno bunécné déleni
a proliferace, to pak vede k nekréze nebo apoptoze®°. Dlouhodobym studiem procesu
regulace apoptozy bylo zjiSténo, Ze mnohé patologické déje souvisi praveé s dysregulaci
programované smrti’!. Vysoké davky 1Z vedou k akutnimu radiaénimu syndromu,

zejména v hematopoetickém, gastrointestinalnim a centralnim nervovém systému®2.

2.2 Apoptoza

Bunécna smrt je programovany proces definovany morfologickymi zménami, kterym
se hromadné tika apoptoza®®. Tento termin byl v tomto vyznamu poprvé publikovan
Kerrem a kol. v roce 1972 (cit. **). V mnohobuné&énych organismech mé programovana

bunéna smrt velky vyznam. Napf. u embryi jsou pomoci apoptéozy odstranény
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piebyteéné buiiky mezi vznikajicimi prsty™.

Apoptodza byla nejprve detekovana pomoci morfologickych zmén®®*7. V prvni fazi se
buika smrstuje kvili ztratdm vody. Chromatin se shromazd’uje v pilmésicovych
titvarech na okraji jaderné membrany. Vyse popsany proces se oznacuje jako pyknéoza’>.
Nasledn¢ se buinika rozpadne na mensi fragmenty odd€lené od okoli bunécnou
membranou. Tyto fragmenty byvaji nasledné pohlceny makrofagy>®-’.

Proces programované bunééné smrti je béZnou soucasti organismi k regulaci bunééné
populace, a tedy slouzi k zachovani homeostdzy>®. Kromé& této funkce je apoptdza
vyuzivana jako obranny mechanismus v imunitnich reakcich pfi poSkozeni buiky
skodlivou latkou nebo mikrobialni nakazou”*%. Nové&jsi vyzkumy ukazuji, Ze apoptozu
je mozné spustit vnéjsi a vnitini cestou. Igney a kol. popsali ve své publikaci z roku 2002
principy, které nasv&déuji tomu, Ze tyto dvé cesty se mohou navzajem ovliviovat®.

Vnéjsi cesta u mnohobunéénych organismu je ovlivilovana signaly k preziti nebo
ke smrti. Deficit signala pifeziti automaticky spousti apoptézu. Dal§im zdrojem bunécné
smrti mohou byt spoustéci faktory, jako je napt. poskozeni DNA, vypusténi faktoru
nadorové nekrozy (TNF) nebo aktivace Fas receptorii*” (z angl. FS-7-Associated Surface
Antigen), které patii do rodiny TNF receptorti (TNFR). Cytotoxické T lymfocyty a NK
buiikky (z angl. Natural Killer) pfes tento receptor spoustéji apoptézu u cilovych
bun&k*'*>. Po navéazani spravného ligandu na Fas receptor dojde k jeho trimerizaci.
Nekteré receptory, vCetné Fas receptoru, obsahuji cytoplazmatickou doménu smrti, proto
se jim tika receptory smrti*. Pfes doménu smrti interaguje Fas receptor s adaptorovym
proteinem FADD (z angl. Fas-Associated Protein with Death Domain), coz vede
ke spusténi ngkterych proteas a kone¢né k apoptoze*.

Vnitini cesta muze byt spuSténa riznymi signdly, mezi nimi i poskozeni DNA
zptisobené 1Z*. Nasledna apoptédza je regulovana proapoptickymi a antiapoptickymi*®
proteiny zrodiny Bcl-2 (z angl. B-Cell Lymphoma 2)*’. Funkce téchto proteinti je
ur¢ovana Bcl-2 homologii (BH) domén*®. Antiapoptické proteiny obsahuji BH1, BH2,
BH3 a BH4 domény, proapoptické maji BH3 doménu.

2.2.1 Bcl-2 proteiny

Proteiny z této rodiny se déli do tfech podrodin. Prvni podrodina zahrnuje proteiny

s nasledujicim nazvy uvedenymi v angli¢ting: Bel-2-Associated X Protein (Bax)*’, Bcl-2
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Homologous Antagonist Killer (Bak)* nebo Bcl-2-Extra Small (Bcl-xS)°, které
interaguji s pory nebo kandly ve vné&jSi mitochondrialni membrané a podporuji
apoptozu’!-*2.

Druha podrodina obsahuje proteiny s nazvy v angli¢ting: Bcl-2-Extra Large (Bcl-
xL)**** nebo Myeloid Cell Leukemia 1 (Mcl-1)**. Omezuji uvolnéni cytochromu c
vychytavanim proapoptickych faktord®®. Jsou zakotvené ve vnitinich membranach

a interaguji s dalSimi ¢leny rodiny Bcl-2, napt. Bax nebo Bak.

Vnéjsi : Vnitfni
cesta : cesta

......DO'.'.....'

I W L bbsbaseesesstttTr ' Koékozeni DNA (lz)j .“'““-o..--.....“ ."".“..'
Loeseee®® : p53 signalizace ...“....“'
FADD
______ BH3 PrOte"'ly Antiapoptické proteiny
(PUMA) (Mcl-1, Bel-xL)
x / Cytochrom ¢
@l
Y e P
: Dal$i bunééné
Y komponenty
/\
Dalsi

—

Kaspasa3 a7 [PHEmm———m signalizaéni
/ drahy
Signalizace
APOPTOZA EAndls

Obr. 2.1: Schéma kaspasové kaskady pii apoptdze probihajici vnéjsi a vnitini cestou. Po navazani faktoru
nadorové nekrézy (TNF) na TNF receptor (TNFR) dojde skrz protein FADD (z angl. Fas-Associated
Protein with Death Domain) k aktivaci kaspasy 8. Kaspasa 8 aktivuje kaspasy 3 a 7, které vedou k apoptdze.
Kaspasa 8 aktivuje pomoci proteinu Bid (z angl. BH3 Interacting-Domain Death Agonist) proteiny s Bcl-
2 homologii 3 (BH3). Tyto proteiny jsou u vnitini apoptozy exprimované pii poskozeni deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) a inaktivuji antiapoptické proteiny, které inhibuji proteiny Bax (z angl. Bcl-2-Associated
X Protein) a Bak (zangl. Bcl-2 Homologous Antagonist Killer). Po vypusténi Bax a Bak dojde
k permeabilizaci vn&j$i mitochondrialni membrany a k uvolnéni cytochromu c a dalSich bunécnych
komponent. Cytochrom c se navaze na faktor 1 aktivujici apoptickou proteasu (Apaf-1) a nasledné aktivuji
kaspasu 9. Kaspasa 9 aktivuje kaspasy 3 a 7, které kromé apoptdzy také inhibuji signalizaci zanétu, kterou
miZe vyvolavat napt. signalizace nuklearniho faktoru x B (NFxB). Pievzato a upraveno podle cit. ¥
v BioRenderu.
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Tteti podrodina se skldda z proteinti s anglickymi ndzvy: Bcl-2-Associated Death
Promoter (Bad)>®, BH3 Interacting-Domain Death Agonist (Bid)*, Bcl-2-Like Protein
11 (Bim)*, Bcl-2-Interacting Killer (Bik)®!, Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced
Protein 1 (Noxa)®? a P53-Upregulated Modulator of Apoptosis (PUMA)%-%4. S ostatnimi
proteiny z jinych podrodin sdileji pouze BH3 doménu. Bézné jsou inertni, aktivuji se az
vhodnym stimulem. Poté inaktivuji antiapoptické faktory, které interferuji
s proapoptickymi faktory. Nasledné dochézi vlivem Bax a Bak ke zvySeni propustnosti
vnéj§i mitochondridlni membrany a uvolnéni faktori apoptézy, jako je
cytochrom c (cit. %°). Poté se cytochrom ¢ navaze na faktor 1 aktivujici apoptickou
proteasu (Apaf-1)% (viz Obr. 2.1). Podle studie Segala a kol. z roku 2007 ma konkrétné
protein Bid kli¢ovou roli v propojeni vnéjsi a vnitini cesty apoptdzy®’.

Spojenim s prokaspasou 9 vznikne proteinovy komplex zvany apoptozom.
Apoptozom §tépi prokaspasu na jeji aktivni formu kaspasu 9 (cit. ®®). Ta m4 za ukol §tépit
prokaspasu 3 na kaspasu 3 (cit. ® 7). Schéma je zobrazeno na Obr. 2.1. V ramci
kaspasové kaskady dochazi k aktivaci dalSich specifickych proteas. Ty maji s apoptézou

nékolik souvisejicich vlastnosti jako napf. rozklad jadernych lamin’"3

nebo Stépeni
specifickych proteinti, které napt. drzi inaktivni DNAsu, kterou tak uvolni pro $tépeni
DNA’™7 Buiika se sama rozloZi na mensi ¢asti — apopticka téliska, ktera jsou nasledng

poziena jinou buiikou.

2.3 Role bunécné signalizace pri radioprotekci

Expozice IZ spousti nc¢kolik bunécnych signalizaci, které vyvolavaji bunécnou
odpovéd, jako je apoptoza, bunécna senescence, aktivace restrikénich bodii a oprava
DNA’®, U radioprotekce hraji roli signalizace nuklearniho faktoru x B (NFkB),
signalizace mitogenem aktivovanych proteinkinas (MAPK), signalizace fosfatidyl-
inositol-3  kinas (PI3k/Akt), signalizace signalového pifevodniku a aktivatoru
transkripéniho faktoru 3 (STAT3) a signalizace p53 (viz Obr. 2.2). Pfedpokladame, ze

cilem latek ptipravenych v této praci budou prave signalizacni drahy p53.
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lonizujici zareni

Buika == Pfimy uginek @ Nepfimy Géinek ==

IERK] [JNKI [p38]

Akt
DNA opravné geny J_—I—_I_
(napf. XRCC1)
Bad Kaspasa 9
Apoptdza

Antiapoptické proteiny

Preziti buriky (napf. Bel-xL)

Obr. 2.2: Schéma bunééné signalizace pfi radioprotekci. Buiitka je vystavena ionizujicimu zéfeni (I1Z),
radioprotektivni latky blokuji signalizace p53. Je spusSténa signalizace mitogenem aktivovanych
proteinkinas (MAPK), ktera zvySuje expresi opravnych genti deoxyribonukleové kyseliny (DNA), jako je
napf. rentgenové opravny kiizové se dopliujici protein 1 (XRCCI1), coz vede kpieziti bunky.
Radioprotektivni latky spousti signalizaci nuklearniho faktoru k B (NFkB) ptes faktor nadorové nekrozy o
(TNFa), dojde k odstupu inhibitoru k B (Ikb) a NFkB se fosforyluje. Nasledné dojde k jeho pfenosu do
jadra, kde spousti transkripci antiapoptickych proteint, jako je napf. protein Bel-2-Extra Large (Bcl-xL),
to vede k preziti buiky. Aktivace STAT3 vede k transkripci cilovych gend, které maji na starost preziti
bunky a proliferaci. PI3K pii aktivaci IZ aktivuje Akt, kterd nasledné inhibuje proapoptické proteiny, jako
je Bcl-2-Associated Death Promoter (Bad) nebo napf. kaspasu 9, ¢imz blokuje apoptdzu. Pievzato a
upraveno podle cit. 77 v BioRenderu.

2.3.1 NFkB signalizace

Nuklearni faktor k B (NFxB) se v buitkach podili na bun&éné proliferaci’®, apoptoze’,
pfi imunitnich® a zanétlivych reakcich®'2. U savé¢ich bunék je zndmych pét NFxB
proteinti: c-Rel, Rel A (p65), Rel B, NFkB1 (p105/p50) a NFxB2 (p100/p52).

Zdravé nedélici se buiikky maji NFkB v cytoplazmé v neaktivni formé. Aktivita je
kontrolovana skupinou regulacnich proteinii, kterym se fikd inhibitory NF«xB (IxB).
Signalizace NFkB se ukdzala jako radioprotektivni pii aktivaci napt. TNFa. Tento faktor
se navaze na TNFR a pfes né€kolik mezikrokii dojde k interakci s IkB kinasovym

komplexem, k fosforylaci IkB, coZ nésledné¢ vede k ubiquitinaci a degradaci této
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molekuly®*34, Poté dojde k translokaci NFxB do jadra®>-*®.

NF«kB obsahuje nuklearni lokaliza¢ni sekvenci, ktera oznacuje protein pro transport
k jadru®!. P¥i vazb&é NFxB a Ixb je tato sekvence maskovana a proteinovy komplex
zustava v cytoplazmé. K DNA se NFkB vaze v podobé homodimeru nebo heterodimeru
a pusobi jako transkripéni aktivator®’. Selektivita je zavisla na kompozici dimeru,
¢asovani a typu buiiky®®.

Pfi mitotickém bunécném déleni buiika opousti klidovou fazi Go a pokracuje do faze
DNA syntézy (S) a mitdzy (M)3*%°. Dvé riistové faze, G1 a Gz, se nachazi pted a po S fazi.
Aby se buitka mohla d¢€lit, musi projit restrikénimi body. Prvni z nich se nachéazi na konci
G faze. Prachod timto restrikénim bodem je podporovan antiapoptickou aktivitou
cyklinii (nap¥. skupina D, cyklin E a cyklin A)°!.

NF«B interferuje s apoptickymi signaly na riznych turovnich?>. TNFRI1 je propojen
V mnohych bunikdch ale TNF nema zadny apopticky efekt, coz je zplisobeno paralelni
signalizaci spusténou TNF, kterd aktivuje NFkB pomoci adaptorovych proteinti. Tim
dojde k indukei antiapoptickych proteinti, jako jsou bunécné inhibitory proteinti apoptdzy
1 a2 (c-IAP-1 a c-IAP-2), které ptimo blokuji funkci kaspas nebo spousti jejich degradaci
ubiquitin-proteasomovou drahou’®. Dochazi i k expresi faktordi asociovanych s TNFR,
které amplifikuji NF«B a blokuji kaspasovou kaskadu na trovni TNFR1 (cit. *°).

Druha signalni cesta apoptozy, ktera je NFxB ovlivnéna, vede skrz mitochondrie.
Zmény transmembranového potencidlu vedou k uvolnéni cytochromu c¢ do cytosolu.
Cytochrom c¢ v koordinaci s Apaf-1 a deoxyadenosintrifosfatem spoustéji iniciacni
kaspasu 9 (cit. °%). Tato signalizace je kontrolovana na obou mitochondridlnich
membranach pomoci proteinti z rodiny Bcl-2 (obsahuje proapoptické 1 antiapoptické
zastupce).

NF«B prepisuje z geni nékolik antiapoptickych proteinii, napt. Bel-xL, které brani
uvolnéni cytochromu c, a tedy aktivaci apoptézy skrze kaspasu 9 (cit. °7). NFkB a p53

maji opaéné funkce, kdy p53 indukuje proapoptické proteiny”®*’

, a Casto soutézi
o interakce s transkripénimi kofaktory!®. V né&kterych pitipadech je NFxB nutni
k proapoptické aktivité p53, coz dokazuje, ze interakce mezi t€émito dvéma signalizacemi

je velmi komplexni'®!,
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2.3.2 MAPKsignalizace

Mitogenem aktivované proteinkinasy (MAPK) se déli do tiech rodin. U savct se jedna
o extracelularné regulované kinasy (ERK), c-Jun N-terminalni kinasy (JNK) a stresem
aktivované proteinkinasy (p38/SAPK) (cit. '°%). MAPK reguluji procesy typu bunééné
proliferace, diferenciace a bun&éné smrti!®1% MAPK nejblize k signalnimu zdroji se

106 po aktivaci

oznacuje jako MAP kinasa kinasa kinasa, ktera je soucasti trojité kaskady
fosforyluje MAP kinasu kinasu (MAPKK). MAPKK pot¢ fosforyluje tieti vrstvu kaskady
MAPK 97198 “ Aktivace téchto kinas transkripénimi faktory vede k expresi cilovych genti
a bunécné odpovédi. MAPK mohou byt aktivovany riznymi stimuly, napi. IZ, cytokiny
nebo ristovymi faktory. IZ u tumorovych bunék spousti fadu signalizaci, které jsou
regulovany MAPK. 1Z aktivuje viechny t¥i rodiny MAPK %109,

Amorino a kol. ve své studii zroku 2002 popisuji, ze IZ aktivuje receptor
epidermdlniho rlstového faktoru (EGFR), ktery nasledné& spousti ERK signalizaci'!®.
Klinicky vyznamné davky IZ v rozmezi jednoho az péti Gy (Gray) napodobuji efekt
epidermalniho ristového faktoru, ¢imz dojde k aktivaci EGFR!*!!! ERK signalizace
piimo inhibuje proapoptické proteiny Bad, Bim a kaspasu 9 (cit. ''?) a reguluje expresi
antiapoptickych proteinti, napt. Bcl-xL nebo Mcl-1'!3. ZvySenim exprese opravnych
proteini DNA, konkrétné rentgenové opravného kiizové se dopliujiciho proteinu 1
(XRCC1) nebo opravného proteinu excize DNA (ERCCI1), podporuje tato signalizace
opravu DNA!,

Aktivita JNK signalizace je vyvolana faktory, které poskozuji DNA, jako napt. 1Z,
cytotoxické latky a ROS!'!*. Studie Potapové a kol. z roku 1997 ukazuje, Ze tato signalni
draha se spousti pii DNA poskozeni vyvolané cis-platinou' !>,

Signalizace ptes p38 MAPK miZe byt spusténa rlznymi stresovymi a zanétlivymi
faktory. VétsSina studii o této kinase se soustfedi na jednu z jejich isoforem, p38a.
Z ¢lanku Cuenda a kol. z roku 2007 vyplyva, Ze n&které isoformy tohoto enzymu by

116 Neni jasné, zda 1Z

mohly pisobit proonkogenicky, a nékteré jako tumorové supresory
muZe mit vliv na regulaci aktivity p38 MAPK. Dle studie Wanga a kol. z roku 2000 ma

isoforma p38y vliv na restrikéni bod v G2/M fazi'!”,
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2.3.3 PI3k/Aktsignalizace

Stejné¢ jako NFkB a MAPK signalizace se tato draha fadi do tzv. ,signalizace
preziti“!!8, Proteinkinasa B (Akt) je serin/threonin specifickd proteinkinasa, kterd se
podili na priib&hu bun&éného cyklu, utlumeni apoptdzy a na metabolismu glukosy'!*!2°,
Akt indukuji rastové faktory, jako EGFR ligandy, nebo IZ skrze EFGR aktivaci
fosfatidylinositol 3-kinasy (PI3k)'?!'?2, Po aktivaci PI3k jeji katalytickd podjednotka
(p110) spusti fosfatidylinositol-dependentni kinasu (PDK) 1, fosforylaci threoninu dojde
k pocateéni aktivaci. PDK2 poté fosforyluje serin, coz vede k plné aktivaci Akt'?3. Akt
signalizuje preziti buiiky inhibici proapoptickych proteinii Bax, Bad, Bim a kaspasy 9
(cit. 124126) a zaroven podporuje transkripci genti pro antiapoptické proteiny, napt. Bcl-

xL (cit. 129).

2.3.4 STAT3 signalizace

Signalovy pievodnik a aktivator transkripéniho faktoru (STAT) je aktivovan riznymi
rustovymi faktory, cytokiny a béhem stresu. Z rodiny STAT jsou vyznamné¢ STAT3
a STATS, které podporuji proliferaci rakovinotvornych bunék. Konkrétné STAT3
napoméhd progresi tumoru skrze buiiky imunitniho systému'?’, kde podporuje expresi
imunosupresivnich faktord a blokuje imunostimulaéni molekuly'*®. Podil STAT3
pii onkogenni signalizaci z n&j déla idealni cil pro vyvoj 1é¢iv pii imunoterapii'?®. Mimo
jiné Liang a kol. ve své praci zroku 2012 zjistili, Ze STAT3 podporuje regeneraci
vlasovych bungk pres aktivaci kmenovych bungk, jejich déleni a diferenciaci, obzvlast

129,130

u pacientil po radioterapii , coz by mohlo vést ke zlepSeni kvality Zivota pacienttl.

2.3.5 p53 signalizace

Protein p53 je tumor supresorovy protein'*!. Ztrata nebo mutace tohoto proteinu je
spojena se zvysenym vyskytem rakoviny'®. P¥iblizn& 50 % téchto malignit nese mutaci
pro p53 a zbyvajicich 50 % ma p53 neaktivni'®?. P53 piisobi jako transkripéni faktor,
ktery miize negativné¢ 1 pozitivné ovliviiovat expresi cilovych geni. Vlivem jejich
pusobeni je vyvoldna bunééna odpoveéd’, jako je zastaveni bunécného cyklu a bunécéna
smrt!?,

Koncentrace p53 je siln€ regulovana pomoci ubiquitin ligas, protoze se jedna o silného
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mediatora apoptozy, ktery se bézné v bunkach vyskytuje v nizké koncentraci. Pfi bunécné
odpovédi na stres je p53 stabilizovan pomoci posttranslacnich modifikaci, které ovliviiuji
vazbu p53 na ubiquitin ligasu a vytvaii tak sérii zpétnych vazeb. Nasledné p38 MAPK
fosforyluje p53 na serinu 33 a 46, coz napomaha stabilizaci a aktivaci p53 (cit. 105133),
Aktivovany p53 indukuje expresi wild-type p53-indukované fosfatasy 1 (Wipl), ktera
vytvaii regulaéni negativni zpétnou vazbu na p38 MAPK/p53 signalizaci'>*.

Bcl-2 rodina proteinti s pouze BH3 doménou je pfimym transkripénim cilem p53
(cit. %). Protein Noxa zastdva pouze minoritni roli p¥i spousténi apoptické kaskady.
Protein PUMA je zodpovédny za vétsinu proapoptickych aktivit vyvolanych p53 (cit. '°).
Zatimco nadorové buiiky u radioterapie umiraji skrze nékolik signalizaci bunécné smrti,
zdravé bunky umiraji predevsim apoptoézou, coz déla z PUMA skvély cil pro vyvoj
potencialnich 1é¢iv!3>!3¢, Mnohé studie potvrdily, Ze do¢asna a reverzibilni inhibice p53

112,137

chrani radiosenzitivni tkang, jako gastrointestindlni 13,138

a hematopoeticky systém,

a neni spojend s narastem karcinogenity.

2.4 Radioprotektiva

S objevem negativnich G€inkl IZ bylo nutné zah4jit vyvoj latek s radioprotektivnim
ucinkem, které by bylo mozné pouzit pii planované expozici nebo jadernych havarii
pro ochranu zdravé tkan&'*. Napt. ucinek radioterapie je omezen radiorezistenci
tumorovych bunék a rozsahem poskozeni zdravé tkéané, které se projevuje v podobé

24140141 pomoci latek, které by

bunécné smrti, genetickych mutaci a karcinogeneze
senzitizovaly tumorové bunky nebo pomoci radioprotektivnich latek, které by chranily
zdravou tkan, je mozné rozsifit terapeutické okno radioterapie. ProtoZe IZ indukuje
apoptozu skrze bunéénou odpoved na poskozeni DNA, potencialni radioprotektivni latky
mohou byt mezi signalnimi molekulami této bunééné odpovéedi. Proapoptické faktory
vnitini cesty apoptozy se zdaji byt vhodnym cilem pro radioprotekci. Bcl-2 proteiny, které
maji vice BH domén se nezdaji jako vhodny cil. Napt. Bak a Bax jsou schopni svoji
funkci navzajem nahradit. V praci Wei a kol. z roku 2001 bylo prokazano, ze pouze
bunky, kterym chybi Bak i Bax jsou odolné vici stimulim z vnitini apoptické cesty.
Buiiky, kterym chybi pouze jeden z téchto proteinii, rezistentni nejsou'+2.

Tteti podrodina Bcl-2 rodiny, ktera obsahuje pouze BH3, se zda byt vhodnym cilem.

Garrison a kol. ve svém ¢lanku z roku 2012 uvadi, Ze ptitomnost PUMA a Bim proteinti
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vyznamné zvySuje toxicitu béhem radioterapie a chemoterapie v kostni dieni
a gastrointestinalnim traktu'®. Jejich odstranéni nebo blokovani zvysuje radiorezistenci
systému. Samotnd ztrata Bim k preziti modelového organismu nepfispiva, ale zesiluje
radiorezistenci, pokud chybi i PUMA!'#. Mustata a kol. ve své publikaci z roku 2011
identifikovali a testovali in vitro 13 potencidlnich PUMA inhibitor. Deset z téchto
sloucenin redukovalo apoptézu indukovanou adenovirem. Tii z téchto latek byly dale
testovany na rakovinnych bunéénych liniich, kde radioprotektivni u¢inky vykazovaly
pouze dvé latky®. Vyzkum této diplomové price je proto zaméien na inhibitory
proapoptického proteinu PUMA, které rozruSuji interakci mezi PUMA a antiapoptickymi

¢leny Bel-2 rodiny 4414,

2.4.1 Radioprotektivni latky prirodniho ptivodu

Bunécna radioprotektiva se nachazi v témét vSech zivych buiikach a jejich exprese je
vyvolana bunécnym stresem. Mitochondridlni superoxid dismutasa (SOD) a glutathion
poskytuji radioprotekci preméhovanim $kodlivych ROS na méné $kodlivé latky 'S, SOD
preménuje superoxidové anionty, které vznikaji napf. ptfi oxidativni fosforylaci,
na peroxid vodiku, ktery je nasledné& katalasou pfeménén na vodu a kyslik'*’. Studie
Robbinse a kol. z roku 2014 poukazuje na souvislost mezi ztratou enzymatické aktivity
SOD a zvysenim citlivosti bun&k ke genotoxickym podminkam a rakoving'*®. Glutathion
je tripeptid, ktery se ti€astni mnoha bunécnych funkci, zeyména je vyuzivan pii obrané
bunék pred nebezpednymi nasledky 1Z'%. Vétsinou se vyskytuje ve své redukované
formé& a pomoci glutathionperoxidasy pfeménuje peroxid vodiku na vodu.

Antioxidanty jsou obecné€ uznavané jako radioprotektiva, protoZe blokuji propagacni
fetézec reakci vyvolanych volnymi radikaly'™®. Do této skupiny se predevsim fadi
vitaminy A, C, E, a selen. Vitamin A i C funguji i proti vnitinim radionuklidtim'"-152,
jako je jod-131, ktery se pouziva napf. k 16¢b& rakoviny $titné zlazy'>*. Vitamin C
redukuje chromozomalni aberace vychytavanim volnych radikalt'>*. Srinivasan a kol.
vydali v roce 1992 studii, kde vitamin E samotny, i v kombinaci s radioprotektivem WR-
3689, zvysuje zivotnost ozafenych mysi'>. Steinbrenner a kol. a Tinggi zase ve svych
pracich poukazuji na antioxidac¢ni roli selenoproteinu P pfi obrané proti ROS a reaktivnim
156,157

formam dusiku

Melatonin je hormon $iSinky, ktery je schopny vychytavat hydroxylové a peroxidové
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volné radikaly'®. Také stimuluje imunitni systém, diky ¢emuz snizuje negativni G¢inky

159

IZ na organismus'~”. Antitumorové a radiosensitizujici ucinky melatoninu mohou také

zvysit negativni G¢inky 1Z na tumory!',

2.4.2 Synteticka radioprotektiva obsahujici thiolovou skupinu

Jiz v roce 1949 Patt a kol. zjistili, ze aminokyselina cystein, kterd obsahuje thiolovou

161 Na zakladé t&chto poznatkl byly syntetizovany

skupinu, ma radioprotektivni ucinky
radioprotektivni latky s thiolovou skupinou, zejména amifostin a také PrC-210.
Amifostin se za¢al jako radioprotektivum pouZivat v roce 1995 (cit. '%). Z preklinickych
studii vyplyva, ze amifostin selektivné chrani zdravé bunky zastavenim fetézce reakci
spusténych volnymi radikaly, zrychluje obnovu poskozené DNA a indukuje bunécnou
hypoxii'®*!%*, Amifostin sim nema radioprotektivni Gi¢inky, méni se na aktivni metabolit
WR-1065 pomoci alkalickych fosfatas'®® (viz Obr. 2.3). Selektivni protekce je dana vyssi
akumulaci WR-1065 ve zdravych tkdnich nez v tumorovych bunkach, coz je zplisobeno
nedostateénym  prokrvenim tumorové tkan&!®*!% nizkym intersticidlnim pH
a redukovanou expresi alkalickych fosfatas'®. Huang a kol. prokézali, Ze amifostin
alespont ¢asteéné funguje 53-dependentnim mechanismem'®’. Jeho pouziti v klinické
praxi je ale omezené kviili vedlej$im G¢inkim a toxicite!6%16%,

PrC-210 je nov¢jsi aminothiolovy analog, u kterého bylo prokézano, Ze zabraiuje
druhému az tfetimu stupni radiodermatitidy, ktera je nasledkem radioterapie. Peebles
akol. ve své praci zroku 2012 pisi, ze mySi, kterym byl podan PrC-210

170 Dle navazujici prace Sorefa a kol.

intraperitonalné/oralné, prokazovaly 100% preZziti
zroku 2012 pii experimentech na mySich nebyly prokdzany vedlej$i ucinky jako
nevolnost, zvraceni nebo hypotenze!’!. Tyto vlastnosti PrC-210 z néj délaji vhodného

kandidata pro vyvoj novych radioprotektiv.
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Amifostin Radioterapie

Membréanova alkalicka fosfatasa Chemoterapie
(nepfitomna u tumorovych bunék)

l

Vazba na vysoce
reaktivni nukleofily

Stabilizace DNA L
Jadro Burka

Obr. 2.3: Schéma radioprotekce vyvolané amifostinem. Amifostin se vlivem membranovych alkalickych
fosfatas, které nejsou pritomné u karcinogennich bun¢k, méni na svtij radioprotektivni metabolit WR-1065,
ktery chrani DNA zdravych bunék pied toxickymi u€inky radioterapie a chemoterapie. Pfevzato a upraveno
podle cit. 1”2 v BioRenderu.

2.4.3 Synteticka radioprotektiva neobsahujici thiolovou skupinu

Stabilni nitroxidové radikaly o nizké molekulové hmotnosti vykazuji radioprotektivni

174

G¢inky. Preklinické studie in vitro'” a in vivo'’ ukazuji, Ze oxidovana forma nitroxidi

chrani buniky pted IZ. Redukovany metabolit nitroxidd, hydroxylamin, mize pusobit jako

antioxidant, ale nechréani butiky od poskozeni radiaci'”

. Hlavnim zastupcem této skupiny
je Tempol, se systematickym nazvem 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl
(cit. '7°). V preklinickych studiich na mor&atech, kdy byl Tempol podavan lokalng, bylo
prokéazano, Ze zabratiuje alopecii zptisobené radioterapii'’®. P¥i prvni fazi klinickych testd
na pacientech, ktefi podstoupili ozafovani mozku, bylo potvrzeno, Ze Tempol muize

zabratiovat alopecii u lidi se zanedbatelnymi vedlej$imi Gginky!”’

. Nasledna preklinicka
studie potvrdila, Ze Tempol chréni slinné zlazy od Skodlivych Uc€inkd IZ a nechrani
tumorové buiikky. Bylo vypozorovano, ze intracelularni redukce Tempolu na jeho

neradioprotektivni hydroxylamin probih4 dvakrat rychleji v nddorovych butikdch!’®.
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Bisbenzimidazoly jsou heterocyklické aromatické slouceniny, které nasedaji na maly
7labek DNA a vykazuji radioprotektivni 1ucinky'””. DNA ligandy odvozené
od bisbenzimidazoli jako H-342 nebo H-258 snizuji tvorbu mikrojader vyvolanou 1Z'%°.
Mikrojadra se vétSinou nachdzi u rakovinovych bunék a vznikaji z chromozomalnich
fragmentt, které nejsou zaclenény do jadra dcetfinych bun€k pti bunééném d€leni. Martin
a kol. ve své praci zroku 2004 pfipravili a otestovali novy analog H-343
(methylproamin), ktery ma az 100x vyssi potencidl nez aktivni metabolit amifostinu WR-

1065 (cit. 18).
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3 Cil prace
Cilem prace bylo pfipravit sérii aromatickych derivati obsahujicich 1-(2-
hydroxyethyl)piperazin.

1) Syntéza prekurzorii na bazi 1-brom-3-fenoxypropan-2-olu substituovanych
na aromatickém kruhu alkoxylovymi skupina, nitro skupinami nebo halogeny,
piipadné jejich kombinaci.

2) Syntéza 1-(R-fenoxy)-3-(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl)propan-2-oli
z ptislusnych prekurzorG pfipojenim 1-(2-hydroxyethyl)piperazinové skupiny
a pfevedeni latek na rozpustnéjsi hydrochloridové soli.

3) Osvojit si metodiku ptipravy latek a purifika¢nich procest, naucit se interpretovat

spektralni analyzy latek.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1

Pouzity material a pristrojové vybaveni

4.1.1 Chemikalie pro organickou syntézu

1-(2-hydroxyethyl)piperazin 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
2,3-dinitrofenol min. 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
2,4,5-trichlorfenol 95 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
2,5-dinitrofenol 97 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
2-fluor-4-nitrofenol 99 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
2-chlor-4-fluorfenol 99 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
2-methoxy-4-nitroanilin 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
2-methoxy-5-nitrofenol 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
3.,4,5-trifluorfenol min. 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
3,4-dichlorfenol 99 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
3,4-dimethoxyfenol 97 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
3.,4-dinitrofenol min. 97 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
3-fluor-4-nitrofenol 99 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
3-chlorfenol 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
3-methoxyfenol 96 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
4-(4-fluorfenoxy)fenol 97 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
4-ethoxyfenol 99 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
4-fluorfenol 99 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
4-chlor-3-nitrofenol 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
4-methoxy-2-nitrofenol 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
4-methoxyfenol min. 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
4-nitroguaiacol 97 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
Acetonitril p.a. (Penta Chemicals, Ceska republika)
Amoniak vodny roztok 25-29% p.a. (Penta Chemicals, Ceska republika)
Anilin min. 99 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dimethylformamid p.a. (VWR International)
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Epibromhydrin 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

Ethanol absolutni p.a. (Penta Chemicals, Ceska republika)
Ethylacetat p.a. (Penta Chemicals, Ceska republika)

Heptan p.a. (Penta Chemicals, Ceska republika)

Hydroxid sodny, perli¢ky, p.a. (Penta Chemicals, Ceska republika)
Chloroform p.a. (Penta Chemicals, Ceska republika)

Jodid draselny, p.a. (Penta Chemicals, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Penta Chemicals, Ceské republika)
Methanol p.a. (Penta Chemicals, Ceska republika)

Piperidin p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

Silikagel 60 (Merck, Némecko)

Toluen bezvody p.a. (VWR International, Spojené staty americké)
Uhligitan draselny p.a. (Penta Chemicals, Ceska republika)
Uhli¢itan sodny p.a. (VWR International, Spojené staty americké)

4.1.2 Instrumentalni vybaveni

Analytické vahy (Mettler Toledo, Svycarsko)

Automatické pipety (Brand, Némecko)

Bodotavek (Intaco Micro spol. s.r.o., Ceska republika)

Magneticka michacka s topenim AREA (Velp Scientifica, Ceska republika)
Véhy elektrické ptredvazovaci (Denver Instrument, Spojené staty americke)
Rotacni vakuova odparka (Heidolph, Némecko)

Silica Gel Aluminium Plate 60 F2s4 (Merck, Némecko)

4.1.3 Analyza produktii

Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Struktura latek byla potvrzena pomoci '"H NMR a '3C NMR na pfistroji Varian VNMR
S500, od firmy Varian Comp. (Palo Alto, USA). Pracovni frekvence byla 500 MHz

pro 'H a 125 MHz pro '*C. Chemicky posun (d) je v jednotkach ,,parts per million*, ppm,

a je vztazen k tetramethylsilanu, ktery se pouziva jako interni standard. Analyza byla
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provedena pracovniky Katedry anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Vysledky byly interpretovany v programu
MestreNova (Mestrelab Research, verze 12.0.0-20080).

Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Latky byly potvrzeny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
spojené s hmotnostnim spektrometrem (MS). HPLC systém pouzity pro méfeni byl
Dionex Ultimate 3000 UHPLC: RS pumpa, RS kolonovy kompartment, RS autosampler,
detektor diodového pole fizeny softwarem Chromeleon 6.80. Hmotnostni spektrometr Q
Exactive Plus Orbitrap byl propojen pomoci HESI (z angl. Heated Electrospray
Ionization) zdroje a byl ovladan softwarem Thermo Xcalibur 3.1.66.10. Analyzu provedl
PharmDr. Lukas Prchal, Ph.D. z Centra biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice
v Hradci Kralové. Pro vypocet m/z jednotlivych latek byl pouzit software ChemDraw
Ultra 12.0.2 (CD). Pro ziskani hodnot logaritmu rozdélovaciho koeficientu (P) byl pouzit
software CD Ultra 12.0.2. a software Marvin verze 14.9.8.0 (Ma).

27



4.2 Obecny postup syntéz
Obecny postup 1 (OP1) — prvni krok syntézy

Tento postup byl modifikovan dle publikace Marek a kol. z roku 2020 (cit. '+).
Epibromhydrin (5 ekv.) byl zahtat na teplotu refluxu, tzn. 135 °C. (viz Tab. 4.1). Nésledné
byl ptidan odpovidajici substituovany fenol (1 ekv.) (viz Tab. 4.1) a jako katalyzator byla
pfidana jedna kapka piperidinu. Reakce probihala za stdlého michani po dobu tfi hodin.
Pro monitorovani reakce byla pouzita silikagelova tenkovrstva chromatografie (TLC),
mobilni faze byla vybirana pro kazdou reakci zvlast’ a je uvedena u konkrétnich reakei.
Po zchladnuti byla reakéni smés ¢iSténa pomoci sloupcové chromatografie (50 cm). Jako
stacionarni faze byl zvolen silikagel 60. Mobilni fdze byla zvolena na zdklad¢ TLC
detekce (viz Kap. 4.2.1-19). Vybrané frakce byly odpatfeny do konstantni hmotnosti.
Struktura latek byla potvrzena pomoci MS analyzy.

Tab. 4.1: Piehled oznaceni latek a jejich substituenty v konkrétnich lokantech

Latky -R1 -R2 -R3 -R4 -R5
la -H -H -H -H -OCH;
2a -H -H -OCH;3 -H -OCHj3
3a -H -H -H -H -OCH>CH3
4a -OCH; -H -H -H -NO2
5a -H -H -Cl -H -H
6a -H -H -Cl -H -Cl
7a -Cl -H -H -Cl -Cl
8a -H -H -H -H -F
9a -Cl -H -H -H -F
10a -H -H -F -F -F
11a -H -H -H -H -(4-fluorfenoxy)
12a -F -H -H -H -NO;
13a -H -H -F -H -NO;
14a -NO; -H -NO> -H -H
15a -NO; -H -H -NO; -H
16a -H -H -NO> -H -Cl
17a -NO; -H -H -H -CH;
18a -H -H -NO; -H -NO;
19a -H -H -OCH; -H -H
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Obecné reakéni schéma OP1:

Rs Ry Rs Ry
0 piperidin
Ao B - nl e

Obecny postup 2 (OP2) — druhy krok syntézy

Tento postup byl modifikovan dle publikace Filipova a kol. zroku 2020 a dle
publikace Marek a kol. z roku 2020 (cit. *+!45). K 1-(2-hydroxyethyl)piperazinu (1,5
ekv.) v 30 ml acetonitrilu byl pfidan ptislusny prekurzor (1 ekv.) z prvniho kroku spolu
s uhli¢itanem draselnym (3 ekv.). Reakce byla michdna po dobu 5 hodin za refluxu
(85 °C). Po zchladnuti byla smés prefiltrovana na frité s velikosti port S4. Smés byla poté
odparena do konstantni hmotnosti. Nasledné byla provedena sloupcova chromatografie
se silikagelem 60 jako stacionarni fazi. Mobilni fdze byla zvolena na zadklad¢ analyzy
TLC pro kazdou reakci zvlast a je uvedena u kazdé latky (viz Kap. 4.2.1-19). Vhodné
frakce byly odpareny do konstantni hmotnosti. Struktura latek byla potvrzena pomoci MS
analyzy a pomoci NMR analyzy.

Obecné reakéni schéma OP2:

Y

.\ [Nj K,CO3 (3 ekv.)
R R R
3 2 AcCN, 5h, 85°C 3 Ra

Rs Ry Rs Ry

Obecny postup 3 (OP3) — ptevod produktu na hydrochloridovou sl

VysuSend latka byla rozpusténa v 10 ml methanolu. Nasledné byla ptidana jedna kapka
35% kyseliny chlorovodikové. Smés byla michéna po dobu 24 hodin za pokojové teploty.
Poté byla smés odpatena. Byly pfidany 4 ml absolutniho ethanolu a smés znovu odpatena.

Tento proces byl zopakovan dvakrat. Bailkka s produktem byla nasledné¢ umisténa
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pod vakuum a obsah byl vysuSen do konstantni hmotnosti. Obecny vzorec je vidéet

na Obr. 4.1.

R, R,

Obr. 4.1: Obecny vzorec hydrochloridové soli substituovanych derivati 1-(2-hydroxyethyl)piperazinu
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4.2.1 Priprava 1-(4-methoxyfenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (1b)

Pro ziskani latky 1a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (5,55 g, 39,9 mmol) a z 4-
methoxyfenolu (1,00 g, 8,06 mmol) bylo ziskdno 1,30 g produktu (vytézek 62 %). Jako
mobilni faze pro sloupcovou chromatografii a pro TLC byla /_(*Br
pouzita smés heptan/ethylacetat (5:1). Identita latky byla \OOO OH

potvrzena pomoci MS. Obr.4.2: 1a

HRMS: m/z 261,0122 [M"] zmé&feno
m/z 261,0121vypocteno pro [CioH14BrOs']

Latka 1b byla ziskdna pomoci OP2. Zlatky 1a (1,30 g, 4,98 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,969 g, 7,44 mmol) za pfitomnosti K.CO; (2,07 g,
14,94 mmol) bylo ziskdno 1,06 g produktu (vytézek 69 %). Jako mobilni faze byla
pouzita smés ethylacetat:methanol:amoniak N/_\N /o OH
(6:2:0,2). Latka 1b byla nasledng pfevedena na | /—( p—
svou hydrochloridovou stl podle OP3. Finalni OOO o
produkt je bily olej o &istoté >95 %. Identita Obr. 4.3: 1b

latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 311,1962 [M*] zmé&ieno
m/z 311,1965 vypoéteno pro [CisH27N2047]

NMR: 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) § 6.91 — 6.80 (m, 4H), 4.15 — 4.07 (m, 1H),
3.93(dd,/=9.8,4.4 Hz, 1H), 3.88 (dd, J=9.8, 5.7 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.72 (t, /= 5.9
Hz, 2H), 2.88 — 2.58 (m, 12H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) § 154.15, 153.03, 115.21, 114.28, 71.07, 66.80,
60.32, 59.35, 57.60, 54.71, 52.40, 52.25.

Celkova vytéznost latky 1b byla 42 %.
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4.2.2 Priprava 1-(3,4-dimethoxyfenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (2b)
Pro ziskéni latky 2a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (4,44 g, 32,4 mmol) a z 3,4-

dimethoxyfenolu (1,00 g, 6,49 mmol) bylo ziskéno 1,79 g produktu (vytézek 95 %). Jako
o

mobilni faze pro sloupcovou chromatografii a pro TLC byla /_( Br
\
O—<E >—

pouzita smés heptan/ethylacetat (1:1). Identita latky byla O OH

potvrzena pomoci MS. Obr. 4.4: 2a

HRMS: m/z 291,0195 [M*] zmé&feno
m/z 291,0226 vypocteno pro [Ci1Hi6BrOs]

Latka 2b byla ziskdna pomoci OP2. Zlatky 2a (1,79 g, 6,15 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (1,20 g, 9,22 mmol) za pfitomnosti K,COs3 (2,55 g, 18,45 mmol)

bylo ziskano 0,966 g produktu (vytézek 46 %). S\ _/—OH
Jako mobilni faze byla pouZita smés N

N
| N ~
ethylacetat:methanol:amoniak (6:2:0,2). Latka ©O o OH

2b byla nasledné¢ prevedena na svou o\
hydrochloridovou sul podle OP3. Finalni Obr. 4.5: 2b

produkt je hnédy olej o Cistoté >95 %. Identita latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 341,2069 [M*] zmé&feno
m/z 341,2071 vypo&teno pro [Ci7H29N205"]

NMR: 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) & 6.84 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.61 (d, J = 2.8
Hz, 1H), 6.46 (dd, J = 8.8, 2.8 Hz, 1H), 4.13 — 4.03 (m, 1H), 3.94 (dd, J = 9.8, 4.3 Hz,
1H), 3.87 (dd, J = 9.8, 5.8 Hz, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.68 (t, J = 6.0 Hz, 2H),
2.78 = 2.37 (m, 12H).

13C NMR (126 MHz, MeOD) & 153.91, 150.11, 143.61, 112.89, 104.36, 100.94,
71.10, 66.98, 60.75, 59.84, 58.34, 55.90, 55.00, 52.96, 52.91.

Celkova vytéznost latky 2b byla 44 %.
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4.2.3 Priprava 1-(4-ethoxy)-3-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-
yl]propan-2-ol (3b)
Pro ziskani latky 3a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (4,96 g, 36,2 mmol) a z 4-
ethoxyfenolu (1,00 g, 7,24 mmol) bylo ziskano 0,696 g produktu (vytézek 35 %). Jako

mobilni faze pro sloupcovou chromatografii a pro TLC byla /_( Br
. : N\

pouzita smé&s heptan/ethylacetat (5:1). Identita latky byla OOO OH

potvrzena pomoci MS. Obr. 4.6: 3a

HRMS: m/z 275,0281 [M*] zméieno
m/z 275,0277 vypo&teno pro [C11Hi6sBrOs;"]

Latka 3b byla ziskdna pomoci OP2. Z latky 3a (0,696 g, 2,53 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,494 g, 3,79 mmol) za pritomnosti KoCO3 (1,05 g, 7,59 mmol)
bylo ziskédno 0,669 g produktu (vytézek 81 %). Jako mobilni faze byla pouzita smés

ethylacetat:methanol:amoniak (6:2:0,2). N ‘N_/_OH
Findlni produkt je hnédy olej o ::: /_(

O O OH
&istotd >95 %. Identita latky byla potvrzena —/

Obr. 4.7: 3b
pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 325,2119 [M"] zmé&feno
m/z 325,2122 vypo&teno pro [Ci7H20N2047]

NMR: 'H NMR (500 MHz, Methanol-d4) § 6.89 — 6.78 (m, 4H), 4.08 (ddt, J=7.7, 5.8,
4.5 Hz, 1H), 4.00 — 3.83 (m, 4H), 3.69 (t, /= 6.0 Hz, 2H), 2.82 — 2.48 (m, 12H), 1.34 (t,
J=17.0 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, MeOD) § 153.34, 153.06, 115.19, 115.07, 71.19, 66.98,
63.63, 60.69, 59.76, 58.22, 52.84, 52.82, 13.88.

Celkova vytéznost latky 3b byla 28 %.
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4.2.4 Priprava 1-(2-methoxy-4-nitrofenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (4b)
Pro ziskani latky 4a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (4,05 g, 29,6 mmol) a z 4-

nitroguaiacolu (1,00 g, 5,91 mmol) bylo ziskéno 1,11 g produktu (vytézek 61 %). Jako
\

mobilni faze pro sloupcovou chromatografii a pro TLC byla o} /_(7|3r
pouzita smés heptan/ethylacetat (1:1). Identita latky byla OQNO— d oH
potvrzena pomoci MS.

Obr. 4.8: 4a

HRMS: m/z 305,9807 [M*] zméieno
m/z 305,9972 vypoéteno pro [CioH;3BrNOs ']

Latka 4b byla ziskdna pomoci OP2. Zlatky 4a (1,11 g, 3,63 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,609 g, 4,68 mmol) za piitomnosti K.CO3; (1,51 g,
10,89 mmol) bylo ziskdno 1,06 g produktu (vytézek 82 %). Jako mobilni faze byla

pouzita smés ethylacetat:methanol:amoniak \ /\ _/_OH
O N N

(6:2:0,2). Latka 4b byla nasledné pfevedena /—( /

na svou hydrochloridovou stul podle OP3. O2N © OH

Finalni produkt je hn&dy olej o &istoté >95 %. Obr. 4.9: 4b

Identita latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 356,1809 [M*] zmé&ieno
m/z 356,1816 vypo&teno pro [CisH26N306"]

NMR: 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) & 7.88 (td, J = 8.9, 2.7 Hz, 1H), 7.79 (d, J =
2.6 Hz, 1H), 7.12 (d, /=9.0 Hz, 1H), 4.21 — 4.17 (m, 1H), 4.17 — 4.04 (m, 2H), 3.93 (s,
3H), 3.70 (dt, J=14.2, 5.9 Hz, 2H), 2.91 — 2.40 (m, 12H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) & 154.11, 149.24, 141.49, 117.25, 111.45, 106.42,
71.92, 66.69, 60.24, 59.56, 57.88, 55.40, 52.70, 52.55.

Celkova vytéznost latky 4b byla 50 %.
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4.2.5 Priprava 1-(3-chlorfenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (5b)

Pro ziskani latky 5a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (5,33 g, 38,9 mmol) a z 3-
chlorfenolu (1,00 g, 7,78 mmol) bylo ziskdno 0,872 g produktu (vytézek 42 %). Jako
mobilni faze pro sloupcovou chromatografii a pro TLC byla cl /_( Br
pouzita smés heptan/ethylacetat (1:1). Identita litky byla @O OH

potvrzena pomoci MS. Obr. 4.10: 52

HRMS: m/z 264,9631 [M*] zméieno
m/z 264,9625 vypo&teno pro [CoHi1BrClO:"]

Pro ziskani latky 5b byl pouzit OP2. Z latky 5a (0,872 g, 3,28 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,642 g, 4,93 mmol) za pritomnosti KoCO3 (1,36 g, 9,84 mmol)
bylo ziskéno 0,918 g smési vedlejSich produkti a I\ _/—OH

, , . , ) Cl N N
vychozich latek. Analyza MS prokézala /_( _/
pfitomnost latky 5b ve smési, o 80% cistoté. Jako @O OH
mobilni faze byla pouzita smes Obr. 4.11: 5b

ethylacetat:methanol:amoniak (4:4:0,2).

HRMS: m/z 315,1476 [M"] zmé&feno
m/z 315,1470 vypo&teno pro [CisH24CIN2O3 ]

Byla provedena druha sloupcova chromatografie se stejnou mobilni fazi za ucelem
zvySeni Cistoty produktu. MS analyza nepotvrdila pfitomnost latky v analyzovanych

frakcich. Latku se nepodafilo izolovat.

Reakce pro ziskani latky Sb byla provedena znovu. Dle OP2 byla nasazena Sa
(0,500 g, 1,88 mmol) s 1-(2-hydroxyethyl)piperazinem (0,368 g, 2,83 mmol) a Ko2CO3
(0,780 g, 5,64 mmol). Stejné mnozstvi latek bylo nasazeno dle modifikovaného OP2, kdy
teplota reak¢éni smési byla 50 °C. MS analyza neprokéazala Zadny rozdil mezi jednotlivymi
experimenty a reakéni smési byly spojeny. Pro pfecisténi smési byla pouzita sloupcova

chromatografie, jako mobilni faze byla pouzita smés ethylacetat:methanol:amoniak

35



(6:2:0,2). Bylo ziskano 1,10 g produktu (vytézek 92 %). Léatka 5b byla nasledné
pievedena na svou hydrochloridovou siil podle OP3. Finalni produkt je Zluty olej o Cistoté

>95 %. Identita latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 315,1476 [M"] zmé&feno
m/z 315,1470 vypoéteno pro [Ci1sH24CIN203"]

NMR: 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) § 7.38 (d, J = 8.9 Hz, 1H),7.30 (s,1H), 7.08
(d,J=2.9 Hz, 1H), 6.91 (dd, J=8.9, 2.9 Hz, 1H), 4.17 — 4.10 (m, 1H), 4.02 (dd, J= 9.8,
4.0 Hz, 1H), 3.94 (dd, J=9.8, 5.8 Hz, 1H), 3.75 (t, J= 5.7 Hz, 2H), 3.60 (q, J = 7.0 Hz,
1H), 3.08 — 2.60 (m, 12H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) § 158.30, 132.30, 130.45, 123.48, 117.00, 113.27,
71.03, 66.55, 59.90, 58.98, 56.14, 52.25, 51.85.

Celkova vytéznost latky Sb byla 39 %.
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4.2.6 Priprava 1-(3,4-dichlorfenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (6b)

Pro ziskéni latky 6a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (4,19 g, 30,1 mmol) a z 3,4-
dichlorfenolu (1,00 g, 6,13 mmol) bylo ziskéno 1,14 g produktu (vytézek 62 %). Jako
mobilni faze pro sloupcovou chromatografii a pro TLC byla “ /_( o
pouzita smées heptan/ethylacetat (1:1). Identita latky byla ClOO OH

potvrzena pomoci MS. Obr. 4.12: 6a

HRMS: m/z 296,9081 [M*] zméieno
m/z 296,9090 vypocteno pro [CoHsBrCl,O7]

Latka 6b byla ziskdna pomoci OP2. Zlatky 6a (1,14 g, 3,80 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,749 g, 5,75 mmol) za pfitomnosti KoCO3 (1,58 g, 11,4 mmol)
bylo ziskano 1,13 g produktu (vytézek 85 %). Jako mobilni faze byla pouzita smés
ethylacetat:methanol:amoniak (6:2:0,2). Latka /_\N e OH

Cl N
6b byla nasledné¢ pfevedena na svou /—( —
Cl O OH

hydrochloridovou sul podle OP3. Finalni
s ov .y « . Obr. 4.13: 6b
produkt je rizovy olej o Cistoté >95 %. Identita

latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 349,1079 [M*] zméfeno
m/z 349,1080 vypoéteno pro [C1sHa3ChN20;5']

NMR: 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) § 7.39 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.14 (d, J=2.9
Hz, 1H), 6.91 (dd, J = 8.9, 2.9 Hz, 1H), 4.17 — 4.09 (m, 1H), 4.02 (dd, J = 9.8, 4.0 Hz,
1H), 3.95 (dd, J=9.8, 5.8 Hz, 1H), 3.75 (t, J= 5.7 Hz, 2H), 3.60 (g, J = 7.0 Hz, 1H), 3.07
—2.56 (m, 12H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) § 158.29, 132.32, 130.55, 123.53, 116.24, 114.67,
71.03, 66.54, 59.87, 59.10, 57.14, 52.25, 51.84.

Celkova vytéznost latky 6b byla 53 %.
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4.2.7 Priprava 1-(2,4,5-trichlorfenoxy)3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (7b)
Pro ziskani latky 7a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (3,47 g, 39,9 mmol) a z 2,4,5-
trichlorfenolu (1,00 g, 5,06 mmol) bylo ziskano 1,00 g cl

Br
produktu (vytézek 59 %). Jako mobilni faze pro sloupcovou o z 2 O/_(

OH

chromatografii a pro TLC byla pouzita smés
Cl

heptan/ethylacetat (1:1). Identita latky byla potvrzena Obr. 4.14: 7a

pomoci MS.

HRMS: m/z 330,8691 [M ] zmé&ieno
m/z 330,8700 vypocteno pro [CoHoBrCl307]

Latka 7b byla ziskdna pomoci OP2. Zlatky 7a (1,00 g, 2,99 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,585 g, 4,49 mmol) za pritomnosti KoCO3 (1,24 g, 8,97 mmol)
bylo ziskdano 1,02 g produktu (vytéZek 89 %). Jako mobilni faze byla pouzita smés

”» . : . : /\ OH
ethylacetat:methanol:amoniak (6:2:0,2). Latka o N N—/_
7b byla nasledné¢ prevedena na svou /—( —/

Cl (0] OH
hydrochloridovou stl podle OP3. Findlni
produkt je rizovy olej o Cistoté >95 %. Identita cl
Obr. 4.15: 7b

latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 383,0689 [M*] zmé&ieno
m/z 383,0691 vypoéteno pro [CisH2CI3N203"]

NMR: 'HNMR (500 MHz, Methanol-ds) § 7.56 (s, 1H), 7.31 (s, 1H), 4.21 — 4.14 (m,
1H), 4.14 — 4.03 (m, 2H), 3.80 — 3.74 (m, 2H), 2.97 (s, 4H), 2.87 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 2.84
—2.81 (m, 4H), 2.75 (dd, J = 13.0, 4.9 Hz, 1H), 2.72 — 2.64 (m, 1H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) § 153.80, 130.98, 130.47, 123.74, 121.97, 115.17,
71.94, 66.51, 59.76, 58.93, 56.94, 56.82, 52.18, 51.59.

Celkova vytéznost latky 7b byla 53 %.
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4.2.8 Priprava 1-(4-fluorfenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyehtyl)piperazin-1-yl]-propan-2-ol (8b)
Pro ziskani latky 8a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (6,11 g, 44,0 mmol) a z 4-
fluorfenolu (1,00 g, 8,92 mmol) bylo ziskéno 0,713 g produktu Br
(vjtézek 32%). Jako mobilni fize pro sloupcovou @ /_(

0] OH

chromatografii a pro TLC byla pouzita smés heptan/ethylacetat
Obr. 4.16: 8a

(5:1). Identita latky byla potvrzena pomoci MS.

HRMS: m/z 248,9921 [M '] zméieno
m/z 248,9921 vypoéteno pro [CoH;1BrFO; ]

Latka 8b byla ziskdna pomoci OP2. Z latky 8a (0,713 g, 2,86 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,559 g, 4,29 mmol) za pritomnosti KoCO3 (1,19 g, 8,58 mmol)
bylo ziskdno 0,686 g produktu (vytézek 80 %). Jako mobilni faze byla pouzita smés

ethylacetat:methanol:amoniak (6:2:0,2). Latka /—\ _/—OH
8b byla nasledné pievedena svou /_( \_/
hydrochloridovou stl podle OP3. Finalni @

produkt je c&erveny olej o Cistot€ >95 %. Obr. 4.17: 8b

Identita latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 299,1771 [M"] zmé&ieno
m/z 299,1765 vypo&teno pro [CisH24FN20Os3"]

NMR: 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) § 7.04 — 6.96 (m, 2H), 6.96 — 6.89 (m, 2H),
4.13 (ddt,J=17.8,5.7, 4.4 Hz, 1H), 3.98 (dd, /= 9.7, 4.3 Hz, 1H), 3.92 (dd, J=9.7, 5.7
Hz, 1H), 3.75 (t, J= 5.7 Hz, 2H), 2.88 (s, 4H), 2.80 (q, /= 5.7, 4.9 Hz, 6H), 2.75 — 2.61
(m, 2H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) & 158.32, 156.44, 115.46, 115.39, 115.38, 115.19,
71.00, 66.66, 60.05, 59.13, 57.22, 52.22, 51.91.

Celkova vytéznost latky 8b byla 26 %.
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4.2.9 Priprava 1-(4-fluor-2-chlorfenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (9b)
Pro ziskani latky 9a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (4,67 g, 34,1 mmol) a z 4-

fluor-2-chlorfenolu (1,00 g, 6,82 mmol) bylo ziskano 1,00 g Br
produktu (vytézek 52 %). Jako mobilni faze pro sloupcovou 4@70/_(07_'
chromatografii a pro TLC byla pouzita smés -
heptan/ethylacetat (5:1). Identita latky byla potvrzena Obr. 4.18: 92

pomoci MS.

HRMS: m/z 282,9577 [M'] zméieno
m/z 282,9587 vypocteno pro [CoH7BrF;0:7]

Latka 9b byla ziskdna pomoci OP2. Z latky 9a (1,00 g, 3,53 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,695 g, 5,34 mmol) za pfitomnosti K>CO; (1,46 g,
10,59 mmol) bylo ziskdno 0,564 g produktu (vytézek 48 %). Jako mobilni faze byla
pouzita smés ethylacetat:methanol:amoniak /_\N—/_ on

Cl N
/
(6:2:0,2). Latka 9b byla nasledné pievedena na F‘Goﬁg

svou hydrochloridovou sil podle OP3. Finalni
. . . . Obr. 4.19: 10b
produkt je Cerveny olej o Cistoté >95 %. Identita

latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 331,1232 [M*] zméfeno
m/z 331,1230 vypocteno pro [CoH7BrFz027]

NMR: 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) § 7.19 (dd, J = 8.2, 3.0 Hz, 1H), 7.09 (dd, J
=9.1, 4.9 Hz, 1H), 7.06 — 6.98 (m, 1H), 4.19 — 4.11 (m, 1H), 4.06 — 3.99 (m, 2H), 3.71
(t, J= 5.8 Hz, 2H), 2.92 — 2.55 (m, 12H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) § 174.99, 157.60, 155.69, 151.16, 123.26, 116.92,
114.74, 113.94, 72.13, 66.77, 60.36, 59.49, 57.76, 56.93, 52.61.

Celkova vytéznost latky 9b byla 25 %.
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4.2.10 Priprava 1-(3,4,5-trifluorfenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (10b)

Pro ziskani latky 10a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (4,63 g, 33,8 mmol) az 3.,4,5-
trifluorfenolu (1,00 g, 6,75 mmol) bylo ziskano 0,678 g E Br
produktu (vytézek 35 %). Jako mobilni faze pro sloupcovou . O/_(O;
chromatografii a pro TLC byla pouzita smés
heptan/ethylacetat (5:1). Identita latky byla potvrzena Obr. 4.20: 10a
pomoci MS.

HRMS: m/z 282,9577 [M'] zméieno
m/z 282,9587 vypocteno pro [CoH7BrF;0:7]

Latka 10b byla ziskana pomoci OP2. Z latky 10a (0,678 g, 2,38 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,466 g, 3,58 mmol) za pritomnosti KoCO3 (1,00 g, 7,24 mmol)
bylo ziskano 0,611 g produktu (vytéZzek 77 %). Jako mobilni faze byla pouZita smés
ethylacetat:methanol:amoniak (6:2:0,2). Latka F N/_\N _/ OH
10b byla nasledné¢ pievedena na svou /—( —/
hydrochloridovou stl podle OP3. Finalni F@O or
produkt je ¢erveny olej o Cistote¢ >95 %. Identita F

Obr. 4.21: 10b
latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 335,1575 [M*] zméieno
m/z 335,1577 vypoéteno pro [CisH22F3N203"]

NMR: 'HNMR (500 MHz, Methanol-ds) & 6.80 — 6.70 (m, 2H), 4.14 — 4.06 (m, 1H),
4.03 —3.97 (m, 1H), 3.94 — 3.88 (m, 1H), 3.73 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.90 — 2.54 (m, 12H).

13C NMR (126 MHz, MeOD) & 174.99, 154.79, 152.36, 150.31, 135.34, 133.42,
99.06, 71.53, 66.54, 59.98, 59.33, 57.48, 56.93, 52.49, 52.17.

Celkova vytéznost latky 10b byla 27 %.
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4.2.11 Priprava 1-[4-(4-fluorfenoxy)fenoxy)]-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (11b)
Pro ziskani latky 11a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (3,35 g, 24,5 mmol) a z 4-(4-

fluorfenoyx)fenolu (1,00 g, 4,90 mmol) bylo ziskano HO Br
1,18 g produktu (vytézek 74 %). Jako mobilni faze pro O
sloupcovou chromatografii a pro TLC byla pouzita smés G
heptan/ethylacetat (3:1). Identita latky byla potvrzena F @O
pomoci MS.

Obr. 4.22: 11a

HRMS: m/z 339,0039 [M ] zmé&ieno
m/z 339,0039 vypocteno pro [CisHi3BrFO;57]

Latka 11b byla ziskana pomoci OP2. Spojenim latky 11a (1,18 g, 3,63 mmol) a 1-(2-

hydroxyethyl)piperazinu (0,709 g, 5,45 mmol) N/ \ oH
za ptitomnosti KoCOs (1,51 g, 10,89 mmol) Q
HO N
bylo ziskano 0,633 g produktu (vytézek 47 %). 4)_/
g e P X O
Jako mobilni faze byla pouzita smés
ethylacetat:methanol:amoniak (4:4:0,2). Latka Q

11b byla nasledné¢ pievedena na svou FOO

hydrochloridovou siill podle OP3. Findlni Obr. 4.23: 11b

produkt je riizovy olej o Cistoté >95 %. Identita

latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 391,2022 [M "] zmé&feno
m/z 391,2028 vypo&teno pro [C21H2sFN204"]

NMR: 'HNMR (500 MHz, DMSO-ds) § 7.22 — 7.14 (m, 2H), 6.99 — 6.94 (m, 6H), 3.98
~3.91 (m, 2H), 3.88 — 3.81 (m, 1H), 3.51 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.53— 2.35 (m, 12H).

BC NMR (126 MHz, DMSO) & 172.50, 155.53, 150.35, 120.69, 119.68, 119.61,
116.92, 116.74, 116.26, 71.92, 66.89, 61.25, 53.37.

Celkova vytéznost latky 11b byla 35 %.
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4.1.12 Priprava 1-(2-fluor-4-nitrofenoxy)3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (12b)

Pro ziskani latky 12a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (4,42 g, 31,8 mmol) a z 2-
fluor-4-nitrofenolu (1,00 g, 6,37 mmol) bylo ziskdno 1,20 g produktu (vytézek 63 %).
Jako mobilni faze pro sloupcovou chromatografii a pro TLC F /_( Br
byla pouzita smés heptan/ethylacetat (1:1). Identita latky OzN‘GO OH

byla potvrzena pomoci MS. Obr. 4.24: 12a

HRMS: m/z 291,9618 [M '] zmé&feno
m/z 291,9626 vypocteno pro [CoHsBrFNO4]

Latka 12b byla ziskana pomoci OP2. Z latky 12a (0,590 g, 2,01 mmol) a z 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,393 g, 3,02 mmol) za pomoci K>COs (0,83 g, 6,03 mmol)
byla ziskdna reak¢ni smés. Stejné mnoZstvi vychozich latek bylo zpracovano podle
modifikovaného OP2, kdy reakéni smés byla michana pii 50 °C. MS analyza obou
reakCnich smési prokazala totoznou identitu. Reak¢éni smési byly spojeny a dale
zpracovavany spolecné. Po dvojitém piecisténi sloupcovou chromatografii bylo ziskano

0,960 g produktu (vytézek 70 %). Jako mobilni faze byla pouzita smés

ethylacetat:methanol:amoniak (6:2:0,2). ™\ _/—OH
F N N

Latka 12b byla nasledné pfevedena na svou /_( _/

hydrochloridovou sl podle OP3. Findlni O2N o OH

produkt je oranzovy olej o Cistoté >95 %. Obr. 4.25: 12b

Identita latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 344,1591 [M*] zméfeno
m/z 344,1616 vypo&teno pro [CisH23FN3Os']

NMR: 'HNMR (500 MHz, Methanol-ds) 5 8.49 (s, 1H), 8.17 (dd, J = 8.3, 3.0 Hz, 1H),
7.14 (dd, J=9.1, 4.9 Hz, 1H), 4.17 — 4.10 (m, 1H), 4.06 — 3.98 (m, 2H), 3.70 (t, J = 5.8
Hz, 2H), 2.94 — 2.54 (m, 12H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) & 157.50, 155.69, 152.14, 124.45, 121.25, 116.91,
83.15, 81.16, 72.13, 66.76, 60.35, 58.98, 57.75, 56.93, 52.60.

Celkova vytéznost latky 12b byla 44 %.
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4.1.13 Priprava 1-(3-fluor-4-nitrofenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (13b)
Pro ziskani latky 13a byl pouzit OP1. Spojenim epibromhydrinu (4,42 g, 31,8 mmol)
a 3-fluor-4-nitrofenolu (1,00 g, 6,37 mmol) bylo ziskdno 1,02 g produktu (vytézek 55 %).
Jako mobilni faze pro sloupcovou chromatografii a pro TLC R /_( Br
byla pouzita smés heptan/ethylacetat (1:1). Identita latky 02N4©—o OH
byla potvrzena pomoci MS. Obr. 4.26: 13a
HRMS: m/z 291,9618 [M "] zméfeno
m/z 291,9626 vypocteno pro [CoHsBrFNO4]

Pro ziskani latky 13b byl pouzit OP2. Z latky 13a (1,02 g, 3,47 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,679 g, 5,22 mmol) za ptitomnosti K>COs3 (1,44 g,
10,41 mmol) bylo ziskédno 0,795 g produktu (vytézek 34 %). Jako mobilni faze byla
pouzita smes ethylacetat:methanol:amoniak (6:2:0,2). MS analyza nepotvrdila identitu

latky. Byla ziskéna latka 13e, jejiz struktura v N

byla potvrzena MS analyzou. Latka 13c¢ byla &7} N/_\N
nasledné prfevedena na svou hydrochloridovou /—( / _>
stl podle OP3. Finalni produkt je oranZovy O:N o OH HO
olej o Cistot€ >95 %. Identita latky byla Obr. 4.27: 13¢

potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS (13¢): m/z 455,2660 [M '] zméieno
m/z 455,2733 vypoéteno pro [C21H37Ns06>1]

NMR: 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) § 7.94 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 2.6
Hz, 1H), 6.72 — 6.67 (m, 1H), 4.21 — 4.10 (m, 2H), 4.09 — 4.02 (m, 1H), 3.81 — 3.74 (m,
4H), 3.19 — 3.13 (m, 4H), 3.01 — 2.97 (m, 4H), 2.92 — 2.87 (m, 6H), 2.87 — 2.83 (m, 4H),
2.81 —2.76 (m, 2H), 2.76 — 2.65 (m, 2H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) § 163.48, 148.38, 136.24, 128.52, 107.66, 106.28,
70.93, 66.48, 59.71, 59.52, 58.90, 57.64, 56.80, 52.88, 52.10, 51.53, 50.45.

Celkova vytéznost latky 13¢ byla 19 %.
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Pro ziskani latky 13b byl 1-(2-hydroxyethylpiperazin) (0,149 g, 1,14 mmol) rozpustén
v 20 ml acetonitrilu spolu s KoCO3 (0,320 g, 2,31 mmol). Nasledn¢ byla pomalu
ptikapana latka 13a (0,224 g, 0,76 mmol). Reakéni smés byla michdna po dobu dvou
hodin pfii laboratorni teplote. Poté byla reakéni smés zfiltrovana pomoci frity o velikosti
pori S4 a odpafena. Smés byla separovana pomoci sloupcové chromatografie se
silikagelovou stacionarni fazi. Jako mobilni faze byla pouzita smés
ethylacetat:methanol:amoniak (6:2:0,2), kterd byla pouzita i pro monitorovani reakce
pomoci TLC. Pomoci MS analyzy byly potvrzeno, Ze v piecisténém produktu je prevazné

latka 13c a 9 % latky 13b. Latky se nepodaftilo oddé¢lit.

HRMS (13 b): m/z 344,1613 [M"] zméfeno
m/z 344,1616 vypocteno pro [CoHsBrFNO4]

/\ OH
F N +NH/
—~
O,N d OH
Obr. 4.28: 13b
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4.1.14 Priprava 1-(2,3-dinitrofenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (14b)

Pro ziskani latky 14a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (3,72 g, 27,2 mmol) a z 2,3-
dinitrofenolu (1,00 g, 5,43 mmol) bylo ziskdno 0,612 g produktu (vytézek 35 %). Jako
mobilni fize pro sloupcovou chromatografii a pro TLC byla ON - NO; /_( Br
pouzita smés heptan/ethylacetat (1:1). Identita latky byla @0 OH

potvrzena pomoci MS. Obr. 4.29: 14a

HRMS: m/z 318,9569 [M*] zméieno
m/z 318,9571 vypocteno pro [CoHgsBrN2Os']

Pro ziskéani latky 14b byl pouzit OP2. Z latky 14a (0,612 g, 1,91 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,372 g, 2,84 mmol) za pritomnosti K2CO3 (0,79 g, 5,73 mmol)
bylo ziskino 3,04 ssi vedlejsich /N OH

ylo ziskdno 3, g smési vedlejSic N—/_

O,N  NO, N
produktii a vychozich latek. Ve smési se j /—( —/
O OH

nachazela 1 latka 14b o 1% distoté. Jako
o . .. 5 Obr. 4.30: 14b
mobilni  faze  byla  pouzita  smés

ethylacetat:methanol:amoniak (4:4:0,2). Latku se nepodatfilo izolovat.

HRMS: m/z 371,1552 [M'] zmé&feno
m/z 371,1561 vypoéteno pro [CisH23N4077]
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4.1.15 Priprava 1-(2,5-dinitrofenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]-propan-2-ol (15b)
Pro ziskani latky 15a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (3,72 g, 27,2 mmol) a z 2,5-

dinitrofenolu (1,00 g, 5,43 mmol) bylo ziskano 1,40 g produktu O,N Br
(vytezek 80 9%). Jako mobilni faze pro sloupcovou QO OH
chromatografii a pro TLC byla pouzita smés heptan/ethylacetat NG

2

(1:1). Identita latky byla potvrzena pomoci MS. Obr. 4.31: 152

HRMS: m/z 318,9570 [M*] zméieno
m/z 318,9571 vypocteno pro [CoHgsBrN2Os']

Pro ziskani latky 15b byl pouzit OP2. Z latky 15a (1,40 g, 4,36 mmol) a 1-(2-

hydroxyethyl)piperazinu (0,851 g, 6,54 mmol) za NO, N \N_/_OH
pritomnosti K2COs (1,81 g, 13,08 mmol) bylo oﬁg ~

H
ziskano 0,288 g smési vedlejSich produkti a

vychozich latek. Jako mobilni faze byla pouzita O2N

. , . Obr. 4.32: 15b
smés ethylacetat:methanol:amoniak (6:2:0,2).

Identita latky nebyla potvrzena MS.
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4.1.16 Priprava 1-(4-chlor-3-nitrofenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]-propan-2-ol (16b)
Pro ziskani latky 16a byl pouzit OP1. Spojenim epibromhydrinu (3,95 g, 28,8 mmol)
a z 4-chlor-3-nitrofenolu (1,00 g, 5,76 mmol) bylo ziskdno 0,994 g produktu (vytézek

56 %). Jako mobilni faze pro sloupcovou chromatografii a /_(’ Br
pro TLC byla pouzita smés heptan/ethylacetat (1:1). Identita Cl—QO OH
latky byla potvrzena pomoci MS. O,N

Obr. 4.33: 16a

HRMS: m/z 307,9334 [M*] zméieno
m/z 307,9331 vypocteno pro [CoHsBrCINO4]

Latka 16b byla ziskana pomoci OP2. Z latky 16a (0,994 g, 3,20 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,625 g, 4,84 mmol) za ptitomnosti KoCO3 (1,33 g, 9,60 mmol)
bylo ziskédno 0,878 g produktu (vytézek 76 %). Jako mobilni faze byla pouzita smés
ethylacetat:methanol:amoniak (4:4:0,2). Latka N/_\N va OH
16b byla nasledné¢ pievedena na svou /—( A
hydrochloridovou stl podle OP3. Findlni CIQO o
produkt je oranzovy olej o &istotd >95%.  O2N
Identita latky byla potvrzena pomoci MS a Obr. 4.34: 16b

NMR.

HRMS: m/z 360,1317 [M*] zméieno
m/z 360,1321 vypocteno pro [CisH23CIN3Os ']

NMR: 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) § 7.55 — 7.49 (m, 2H), 7.23 (dd, J = 9.0, 3.0
Hz, 1H), 4.17 — 4.07 (m, 2H), 4.05 — 3.97 (m, 1H), 3.70 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.74 — 2.50
(m, 12H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) § 158.20, 148.62, 131.97, 119.85, 116.89, 110.89,
71.61, 66.63, 60.20, 59.62, 57.97, 56.93, 52.76, 52.64.

Celkova vytéznost latky 16b byla 43 %.
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4.1.17 Priprava 1-(4-methoxy-2-nitrofenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (17b)

Pro ziskani latky 17a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu 4,05 g, 29,6 mmol) a z 4-
methoxy-2-nitrofenolu (1,00 g, 5,91 mmol) bylo ziskano 0,670 g produktu (vytézek
37 %). Jako mobilni faze pro sloupcovou chromatografii a pro NO, Br
TLC byla pouzita smé&s heptan/ethylacetat (1:1). Identita latky \O O O/_((:H

byla potvrzena pomoci MS.
Obr. 4.35: 17a

HRMS: m/z 303,9828 [M ‘] zméieno
m/z 303,9826 vypocteno pro [CioH11BrNOs]

Latka 17b byla ziskdana pomoci OP2. Z latky 17a (0,670 g, 2,18 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,427 g, 3,28 mmol) za ptitomnosti K2CO3 (0,90 g, 6,54 mmol)
bylo ziskdno 0,600 g produktu (vytézek 77 %). Jako mobilni faze byla pouzita smés
ethylacetat:methanol:amoniak (4:4:0,2). Latka /\ _/—OH

NO, N N
17b byla nasledné¢ pievedena na svou \ /_( /
hydrochloridovou stl podle OP3. Findlni © © OH
produkt je tmaveé hnédy olej o Cistoté¢ >95 %. Obr. 4.36: 17b

Identita latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 356,1811 [M*] zméfeno
m/z 356,1816 vypocteno pro [CisH26N306"]

NMR: 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) & 7.39 — 7.31 (m, 1H), 7.24 (d, J = 9.2 Hz,
1H), 7.21 — 7.13 (m, 1H), 4.16 — 4.09 (m, 1H), 4.11 — 4.04 (m, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.74 —
3.65 (m, 2H), 2.89 — 2.45 (m, 12H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) & 153.47, 145.92, 140.34, 119.94, 116.88, 109.39,
72.61, 66.70, 60.17, 59.50, 57.77, 55.17, 52.60, 52.44.

Celkova vytéznost latky 17b byla 29 %.
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4.1.18 Priprava 1-(3,4-dinitrofenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (18b)
Pro ziskani latky 18a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu (3,72 g, 27,2 mmol) a z 3,4-

dinitrofenolu (1,00 g, 5,43 mmol) bylo ziskano 0,823 g produktu (vytézek 47 %). Jako
O,N

mobilni faze pro sloupcovou chromatografii a pro TLC byla /_( Br
oot

pouzita smés heptan/ethylacetat (1:1). Identita latky byla O OH

potvrzena pomoci MS. Obr. 4.37: 18a

HRMS: m/z 318,9566 [M '] zméieno
m/z 318,9571 vypocteno pro [CoHsBrN>Os']

Pro ziskéani latky 18b byl pouzit OP2. Z latky 18a (0,823 g, 2,56 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,501 g, 3,85 mmol) za pritomnosti KoCO3 (1,06 g, 7,68 mmol)

byla ziskana smés vedlejSich produkti a /~\ OH
Y ! P O,N N N—/_
vychozich latek. Jako mobilni faze byla /—( /

.. . . _ .. O,N O OH
pouzita smés ethylacetdt:methanol:amoniak
(4:4:0,2). Identita latky nebyla potvrzena MS. Obr. 4.38: 18b

HRMS (vedlejsi produkt): m/z 355,1740 [M"] zméfeno (13 % Cistota)
m/z 355,1612 vypocteno pro [C15H23N4Os']

R

N
02N K/ \/\OH
NO,

Obr. 4.39: vedlejsi produkt
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4.1.19 Priprava 1-(3-methoxyfenoxy)-3-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]propan-2-ol (19b)
Pro ziskani latky 19a byl pouzit OP1. Z epibromhydrinu 5,52 g, 40,28 mmol) a z 3-

methoxyfenolu (1,00 g, 8,06 mmol) bylo ziskano 1,10 g produktu /_(’ Br

(vytezek 52 %). Jako mobilni faze pro sloupcovou chromatografii Qo OH
a pro TLC byla pouzita smés heptan/ethylacetat (5:1). Identita

latky byla potvrzena pomoci MS. Obr. 4.40: 19a

HRMS: m/z 261,0113 [M*] zméieno
m/z 261,0121 vypoc&teno pro [CioH14BrO3"]

Latka 19b byla ziskdna pomoci OP2. Z latky 19a (1,10 g, 4,21 mmol) a 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinu (0,823 g, 6,32 mmol) za pfitomnosti K>CO; (1,74 g,

/N o
(vytézek 64 %). Jako mobilni faze byla pouzita /_( N\ /N
smés ethylacetat:methanol:amoniak  (4:4:0,2). QO OH

Latka 19b byla nasledné prfevedena na svou
\

12,63 mmol) bylo =ziskano 0,832 g produktu

hydrochloridovou stl podle OP3. Findlni produkt Obr. 4.41: 19
je oranzovocerveny olej o Cistoté >95 %. Identita

latky byla potvrzena pomoci MS a NMR.

HRMS: m/z 311,1963 [M*] zméfeno
m/z 311,1965 vypocteno pro [CisH27N204"]

NMR: 'HNMR (500 MHz, Methanol-ds) § 7.15 (ddd, J = 8.5, 7.3, 1.4 Hz, 1H), 6.54 —
6.49 (m, 3H), 4.17 — 4.08 (m, 1H), 4.01 — 3.88 (m, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.73 (t, J= 5.8 Hz,
2H), 2.96 — 2.56 (m, 12H).

3C NMR (126 MHz, MeOD) § 161.01, 160.13, 129.54, 106.41, 106.06, 100.70,
70.36, 66.73, 60.28, 59.34, 57.55, 56.93, 54.29, 52.42, 52.24, 16.98.

Celkova vytéznost latky 19b byla 34 %.
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5 Vysledky a diskuze

Latky 1a-19a byly pfipraveny reakci substituovaného fenolu s epibromhydrinem.
Epihalohydriny maji vysoky synteticky potencidl diky pfitomnosti tfi elektrofilnich
uhlik@i a jednoho nukleofilniho kysliku (viz Obr. 5.1) a kvuli pnuti trojclenného
oxiranového kruhu!®2. Tyto vlastnosti umoziuji otevieni kruhu a naslednou nukleofilni
substitu¢ni reakci sriznymi nukleofily. Epibromhydrin byl zvolen misto
epichlorhydrinu. Produkty této reakce maji na propan-2-olovém fetézci brom, ktery
pti reakci ve druhého kroku odstupuje snadnéji nez chlor a zvySuje tak vytéznost reakce.

Jako katalyzator byl pouzit piperidin, ktery je vice nukleofilni nez aromatické fenoly,
a je tedy schopny odtrhnout vodik od OH-skupiny substituovanych fenold'®® (viz
Obr. 5.1). Tasler a kol. ve své praci zroku 2010 publikovali reakce vychazejici
ze substituovanych fenolli a epibromhydrinu v butanonu pti 80 °C a za pritomnosti
K2COs, u nich doslo pouze ke vzniku aryloxymethyloxiranii'®, coz miize naznacovat, Ze
pro otevieni trojlenného oxiranového kruhu epihalohydrinii je nutni piitomnost

piperidinu, ¢i vyssi teplota reakce.

H\‘/\ o
O

R’I R2 HN¢ R1 R2 (/O\ &
_ +
N H,G—CH_8*_Br
Rs Ry Ry Ry 5 5 ¢
@, H
Rs HENH Rs 2
HO
\(\Br
0 R Rs
N "2 % o
- R5

Obr. 5.1: Navrzeny reakéni mechanismus syntézy prekurzora
Nejvyssi vytézek, 95 %, méla latka 2a, kterd obsahuje dvé CH3O-skupiny. U latek 3a,

8a, 10a, 14a a 17a se vytézek pohyboval pouze mezi 30—40 %.

Latka 3a obsahuje ve své struktuie ethoxylovou skupinu, ktera mtize vice interagovat
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se stacionarni fazi sloupcové chromatografie a vice se na ni zachycovat. Fayzullin a kol.
ve své publikaci zroku 2015 pfipravovali 1-(allyloxy)-4-methoxybenzen, ktery byl
precistén pomoci sloupcové chromatografie a mél vytézek 65 %, a 1-(allyloxy)-4-
ethoxybenzen, ktery byl pte¢istén pouze extrakci a poskytl vytézek 67 % (cit. '*°). Chavez
a kol. ve své praci z roku 2011 syntetizovali 2-[(4-ethoxyfenoxy)methyl]oxiran reakci 4-
ethoxyfenolu s epichlorhydrinem. Vysledné krystaly nebylo potieba ptecistit a vytézek
reakce byl 87 %. Protoze ani jedna analogickd latka obsahujici CH3CH2-O-skupinu
nebyla cisténa sloupcovou chromatografii, nelze vyloucit zachyceni latky 3a
na chromatografické kolonég, a tedy snizeni vytézku reakce. Je vysoce pravdépodobné,
ze reakce neprobehla kvantitativng, a tedy vychozi latky zcela nezreagovaly. To samé
plati pro latky 8a, 10a, 14a a 17a.

Tyto latky ve své struktufe obsahuji atom nebo atomy fluoru a jednu ¢i vice NO»-
skupin. Atom fluoru ma negativni induk¢ni efekt na aromatické jadro. NOz-skupina ma
negativni mezomerni efekt. V obou pifipadech tedy dochdzi k odtahu elektronii z jadra. Je
mozné, ze vytvoreny zaporny naboj na atomu kysliku v OH-skupiné substituovanych
fenolti neni dostatecné silny pro atak atomu uhliku ve struktuie epibromhydrinu
(viz Obr. 5.1), reakce tedy neprobihé kvantitativné. U latek (12a-13a a 16a), které ve své
struktufe maji jednu NOz-skupinu a jeden atomu fluoru, ptipadné jiny halogen (chlor), se
vytézek pohybuje mezi 55-63 %. Je mozné, Ze vliv jednotlivych substituentl je velice
komplexni a navzdjem se ovliviiuji. V tomto piipadé doslo k obstojnému zisku produktii.

Latka 14a se od latky 15a a 18a lisi pouze polohou obou NO,-skupin. Latka 18a ma
ale vyssi vytézek (viz Tab. 5.1), coz by naznacCovalo, Ze 3,4-dinitrofenol ma vhodné&jsi
umisténi substituentli. Rozdil mezi vytézky ale neni pfili§ vysoky a jedinym rozdilem
muzou byt ztraty pfi purifikacnim procesu zptisobené lidskym faktorem. Nejlepsi vytézek
z prekurzort obsahujicich dvé NO»-skupiny méla latka 15a, kterd mé tyto skupiny
umisténé v druhé a paté poloze, jednalo se o 80% vytézek (viz Tab. 5.1). Je mozné, ze
uizolovanych NO»-skupin je jejich negativni mezomerni efekt lépe rozloZen
po aromatickém jadie, a neovliviiuje tak vytéznost reakce. Latky 4a a 17a maji pouze
vymeénéné polohy substituentl. Latka 4a meéla obstojny vytézek 61 % (viz Tab. 5.1),
coz naznacuje, Ze kombinace 2-OCH3s-skupiny a 4-NO;-skupiny u latky 4a je vyhodné&;jsi
pro zvysSeni vytézku, nez kombinace 2-NO;-skupiny a 4-OCH3 skupiny u latky 17a.

Kreighbaum a kol. ve své praci z roku 1980 zvetejnili reakci substituovaného fenolu

53



se Sestinasobkem moldrniho mnozstvi epichlorhydrinu, kdy byl jako katalyzator pouzit
piperidin a reakce bézela pii teploté refluxu epichlorhydrinu po dobu dvou az osmi
hodin'®®. Produktem reakce byly 1,2-epoxy-3-(aryloxy)propany, tedy nedoslo k otevieni
oxiranového kruhu. Teplota varu epichlorhydrinu je 118 °C, coz se od teploty varu
epibromhydrinu, 135 °C, lisi o 17 °C. Teplota varu reakce by mohla byt klicova
pro otevieni trojclenného kruhu. Vliv na jeho otevieni mize mit také niz§i dostupnost
chloru. Marek a kol. ve své praci z roku 2020, od nichz byl OP1 pifevzat a modifikovan,
udéaval vytéznost reakci okolo 80 % (cit. '4%). Ani u téchto latek nebyla pouzita sloupcova
chromatografie. Primérny vytézek reakci provedenych v této diplomové préaci se
pohyboval okolo 54 %. Celkové bylo pfipraveno 19 latek, jejichz Cistota dle MS se
pohybovala okolo 80 %, coz bylo dostatecné pro druhy krok syntézy.

Tab. 5.1: Vytéznost produktl prvniho kroku syntézy, 1a-19a

Oznaceni latky VytéZnost [%] | Oznaceni latky VytéZnost [%]
la 62 11a 74
2a 95 12a 63
3a 35 13a 55
4a 61 14a 35
Sa 42 15a 80
6a 62 16a 56
Ta 59 17a 37
8a 32 18a 47
9a 52 19a 52
10a 35

Latky 1a-19a byly nasazeny do druhého kroku syntézy. Pozadované produkty vznikly
u reakci 1b-12b, 16b-17b a 19b, tedy celkem 15 zadoucich produktd. Vytéznost se
pohybovala od 46-92 % (viz Tab. 5.2). Jako vychozi latka byl pouzit 1-(2-
hydroxyethyl)piperazin. Pro zlepSeni jeho pfistupnosti byl do reakéni smési piidan
nadbytek K>COs, ktery mél fungovat jako baze a pomoci odtrhnout atom vodiku
navazan¢ho na atomu dusiku ve ¢tvrté poloze. Tento atom dusiku se stal silnym

nukleofilnim ¢inidlem, které mohlo atakovat parcidlné kladné nabity atom uhliku

54



s navazanym atomem bromu, ktery ma vysokou elektronegativitu (viz Obr. 5.2).
Nasledn¢ doslo k odstupu atomu bromu a ke vzniku zddaného produktu. Velmi podobna
struktura pfipravovanym latkdm byla publikovana v préci Filipova a kol. z roku 2020.

Vytézek druhého kroku reakce je udavan na 79 % (cit. '44).

5. 5
B CH, R; R

HO—\» = chf Os HO_L /—\@\_/ hO‘Q*%

KHCO3 R» R4

KBr
HO—\— —\

eyt

5
R, Ry

Obr. 5.2: Navrzeny reakéni mechanismus syntéz druhého kroku

Létka 4b byla jiz publikovana v praci Marek a kol. z roku 2020 (cit. '4°), kde tato
reakce méla vytézek 81 %. Vytézek reakce v této diplomoveé praci byl 82 % (viz Tab. 5.2),
coz je adekvatni. Analogické reakce publikované v této praci mély vytézek 59—-77 %.

O vysoké Cistote¢ vznikl neocekavany produkt 13¢, misto latky 13b. Reakce byla
provedena tfikrat, pokazdé se stejnym produktem 13e¢. Zde je vidét jednoznacny vliv
polohy substituentli na pribéh reakce. Pro zvyseni selektivity substituce byla pomalym
piikapavanim ptidana latka 13a v acetonitrilu a v reak¢éni smési vzniklo 9 % latky 13b,
kterou se ale nepodatilo oddélit. Za vhodné optimalizace podminek a postupu by mélo
byt mozné latky 13b dosahnout. Latka 12b, kterou se podafilo pfipravit s celkovym
vytézkem 44 % (viz Tab. 5.2), ma na svém benzenovém jadie o-fluor a p-NO,-skupinu.
13a pro ocekavany produkt 13b méla na svém benzenovém jadie v poloze m-fluor a p-
NO:z-skupinu. Vychozi latky 12a a 13a se tedy liSi pouze polohou atomu fluoru.
Hutchinson a kol. ve své publikaci zroku 2008 provedli na benzyl(3-fluor-3-
nitrofenyl)etheru nukleofilni aromatickou substituci benzylmerkaptanem, ktery se

na aromatické jadro navézal misto atomu fluoru'®’. To samé potvrzuje patent Budzika
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a kol. z roku 2007, kdy parcialn¢ kladné nabity atomu uhlik v benzenovém jadie, na némz
byl navazan atom fluoru, ve struktufe 3-fluor-4-nitrofenyl(methyl)ether byl atakovan
volnym elektronovym péarem NH,-skupiny ethyl-4-amino-1-piperidinkarboxylatu!®,
Za béznych podminek je atom fluoru velmi nevhodna odstupujici skupina, protoze jeho
vazba s uhlikem je velmi silnd. U aromatickych jader, zvlast' u téch, které obsahuji jednu
elektron-odtahujici skupinu, reaguje fluor velmi dobfe. M4 siln¢€ negativni induk¢ni efekt,
coz vytvaii na jeho vazebném atomu uhliku silngjsi parcialné kladny nédboj, ktery mtze
byt zatakovan nukleofilni skupinou, v pfipad¢ latky 13¢ volnym elektronovym parem
atomu dusiku ve ¢tvrté poloze molekuly 1-(2-hydroxyethyl)piperazin (viz Obr 5.3). Tento
negativni indukéni efekt napomaha stabilizovat tzv. Meisenheimertv komplex'®’, ktery
se jako nestabilni intermediat preméni na latku 13c. U latky 12b k tomuto jevu nedoslo,
protoze atom uhliku pfimo navazany na atom fluoru v této molekule neni ovlivnén
mezomernim efektem nitro skupiny. Atom fluoru vtomto ptipadé neptsobi jako
odstupujici skupina. Latka 13¢ vznikala velice selektivné a jeji struktura obsahovala dvé
hydroxyethylpiperazinové struktury, které byly zdsadni pro vyvoj potencidlnich latek
s radioprotektivnim t¢inkem. Jeji vytézek byl 34 %, ktery byl pravdépodobné nizsi kvili
komplexnéjSimu uspofaddni molekuly v prostoru a snadnéjSimu zachytavani

na chromatografické koloné. Celkovy vytéZek této reakce byl 19 % (viz Tab. 5.2).

(\OH
N
N /OAKU\/\ - KHCOs, KF N@ HOj
6|-+|+ ’ OH ﬁ

5 _C
Fo |
O

/\O

Obr. 5.3: Navrzeny reakéni mechanismus vzniku latky 13¢

Dle pribéznych vysledki MS analyzy se latku Sb podafilo pfipravit. Kvili
nedostatecné Cistoté byla smés obsahujici latku Sb pieciSt€éna druhou kolonovou
chromatografii, kde doslo k masivnim ztratam latky a pouze ziskani Cistych vedlejSich
produktli. Je pravdépodobné, Ze se latku 5b nepodafilo zachytit do sbiranych frakci,

pfipadné se ji nepodafilo vymyt ze silikagelového chromatografického sloupce.
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Pti zopakovani reakce a zkvalitnéni purifikacniho procesu této latky bylo dosazeno
produktu o vysokém vytézku 92 %. Je mozné, ze vychozi latky reagovaly vice
kvantitativné nez pii prvni syntéze. Dale byla optimalizovana mobilni faze u sloupcové
chromatografie. V tomto ptipadé se podarilo latku zachytit do sbiranych frakei.

Latky 14b, 15b a 18b ve své struktufe obsahuji na aromatickém jadie dvé NO>-skupiny
a ani jednu znich se nepodafilo pfipravit o uspokojivé Cistoté. Zde muze figurovat
negativni mezomerni efekt NOx-skupin. Latka 14b vznikla, ale ani po pfecisténi
sloupcovou chromatografii nebyla dle pribéznych MS analyz o dostate¢né Cistoté. Je
mozné, ze precisténi extrakci by mohlo vést k izolaci této latky, jejiz vytézek by byl ale
vysoce snizen kvili ptitomnosti fady vedlejSich produktii a necistot. Reakéni smés pro
zisk latky 15b byla piecisténa sloupcovou chromatografii dle OP2. Pfitomnost
aromatického produktu v sesbiranych frakci byla sledovana pomoci TLC a detekovéana
pod UV svétlem. Pomoci MS byly analyzovany v§echny sesbirané frakce a v zddné z nich
nebyla potvrzena ptitomnost latky 15b. Pokud pozadovany produkt pfi reakci vznikl,
nejspi§ se vyskytoval vnizkych mnozstvich, které bud zlstaly zachycené na
silikagelovém sloupci nebo byly vymyty ze sloupce pfili§ brzy, a nebyly tedy zachyceny
v sesbiranych frakcich. To samé plati pro latku 18b, u které v jedné z frakcich se nachazel

vedlejsi produkt, kterému ve struktufe chybéla OH-skupina na propylovém fetézci.

Tab. 5.2: Vytéznost produkti druhého kroku reakce 1b-19b a celkova vytéznost

Lifka VytéZnost Celkova Létka Vytéznost Celkova

%] vytéznost [%] [Yo] vytézZnost [%o]
1b 69 42 11b 27 35
2b 46 44 12b 70 14
3b 81 28 13¢ 34 19
4b 82 50 14b i ]
Sb 92 39 15b i )
6b 85 53 16b 76 13
7b 89 53 17b 77 29
8b 80 26 18b i )
b 48 25 19b 64 34
10b 77 27
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Pro ziskané latky byly vypocteny hodnoty logaritmu rozdélovaciho koeficientu (P),
coz je hodnota udavajici lipofilitu latky'”’. P udava rozpustnost nenabité slouceniny
v nemisitelném dvojfazovém systému lipidd a vody. Negativni hodnota logP vypovida
o vysoké afinit¢ k vodné fazi. Pokud je hodnota logP nulovd, je latka rovnomérné
rozdélena mezi ob¢ faze. Kladné hodnoty logP ukazuji na lipofilni charakter sledované
slouceniny. LogP = 1 znamend, ze je latka rozdélena v poméru 10:1 ve fazich
organicka:vodna. Kalkulované hodnoty logP (clogP) byly vypoéteny PharmDr. LukaSem
Prchalem, Ph.D. ve dvou softwarovych programech pro porovnani rozdilu a jsou uvedeny
v Tab 5.3 (str. 59).

Pro pochopeni chovani IéCiva v biologickych systémech jsou hodnoty logP
ve farmaceutickém primyslu sledovany. Dle Lipinského pravidla péti, které bylo
definovéno v ramci spolecnosti Pfizer, 1é¢iva urcend pro oralni podani by neméla mit
hodnotu logP vys§i nez 5 (cit. '°). Latky cilené na centralni nervovy systém by mély mit
hodnotu logP okolo 2, pro ordlni a intestindlni absorpci se idedlni hodnota pohybuje
v intervalu 1,35 — 1,80 (cit. '**). Nejvyssi hodnotu clogP maji latky 7b a 11b, u kterych
je mozné ocekavat zvysSenou cytotoxicitu pii in vitro testovani (viz Tab. 5.3), protoze
ve vétsing pripadl zvysujici lipofilita latky pfimo koreluje s rostouci cytotoxicitou. Tuto
korelaci potvrzuji napt. publikace Filipowské z roku 2016 (cit. 1°') nebo Johna z roku
1993 (cit. 1?). Latka 7b obsahuje ve své struktufe tfi atomy chloru, litka 6b obsahuje
pouze dva atomy chloru, piesto jejich hodnota clogP je velmi blizkad. Mnohondsobna
halogenace na blizkych atomech uhliku zvySuje hodnotu logP pravdépodobné kvuli
lokalizovanym dip6ltim, které jsou ¢asteéné chranény od vody sousednimi halogeny!'®>.
Vliv na lipofilitu latky maji hlavné atomy halogenti o vétsi velikost, tzn. chlor, brom a jod.
V¢Etsi atomy jsou snadnéji polarizovatelné, protoze jejich vnéjsi elektronova slupka je
slabé&ji vazana, a tedy snadnéji narusSitelna. Tohoto efektu se tykaji Londonovy disperzni
sily diky formaci okamzitého dipdlového momentu v blizkych molekulach, ¢imz mayji
vliv na rozpustnost latky'®®. Z halogenti je pouze atom fluoru schopny interagovat
s vodikovymi vazbami pomoci jeho volnych elektronovych part, které ale kviili menSim
rozmértim atomu drzi pevné u sebe. Je to mozné vysvétleni, pro¢ u latek 8a a 10a, které
maji jeden a vice atomi fluoru, nedoslo k zdsadnimu zvyseni hodnoty clogP. Zde je vidét
vliv atomt chloru na zvySeni lipofility latek. Velmi nizkou hodnotu clogP ma latka 13c¢,

jejiz struktura obsahuje dvé molekuly 1-(2-hydroxyethyl)piperazinu, které zvysuji
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hydrofilitu.

V nékterych piipadech ale neni potvrzen vztah mezi lipofilitou a cytotoxicitou latky!®’,
proto je stale nutné provést testy cytotoxicity na riznych bunéénych liniich. Citlivost
jednotlivych bunécnych linii se mize u riznych latek lisit. Navic i zvySend cytotoxicita
latky nevylucuje radioprotektivni u¢inek. Pro ptesnéjsi hodnoceni latek je lepsi méfit
hodnotu logP experimentalné, protoze se od clogP mize lisit, vzhledem

k pouzivanym algoritmtim.

Tab. 5.3: Shrnuti ziskanych produkti, celkova vytéznost reakci, hodnoty clogP (CD) a clogP (M)

Latka Celkova vytéZnost [%] clogP (CD) clogP (Ma)

1b 42 0,48 0,203
2b 44 0,36 0,046
3b 28 0,82 0,560
4b 50 -0,87 0,143
Sb 39 1,17 0,965
6b 53 1,73 1,569
7b 53 2,28 2,173
8b 26 0,77 0,504
9b 25 1,33 1,108
10b 27 1,08 0,789
11b 35 2,30 2,004
12b 44 -0,87 0,444
13b - - -

13c 19 -2,40 -0,434
14b - - -

15b - - -

16b 43 -0,38 0,905
17b 29 -0,87 0,143
18b - - -

19b 34 0,48 0,203
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6 Zavér

Celkem bylo ptipraveno 19 prekurzort, z nichz 15 vedlo k zisku findlniho produktu
ajeden vedl ke vzniku jiného, cistého produktu, ktery byl diky obsahu dvou 1-(2-
hydroxyethyl)piperazinovych struktur zafazen na dal$i testovani. Identita latek byla
ovétena pomoci MS a NMR analyz. Latky budou nasledné podrobeny testlim cytotoxicity
in vitro na 10 vybranych bunécnych liniich. Latky s nizkou mirou cytotoxicity budou dale
testovany na své radioprotektivni uinky in vitro. Vybrani kandidati budou ptipadné
pouziti i na in vivo testovani. Vysledky téchto studii ur¢i, zda maji nékteré z latek slibny
potencial. Tato prace je prvnim krokem smétujicim k potencidlnimu vyuziti téchto
nizkomolekularnich latek v klinickém pouziti. Zavedeni tohoto typu latek do ptipadné

praxe by mohlo zlepsit vyhlidky pacientl po 1é€bé radioterapii.
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