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ANOTACE

Tématem této bakalaiské prace je syntéza biologicky aktivnich sulfonamidt obsahujicich
benzthiazolovy blok. V teoretické Casti byly nalezeny vhodné postupy pro syntézu vybranych
derivat a jejich popsana inhibi¢ni aktivita vii¢i enzymim.

V experimentalni ¢asti bylo vhodnou metodou ptipraveno 9 novych dosud nepopsanych
sulfonamidovych derivatt. Pfipravené slouceniny byly charakterizovany bodem tani, NMR
spektrometrii a elementarni analyzou. U pfipravenych sulfonamidi bylo provedeno stanoveni
inhibi¢ni aktivity viici AChE a BChE.
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TITLE

Synthesis of sulfonamide inhibitors of cholinesterases containing a benzthiazole block

ANNOTATION

The topic of this bachelor thesis is the synthesis of biologically active sulfonamides
containing benzthiazole block. In the theoretical part, suitable procedures for the synthesis of
selected derivatives and their described inhibitory activity against enzymes were found.

In the experimental part, 9 new hitherto undescribed sulfonamide derivatives were
prepared by a suitable method. The prepared compounds were characterized by melting point,
NMR spectrometry and elemental analysis. The prepared sulfonamides were tested for
inhibitory aktivity against AChE and BChE.
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UVOD

Pro sulfonamidy je charakteristicka skupina -NHSO: a jejich antimikrobialni u€inky jsou
znamy od 30. let 20. stoleti. Dnes jsou v medicingé bézné vyuzivanymi 1é¢ivy. Nejcastéji je
nalezneme mezi antibiotiky.

Pro benzthiazoly je typicky hetorocyklicky systém a taktéz maji velké uplatnéni, nejen
v medicin€. Naleznout je 1ze napi. mezi herbicidy. Co se mediciny tyce, nalezneme je jako
univerzalni nosige 1é¢iv. U¢inek sulfonamidi obsahujicich benzthizolovy blok byl jiz zkouman
a cilem mé bakalarské prace je navazat na této vyzkum.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Sulfonamidy
1.1.1 Obecna charakteristika

Sulfonamidy jakozto latky s obecnym vzorcem RiSO>NHR; (obr. 1) jsou pevné latky
krystalické povahy a jsou dobie rozpustné v hydroxidech diky jejich kyselé N-H vazbg.!

I
R1—ﬁ——NH—R2
s

Obrazek 1: Obecny vzorec sulfonamidu

Sulfonamidy jsou latky znamé od pocatku 20. stoleti jako barviva. Jejich biologické
ucinky byly objeveny ve 30. letech 20. stoleti, kdy byly zjiStény antimikrobidlni uc¢inky barviva
znamého pod ndzvem Prontosil (obr. 2). Za tento objev ziskal Gerhard Domagk Nobelovu cenu
za fyziologii a medicinu.> Tato lé¢iva lze najit i pod nazvem sulfa drogy. Myln& jsou
oznaCovany pouze za antibiotika. Dnes jsou jiz vyvijeny i sulfonamidy s jinymi nez
antibiotikalnimi ucinky. Ty jsou zndmé naptiklad u 1éCby diabetes nebo bolesti hlavy, ale také
je mizeme nalézt u 1é¢by rakovin.>*

HN HoN
s—< :}—N
A\ W\
0 0 N NH,

Obriazek 2: Molekula prontosilu

1.1.2 Syntéza

Cest, jakymi lze tyto latky pfipravit, je mnoho. Jednou ze zékladnich syntéz sulfonamida
je reakce primarniho aminu s benzensulfonylchloridem (Schéma 1).!

'
Cl)I NH;
O0=8=0 0—sS—=0

+ R—NH, —=

Schéma 1: Syntéza primarnim aminem s benzebnsulfonylchloridem
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Dalsi moznosti je reakce benzensulfonylfluoridu s 4-aminofenolem. Produktem reakce je N-(4-
hydroxyfenyl)benzensulfonamid (Schéma 2).°

OH
\s/ HO,
B — /
@ HO@NH
NH,

Schéma 2: Syntéza benzensulfonylfluoridu s 4-aminofenolem

Mezi konkrétni zastupce radime napt. sulfamethoxazol. Ten lze piipravit reakci 5-
metyhlisoxazol-3-ylaminu s 4-aminobenzensulfonyl chloridem s vytéznosti 95 %. (Schéma 3)°
Jednd se o bakteriostatické antibiotikum, které se vyuziva prevazné pro 1é€bu onemocnéni
mocovych cest. Kromé jiného efektivné piisobi proti Escherichia coli nebo Streptococcus

Staphylococcus aureus.*’

Ohs?
H

/
o
o

Schéma 3: Syntéza sulfmethoxazolu

Jako dalsiho zéstupce lze uvést sulfadiazin. Ten mizeme pfipravit reakci malondialdehydu
se sulfaguanidinem (Schéma 4). Vytézek této rakce je 89 %.® Jedna se o 1ék b&zné uzivany pii
1é¢bé toxoplazmozy.’

O (@] O O
2 2
OMO + >¥ {_| / \: N/|i|

H,N —N

Schéma 4: Syntéza sulfadiazinu

1.2 Alzheimerova choroba

Jedna se o progresivni neurodegenerativni poruchu centralniho nervového systému, mezi
jejiz symptomy patii kognitivni dysfunkce, psychiatrické pfiznaky nebo potize s provadénim
béznych aktivit, jako napt. oblékani se.!? Predpoklada se, Ze za vznik choroby miize tvorba
peptidovych vazeb, které maji neurotoxické ucinky. Je zde také i spojitost mezi onemocnénim
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a nizkou hladinou neutransmiterti, mezi které fadime ptedevsim acetylcholin. V nedavnych
studiich bylo zjisténo, ze v mozku nemocného jedince jsou ptitomny zvysené hladiny kovl
a oxida¢niho stresu.!!

1.2.1 Lécba

Zékladem [éCby jsou inhibitory cholinesterazy, které u vétSiny lidi napomahaji
ke zpomaleni prubéhu onemocnéni a zmirnéni symptomu. Takto fungujici byla prvni generace
1éciv Alzheimerovy choroby. Jedny z takto uc¢innych latek jsou i latky na bazi sulfonamidu. Ty
se vyuzivaji pfi inhibici tvorby fibril a oligomerd, ovliviiovani aktivit cholinesterdz,
a odstranovani volnych radikald. Jsou znamy latky, které vykazovaly tyto u¢inky i najednou,
takto fungujici 1é¢iva oznadujeme jako multitargetové terapeutika.!®!!

1.3 Inhibitory cholinesterazy

Snizuji nadmérnou hydrolyzu neuritransmiteri. Znamé inhibitory maji velké mnozstvi
nezadoucich ucinkl (gastrointestindlni porucha, hepatoxicita, zavraté aj.), proto je vénovana
velkd pozornost vyzkumu dalSich inhibitorti, které by mély co nejmensi pocet vedlejSich
Gcinkd. 2

1.3.1 Znamé inhibitory cholinesterasy

Inhibitory cholinesterdz (ChEI) inhibuji aktivitu hydrolytickych cholinesteraz. Tyto
inhibitory jsou vyuzivané v lé€bé Alzheimerovy choroby, kde oddaluji progresi symptomil
projevujici se u Alzheimerovy choroby a jejich neurotixicky ucinek je také bézné vyuzivany
mezi insekticidy.'® Inhibitory cholinesterdz zvy$uji mnozstvi ACh, které je potiebné pro
nervosvalovy pienos, tzn. zabrafiuji rozkladu ACh v synaptické §térbing.'*

ChEI v zavislosti na koncentraci blokuji vet$i nebo mensi podil molekul cholinesteraz.
Jejich schopnost je reverzibilné nebo ireverzibilné inhibovat aktivitu cholinesteraz.'
Reverzibilni inhibitory jsou slouceniny obsahujici kvartérni dusik a ireverzibilni inhibitory
obsahuji ve své struktufe estery kyseliny fosfore¢né. Reverzibilni inhibici cholinesteraz
zahrnuji kompetitivni inhibitory (napf. takrin, obr. 3), které blokuji aktivni misto enzymu. Mezi
nekompetitivni inhibitory navazujici se na periferni anionické misto patii napi. galantamin
(obr. 5), ktery je fazen mezi neacylaéni reverzibilni inhibitory.!> !¢

~N

NH,

Obrazek 3: Molekula takrinu
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Od inhibitori cholinesteraz se ocekavd, ze budou dobife prochazet pies
hematoencefalickou bariéru, a tam budou specificky inhibovat mozkové, nikoliv periferni,
formy acetylcholinesterazy.'*

Mezi komercné pouzivana 1é¢iva patii napiiklad rivastigmin (obr. 4), ktery fadime mezi
12,16

acylacni pseudo-reverzibilni karbamatovy inhibitory.

Obrazek 4: Molekula rivastigminu

Dal8im hojné vyuZivanou latkou je jiz zminovany galanthamin. Galanthamin je fazen mezi
neacylaéni reverzibilni inhibitory.!% 16

Obrazek 5: Molekula
galanthaminu

Poslednim uvedenym zéastupcem je donepezil (obr. 6), patiici mezi reverzibilni inhibitory.'! 1°

O
\
s N\/©
HaC

H,c—©

Obriazek 6: Molekula donepezilu

16



1.3.2 Stanoveni aktivit cholinesteraz - Ellmanova metoda

Ellmanova metoda je kolorimetrickd metoda, ktera se vyuziva v bézné praxi pro
stanoveni aktivit cholinesteraz. Princip metody spoc¢iva v hydrolyze thiocholinu, po které
se uvolni dand kyselina a thiocholin (Schéma 5). Ten se detekuje pomoci 5,5’-dithiobis-2-
nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Reakci thiocholinu s DTNB dochazi k uvolnéni 5-merkapto-
2-nitrobenového aniontu (TNB™) (Schéma 6). TNB™ se nasledné¢ detekuje spektrofotometricky
pii vilnové délce 412 nm. Vysledna absorbance je imérna skutecné koncentraci thiocholinu

v reakéni struktufe. Jedna se o rychlou a levnou variantu stanovovani aktivit cholinesteraz.'!:!”

Co +/\/ CH, acetytcholinesteréza \ /\/
| CHj \[/ + | “CH,
CHa o CH,

Schéma 6: Stépeni acetylthiocholinu na kyselinu octovou a thiocholin

0
HSC\N+/\/S + o-/ O_
~
| “CH3 HO OH
CH3 s—s
o) o)

o)
“+ M+
o~ CH, ~No
HO AsC I + OH
sms/\/ “CH, s
o) o)

Schéma 5: Vznik chromoforu a §tépeni DTNB

1.3.3 Benzthiazolové derivaty

Derivaty benzthiazoll se bézn€ vyuZzivaji jako slimicidy, fungicidy ¢i herbicidy, ale také
jako inhibitory enzymi. V ramci vyzkumu, predev§im v syntetické a farmaceutické chemii,
maji vyznamné misto pro jejich farmakologické aktivity.'®
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1.3.3.1 Biologicky aktivni moc¢oviny

V této oblasti byla provedena fada studii s cilem nalézt vhodné benzthiazolové
inhibitory acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy, které by nasly uplatnéni pii 1€cbé
Alzheimerovy choroby. V ramci tohoto vyzkumu byla provedena syntéza chiralnich
benzthiazolovych mocovin. Tyto derivaty byly syntetizovany reakci chiralniho (R)-1-(6-
fluorbenzthiazol-2-yl)ethanaminu se substituovanymi fenylisokyanaty (Schéma 7). Byla
pfipravena fada mo¢ovinovych derivati s vytézkem v rozmezi 84-88 %.°

N CH4
o ) JOI ¢
. F
R

Schéma 7: Syntéza biologicky aktivnich mocovin

U nové syntetizovanych latek bylo provedeno testovani inhibi¢nich ucinka vuci
acetylcholinesterdze a butyrylcholinesteraze, jakozto moznych farmak v rdmci 1écby
Alzheimerovy choroby.!® Stanoveni inhibi¢ni aktivity bylo provedeno Ellmanovou metodou.
Mira inhibi¢ni aktivity danych inhibitor byla provedena stanovenim hodnot ICso, coz je
mnozstvi latky potfebné k 50% inhibici enzymii. Byla testovana fada 10 derivati. U vSech
testovanych mocovin byla prokdzana inhibi¢ni aktivita vii¢i AChE a BChE. Hodnoty ICsq pfi
testovani inhibice vi€i BChE mély niz8i hodnoty nez u testd na inhibicni aktivitu vi€i AChE.
To bylo vysvétleno rozdilem ve struktuie cholinestaraz, kdy BChE vytvaii vétsi prostor

v aktivnim misté, a tim umoZiiuje v&tsim molekulam se navazat.?

Nejlepsi hodnotu ICsp na AChE vykazovala slouCenina 1-(3-chlor-4-methylfenyl)-3-
[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethylmogovina (obr. 7) a to 15,2 umol/l.'7 Nejlepsi
vysledky 1Cso vii¢ci BChE vykazovala latka 1-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]-3-
fenylmocovina (obr. 8) s hodnotou 3,65 pmol/1."

JOOH M@

Obrazek 7: 1-(3-chlor-4-methylfenyl)-3-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl Jmocovina

18



N\ CHg

>_< 0

F@S NH~< @
NH

Obrazek 8: 1-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]-3-fenylmocovina

1.3.3.2 Biologicky aktivni triony

V navaznosti na zkoumani biologicky aktivnich mocovin a jejich inhibi¢nich vlastnosti
bylo pokratovano ve vyzkumu piipravy dalsi fady derivati. Byla pfipravena nova tada
benzthiazolovych trionovych derivatd a to reakei substituovanych 1-fenyl-3-[(1R)-1-(6-fluor-
1,3-benzthiazol-2-yl)ethylmocovin s oxalylchloridem (Schéma 8). Vytézek této syntézy Cinil
80 — 85 %.%!

N CHs
A\ N CH
POeL W, OO
o]

oxalylchlorid
NH - F
R %/N
I R
O

Schéma 8: Syntéza biologicky aktivnich trionti

U takto pfipravenych sloucenin byly opét stanoveny Ellmanovou metodou hodnoty ICso.
Nyni byly hodnoty porovnavany se standartnimi  IéCivy, které  inhibuji
cholinesterazy - Galanthaminem a Rivastigminem. Hodnoty ICso u AChE vykazovaly
mnohonéasobné nizs§i hodnotu nez Rivastigmin (ICso = 501 pmol/l), oproti tomu byly méné
uc¢inné nez Galanthamin (ICso = 4 umol/l). Nejvétsi inhibi¢ni aktivitu méla sloucenina 1-(4-
chlorfenyl)-3-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]imidazolidin-2,4,5-trion (Obr 9).
vétsi aktivitu nez Rivastigmin (ICso = 19,95 pmol/l) a u latky 1-(4-isopropylfenyl)-3-[(1R)-1-
(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl|imidazolidin-2,4,5-trionu (obr. 10), kterd méla hodnotu
u Galanthaminu (ICso = 7,96 umol/1).?! U téchto sloucenin byla dale také stanovena lipofilita,
tedy rozpustnost v tucich. Ta je, v rdmci farmakologie, dulezitd kvili transportu 1é¢iva pies
biologické membrany. Stanovoval se rozdélovaci koeficient log Kow (n-oktanol/voda).
Rozdé&lovaci koeficient log Kow se vyuziva ke kvantitativnimu stanoveni lipofility.?? Vysledky
poukazovaly na moznost, ze by pfipravené sloueniny mohly piekonat hamatoencefalické
bariéry, a tim piimo inhibovat cholinesterazy v mozku.?
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N CHs
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o= N

O—

ICso(AChE) = 13,8 pmol/l

Obrazek 9: 1-(4-chlorfenyl)-3-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]imidazolidin-2,4,5-trion

>

¢ Wt

F ] ﬂ
(IJI CHj;

CHs

ICs0(BChE) = 1,66 pmol/l

Obrazek 10: 1-(4-isopropylfenyl)-3-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]imidazolidin-2,4,5-trion

V ramci SAR studie (structure-activity relationship) bylo zjiSténo, Ze ma-li latka ve své
molekule para- a meta-substituované fenylové kruhy, napomahé to k inhibici AChE, naproti
tomu, BChE Iépe inhibuji slouceniny obsahujici pouze para-substituované fenylové kruhy.
TaktéZz se inhibicni aktivita zvySuje, maji-li slouCeniny na fenylovém kruhu rozvétvené
substituenty.’!

1.3.3.3 Biologicky aktivni karbamaty

Dal§im studiem, co se tyCe inhibitorti cholinesterazy, byly biologicky aktivni
enantiomerni karbamaty, kde volba struktury produkt byla odvozena ze struktury komeréné
vyuzivaného biologicky aktivniho pfipravku Benthiavalicarb-isopropyl. Tato fada novych
dosud nepopsanych sloucenin byla syntetizovana tiistupniovou syntézou, ktera je zndzornéna
ve schématu 9. Byly syntetizovany dvé& fady sloudenin. V prvni je R' skupinou n-propyl,
v druhé je v pozici R! isopropyl.2*
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R = n-propyl, isopropyl

R, = -CHs, -C,Hs, -(CH2).CHs, -(CH,)3CHs, -CH(CHs),, -CH2CH(CH3),, -CH>CHaCl, -
CH,CH,Br, -CH2CCls, -CH,CCIFs, -CH2CF3, -CH,CF>CHFs, -CH2CF,CF,CFs.

Schéma 9: Syntéza biologicky aktivnich karbamati

U teéchto derivath byla opét Ellmanovou metodou testovana anticholinerni inhibicni
aktivita, kterd byla porovnana s komer¢nimi standardy Rivastigminem a Galanthaminem. Dle
vysledkt z testovani celkem 23 sloucenin lze fici, Ze isobutyl-(S)-1- [(R)-1-(6-fluorbenzthiazol-
2-yl)ethylkarbamoyl]butyl-karbamat (ICso = 20,22 pmol/l) (obr. 11) byl dle testovani
nejucingjsi viici AChE. Nejvice ucinny inhibitor BChE byla slouc¢enina ethyl-(S)-1-[(R)-1-(6-
fluorbenzthiazol-2-yl)ethylkarbamoyl]butylkarbamat (ICso = 14,1 pumol/l) (obr. 12). Idealni
lipofilita je, pro zaji§téni co nejvétsi inhibi¢ni aktivity, v rozmezi 0,6 — 0,7.%*
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ICs0 (AChE) = 20,22 pmol/l

Obrazek 11: Isobutyl-(S)-1-[(R)-1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)ethylkarbamoyl]butyl-karbamat

Yo
NH \—cH3

H;C

ICso (BChE)= 14,1 pmol/l.

Obrazek 12: Ethyl-(S)-1-[(R)-1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)ethylkarbamoyl]butylkarbamat

U téchto latek byla také stanovena lipofilita, pficemz vyssi lipofilitu vykazovaly slouceniny
s linearnim alkylovym substituentem, a také slouceniny, které mély alkylovy fetézec
substituovany chlorem a ne fluorem.?*

V dalsi studii byla provedena syntéza chirdlnich karbamati. Tyto karbamaty byly
syntetizovany reakci (R)-1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)ethanaminu s vybranymi substituovanymi
alkylchloroformiaty (Schéma 10).%°

CH,
N CH, o} R N CHg
1 3 0K
F S NH, cl F S NH{
C—R
O:SIZO
OH

Schéma 10: Syntéza dalsi fady karbamatt

Ellmanovou metodou byly opét u pfipravenych karbamatl stanoveny hodnoty ICso, ty
byly porovnany skomeréné dostupnym Rivastigminem, ktery je zastupcem klasickych
acylacnich pseudo-reverzibilnich karbamatovych inhibitorii cholinesteraz. NejlepSich vysledki
vici AChE dosahovala sloucenina ethyl [(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]karbamat
(obr. 13)(ICso = 6,06 umol/l). Co se ty¢e BChE, lepsich vysledkli nez Rivastigmin dosahovala
pouze sloucenina  2,2,2-trichlorethyl[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]karbamat
(obr. 14) (ICso = 8,31 umol/1).?°
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ICso (AChE)= 6,06 pmol/l

Obrazek 13: Ethyl [(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]karbamat

N\ CHj
F S>——<NH~/<O

o Cl
VA
Cl

ICso = (BChE) = 8,31 umol/l

Obrazek 14: 2,2 2-trichlorethyl[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]karbamat

V ramci tohoto vyzkumu bylo také stanoveno, ze tyto latky poskytuji tzv. pseudo-
reverzibilni typ inhibice. Pfi ni dochdzi k vyté€snéni acetylcholinu inhibitorem, ktery poté
odbouravaji cholinesterazy. Inhibitor se na enzym vaZe kovalentni vazbou, ta je nasledné
ni¢ena.'” Pravé diky tomu se stane opd&t dostupnym. Polocas rozpadu karbamoylovanych
komplexd, které takto piisobi, je 20 — 60 min.*

Béhem této studie bylo opét provedeno stanoveni lipofilit, Z vysledkl je patrné, Ze
hodnota lipofility nar@sta spolu s prodluZovanim a rozvétvovanim alifatického fetézce.

U ctyfech nejucinngjSich derivati bylo provedeno stanoveni toxicity na lidské bunky
s cilem stanovit potencialni Skodlivé u¢inky testovanych sloucenin. Stanoveni cytotoxicity bylo
provedeno standartni metodou in vitro s pouZitim lidské jaterni bunééné linie HepG2
a XCELLigence RTCA DP systém byl pouZit pro real-time a ¢asové zavisld analyza bunécné
reakce MCF7 bunék.?’

Viechny &tyfi testované inhibitory vykazaly velmi nizké hodnoty cytotoxicity.”

1.3.4 Benzthiazolovy sulfonamidy

V roce 2017 byla provedena syntéza chiralnich benzthiazolovych sulfonamidd. Tyto
derivaty byly syntetizovany reakci chiralniho (1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-
methylpropan-1-aminu se substituovanymi benzensulfonylchloridy (Schéma 11).28
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Schéma 11: Syntéza biologicky aktivnich sulfonamidd

U pripravenych chiralnich benzthizolovych sulfonamid bylo Ellmanovou metodou
provedeno stanoveni inhibi¢ni aktivity vii€éi AChE a BChE. U téchto derivatl bylo dosazeno
slibnych vysledkl pfedevs$im u inhibice BChE, kde byla u slou¢eniny N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-
benzthiazol-2-yl)-2-methylpropyl]benzensulfonamidu zjisténa hodnota ICso = 1,27 pmol/l. Pti
hodnoty ICso = 39,17 umol/l pro AChE vykazovala sloucenina 3,5-dichlor-N-[(1R)-1-(6-fluor-
1,3-benzthiazol-2-yl)-2-methylpropyl]benzensulfonamid.?®

Vzhledem k témto vysledkiim, kde mohla byt niz§i inhibi¢ni aktivita vici AChE
zpiisobena nékolika strukturdlnimi rozdily ve stavbé aktivniho mista AChE a BChE, byla
provedena syntéza méné objemnych benzthiazolovych sulfonamidid. Pro syntézu
benzthiazolovych sulfonamidi bude namisto (1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-
methylpropan-1-aminu pouzit 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin, tedy pii syntéze
vychoziho aminu, ktery je syntetizovan tfistupfiovou syntézou, bude namisto objemnéjs$iho
chiralniho D-valinu pouzZit glycin (Schéma 12).%

O
O| % THF //
H\ OH + Cl‘/< B (\O
Cl NH
NH, \
0]
O
NH, // N
(\ HCl N\
-+ O —» —
F SK' NH \ F S NH, . HCI
O

Schéma 12: Syntéza 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanaminu
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2 Experimetnalni ¢ast
2.1 Komer¢éné dostupna chemicka ¢inidla

Fosgen — Synthesia

Glycin p.a. — Lach-Ner

Toluen p.a. — Penta

n-Hexan 95% - Sigma - Aldrich

Kyselina chlorovodikova p.a. - Penta

Destilovana voda

Pyridin p.a. — Penta

Benzensulfonylchlorid 99% - Fluorochem
4-toluensulfonylchlorid 97% - Fluorochem
3-fluorbenzensulfonylchlorid 99% - Fluorochem
3-fluor-4-methylbenzensulfonylchlorid 97% - Fluorochem
3,5-difluorbenzensulfonylchlorid 98% - Fluorochem
3-chlorbenzensulfonylchlorid 98% - Fluorochem
3-chlor-4-methylbenzensulfonylchlorid 98% - Fluorochem
3,5-dichlorbenzensulfonylchlorid 95 % Fluorochem
3,5-dimethylbenzensulfonyclchlorid 97% - Fluorochem
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2.2 Priprava vychozich sloucenin

2.2.1 Priprava vychoziho 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin
hydrochloridu

2.2.1.1 Priprava 2-amino-5-fluorthiofenolitu draselného

Reak¢ni schéma:
NH
N\ KOH 2
>—NH2 =
H,0 _
F S 2 F SK'

Nasada:

2-Amino-6-fluorbenzthiazol 12,0 g (0,0713 mol)
48% KOH 43,2 g (0,37 mol)
Toluen 30,0 ml

Pracovni postup:

Do 100 ml tfihrdlé banky bylo pfedlozeno 43,2 g 48% KOH a 12 g 2-amino-6-fluorbenzthiazolu
a reak¢ni smé&s byla postupné vyhtata k varu a byla refluxovéana v inertni dusikové atmosfére
po dobu 5 hodin pfi teploté 110 — 115 °C. Pak byla reakéni smés ochlazena na teplotu 50 °C
a do reakéni smési bylo pfidano 30 ml toluenu. Reakéni smés byla 0,5 hodiny michéna
a 0,5 hodiny byla ponechéana v klidu. Vodna vrstva byla oddé€lena a pouzita do dalsi reakce.

Bylo pfipraveno 55 g vodného roztoku K soli.
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2.2.1.2 Priprava 1,3-oxazolidin-2,5-dionu

Reak¢ni schéma:

o /O
Hk o @/
+ Cl% e o
OH
- NH_/
NH, \
O
Nasada:
Glycin 12 g (0,16 mol)
THF 150 ml
Fosgen 30 g (0,3 mol)
Hexan 200 ml

Pracovni postup:

Do 250 ml ttihrdlé banky bylo ptedlozeno 12 g jemné nadrceného glycinu a 150 ml suchého
THEF. Do reakéni smési bylo za souc¢asného michani postupné nadavkovéano 30 g plynného
fosgenu. Po nadavkovani fosgenu byla reakéni smés postupné vyhtata na teplotu 40 °C.
Reakéni smés byla michana pfi teploté 40 — 42 °C, dokud se veSkery glycin nerozpustil.
Poté byl z reakéni smési destilaci za snizeného tlaku (45 — 50 °C/250 -10 mbar) oddestilovan
THF. Do destila¢niho zbytku bylo za stalého michani postupné pfidano 150 ml hexanu.
Vylou€eny produkt byl odfiltrovan a promyt 50 ml hexanu. Bylo ziskdno 14,2 g produktu
(vytézek 88 %).
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2.2.1.3 Priprava 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochloridu

Reak¢ni schéma:

Nasada:
2-Amino-5-fluorthiofenolat draselny
Konc. HCI
Voda
Gly-NCA
THF
Toluen

Pracovni postup:

Do zadusikovaného 500 ml reaktoru bylo piedlozeno 45,5 g konc. HCI a 53 ml vody. Reakéni
smés byla ochlazena na teplotu 0 °C a do ni byl postupné nadavkovan vodny roztok K soli tak,
aby teplota nepiestoupila 5 °C. Do reakéni smési bylo potom piidano 26 g THF(0 — 5 °C)
apotom za stdlého michani pfidano 8 g Gly-NCA. Reakéni smés byla nasledné vyhtata
na teplotu 50 °C a pfi této teploté¢ byla michana 4 hodiny. Reakéni smés byla nésledné
ochlazena na teplotu 20 °C. Vylou€eny produkt byl izolovan filtraci a promyt 2x 20 ml toluenu.

N
HC
= I
F S NH, . HCI

550¢g
455 ¢
53 ml
8 £(0,079 mol)
26,0 g
40 ml

Produkt byl susen na vzduchu. Bylo ptipraveno 13,2 g produktu (vytézek 85 %).
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2.3 Syntéza sulfonamidu

2.3.1 Priprava N-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)-4-methylbenzensulfonamidu

Reak¢ni schéma:

N
Cl
' @ > 7
N O0=—=8=0
@ e ) T

Namy . P F

E S NH,* HCI

CH
3 CH,

Nasada:

1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-1-aminhydrochlorid 0,87 g (0,004 mol)
Pyridin 20 ml
4-methylbenzensulfonylchlorid 1,1 g (0,06 mol)

Pracovni postup:

Do 50 ml banky bylo ptfedlozeno 0,87 g (0,004 mol) 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-1-
aminhydrochloridu, 20 ml pyridinu a 1,1 g (0,06 mol) 4-methylbenzensulfonylchloridu.
Reakéni smés byla posléze zahtata na teplotu 70°C a takto michana po dvé hodiny. Nasledn¢
byla reak¢ni smés ochlazena na teplotu 20°C a pievedena do 100 ml baniky. Do reak¢ni smési
bylo ptfidano 20 ml 10% HCI a 60 ml toluenu. Takto byla michdna 30 min. Poté bylo michani
zastaveno a z reak¢ni smési byla odd€lena organicka vrstva. Z organické vrstvy bylo destilaci
za snizeného tlaku (50 °C/100 — 10 mbar) oddestilovano cca 30 ml toluenu. Z destila¢niho
zbytku byl za pozvolného chladnuti vykrystalizovan pozadovany produkt. Produkt byl izolovan
filtraci a byl dvakrat promyt 10ml #-hexanu. SuSen byl na vzduchu za laboratorni teploty. Bylo
piipraveno 1 g (74% vytézek) produktu.
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2.3.2 Priprava N-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)benzensulfonamidu
Reak¢ni schéma:

N
! )@E\}\ i
N O0—8=0
idi s NH—S=0
O T

s e
. NH,

Nasada:
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-1-aminhydrochlorid 0,87 g (0,004 mol)
Pyridin 20 ml
benzensulfonylchlorid 1,06 (0,006 mol)

Pracovni postup:

Produkt byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 2.3.1.. Byl pfipraven 1 g (78 % vytézek)
produktu.
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2.3.3 Priprava 3-fluor-N-((6-fluorbenzothiazol-2-yl)methyl)benzensulfonamidu

Reak¢ni schéma:

N
L )@\H i
N O0=8S=0
@ o ) T

> * — '

F S NH,- HCI
F
F
Nésada:
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-1-aminhydrochlorid 0,87 g (0,004 mol)
Pyridin 20 ml
3-fluorbenzensulfonylchlorid 1,16 g (0,006 mol)

Pracovni postup:

Produkt byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 2.3.1.. Bylo piipraveno 1,1 g (81 %
vytézek) produktu.
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2.3.4 Priprava 3-fluor-N-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)-4-methylbenzen
sulfonamidu

Reak¢ni schéma:

cl N
\> o)
/@EN\—— o=s=0 idi J@:S NH— =0
pyridin —S=

N F
. s NH, HCI
F
F
“Fa CH,
Nasada:
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-1-aminhydrochlorid 0,87 g (0,004 mol)
Pyridin 20 ml
3-fluor-4-methylbenzensulfonylchlorid 1,2 g (0,006 mol)

Pracovni postup:

Produkt byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 2.3.1.. Byl pfipraven 1 g (71 % vytézek)
produktu.
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2.3.5 Priprava 3-chlor-NV-((6-fluorbenzothiazol-2-yl)methyl)benzensulfonamidu

Reak¢ni schéma:

Clll
0=S=0
N N\ Cl
: Pyridin e}

/(>i \ + /()is NH- ”
F S NH, . HC Cl 3 ﬁ
Nasada:

1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-1-aminhydrochlorid 0,87 g (0,004 mol)

Pyridin 20 ml
3-chlorbenzensulfonylchlorid 1,3 g (0,006 mol)

Pracovni postup:

Produkt byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 2.3.1.. Bylo pfipraveno 1,1 g (77 %
vytézek) produktu.
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2.3.6 Priprava 3-chlor-N-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)-4-methylbenzen
sulfonamidu

Reak¢ni schéma:

cl N
\> _ o)
O:S':O ll

N
ridin S NH—S=0
@[ \>_\ + py—- F
s NH," HCI

F
Cl
Cl
CHs CH,

Nasada:

1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-1-aminhydrochlorid 0,87 g (0,004 mol)

Pyridin 20 ml
3-chlor-4-methylbenzensulfonylchlorid 1,35 g (0,006 mol)

Pracovni postup:

Produkt byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 2.3.1.. Bylo pfipraveno 1,1 g (74 %
vytézek) produktu.
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2.3.7 Priprava 3,5-difluor-N-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)benzen
sulfonamidu

Reak¢ni schéma:

N
Cl
I \>__ o)
N 0=8=0 idi S NH ls'—o
v I =2
S NH,- HCI

F
F F
F F
Nasada:
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-1-aminhydrochlorid 0,87 g (0,004 mol)
Pyridin 20 ml
3,5-difluorbenzensulfonylchlorid 1,27 g (0,006 mol)

Pracovni postup:

Produkt byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 2.3.1.. Bylo pfipraveno 0,9 g (63 %
vytézek) produktu.
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2.3.8 Priprava 3,5-dichlor-V-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)benzen
sulfonamidu

Reak¢ni schéma:

N
cl
| \> _ 0
N 0=5=0 i s NH g—o
/©j\: \ + P F o
S NH, HCI

F
Cl Cl
Cl Cl
Nasada:
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-1-aminhydrochlorid 0,87 g (0,004 mol)
Pyridin 20 ml
3,5-dichlorbenzensulfonylchlorid 1,47 g (0,006 mol)

Pracovni postup:

Produkt byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 2.3.1.. Bylo pfipraveno 1,1 g (70 %
vytézek) produktu.
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2.3.9 Priprava 3,5-methyl-NV-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)benzen
sulfonamidu

Reak¢ni schéma:

N
Cl
| Nan Vil
N 0=5=9° idi s NH—d=0
ridin - V—
O e T e
S NH2' HCI

F
HsC CHs HeC oh,
Nasada:
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-1-aminhydrochlorid 0,87 g (0,004 mol)
Pyridin 20 ml
3,5-dimethylbenzensulfonylchlorid 1,22 (0,006 mol)

Pracovni postup:

Produkt byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 2.3.1.. Byl pripraven 1 g (71 % vytézek)
produktu.
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2.4 Metody charakterizace

2.4.1 Bod tani

Teplota tani byla stanovena na bodotavku Biichi Melting Point B-540, kde je mozné
sledovat proces tani skrz zvétSovaci sklo a pribeh reakce je viditelny na LCD displeji.

2.4.2 NMR spektroskopie

NMR spektra byla méfena v hexadeuteriodimethylsulfoxidu pfi teploté 300 K na piistroji
BrukerAvance 400 MHz v pulznim moédu s Fourierovou transformaci. Spektra byla méfena v 5-
ti milimetrové Sirokopasmové laditelné sondé a frekvence pouzité pti méteni byly u 'H spekter
400,13 MHz, pro '3C spektra pak 100,62 MHz, a "°F spektra 376,46 MHz. Viechna NMR
spektra (‘H, '*C a '’F) byla méfena standardnim zptisobem. Hodnoty 'H a '*C chemickych
posunii byly vztazeny viiéi signalu rozpoustédla (§('H) = 2,5 ppm (8(**C) = 39,5 ppm (DMSO)
a prepocteny do o-stupnice.

2.4.3 Stanoveni elementarni analyzy

Elementarni analyza byla provedena na pfistroji FLASH 2000 CHNS Organic
elemental analyser.
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2.5 Charakteristika vychozich latek

2.5.1 2-amino-6-fluorbenzthiazol

4

5 N 8
JSSay
F S

6 7
Byl piipraven na pracovisti UOCHT. Latka byla pfed pouzitim analyzovina NMR
spektrometrii.

Vzhled: Nazloutld pevna latka
Bod tani: 183 — 185 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): 6 = 7,57 (1H, dd, *J=2,5 Hz, >J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7);
7,46 (2H, s, NH>); 7,29 (1H, dd, °J = 8,7 Hz, “J(\°F, '"H) = 4,9 Hz, H4); 7,03 (1H, dt, “J = 2,4 Hz,
3J=9,2 Hz, 3J(*°F, 'H) = 9,2 Hz, HY).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds): 6 = 166,4 (d, “J(*°F, '"H) = 2,4 Hz); 157,2 (d, "J(*°F, 'H) =
235,7 Hz); 149,5; 131,8 (d, J(°F, '"H) = 11,5 Hz); 118,1 (d, *J(*°F, 'H) = 8,6 Hz); 112.,7 (d,
2J(F, 'H) = 23,6 Hz); 107,8 (d, J(*°F, 'H) = 27,0 Hz).

1F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 6 = -122,4
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2.5.2 1,3-oxazolidin-2,5-dion

Vzhled: Bila krystalicka latka

Vytézek: 85 %

Bod tani: 88 — 89 °C (dekomp.)

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds): 6 = 8,83 (1H, s, NH); 4,18 (2H, s, H1).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds): 5= 169,5; 153,1; 46,3.
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2.5.3 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochlorid

4
N
5 s
P8 S NH, . HCI

Vzhled: Bila pevna latka
Vytézek: 88 %
Bod tani: 202 — 204 °C

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-d¢): 6= 9,04 (3H, s, NH>); 8,09 (1H, dd, “J=2,7 Hz,
3J(F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 8,05 (1H, dd, °J=9,0 Hz, “J(*°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,42 (1H, dt,
“J=2,6 Hz, °*J=9,0 Hz, *J(*°F, '"H) = 9,0 Hz, H5); 4,55 (2H, s, HS).

3CNMR (100,62 MHz, DMSO-d¢): & = 164,2 (d, “J("°F,’C)=3,2Hz); 159,8 (d,
TJ(F,13C) = 243,0 Hz); 148,7 (d, *J("°F,"*C) = 1,5 Hz); 136,5 (d, *J("°F,"*C) = 12,0 Hz); 123,9
(d, “J(*F,3C)=9,7 Hz); 115,1 (d, 2J(*°F,"*C) =24,9 Hz); 108,9 (d, *J(*°F,'*C) = 27,2 Hz);
40,1.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-de): 5=-115,5.
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2.6 Charakteristika pripravenych sloucenin

2.6.1 N-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)-4-methylbenzensulfonamid

4
5 N
JOOSW.
F 6 S NH-S=O

7 9
10 10
11 11

12 CHy

Vzhled: Bila pevna latka
Vytézek: 74%
Bod tani: 140 - 141 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):6= 8,70 (1H, t, >J = 6,3 Hz, NH 9); 7,99 (1H, dd, “J=2,7
Hz,*J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,92 (1H, dd, *J = 8,9 Hz, *J("°F, 'H) = 4,9 Hz, H4);7,71 (2H, d,
3J=28,3 Hz, H10); 7,38 (2H, d, °J = 8,3 Hz, H11); 7,36 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, *J=9,1 Hz, *J(*°F,
'H)=9,1 Hz, H5); 4,39 (2H, d, 3J = 6,3 Hz, HY); 2,36(3H, s, CH;).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 170,6 (d, “J("°F,"*C) = 3,3 Hz); 159,5 (d, 'J(*°F,"3C)
= 2422 Hz); 149,5 (d, J("°F,1*C) = 1,4 Hz); 143,1; 137,2; 136,1 (d, *J(*°F,"*C) = 11,6 Hz);
129,7; 126,6; 123,7 (d, *J("F,13C) = 9,5 Hz); 114,6 (d, 2J(*°F,'*C) = 24,7 Hz); 108.,6 (d,
2J(YF,13C) = 27,1 Hz); 44,6; 21,0.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 6=-116,4
Elementarni analyza:C;sHi3FN202S> (M = 336,40)

Vypocteno: C(53,56 %), H(3,90 %), N(8,33 %), S(19,06%)
Stanoveno: C(53,72 %), H(3,81 %), N(8,20 %), S(19,22 %)
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2.6.2 3-fluor-N-((6-fluorobenzthiazol-2-yl)methyl)benzensulfonamid

4
5 N
/O:\ N
F s S NH-S=O0
7 9
13 10
12 F

Vzhled: Bila pevna latka
Vytézek: 81 %
Bod tani: 132 - 134 °C

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):6= 8,95 (1H, t, *J = 6,3 Hz, NH 9); 7,98 (1H, dd, *J=2,6
Hz>J("F, 'H) = 8,9 Hz, H7); 7,91 (1H, dd, 3J = 8,9 Hz, *J("°F, '"H) = 4,9 Hz, H4); 7,67 (1H, dt,
%J=1,5Hz, *J(*°F, 'H) = 8,0 Hz, H10); 7,65 — 7,60 (2H, m, H12, H13); 7,49 (1H,dt,*/=2,6 Hz,
3J=8,0 Hz, *J(*°F, '"H) = 8,0 Hz, H11); 7,36 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, *J= 9,0 Hz, *J('°F, 'H) = 9,0 Hz,
H5); 4,50 (2H, d, *J = 6,3 Hz, HY).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 170,0 (d, *J(*°F,'*C) = 3,0 Hz); 161,7 (d, 'J(*°F,}*C)
= 247.4 Hz); 159,5 (d, 'J(*°F,13C) = 243,4 Hz); 149,4 (d, °J("°F,'3C) = 1,5 Hz); 142,3 (d,
3J(YF,13C) = 6,6 Hz); 136,0 (d, J("°F,'3C) = 11,7 Hz); 131,7 (d, *J("°F,"*C) = 7,9 Hz); 123.7
(d, 3J("°F,13C) =9,7 Hz); 122.8 (d, “J("°F,'3C) = 2,9 Hz); 119,8 (d, 2J('°F,'3C) = 21,3 Hz); 114,7
(d, 2J("°F,13C) = 24,9 Hz); 113,6 (d, 2J(°F,'3C) = 24,6 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,'*C) = 27,3 Hz);
44.6.

1F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): == -110,5; -116,3

Elementarni analyza:C4H10F2N202S2 (M = 340,36)
Vypocteno: C(49,40 %), H(2,96 %), N(8,23 %), S(18,84%)
Stanoveno: C(49,57 %), H(3,07 %), N(8,05 %), S(18,68 %)
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2.6.3 3-fluor-N-((6-fluorobenzthiazol-2-yl)methyl)-4-methylbenzensulfonamid

4
5 N
JOREW

F 5 S NH-S—O

7 9
12 10
11 F
13 CH3

Vzhled: Bila pevna latka
Vytézek: 71%
Bod tani: 156 - 158 °C

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):0= 8,85 (1H, t, *J = 6,2 Hz, NH 9); 7,99 (1H, dd, *J = 2,7
Hz, *J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,91 (1H, dd, *J = 9,0 Hz, *J(*°F, '"H) = 5,0 Hz, H4); 7,55 (2H, m,
H10, H11); 7,47 (1H, t>J=7,7 Hz, H11); 7,36 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, *J=9,0 Hz, *J("°F, 'H) = 9,0
Hz, HS); 4,46 (2H, d, °J = 6,3 Hz, H8); 2,25 3H, d, *J = 1,4 Hz, CH;).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 170,0 (d, *J(*°F,'*C) = 3,1 Hz); 160,0 (d, 'J(*°F,}*C)
=246,9 Hz); 159,5 (d, 'J(*°F,1*C) = 242,2 Hz); 149,4; 139,6 (d, *J('°F,'*C) = 6,8 Hz); 136,0 (d,
3J(F,13C) = 11,8 Hz); 132,5 (d, *J(*°F,'*C) = 4,9 Hz); 129.9 (d, 2J(*°F,'3C) = 17,0 Hz); 123,7
(d, 3J("°F,13C) =9,7 Hz); 122.5 (d, “J("°F,'3C) = 3,3 Hz); 114.6 (d, 2J('°F,'3C) = 25,0 Hz); 113.2
(d, 2J(*F,13C) = 25,4 Hz); 108,4 (d, J("°F,13C) = 27,2 Hz); 44.6; 14,2.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 6=-115,4; -116,4

Elementarni analyza:CisH12FoN2O2S2 (M = 354,39)
Vypocteno: C(50,84 %), H(3.,41 %), N(7,90 %), S(18,09%)
Stanoveno: C(50,65 %), H(3,30 %), N(8,05 %), S(18,27 %)
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2.6.4 3-chlor-N-((6-fluorobenzthiazol-2-yl)methyl)-4-methylbenzensulfonamid

4
5 N
JORSW:

F 6 S NH-S—O

7 9
12 10
11 cl
13 CH4

Vzhled: Bila pevna latka
Vytézek: 74 %
Bod tani: 172 - 173 °C

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):0= 8,86 (1H, t, *J = 6,3 Hz, NH 9); 7,98 (1H, dd, *J=2,7
Hz,>J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,90 (1H, dd, *J = 8,9 Hz, “*J(*°F, '"H) = 4,9 Hz, H4); 7,76 (1H, d,
“J=1,7 Hz, H10); 7,66 (1H, dd, , /= 1,8 Hz, J=7,9 Hz, H12); 7,51 (1H, d, >*J= 8,0 Hz, H11);
7,36 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, *J= 9,1 Hz, *J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 4,47 (2H, d, °J = 6,3 Hz, HY);
2,33 (3H, s, CH;).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 169,7 (d, “J("°F,"*C) = 3,4 Hz); 159,5 (d, 'J(*°F,"3C)
= 2422 Hz); 149,4 (d, °J(*F,1*C) = 1,4 Hz); 140,7; 139,5; 136,0 (d, *J(*°F,"*C) = 11,7 Hz);
133,8; 131,9; 126,7; 125,2; 123,7 (d, *J(*°F,'*C) = 9,8 Hz); 114,5 (d, 2J(*°F,'*C) = 24,8 Hz);
108,4 (d, 2J("°F,13C) = 27,2 Hz); 44,5;19,5.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 6=-116,4
Elementarni analyza:C;sH2CIFN,0,S, (M; = 370,84)

Vypocteno: C(48,58 %), H(3,26 %), N(7,55 %), S(17,29%)
Stanoveno: C(48,75 %), H(3,15 %), N(7,36 %), S(17,47 %)
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2.6.5 3-chlor-N-((6-fluorobenzthiazol-2-yl)methyl)benzensulfonamid

4
5 N
/©:\ \
F 6 S NH-S=O
7 9
13 10
12 Cl

Vzhled: Bila pevna latka
Vytézek: 77 %
Bod tani: 126 - 128 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):6= 8,94 (1H, t, >J = 6,3 Hz, NH 9); 7,98 (1H, dd, 7= 2,6
Hz,>J(*°F, 'H) = 8,9 Hz, H7); 7,91 (1H, dd, *J = 9,0 Hz, “*J(*°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,79 (2H, m,
H10, H13); 7,67 (1H, td,J = 8,1 Hz, *J = 1,6 Hz, H11); 7,58 (1H, t,>J = 8,1 Hz, H12); 7,36
(1H,dt,*J= 2,6 Hz, 3J=9,0 Hz, *J("°F, 'H) = 9,0 Hz, H5); 4,51 (2H, d, °J = 6,3 Hz, H8).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 169,7 (d, “J(*°F,'3C) = 3,4 Hz); 159,5 (d, 'J(*°F,13C)
= 2422 Hz); 149,3 (d, °J(*°F,1*C) = 1,3 Hz); 142,2; 135,9 (d, *J(*°F,'3C) = 11,8 Hz); 133,8;
132,5; 126,2; 125,2;123,7 (d, *J(*F,1*C) = 9,8 Hz); 114,6 (d, 2J(*°F,*C) = 25,0 Hz); 108,4 (d,
2J(YF,13C) = 27,2 Hz); 44,5.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 6=-116,3
Elementarni analyza:C4H10CIFN202S: (M; = 356,81)

Vypocteno: C(47,13 %), H(2,82 %), N(7,85 %), S(17,97 %)
Stanoveno: C(46,99 %), H(2,91 %), N(7,99 %), S(17,79 %)
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2.6.6 N-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)benzensulfonamid

12

Vzhled: Bila pevna latka
Vytézek: 78 %
Bod tani: 134-136 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):0= 8,81 (1H, t, *J = 6,3 Hz, NH 9); 7,99 (1H, dd, *J=2,7
Hz,*J(*°F, 'H) = 8,9 Hz, H7); 7,92 (1H, dd, *J = 9,0 Hz, “J(*°F, '"H) = 4,9 Hz, H4); 7,85 (2H,
d,>J=7.2Hz, H10); 7,66 — 7,56 (3H, m, H11, H12); 7,36 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, *J=9,0 Hz, *J(*°F,
'H) = 9,0 Hz, H5); 4,42 (2H, d, >°J = 6,3 Hz, HS).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 170,5 (d, *J(*°F,'*C) = 3,5 Hz); 159,5 (d, 'J(*°F,}*C)
= 242,0 Hz); 149,5; 140,1; 136,0 (d, *J(*°F,"*C) = 11,6 Hz); 132,7; 129,3; 126,6; 123,7 (d,
3J(YF,13C) = 9,4 Hz); 114,6 (d, 2J("°F,*C) = 24,9 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,'3C) = 27,1 Hz); 44,6.
19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 5=-116,3

Elementarni analyza:C4H;1FN202S, (M, = 322,37)

Vypocteno: C(52,16 %), H(3,44 %), N(8,69 %), S(19,89 %)
Stanoveno: C(52,00 %), H(4,36 %), N(8,87 %), S(19,71 %)
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2.6.7 3,5-difluor-N-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)benzensulfonamid

4
5 N
JORSW

F 6 S NH-S=O

7 9
10 10
F F

11

Vzhled: Bila pevna latka
Vytézek: 63 %
Bod tani: 150 - 152 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-d6):6=9,01 (1H, t, >J = 6,3 Hz, NH 9); 7,99 (1H, dd, *J=2,6
Hz,>J(*°F, 'H) = 8,8 Hz, H7); 7,92 (1H, dd, *J = 9,0 Hz, “J(*°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,57 (1H, tt,
%J=2,3 Hz,>J(*°F, 'H) = 9,2 Hz, H11); 7,50 (2H, m,H10); 7,36 (1H,dt,*J=2,6 Hz, 3J=9,0 Hz,
3J(F, 'H) = 9,0 Hz, H5); 4,56 (2H, d, *J = 6,3 Hz, HS).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 169,6 (d, “J("°F,"*C) = 3,4 Hz); 162,2 (d, 'J(*°F,"3C)
=251,2 Hz); 162,1 (d, 'J(*°F,'*C) = 251,2 Hz); 159,5 (d, 'J(*°F,*C) = 242,0 Hz); 149,3; 1437
(t, >J(F,1*C) = 8,2 Hz); 136,0 (d, *J(*°F,*C) = 11,7 Hz); 123,7 (d, *J(*°F,'3C) = 9,5 Hz); 114,7
(d, 2J(*PF,13C) = 25,0 Hz); 110,4 (d, 2J(°F,13C) = 28,2 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,'°*C) = 27,4 Hz);
108,4 (t, 2J("°F,1*C) = 26,0 Hz); 44,5.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 6=-106,5; -116,2
Elementarni analyza:Ci4HoF3N>02S, (M = 358,35)

Vypoéteno: C(46,92 %), H(2,53 %), N(7,82 %), S(17,89%)
Stanoveno: C(47,11 %), H(2,43 %), N(7,65 %), S(18,05 %)
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2.6.8 3,5-dichlor-N-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)benzensulfonamid

4

5 N
JORSW
F S NH-S=—=O
9

6 7
10 10

Cl Cl
11

Vzhled: Bila pevna latka
Vytézek: 70 %
Bod tani: 152 - 154 °C

'"H NMR (400,13 MHz, DMSO-dc):6= 9,07 (1H, t, >J = 6,3 Hz, NH 9); 7,98 (1H, dd, 7= 2,6
Hz,>J(*°F, 'H) = 8,9 Hz, H7); 7,90 (1H, dd, *J = 8,9 Hz, *J('°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,84 (1H, t,
“J=1,9 Hz, H11); 7,74 (2H, d, *J = 1,8 Hz, H10); 7,36 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, *J= 9,0 Hz, *J("°F,
'H) = 9,0 Hz, H5); 4,57 (2H, d, *J = 6,3 Hz, HS).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 169,0 (d, “J(*°F,"*C) = 3,5 Hz); 159,5 (d, 'J(*°F,"3C)
= 242,1 Hz); 149,3 (d, >J(*F,'*C) = 1,5 Hz); 143,5; 136,0 (d, *J(*°F,"*C) = 11,8 Hz); 134,9;
132,1; 125,2; 123,7 (d, *J("°F,'3C) = 9,7 Hz); 114.,5 (d, 2J("°F,'3C) = 25,0 Hz); 108.,6 (d,
2J(YF,13C) = 27,2 Hz); 44,4.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 6=-116,4
Elementarni analyza:Ci4HoCLLbFN>0,S, (M; = 391,26)

Vypocteno: C(42,98 %), H(2,32 %), N(7,16 %), S(16,39%)
Stanoveno: C(42,80 %), H(3,25 %), N(7,35 %), S(16,57 %)
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2.6.9 3,5-dimethyl-N-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)benzensulfonamid

4
5 N
JORSW
F g S NH-S=O
7 9
10 10
H4C CHj

12 " 12

Vzhled: Bila pevna latka
Vytézek: 71 %
Bod tani: 127 - 129 °C

"H NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):6= 8,67 (1H, t, >J = 6,3 Hz, NH 9); 7,98 (1H, dd, 7= 2,6
Hz,*J(*F, 'H) = 8,9 Hz, H7); 7,90 (1H, dd, °J = 8,9 Hz, “J(*°F, '"H) = 4,9 Hz, H4); 7,42 2H, s,
H10); 7,36 (1H,dt,*)= 2,6 Hz, 3J=9,1 Hz, *J("°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 7,22 (1H, s, H11); 4,52
(2H, d, 3J = 6,3 Hz, H8); 2,29 (6H, s, CH;.

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 170,4 (d, *J(*°F,'*C) = 3,0 Hz); 159,5 (d, 'J(*°F,1*C)
= 242.5 Hz); 149,4 (d, >J(*°F,'*C) = 1,5 Hz); 140,0; 138,7; 136,1 (d, *J(*°F,"*C) = 11,7 Hz);
133,9; 124,0; 123,7 (d, *J("°F,'3C) = 9,6 Hz); 114.,6 (d, 2J('°F,'3C) = 24,8 Hz); 108.,5 (d,
2J(YF,13C) = 27,2 Hz); 44,6; 20,7.

19F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 6=-116,4
Elementarni analyza:CisH1sFN202S> (M = 350,43)

Vypocteno: C(54,84 %), H(4,31 %), N(7,99 %), S(18,30%)
Stanoveno: C(55,01 %), H(4,22 %), N(7,85 %), S(18,47 %)
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Syntéza

Cilem této bakalaiské prace bylo ptipravit fadu novych benzthiazolovych sulfonamidi,
kde byl jako vychozi amin pouzit 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin. V prvni ¢asti
bakalaiské prace byla ptipravena vychozi latka 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin
hydrochlorid. Tato sloucenina byla pfipravena tfistupfiovou syntézou (Schéma 13). V prvnim
reakénim stupni reagoval 2-amino-6-fluorbenzthiazol s vodnym roztokem hydroxidu
draselné¢ho po dobu 5 hodin pfi teploté¢ 110 — 115 °C za vzniku 2-amino-5-fluorthiofenolatu
draselného. Ve druhém reakénim stupni reagoval glycin s plynnym fosgenem v THF za vzniku
Gly-NCA. Ve tfetim reakénim stupni byl nejprve 2-amino-5-fluorothiofenolat draselny
pteveden v prostiedi kyseliny chlorovodikové na 2-amino-5-fluorbenzthiazol hydrochlorid,
aten nasledné reagoval s pevnym Gly-NCA za vzniku 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)methanamin hydrochloridu. Vyvoj syntézy této slouceniny je popsan a diskutovan v praci.?’

NH
N\ KOH :
>—NH2 —_—
H,0 .
F S 2 F SK'

O
o Il
%w voad e

- NH_/

NH, \
O
0
NH, i N
(\ HCI N\
+ 0O —— »
F S'K+ NH\\/ F S NH, . HCl
o)

Schéma 13: Ttistupiiova syntéza 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanamin hydrochloridu

V dalsi ¢asti byla provedena syntéza vybranych bezthiazolovych sulfonamidi. Tyto
slouceniny byla syntetizovany reakci 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanaminu se
substituovanymi benzensulfonylchloridy (Schéma 14).
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Schéma 14: Syntéza benzthiazolovych sulfonamidt

Vlastni reakce probihala v pyridinu. Vychozi  1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)methanamin byl do reakce pouzit ve formé stabilni hydrochloridové soli. Z této soli byl amin
uvolnén reakci s pyridinem. Amin ve formé baze reagoval déle s ptislusnym sulfonylchloridem.
Reakce probihala pii teploté 70 °C. Reakci vznikly chlorovodik reagoval s pyridinem za vzniku
hydrochloridové soli. Substituované benzensulfonylchloridy byly do reakce pouzity
v 1,5 molarnim nadbytku. Po ukonceni reakce byl do reakéni smési nejprve ptidan toluen a
nasledné byl reakci s 10 % kyselinou chlorovodikovou pfeveden pyridin na ve vodé rozpustnou
hydrochloridovou sil. Z této reakéni smeési byl nasledné produkt extrahovan toluenem.
Toluenova vrstva byla dale extrahovana vodou. Z takto vyprané organické vrstvy byl déle
destilaci za snizeného tlaku (50 — 52 °C/100 — 10 mbar) odstranén veskery toluen a konecny
produkt byl krystalizovan z n-hexanu. Produkt byl izolovan filtraci a byl suSen stdnim
na vzduchu. Touto metodu bylo dosazeno vytézku 63-81 %. Ptipravené sulfonamidy byly
charakterizovany pomoci bodu tani, NMR spektrometrie. Cistota produktii byla potvrzena
elementérni analyzou.
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Obrazek 16: 1*C NMR N-((6-fluorbenzthiazol-2-yl)methyl)benzensulfonamidu

3.2 Stanoveni inhibi¢nich aktivit vii¢i enzymam

U piipravenych sulfonamidii bylo provedeno testovani inhibi¢ni aktivity vii¢i enzymim
acetylcholinesterdze (AChE) a butyrylcholinesterdze (BChE). Testovani bylo provedeno na
Katedie biochemie a biologickych véd. Mira inhibi¢ni aktivity danych inhibitorti byla
provedena stanovenim hodnot ICso coz je mnozstvi latky potiebné k 50%inhibici enzymu.
Stanoveni hodnot ICsg v této praci bylo provedeno Ellmanovou metodou. Princip této metody
spoc¢iva v hydrolyze esterti thiocholinu, kdy je pro méteni aktivity AChE jako substrat vyuzivan
acetylthiocholin (ATCh) a u BChE je substratem butyrylthiocholin (BTCh). Pii hydrolyze
dojde ke vzniku ptislu$né kyseliny a thiocholinu. Merkapto SH- skupina thiocholinu je nasledné
detekovana pomoci 5,5-dithio bis(-2-nitrobenzoové kyseliny) (DTNB), pfi¢emZ béhem této
reakce dojde kuvolnéni 5-merkapto-2-nitrobenzoatového aniontu (TNB°). Ten je
spektrofotometricky stanoven po piechodu na 2-nitro-5-thiobenzoovou kyselinu pii vlnové
délce 412 nm. Stanovend absorbance produktu je piimo imérn4 aktivité enzymu.'>!3
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Tabulka 1: ICso pfipravenych nechiralnich sulfonamidii vychazejicich z 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanaminu

N
Pyr|d|n \> o
/©i /@ ||@
F S NH—ﬁ
(0]
o= S 0]
CI
¢islo R ICso pM I1Cso pM
ACHE BCHE

1 H 78,76+2,48 39,39+1,43
2 4-CH3; 106,01+5,84 50,15+1,06
3 3-F 68,20+4,13 25,83+0,15
4 3-F-4-CH3 53,15+0,78 109,62+2,93
5 3,5-F» 67,09+1,77 73,18+3,05
6 3-Cl 93,92+1,83 164,98+6,54
7 3-Cl-4-CHj3 70,58+1,95 110,62+4,53
8 3,5-Cl, 95,55+0,38 80,98+1,13
9 3,5(CHz)2 70,45+1,37 22,39+1,10

Stanovené hodnoty ICso byly porovnéany s vysledky stanoveni hodnot ICso u série
chirdlnich benzthiazolovych sulfonamidl, kde syntéza vychédzela z (1R)-1-(6-fluor-1,3-

benzthiazol-2-yl)-2-methylpropan-1-aminu.
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Tabulka 2: ICso pfipravenych chiralnich sulfonamidi vychazejicich z (1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-methylpropan-

1-aminu
R HaC
CH
N i CH, Pyridin /©i \>_27|C|) 3
/@i N + — = F NH-S=0
F S NH, . Hel 0=s=0
4 R
cislo R I1Cso pM I1Cso pM
ACHE BCHE

1 H 47,89+1,31 1,27+0,16
2 4-CH3 50,51+0,46 3,80+0,17
3 3.F 82,69+0,83 14,18%0,10
4 3-F-4-CH3 54,12+1,77 5,89+0,01
5 3,5-F> 62,46+0,58 10,80+0,09
6 3-Cl 155,15+0,91 6,29+0,18
7 3-Cl-4-CH; 43,83+1,08 5,97+0,03
8 3,5-Cl, 39,17+1,32 2,06+0,16
9 3,5(CHs) 72,1940,0,27 17,04+0,36

Pii stanoveni hodnot inhibi¢ni aktivity u sulfonamidii vychézejicich z chiralniho (1R)-
1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-methylpropan-1-aminu vici BChE bylo dosazeno niZSich
hodnot ICso nez u inhibice AChE (tab 2). To mohlo byt zpsobeno nékolika strukturdlnimi
rozdily ve stavbé aktivniho mista AChE a BChE. Na dn¢ prohlubné aktivniho mista AChE jsou
dvé molekuly fenylalaninu, jejichz aromaticka rezidua vy€nivaji do prostoru prohlubné
aktivniho mista. Naproti tomu v BChE jsou tyto molekuly nahrazeny dvéma menSimi
aminokyselinami - valinem a leucinem. Tato konformaéni zména vytvaii veétsi prostor
v nejhlubsi Casti prohlubné aktivniho mista BChE a umoznuje interakci BChE s vétSimi
substraty a inhibitory.'>2® Na zéklad& tohoto poznatku byla syntetizovéna fada sulfonamidi
vychazejici z 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanaminu s cilem zmensit molekulu a tim
dosahnout nizSich hodnot ICso u ihibice AChE a zachovat, pfipadné snizit hodnoty ICso
u ihibice BChE. Hodnoty ICso (tab. 1, 2) byly porovnany a jsou zndzornény v grafu 1 (inhibice
AChE) a 2 (inhibice BChE).
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Graf 1: Graf zavislosti hodnot ICso na substituentu pro AChE (viz tab. 1 a 2)

Rada 1 D-Val (tab. 2), Rada 2 Gly (tab 1)
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Graf 2: Zavislost hodnot ICso na substituentu pro BChE (viz tab. 1 a 2)

Rada 1 D-Val (tab. 2), Rada 2 Gly (tab 1)

Z grafii 1 a 2 je patrné, Ze zmenSenim velikosti molekuly, tj. volbou glycinu namisto
D-valinu, pifi syntéze vychoziho aminu sice doSlo pifi stanoveni inhibi¢ni aktivity vici
acetylcholinesteraze ve tfech piipadech ke snizeni hodnoty ICso, ale zaroven byly stanoveny
vyrazné vyssi hodnoty 1Cso pii inhibici butyrycholinesterazy.
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4 Zavér

Vramci této bakalafské prace byla pfipravena fada novych benzthiazolovych
sulfonamidii  vychdzejicich z 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methanaminu. Pftipravené
slouéeniny byly charakterizovany pomoci bodu tani, NMR spektrometrie. Cistota produktt
byla potvrzena elementarni analyzou.

Déle bylo u pfipravenych sulfonamidii provedeno stanoveni inhibi¢ni aktivity vici
enzymum acetylcholinesteraze (AChE) a butyrylcholinesteraze (BChE). Mira inhibi¢ni aktivity
danych inhibitorti byla provedena stanovenim hodnot ICso, coz je mnozstvi latky potfebné
k 50%inhibici enzymi. Stanoveni hodnot ICso v této praci bylo provedeno Ellmanovou
metodou’ Stanovené hodnoty ICso byly porovnany s vysledky stanoveni hodnot ICso u série jiz
diive pripravenych chiralnich benzthiazolovych sulfonamidi, kde syntéza vychazela z (1R)-1-
(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-methylpropan-1-aminu. Na zaklad¢ ziskanych vysledkl bylo
zjisténo, ze u piipravenych derivati bylo sice ve tiech ptipadech dosaZeno nizsich hodnot ICsg
pii stanoveni inhibice acetylcholinesterazy, ale zaroven bylo dosaZeno vyrazné vysSich hodnot
ICso pii stanoveni inhibic¢ni aktivity u butyrylcholinesterazy.
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