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ABSTRAKT

Mgr. Ivana Zemanova: Nové derivaty furo[3,2-b]pyrolu: Syntéza, $tadium vlastnosti a
biologickej aktivity [Dizerta¢na praca] — Univerzita sv. Cyrila a Metoda v Trnave, Fakulta
prirodnych vied, Katedra chémie — Skolitel: doc. Mgr. Renata Gasparova, PhD. Stupeti
odbornej kvalifikacie: PhD. — Trnava, 2017, p. 101.

Syntéza vychodiskovych metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karobxylatov 1 spocivala v
kondenzacii  substituovaného furan-2-karbaldehydu s azidooacetatom za vzniku
zodpovedajuceho azidoakrylatu, ktory nasledne cyklizoval na prislusné furo[3,2-b]pyrol-5-
karboxylaty 1. Znaslednych reakcii vychodiskovych karboxylatov sme uskutocnili
pripravu  furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylovych  kyselin ~ XIV,  furo[3,2-b]pyrol-5-
karbaldehydov XV, 4-(2-hydrazino-2-oxoetyl)-4H-furo[3,2-b]pyrol-5-karbohydrazidov
XX a  syntézu 5-5-6 kondenzovanych systémov. Do tejto kategorie patria
furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][ 1,2,4]triazinové VIHI-XI1 a 7-amino-2-
metylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-a]pyrazinové derivaty XXI a XXI|I.

Vybrané furo[3,2-b]pyrolové derivaty vykazuji dobri antibakterialnu aktivitu na G
kmen Escherichia coli a G* kmeni Micrococcus luteus, pri¢om signifikantnou je aktivita
kyseliny 2-tritylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylovej XIVc (MIC = 0,16 mM). NajvysSiu mieru
antioxidacnej aktivity metddou DPPH vykazal 4-(2-hydrazino-2-oxoetyl)-4H-furo[3,2-
b]pyrol-5-karbohydrazid XXa. Tato latka vykazuje vy$Siu antioxidacnli aktivitu aj
metédami FRAP a ABTS. Testované zluceniny vykazovali miernu inhibi¢nt aktivitu na
chymotrypsin, kolagenazu a trombin, nizku inhibi¢nu aktivitu na trypsin a pepsin.

Cistotu vybranych furo[3,2-b]pyrolovych derivatov sme zistovali pomocou HPLC.

Cistota zlu¢enin sa pohybovala v rozmedzi 99,7 — 94.15 %.

KPucové slova: furo[3,2-b]pyrol, biologicka aktivita, nuklearna magneticka rezonancia,

infraervena spektrometria, kvapalinova chromatografia



ABSTRACT

Mgr. Ivana Zemanova: New derivatives of furo[3,2-b]pyrrole: Synthesis, study of
properties and biological activity [Dissertation Thesis] — University of Ss. Cyril and
Methodius in Trnava, Faculty of Natural Sciences, Department of Chemistry — Supervisor:
doc. Mgr. Renata Gasparova, PhD. Degree of professional qualification: Doctor — Trnava,
2017, p 101.

Synthesis of starting methyl furo[3,2-b]pyrrole-5-carboxylates 1 consists on the
condensation  of substituted  furan-2carbaldehyde with azidoacetate to afford
corresponding azidoacrylate, which subsequently cyclised to furo[3,2-b]pyrrole-5-
carboxylates 1. Among the subsequent reactions of carboxylates we have realised the
synthesis  of furo[3,2-b]pyrrole-5-carboxylic acids XIV, furo[3,2-b]pyrrole-5-
carbaldehydes XV, 4-(2-hydrazino-2-oxoethyl)-4H-furo[3,2-b]pyrrole-5-carbohydrazides
XX and the synthesis of 5-5-6 condensed systems. Furo[2',3":4,5]pyrrolo[1,2-
d][1,2,4]triazine VI1I-XI11 and 7-amino-2-methylfuro[2',3":4,5]pyrrolo[1,2-a]pyrazine XXI
a XXI1 derivatives belong to this category.

Selected furo[3,2-b]pyrrole derivatives showed good antibacterial activity ona G strain
Escherichia coli and G* strain Micrococcus luteus, whereby the activity of 2-
trithylfuro[3,2-b]pyrrole-5-carboxylic acid XIVc (MIC = 0,16 mM) is significant. The
highest value of antioxidant activity by DPPH method was shown by 4-(2-hydrazino-2-
oxoethyl)-4H-furo[3,2-b]pyrrole-5-carbohydrazid XXa. This compound shows higher
antioxidant activity either by the FRAP and ABTS methods. Screened compounds showed
mild inhibition activity on chymotrypsine, colagenase and thrombine and low inhibition
activity on trypsine and pepsine.

The purity of some furo[3,2-b]pyrrole derivatives was analysed by HPLC. The purity of

analysed compounds was in 99.7 — 94.15 % range.

Key words: furo[3,2-b]pyrrole, biological activity, nuclear magnetic resonance, infrared

spectrometry, liquid chromatography
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1. Uvod

1.UVOD

Stcasnd moderna analytickd chémia sa uz nezameriava len na kvantitativhu a
kvalitativnu analyzu, ale zaoberd sa aj otazkami rieSenia rozmanitych chemickych
problémov. To umoziuje prienik do inych vednych disciplin, ako napr. organickd a
bioorganicka chémia a aplikuje tu svoje teoretické a praktické zaklady.

Furo- a tieno[3,2-b]pyroly, ale aj ich [2,3-b]-izoméry, ako izostéry indolu st v
sucasnosti predmetom vyskumu vedcov, kvoli Sirokej skéale nimi vykazovanej biologickej
aktivity. Vyznamnym prinosom mozu byt uvedené derivaty v oblasti boja proti infekénym
chorobam vdaka ich antibakteridlnej alebo antivirotickej aktivite. Ako priklad mozno
uviest antimikrobialnu aktivitu niektorych furo[3,2-b]pyrolov na rezistentné kmene M.
tuberculosis, alebo antibakterialnu aktivitu na meticilin rezistentné kmene Staphylococcus
aureus, pripadne mozno spomenut inhibi¢nu aktivitu niektorych tieno[3,2-b]pyrolov na
virus Chikungunya. V dne$nej dobe, ked’ sa bakteridlne kmene stavaji multirezistentnymi,
nadobudaju zna¢ny vyznam stidie novych biologicky ucinnych latok a hl'adanie novych
Struktir s pozadovanymi terapeutickymi vlastnostami.

Predmetom predkladanej dizertacnej prace st nové zluceniny s furo[3,2-b]pyrolovym
skeletom a to jednak furo[3,2-b]pyroly, substituované ¢i uz na furanovom, alebo
pyrolovom kruhu, ale aj 5-5-6 kondenzované zluceniny, konkrétne triaziny a pyraziny.
Zadmerom tejto prace je aj analyzovanie Struktury pripravenych latok dostupnymi
technikami analytickej chémie ako su nukledrna magnetickd rezonancia, infracervend a
hmotnostna spektrometria a tiez prvkova analyza.

Dal§im zamerom prace je §tidium antibakteridlnej aktivity na Gram-pozitivne aj Gram-
negativne bakteridlne kmene, Stadium antioxidacnej aktivity metddami DPPH, ABTS
a FRAP a inhibicnej aktivity na vybrané proteindzy. Na zaklade vysledkov Stadii
biologickej aktivity bude mozné v budtcnosti vybrat' perspektivne Struktury pre d’alsi
vyskum a pomocou vhodnej derivatizacie na zdklade CADD §tadii vylepsit’ ich vlastnosti,
¢ize zvysit aktivitu, ale tiez redukovat’ ich pripadnu toxicitu.

Vzhladom na potencial syntetizovanych latok ako antibakteridlnych je nevyhnutné
analyzovanie ich Gistoty. Dal§im zdmerom prace je preto u vybranych latok stanovit' ich
Cistotu pomocou HPLC, vd’aka ¢omu bude v buducnosti mozné odstranit pripadné
nedostatky v separacii a purifikécii zlucenin.

Problémy spracované v dizertaénej praci boli sucast'ou dvoch vyskumnych projektov

VEGA 1/0534/16 pod nazvom Nové zluceniny s aplikacnym potencialom a VEGA
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1. Uvod

1/0233/12 pod nazvom Reaktivita a viastnosti aromatickych zlucenin, vztahy, struktira -
vlastnosti - aktivita v komplexnych systémoch. Pri testovani biologickej aktivity
syntetizovanych zla¢enin sa vyuzila spolupraca s doc. Ing Tiborom Maliarom, PhD. z
Katedry biotechnologii Fakulty prirodnych vied UCM v Trnave. NMR a MS spektra boli
merané V spolupraci s doc. RNDr. Andrejom Bohdc¢om, CSc. z Prirodovedeckej Fakulty

UK v Bratislave.



2. Sucasny stav problematiky
2. SUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Furo-, tieno- a selenopyroly zarad’ujeme do skupiny bicyklickych systémov, ktoré sa

oznacuju aj ako heteropentalénové dianiony (Obr. 1). [1]
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1H-furo[3,4-c]pyrol 5H-tieno[3,4-c]pyrol

Obr. 1 A —1,4-diheteropentalénové, B — 1,6-diheteropentalénové, C — 1,5-diheteropentalénové a
D - 2,5-diheteropentalénové Struktury

Bicyklicky systém predstavuje spojenie dvoch péat'¢lankovych kruhov, kde kazdy kruh
obsahuje jeden heteroatdbm, bez pritomnosti mostikového heteratomu. Tento systém
umoziuje vznik styroch skupin heterocyklov, a to [2,3-b], [3,2-b], [3,4-b] a [3,4-c]. Tieto
systémy majui obmedzent rozpustnost’ vo vode. [2]

Hlavnym predmetom zaujmu v poslednych rokoch su heterocyklické zlu€eniny, ktoré su
potencialne biologicky uc¢inné. [3] K takymto latkam moézeme zaradit’ aj 1,2,4-triazinové
Struktirne systémy, ktoré sa nachadzaji vo velkom mnoZstve v prirodnych a syntetickych
aktivnych latkach so Sirokym biologickym ucinkom, napr. protizapalovym [4],
antimykotickym [5], protivirusovym [6], anti-HIV [7] alebo antikonvulzivnym. [8]

Z uvedenych zlucenin je predmetom nasho vyskumu furo[3,2-b]pyrol a jeho derivaty,

vratane detivatov s kondenzovanym triazinovym kruhom. Furo[3,2-b]pyrol ako izostér
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indolu predstavuje elektronovo nasyteny systém s piatimi reakénymi centrami, ktoré

umoznuju rozne typy chemickych reakcii. [1]

2.1 Termodynamicka stabilita a aromaticita n-elektronovych systémov

V modernej organickej chémii zohrdva aromaticita vyznamnua tlohu, zvIast' v chémii
heterocyklickych m-elektronovych systémov. Aromaticitu heterobicyklickych systémov
definujeme ako schopnost’ vytvorit’ a zachovat si indukovany kruhovy vodivy systém.

Subramanian a kol. [9] sa zaoberali vo svojej praci aromaticitou furofuranov,
tienotiofénov, benzofurdnov a benzotiofénov, pricom dospeli k zaveru, Ze medzi
termodynamickou stabilitou heterobicyklickych systémov a ich aromaticitou nemusi byt
priamy vztah. Podobné stadie boli popisané Novakom [10] a KrutoSikovou [11], Ktori
Studovali Standardnti tvornu entalpiu a DFT vypoclty na uréenie poradia aromaticity
heteropenatlénovych systémov. Prisli k zaveru, ze aromaticita klesa od [3,4-c] > [3,2-b] >
[2,3-b] > [3,4-b] systému.

Cyranski a kol. [12] pomocou rontgenovej difrakcie vyriesili kryStalova a molekulova
Struktru 6smich znamych a piatich novych derivatov furo[3,2-b]pyrolu, ktoré sa vyuzili
na S$tddium aromatického charakteru. Aromatickost’ kruhov tychto systémov prakticky
nezavisi na type atdomu v susednom kruhu, ale ukazuje silni zavislost na efekte
substituenta v porovnani s benzénovymi derivatmi. Tato S$tudia bola zalozena na
experimentalnom stanoveni geometrie furopyrolovych derivatov pomocou ab initio metod
RHF a DFT.

Pozorovanim stability systémov sa zistilo, Ze furo[3,2-b]pyrolové derivaty su
aromatickejsie v porovnani s ich Strukturne izomérnymi furo[2,3-b]pyrolmi. [11]

Termodynamicka stabilita heterobicyklickych systémov bola Studovana Grimarckom

[13], ktory urcil poradie stability heteropentalénov:

[3,2-b] > [2,3-b] > [3,4-b] > [3,4-C]
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2.2 Priprava furo|[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov

Na pripravu zli€enin s furopyrolovym skeletom sa najcastejSie vyuzivaju substituované
furo[3,2-b]pyrol-5-karboxalaty 1. Z literatry si zname tri metody ich syntézy.

NajbeznejSou metodou pripravy 1 je kondenzacia substituovaného furan-2-
karbaldehydu 2 s esterom kyseliny azidooctovej za vzniku zodpovedajuceho azidoakrylatu
3, ktory v nasledujucom stupni Hemetsbergerovou indolovou syntézou cyklizuje na

prislusny furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylat 1 vo vytazku 58 % (Schéma 1). [14]

) R.__O
RUCHO N3CHZCOZCH;LR\©/\/COOCH3 A \ )
L —_—
EtONa N toluén \
3 N COOCHj3
H
2 3 1

R =NO,, Ph, Me, MeOPh
Schéma 1

Vychodiskovy 5-arylfuran-2-karbaldehyd 2 mozno pripravit Meerweinovou arylaciou
[15] z furan-2-karbaldehydu (Schéma 2).

AN AN O
| RNaNo,HCI |[| =R MCHO &
o ——2—= | __ = R o
@ CuCl, \ ) cHe
NH, N=N
2

R = 3-Me, 3-CF3, 4-NO,, 4-Cl

Schéma 2

Zhao a kol. [16] vyvinuli novy sposob pripravy furo[3,2-b]pyrol-5-kaboxylat 1 bez
pouzitia azidovych medziproduktov, ktoré sa pouzivaju pri predchadzajicom postupe.
Vychadzali z 3-bromfuran-2-karbaldehydu 4, ktory reagoval s kyselinou hippurovou za
podmienok Erlenmeyrovej reakcie za vzniku azlaktonu 5 (Schéma 3). Azlakton 5 nasledne
reagoval s etoxidom sodnym za vzniku etyl-2-benzamidoakrylatu 6. Jeho cyklizaciou
vznikol prislusny 4-benzoylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylat 7. Na odstranenie chraniace;j
benzoylovej skupiny sa 4-benzoylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylat 7 premieSal s
etyléndiaminom za vzniku furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu 1 vo vytazku 76 %.

10
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O CHO kys. hipurova 0 o o
\ / Ac,0, AcONa / AN X\ COOEt
toluen \ N~ 0o EtONa \ /
B Br \( 5, NHBZ
Ph
4 5 6
O / N\
CUI, CSZCO3 \ H2N NH2 @)
toluén { \ \ U \
u N COOEt N COOEt
Bz H
7 1
Schéma 3

Najstars$i sposob pripravy furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov 1 publikoval Gronowitz
a kol. [17] Aldolovou kondenzaciou 3-azidofuran-2-karbaldehydu 8 s acetonom vznikol
metyl-4-(3-azidofuran-2-yl)akrylat 9, ktory nasledne cyklizoval na metyl furo[3,2-b]pyrol-
5-karboxylat 1 vo vytazku 69 % (Schéma 4).

O

(\_TCHO CH;COCH;_ mcocm A E’M
NaOH p-xylén \
N, Ny N COCH,
8 9 1
Schéma 4

Priprava metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov 1 publikovana Gronowitzom je z
hladiska syntézy efektivna pri pouziti 2 % roztoku hydroxidu sodného, pri vyssi

koncentraciach roztoku hydroxidu sodného dochadza k zniZeniu tvorby azidoakrylatu.

11
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2.3 Reakcie furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov

Pripravené furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylaty 1 maji vo svojej Struktire 5 reakénych
centier (NH skupinu, esterova skupinu a uhliky C-2, C-3 a C-6), ¢o im umoziuje
poskytovat’ rozne typy reakcii, ako N-alkylacie, acylacie, formylécie, nitracie, cykloadicie

a kondenzaéné reakcie za vzniku pat’, Sest- a sedemélennych heterocyklov (Obr. 2). [18]

1. Vilsmeierova-Haackova 1. Nitracia

formylacia 2. Vilsmeierova-Haackova formylacia
2. Meerweinova arylacia 3. Acylacia
3. Nitracia 4. Mannichova reakcia

4. Chloracia 1 5
5. Mannichova reakcia O

N
3 H 4 0O
1. Suzukiho coupling
2. Bromacia 1. Hydrazinolyza
2. Hydrolyza
1. Vilsmeierova-Haackova 3. Dekarboxylacia
formylacia 4. Halogenacia
2. Alkylacia
3. Acylacia

Obr. 2 Reakcie na furo[3,2-b]pyrolovom skelete

2.3.1 Reakcie furo[3,2-b/pyrolov na uhliku C-2

Z reakcii prebiehajucich na C-2 okrem uz spominanej Meerweinovej arylacie (Schéma
2), je najvyznamnejSia Vilsmeierova-Haackova formylacia, ktorou vznikaju 2-

formylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylaty 10 (Schéma 5). [18]

2.3.1.1 Formylacie a nasledné reakcie 2-formylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov

Formylovanie furo[3,2-b]pyrolov prebieha za podmienok Vilsmeierovej-Haackovej
reakcie prednostne do polohy C-2 na furanovom kruhu. AK sa v polohe 2 nachadza
substituent v tom pripade prebieha formylacia na dusik N-4 pyrolového kruhu. Zavedenie
formylovej skupiny do polohy C-6 pyrolového kruhu je mozné uskuto¢nit’ iba vyraznym

predizenim reakéného &asu (Schéma 5). [19]

12
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POClI, z ©
—  » 0 \ ]\
o DMF, 2h N COOCH;
Y COOCH;5 10
N
H
1 e —0
R = H, Me, CN, OMe, Et, Ph POCI; \
R? = H, Me DMF, 60h N~ ~COOCH,
R2
11
POCI, R_"°
DMF, 8h \ \
, N~ ~COOCH;
>
12

Schéma 5

Reakciou substituovanej kyseliny  furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylovej 35 s 6-
formylfuro[3,2-b]pyrolmi 13 sa pripravili v trichloretane pri 100 °C rézne komplexy 14
v 56 — 98 % vytazkoch (Schéma 6). [20] Tieto komplexy predstavujt sériu latok s dobrymi
fluorescenénymi optickymi vlastnost’ami, ktoré umoziujt l'ahSie uréenie maxim absorpcie,

emisie bez zmeny vlastnosti latok vyuzivanych pri bioanalyze analytov.

R.__O R.__O O \
Wa . m 1. TFA, POCI;, 50°C R/QN\

2. BF3 komplex, TEA,

1,2,3-TCA, 100 °C

35 13 14

R = Me, Ph, 4-MePh, 2-MeOPh,
Schéma 6

Syntézou 2-formylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu 10 s (2,6-dialkylfenyl)hydrazinmi v

toluéne za katalyzy kyselinou 4-metylbenzénsulféonovou vznikaji hydrazéony 15 (Schéma

13
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7). [14] Zluceniny 16 boli pripravené reakciou 2-furylacetonitrilu s derivatmi 10 v
pritomnosti piperidinu. [21]
Reakciou 2-formylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu 10 s 2-tioxo-4-tiazolidinbnom v
l'adovej kyseline octovej za katalyzy octanu draselného sa pripravili zIi¢eniny 17. [22]
Dimetyl 5-R-1H-furo[3,2-b:4,5-b"]dipyrol-2,6-dikarboxylaty 18 sa pripravili podobne
ako furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylaty 1. Reakciou metylesteru kyseliny azidooctovej v

pritomnosti metoxidu sodného a naslednou termolyzou vzniknutého azidoakrylatu. [23, 24]

§ \>- o
N\
stOH/AcOH R /~<\IN>‘ COOCH,
\
R

15
R1 = R2 = Me, Et
OHC \O o
/ \ CN
N~ COOCH; NC/\@ | N\ L o
I > -0
10 R piperidin \ [ COOCH;
i
R =H, Me, Bn, CH,Ph 16
HN o o
s= S—7 \\
> :Sa\ [ ) COOCH
AcOK/AcOH N o N 3
H R
17
O
1. N;CH,CO,CH3/ MeOH / \ [\
- N3LHLU LS > H3COOC N N COOCH3;
2.A H IIR
18
Schéma 7

2.3.1.2 Nitracia

Priebeh nitracie je v literature popisany dvoma spdsobmi. Krutosikova a kol. [19]
pripravili nitroderivaty 19 z aldehydov 10 v zmesi dymivej kyseliny dusi¢nej a
acetanhydridu. Nitracie boli uspesné vtedy, ked’ polohy 2 a 5 boli obsadené aspon jednym

elektronakceptornym substituentom (Schéma 8). Dal§im postupom pripravy nitroderivatov

14
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19 je priama nitracia furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov 1 v prostredi dusi¢nanu mednatého
a acetanhydridu (Schéma 8). [25]

o O0,N—__O OHC—_©
U .. Cu(NO3), \m\ HNO; \m\
N 3 Ac,O N~ TCOOCH;  Ac,0 N~ COOCH;
H H H
1 19 10

Schéma 8

2.3.1.3 Mannichova reakcia a chloracia

Mannichovou reakciou karboxylatov 1 s N,N-dimetylaminom sa pripravili
zodpovedajuce zluceniny 20 a 21 (Schéma 9). [19] Pdsobenim sulfonylchloridu na
furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylat 1 vznikol chlérovany derivat 22. [26]

o)
ot ey T
ACOH/CH,0  CH, N~ “COOCH;
H
20
r_ O ,LCH3
N
) COOCH; |(Me)oNH  Ph © CH
N A N WA 3
H AcOH/CH,0 N~ “COOCH;
1
R =Ph H
R=H, Ph 91
SO,Cl, Cl (@)

z N~ ~COOCH;

H
22

Schéma 9

2.3.2 Reakcie furo[3,2-b/pyrolov na uhliku C-3

Z reakcii na C-3 je znamy iba Suzukiho coupling 3-brom-2-fenylfuro[3,2-b]pyrol-5-
karboxylatu 1, ktory sa pripravil bromaciou 2-fenylfuran-2-karbaldehydu a za podmienok
Hemetsbergerovej indolovej syntézy sa ziska zodpovedny karboxylat 1. Reakciou derivatu

1 s kyselinou 4-chlorfenylboronovou v toluéne a etanole za katalyzy Pd(PPhs), a Na,COj3

15
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vznikol 3-(4-chlorfenyl)-2-fenylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylat 23 v 82% vytazku (Schéma
10) [27]

OH
o HO/B\©\ O 0
L/ cl e
By N > N~ ~COOCH;

COOCH -
3 Pd(PPhs),/Na,COs5 O H
toluén/EtOH

1 Cl 23

Schéma 10

2.3.3 Reakcie furo[3,2-b]pyrolov na NH skupine

Furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylaty 1 podlichaji elektrofilnym substituciam na dusiku N-4
(Schéma 11).

S alkylhalogenidmi za podmienok fazovej transferovej katalyzy karboxylaty 1
poskytujii N-alkylované furo[3,2-b]pyrolové systémy 24. [28] N-acetylované zluceniny 25
sa pripravili reakciou zlu¢eniny 1 s hydridom litnym v dimetylformamide za vzniku N-
litnej soli, ktora nasledne reagovala s chloridom kyseliny octovej. Derivat 25 vznika aj
zahrievanim furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu 1 v acetanhydride. [29]

Dalsim prikladom reakcie na dusiku N-4 pyrolového kruhu furo[3,2-b]pyrolov je
nukleofilnd substiticia substituovanych 3-brom-2-fenylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov
26, ktora bola popisana v praci Milkiewicza a kol. (Schéma 11). [27]

R'X R o)
—

TEBA \ / \
o N

R1
\ N\ COOCH;— 24

COOCH,

R' = Bn, Ph, Me, CH;CO

vy)
=
I

R O

1 .
N~ ~COOCH;,

R = Ph, CHz H,NO, MOM | 2- Ac2O/DMF

|
4-MePh, 3-CF,Ph COCH;
25
Ph—_©
R-X N/ \ cooch. R=Bn 4-CBn
NaH, 60 °C B l}l 3 X=Cl,Br

R

26

Schéma 11
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2.3.4 Reakcie furo[3,2-b]pyrolov na esterovej skupine
Z reakcii na esterovej skupine mozno spomenut’ dve zakladné reakcie.

2.3.4.1 Hydrazinolyza a nasledné reakcie furo[3,2-b]pyrol-5-karbohydrazidov

Hydrazinolyza esterov 1 vedie ku karbohydrazidom 27 (Schéma 12). [30]

O R (@]

R
N,H
\<\I\>\COOCH3 MNeMa NN NHNH
N EtOH N
H H 0O
1 27

R = Ph, CHj3, 3-NO,Ph, H, NO,
MOM, MeOPh, 3-CF3Ph

Schéma 12

Karbohydrazidy a ich derivaty su zaujimavou skupinou latok, pretoze mnohé vykazuju

protinadorové [31], antimikrobialne [32], analgetické a protizapalové ucinky. [33]
Furo[3,2-b]pyrol-5-karbohydrazidy 27 boli v doterajsom vyskume pouzité v reakciach s
aldehydmi a na pripravu novych dusikovych heterocyklov. Azlaktony, ktoré sa ziskali

reakciou furan-2-karbaldehydu a tiofén-2-karbaldehydu s kyselinou hippurovou

Za

podmienok Erlenmeyerovej reakcie [33], nasledne reagovali s karbohydrazidmi 27. V

zavislosti od reakénych podmienok sa pripravili diacylhydrazinové derivaty 28 v 61 —

% vytazkoch alebo imidazolové derivaty 29 v 66 - 77 % vytazkoch (Schéma 13). [34]

o
R H X
o = Y\ AU
10 o NN | MW N
R H | RN NH
PN Nonw, Ph/k\N ~ r2 © Ph/§o
R N
r2 O AcOH/ACOK 28
27 RO y 0
. \ ]\ N-
R = H, Ph, Me, CH=CH-CH=CH . N" =\ -0
80 °C PO N _
R'=H, Me R ) )—N I
' 2 O Y
R?=H, Me, Bn R PH
29 X=0,8
Schéma 13

81
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Kyslo katalyzovanou reakciou 27 s pentan-2,4-dionom v etanole vznikol pyrazolovy
derivat 30 v 92 % vytazku (Schéma 14). Syntéza sa uskuto¢nila dvoma spdsobmi —
konvenénym ohrevom a u¢inkom mikrovinného Ziarenia, priCom vyhodou mikrovinného
ohrevu bolo skratenie reakéného Casu.

Reakciou karbohydrazidov 27 s 2-formylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylatom wc¢inkom
mikrovinného ziarenia vznikli substituované furo[3,2-b]pyrol-5-karbohydrazidy 31. [35]

o o CHs
J I eor
- \ J\ NYZ
o) - R’ Nz o Cf
R R
H
\ N N, 30
R N o
R2 O  p-TsOH| OHC
27 \ /\
N~ ~CO.CHy
R = H, Ph, Me, CH=CH-CH=CH CHs RO H
R'=H, Me > L
MW o
R2 = H, Me, Bn R! N \ N
k2 O \ CO,CHs
N
31 CHs
Schéma 14

Substituované furo[3,2-b]pyrol-5-karbohydrazidy 27 tiez reagovali s 5-arylfuran-2-
karbaldehydmi, pricom vznikli prislusné derivaty karbohydrazidov 32 v 42 - 78 %
vytazkoch (Schéma 15). [30, 34] Zahrievanim karbohydrazidov 27 s benzoylchloridom pri
110 °C v pyridine boli syntetizované N'- benzoylkarbohydrazidy 33 v reakénom ¢ase od 45
min. po 2 hodiny v 45 - 90 % vyt'azkoch. [36]

N'-formyl- a N'-acetylfuro[3,2-b]pyrol-5-karbohydrazidy 34 boli syntetizované G¢inkom
mikrovinného Ziarenia reakciou furo[3,2-b]pyrol-5-karbohydrazidov 27 s kyselinou

octovou alebo kyselinou mravéou v 47 - 87 % vytazkoch (Schéma 15). [35]

18



2.3.4.2 Hydrolyza a nasledné reakcie

2. Sucasny stav problematiky

o
H
N~N

H

R CHO )
\@/ (o) R‘
R N H N
p-TsOH W\N/
R_"© H o
\ 0\ N~nH
2 32
R! N o)
R2 (0]
27
R O
R =H, Ph, Me, CH=CH-CH=CH \m\ﬁ
—
3-CF3Ph pyr|d|’n R1 N
R'=H, Me rR2 O

R? = H, Me, Bn, CH,Ph

R
R3COOH
-
MW R’
Schéma 15

33

Zasaditou hydrolyzou furo[3,2-b]pyrrol-5-karboxylatu 1 vo vodnom roztoku NaOH sa

pripravila kyselina furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylova

35

[19],

ktorej

reakciou

S

tionylchloridom v dichléormetane vznikol prislusny acylchlorid 36. Takto pripraveny

acylchlorid 36 reagoval s plynnym amoniakom na prislusny karboxamid 37 (Schéma 16).

[37]

—_—
N~ ~COOCHs; g

H
1

R = Ph, CHg, Et, H, NO, MOM
4-MePh, 3-CF4Ph

RO
NHs 7\ T\ o
Et,0 N
NH,
37

(0)

SoCl,
I

\
N COOH CH.CI,
H

35

Schéma 16

rR._©

\ / \ 0

36

N
H

Cl
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Reakciou kyseliny furo[3,2-b]pyrrol-5-karboxylovej 35 s med’ou v chinoline pri 260 °C
sa pripravili zodpovedné furo[3,2-b]pyroly 38 (Schéma 17). [38]

R © Cu R O
WCOOH chinolin, 260 °C m

H N
35 38

R = Ph, CHj Et, H, NO, MOM
4-MePh, 3-CF3Ph

Schéma 17

2.3.5 Reakcie furo[3,2-b/pyrolov na uhliku C-6

Reakcie na C-6 boli skimané iba u 2-substituovanych derivatov tieno[3,2-b]pyrolu
(Schéma 18 a 19).

2.3.5.1 Nitracia a acylacia

Nitraciou tieno[3,2-b]pyrolového derivatu 1 do polohy C-6 katalyzovanou Cu(NO3); a
naslednou N-alkylaciou vznikol metyl 2-R-4-metyl-6-nitrotieno[3,2-b]pyrol-5-karboxylat
39 (Schéma 18). Redukcia nitroskupiny sa uskuto¢nila posobenim chloridu cinatého v

kyslom prostredi za vzniku 6-aminoderivatu 40. [39]

R \S/ 1.Cu(NO3)/Ac,0 R \S NO2 sncl, R \S NH;
—_— >
\ 2. Mel/DMF m EtOH / \
N COOCHj3 N COOCHj3 N COOCH;3
H
H3é chl;
1 39 40

R = H, Me, CN, OMe, Et
NO,

Schéma 18

Acylacia 2-metyltieno[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu 1 s acetylchloridom prebiehala v
nitrometane alebo dichloretane za katalyzy Lewisovou kyselinou AICl; za vzniku derivatu

41 vo vytazku 93 % (Schéma 19). [40]
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O
HyCw-S S CH
3 m MeCOCI HsC L 3
N COOCH, MeNO,/AICI3 N COOCH;
H H
1 41
Schéma 19

2.3.6 Furo[3,2-b/pyrolové derivity kondenzované s heterocyklickymi

kruhmi

Syntéza zlucenin, obsahujucich kondenzované triazinové kruhy je objektom zaujmu
kvoli biologickej aktivite mnohych 1,3,5- a 1,2,4-triazinovych derivatov. [4, 41-42]

Z tohto hladiska s substituované furo[3,2-b]pyrol-5-karbohydrazidy 27 vhodné
vychodiskové latky na pripravu kondenzovanych triazinovovych derivatov. Vznik
triazinového kruhu umoznuje pritomnost’ dvoch reakénych centier v karbohydrazide 27
pyrolového dusika (N-4) a NH; skupiny hydrazidu, ktoré vstupuju do reakcie s ortoestermi,
napr. trietyl ortoformiat, trietyl ortoacetat alebo trietyl ortopropionat za vzniku triazinov 42
v 53 - 88 % vytazkoch (Schéma 20).

Z takto pripravenych triazinonov 42 sa pripravili zodpovedajuce tiony 43 pouzitim
sulfidu fosfore¢ného v suchom pyridine. Zahrievanim tionov 43 v hydrazine sa ziskali
hydrazony 44. V molekule 44 st tiez pritomné dve reakéné centra, analogické s
vychodiskovym hydrazidom 27, ich reakciou s wuvedenymi ortoestermi vznikli
furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d]triazolo[3,4-f][ 1,2,4]triazinové derivaty 45 v 56 — 68 %
vytazkoch (Schéma 20). [43-45]

RO R._O
\ 77 2 \
- o  R2C(OEt) 7 P4S1o \ \
1 N _— o —
1N \ N °
NH, RZJ\\N,NH RZJ\\N/NH
27 42 43
R = H, Me,4-MeOPh, 3-CF4Ph NoH
R'=H, Me 2
R? = H, Me, Et rR_ O
DA
Ny R C OEt)s NNH,
/
RQJQN/N\< DMSO
R2
45 44

21



2. Sucasny stav problematiky

Schéma 20

6-Formyltieno[3,2-b]pyrol-5-karboxylaty 11 sluzili ako vychodiskové latky pri syntéze
pyridazinovych derivatov 48 (Schéma 21). Alkylaciou dusika N-4 zlaceniny 11 s
metyljodidom v DMF sa pripravil derivat 46, ktory naslednou reakciou v nadbytku
hydrazinu poskytol pyridazinén 47. Alkylaciou dusika N-6 s roznymi substituovanymi
alkyl alebo benzylchloridmi alebo bromidmi v DMF sa pripravili tieno[2',3":4,5]pyrol[2,3-
d]pyridazinony 48. [39-40]

Buchwald a kol. [46] navrhli novy sposob arylacie dusika N-6 za katalyzy medou,

pri¢om tieZ pripravili analogické tieno[2',3":4,5]pyrol[2,3-d]pyridazinony 48.

R__S CHO R__S CHO - R__S N
oH4
\ 7\ _Mel \ W’ \ 7\ NH
N~ ~CooCH, PMF N~ ~COOCH, N
H CHs CH, 0]
11 46 47
R = Me, B R'X
- Ve, B DMF

R' = 4-FBn, n-pentyl, Ph
Bn, 3-FBn, 3-CIBn

Schéma 21

Dal§im $est&lankovym heterocyklom, kondenzovanym s tieno[3,2-b]pyrolovym jadrom
bol pyrimidinovy kruh. Jiang a kol. [39] navrhli syntézu pyrimidinového derivatu 50
kondenzaciou zluceniny 40 s formamidom a mravéanom aménnym pri 120 °C. Arylaciou
dusika N-6 s réznymi substituovanymi alkyl alebo benzylchloridmi v dimetylformamide

pripravili substituované tieno[2',3":4,5]pyrol[3,2-d]pyrimidinény 50 (Schéma 22).

S NH, S NQ\ S N
R-X =\
w NegcHO T am R hes
N~ ~COOCH; HCOONH, N DMF N
| |
ch, ch, © ChH, ©
40 49 50
R = Ph, 2-FBn
Schéma 22
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Okrem Sest’¢lankovych dusikatych heterocyklov, kondenzovanych s tieno[3,2-
blpyrolovym a furo[3,2-b]pyrolovym jadrom, boli pripravené aj kondenzované
sedemclenné azepinové a diazepinové systémy.

Krutosikova a Hanes [47] opisali pripravu 2-fenyl-11H-benzo[e]furo[2',3":4,5]pyrol[1,2-
a][1,4]diazepinénu 53, ktory sa pripravili reakciou 4-(2-aminobenzyl)-2-fenylfuro[3,2-
b]pyrol-5-karboxylatu 52 s 2-hydroxypyridinom v xyléne (Schéma 23).

N.__OH
0 N 0]
0) | o \ N

W/ Pd/C th = Py NH

©\) N
. 4
2 NH,

51 52 53
Schéma 23

Parmentier a kol. [48] pripravili sériu derivatov tieno[3,2-b]pyrolazepindnov 55, ktoré
sa ukazali byt ainnymi enzymatickymi inhibitormi voci inhibitorom kinaz CHK1 (serin-
treonin), ktoré hraju doleziti ulohu v progresii bunkového rastu v pripade rakovinovych
buniek. Uvedené derivaty tieno[3,2-b]pyrolazepinénov 56 boli pripravené viacstupiiovou
syntézou vychadzajicou z metyl tieno[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov 1, ktoré sa v prvom
stupni hydrolyzovali na kyseliny 35. Nasledne kyseliny 35 reakciou s metylesterom
kyseliny 3-aminopropanovej v dimetylformamide poskytli zlu¢eniny 54. Po zasaditej
hydrolyze a finalnej cyklizacii zIiceniny 55 v zmesi kyseliny metansulfonovej a oxidu
fosfore¢ného vznikli produkty 56 v 15 - 93 % vytazkoch (Schéma 24).
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2.4 Biologicka aktivita zlicenin s furopyrolovym skeletom

Vyznamnou biologicky ucinnou latkou s furopyrolovym skeletom je kyselina 4H-
furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylova (Obr. 3), ktora ma potencial ako antischizofrenikum,
pretoze vykazuje inhibi¢nu aktivitu voci oxidaze D-aminokyselin (DAO), ¢o je enzym,
ktory katalyzuje oxidativnu deaminaciu aminokyselin, teda aj D-serinu, a tym ma vplyv na
N-metyl-D-aspartatovy receptor (NMDA). Hypofunkcia NMDA receptoru sa spaja s

rozvojom schizofrénie. [49]

o
\ // \_ OH

N
H O

Obr. 3 Kyselina 4H-furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylova

V prirode sa velmi zriedkavo vyskytuja prirodné latky s furo[3,2-b]pyrolovym
skeletom. K takymto latkam mozeme priradit’ 2,3,5,7-tertabromobenzofuro[3,2-b]pyrol
(Obr. 4), ktory bol skiimany ako antimikrobialny metabolit, ktory sa ziskal frakcionaciou
morskej baktérie Pseudoalteromonas spongiae, izolovanej z povrchu nahoziabry
(Nudibranchia) a vykazuje vyznamn antimikrobialnu aktivitu vo¢i metilicin
rezistentnému Staphylococcus aureus (MRSA), ktory je zodpovedny za tazko lie€iteI'né
infekcie u T'udi v nemocniciach, vézniciach a opatrovatel'skych zariadeniach. Z tohto
pohl'adu je izolovany derivat vel'mi zaujimavy, vzhladom na zvySujicu sa rezistenciu

bakterialnych kmenov vo¢i znamym antibiotikam. [50]

Br o Br
[\ 5
N r
H

Br

Obr. 4 2,3,5,7-Tetrabromobenzofuro[3,2-b]pyrol

Substituované derivaty furo[3,2-b]pyrolov (Obr. 5) boli skimané ako u¢inné inhibitory
vplyvajice na rychlost’ vyvoja kyslika v algalnych suspenziach Chlorella vulgaris. Taktiez
sa skumal ich vplyv na fotosyntetické centrd chloroplastov Spenatu, v ktorych preukézali
svoj inhibi¢ny ucinok na prenos elektronov. [35, 51]
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Obr. 5 Substituované furo[3,2-b]pyrol-5-karbohydrazidy

Fukuda a kol. [52] studovali vo svojej praci tenzidol A a tenzidol B (Obr. 6), ktoré boli
izolované z huby Aspergillus niger ako perspektivne potenciatory antimykotickej aktivity
voc¢i Candida albicans. Tenzidol A ma priaznivejsie antimykotické ucinky ako tenzidol B

a obe zluceniny maji mierne antibakterialne aktivity.

e} @]
/ /
HO 7\ HO 7 N

o)
HO O

HOOC

Obr. 6 VTavo — tenzidol A a vpravo — tenzidol B

Tieno[3,2-b]pyrol[3,2-d]pyridazinény a tieno[3,2-b]pyrol[3,2-d]pyrimidinény (Obr. 7)
boli skimané ako aktivatory Specifickej M2 formy pyruvatkinazy (PKM2). [39] PKM2 je
izoenzym glykolytického enzymu pyruvatkinazy, ktory sa exprimuje v diferencovanych
tkanivach, ako st pltca, sietnica a taktiez v bunkach s vysokou rychlostou syntézy
nukleovych kyselin — embryonalne bunky, nadorové bunky a normalne proliferujice
bunky. [53] Izoenzym PKM2 sa moéze vyskytovat' v tetramérnej a vV dimérmej forme.
Pritomnost’ menej aktivnej dimerickej formy PKM2 je znama ako jeden z klinickych
markerov malignity, zatiall o tetramér PKM?2 sa vyskytuje v zdravych bunkéich a je

vysoko aktivny v glykolytickych procesoch premeny energie na pyruvat a laktat. [39]

= N
RS '\{N 1 RS =\
Lo M Y e
SR SR
CHs CHs

Obr. 7 Viavo - tieno[3,2-b]pyrol[3,2-d]pyridazinény a vpravo - tieno[3,2-b]pyrol[3,2-d]
pyrimidinony
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Derivaty tieno[3,2-b]pyrolu (Obr. 8A) boli testované na protizapalovu aktivitu, ale
oproti zIu¢eninam, pouzivanym na lie¢bu reumatoidnej artritidy a osteoartritidy, ako napr.
5-chloro-2-hydroxy-3-(2-tienylkarbonyl)-1H-indol-1-karboxamid (fenidap®) vykazali len
miernu protizapalovu aktivitu. [54]

Dalsie derivaty tieno[3,2-b]pyrolu (Obr. 8B) vykazali inhibi¢na aktivitu na
Chikungunya virus, ktory sposobuje nadmernt bolest’ kibov, alebo aj ich stuhnutost’. T4

moze trvat’ celé tyzdne az roky. [91]

A B N
@) S RS H
S \ | \ /N N
R
- N
N 2
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0

Obr. 8 Derivaty tieno[3,2-b]pyrolu: A - s protizapalovou, B - s antivirotickou aktivitou
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3. VYVOJ KANDIDATOV LIECIV A BIOANALYTICKE
HODNOTENIE ZLUCENIN

Primarnou ulohou vedcov pri vyvoji novych lieciv je identifikdcia nosnej Struktury.
Nosna Struktira lie¢iva sa moze ziskat’ z prirodnych zdrojov, syntézou, biotechnologickym
procesom alebo projektovanim metoédami molekulového modelovania. Nasledne sa nosna
Struktara modifikuje s cielom zlepSenia ucinku, selektivity a potlacenia toxicity. Pri tomto
procese sa hladd a vyuziva vztah medzi Struktarou a aktivitou. Na splnenie tychto
poziadaviek je nevyhnutné identifikovat miesto ucinku, ktoré je cielom pdsobenia
vyvijaného lieCiva a tiez urcit’ jeho ulohy voc¢i chorobe

Dalsim krokom procesu vyvoja novych lie¢iv je vyvinat a pochopit biochemické
procesy, ktoré su dolezité pre urcitd chorobu. Poznanie molekulového mechanizmu
choroby je vyznamnym krokom pri riadeni vyskumu a formovani sposobu liecby. [55]

Vedci na hladanie potrebnych nosnych Struktir vyuzivaji vykonné pocitacové
programy, ktoré st schopné vybrat také zlGCeniny, ktoré budi s najvacSou
pravdepodobnostou vhodné lie¢iva a nasledne sa takéto latky testuju. Z tohto poznatku
vyplyvaji hlavné kroky objavu nového lie¢iva. Nosna Struktira je prototyp zliceniny so
zaujimavou biologickou aktivitou, ale nevhodnou pre trh. Preto sa musi uskutocnit’
optimalizacia biologickej aktivity, znizenie toxicity a d’alSich neziaducich u¢inkov a ako

posledny krok sa musi vyriesit’ transport lie¢iva do organizmu. [56]

3.1 Metédy CADD pri projektovani lieciv

Prvym krokom k objaveniu novej nosnej Struktiry je identifikacia farmakofora a d’alsim
krokom je projektovanie a Syntetizovanie s cielom zvySenia aktivity a redukovania
vedl'aj$ich ucinkov. V poslednom kroku prebieha modifikéacia nefarmakoférovej oblasti s
cielom upravenia lipofilnych a hydrofilnych vlastnosti lie¢iva.

Na tento vyvoj sa v sucasnosti vyuzivaji metody CADD (Compruter Aided Drug
Design). CADD je metdda, ktora sa pouziva na vyvoj zlacenin s potencidlnym tuc¢inkom,
ktoré spinaju pozadované kritéria — vysoka G&innost’ a $pecificita, minimalna toxicita a
dobra biologicka dostupnost. Metdda vyuziva pocitacovu grafiku na zobrazenie a
manipulaciu s chemickymi Struktirami so zdmerom urcenia ich konformacie a odhadu
podobnosti zlt€enin. Tato metdda je klasifikovana na baze skriningu Struktiry lie¢iv alebo

na baze skriningu ligandu daného lieciva. [57]
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St dve hlavné oblasti aplikacie CADD metdod. Prva oblast’ aplikdcie zahfiia
molekularnu dynamiku, kvantovi mechaniku, linearne interakcie energie a mnohé iné
analogy v principe s vysoko priepustnym skriningom. Vysledkom je informécia o Struktire
proteinu alebo ligandu, ¢o je nevyhnuté pre identifikdciu novej zlu¢eniny. [58] Dalsia
oblast’ aplikacie vyuziva informéciu o ligande na predikciu aktivity v zavislosti na
podobnosti alebo rozdielnosti uz znameho ucinného ligandu, vratane modelovania
farmakoforu a kvantitativnych vztahov medzi Struktarou a aktivitou (QSAR). [59] Tato
metoda vyuziva Statistické metddy na prepojenie Struktarnych rys biologickych aktivit a na
identifikaciu Specifickych rys ligandu potrebného pre interakciu s jeho cielmi. Uvedené
metddy sa moézu pouzit' v pociatoénom procese objavovania novych lie¢iv a mézu pomdet’
najst’ vychodiskovy zaklad pre upravy na zlepSenie vlastnosti potencialnych lieciv.

CADD je ucinnym nastrojom pri objavovani novych lie€iv, vyrazne Setri obmedzené
zdroje a urychl'uje vyvojové cykly v oblasti vyskumu liekov. Jeho aplikacia bola uspesne
pouzita pri vyvoji inhibitorov beta-sekretazy a inhibitorov gama-sekretizy a d’alSich

zlG¢enin pre diagnostiku a terapiu. [59]

3.2 Lipinského pravidla

Lipinského pravidld st principy navrhnuté pre vyvoj novych latok s potencidlnym
biologickym u¢inkom. Existuji mnohé upravy tychto pravidiel podl'a druhu podania
lietiva. [60] Veobecne viak plati tychto pit pravidiel, ktoré musi spiiiat’ latka vhodna ako
liecivo:

e molekulova hmotnost’ latky <500 g/mol
e rozdelovaci koeficient log P < 5 — latky, ktoré maji vyss$iu hodnotu log P st
nepolarne a pri nich nedochadza k sorpcii do systému, naopak latky, ktoré maju
log P vel'mi nizke st polarne a z organizmu sa rychlo vylucia
e pocet vodikovo-vdzbovych donorov <5
e pocet vodikovo-vizbovych akceptorov, ktoré moézu tvorit’ vodikové vazby < 10
e pocet rotovatelnych vizieb v sp* hybridizacii <5
Latky, ktoré spiiiaji tieto podmienky musia byt dobre biologicky dostupné a vyznaGovat
sa schopnostou pasivneho prechodu cez rozne biologické bariéry. [61] Tieto pravidla su

viak orientaéné, pretoze ak nejaka latka nespliia kritéria tak s velkou pravdepodobnostou

nebude vykazovat’ biologicku aktivitu. Latka, ktora naopak spiiia vsetky kritéria nemusi
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hned” byt biologicky aktivna. Lipinského pravidld vSak maja zésadny vplyv na vyber
novych lieciv. [60]

3.2.1 Predikcia biologickej aktivity dostupnymi softvérmi

Farmakologia definuje biologicku aktivitu, resp. bioaktivitu ako vlastnost’ s pozitivnymi
alebo negativnymi ucinkami na ziva hmotu. Biologickd aktivita patri medzi dolezité
vlastnosti pri vybere novej ucinnej latky s potencidlom na lie¢iva. Na to, aby bola latka
ucinnym lieCivom musi byt dana zlucenina nielen aktivna voci ciel'u, ale musi mat’ aj
prislusné vlastnosti, ako st absorpcia, distribucia, metabolizmus a vylu¢ovanie. Na zaklade
chemickej $truktary dokazeme predpovedat’ ¢i bude dana zlucenina biologicky aktivna.
Chemické a biologické vedy vyuzivaju na predikciu tejto vlastnosti kvantitativny vztah
medzi Struktarou a aktivitou QSAR (Quantitative Structure Activity Relantionship). [62]

Molinspiration (http://www.molinspiration.com) je jednym zo softvérov na predikciu

biologickej aktivity. Softvér je volne dostupny a ponuka Siroka $kalu chemicko-
informatickych nastrojov na vypocitanie réznych molekularnych vlastnosti, modelovanie,
navrhovanie a tiez virtualny skrining, predpovede biologickej aktivity. Tento softvér
umoznuje po nakresleni zvolenej Struktiry uzivatelovi zobrazenie danej zluceniny v 3D
priestore (Obr. 9), vypocet Lipinského pravidiel (Obr. 10) a predikciu biologickej aktivity
(Obr. 11).

f-‘ntﬁ?tﬂﬁpié“F

Obr. 9 3D zobrazenie Struktiry v softvéri Molinspiration
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Vlastnosti v Molinspiration
Rozdelovacikoeficient 1.95
Celkovy povrch molekuly 55.24
Polet atbmov 14
Molekulova hmostnost 193.20
Potet akceptorov 4
Potet donorov i
Pocet porusenia pravidiel 0
Pocet rotovatelnych vazieb 2
Objem 172.24

Obr. 10 Vypocet vlastnosti zluc¢eniny v softvéri Molinspiration

Virtudlnymi parametrami predikcie biologickej aktivity v tomto softvéry si: GPCR
ligand — je to ligand receptorov spriahnutych s G proteinmi, modulator iénovych kanalov,
inhibitor kindz — enzymov, ktoré blokuju ucinok jednej alebo viacerych proteinkindz,

ligand jadrovych receptorov, inhibitor protedz a inhibitor enzymov (Obr. 11).

Predikeia biologicky viastnosti

GPCR ligand -1.14
Modulator iSnowvyc h kanalov -0.71
Inhibitor kinaz -1.27
Ligand jadrovych rec eptorov -1.0%
Inhibitor protedz -1.54
INhitor enzym oy -0.55

Obr. 11 Predikcia biologickych vlastnosti v softvéri Molinspiration

Dalsi typ softvéru, ktory umozituje nielen predikciu biologickych vlastnosti je
PreAdmet (https://preadmet.bmdrc.kr). Tento softvér ponuka uzivatel'ovi rychle posudenie
latok na 100 roznych vlastnosti, ktoré pokryvaju kinetiku absorpcie, metabolizmus,
vylu€ovanie, aktivny transport, vizbové interakcie lie€iv a pociato¢nt indikéciu bunkovej
toxicity. PreAdmet je zamerany hlavne na identifikaciu vedenia molekuly, ktora moze byt
potencialne Skodliva a takato zluCenina sa moze byt v pociatocnych fazach vyvoja novych
lieCiv vylucena. V désledku syntetizovania Coraz zlozitejSich Struktar potencialnych lieciv
je velmi dolezité odhadnit’ celkovy ADMET profil pre d’alsi vyskum. Softvér PreAdmet

ma 4 hlavné Casti:
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vypocet molekularnych deskriptorov — st to parametre, ktoré popisuju
biologickt aktivitu testovanych zlucenin. Deskriptory su spojené s fyzikalno-
chemickymi vlastnostami, ako su lipofilita, molekulovd hmotnost’, rozpustnost’

VO vode a parcialny naboj

predpoved’ podobnosti k liecivu — vypocet Lipinského pravidiel, pravidlo Lead-

like a predikcia podobnych vlastnosti, ktoré sa maji komeréné lieky

ADMET predikcia — poskytuje informacie o lieCive a jeho vlastnostiach v CNS,
ako su vdzby na bielkoviny, hematoencefalickd bariéra, bunkova linia I'udského

karcindbmu hrubého creva, priepustnost cez pokozku, schopnost absorpcie

Pudského creva (Obr. 12)

predikcia toxicity — Amesov test a test karcinogenity a mutagenity (Obr. 13)

EEE 219785
Buffer_solubilicy_mg_L B636.59
Caco? 43.5353
CfP_2C19_inhibition inhibitor
CYP_2C9_inhibition inhibitar
CYP_2D6_inhibition nie
CYP_2D6_substrace nig
CYP_3A4 inhibition inhibitar
C¥P_3A4 substrate S|EID];'
HIA BE.2E1134
MDCK 388479
Pgp_inhibition nig
Pla=ma_Protein_Binding 76838632
Pure_water_solubility_mg_L 1687
Skin_Permeability -3.85864
SKlagD_value 2065170
SKlogP_value 2065170
SHloghs_buffer -1.464040
SKleg5_pure -2 05887

Obr. 12 Predikcia ADMET vlastnosti softvérom PreAdmet
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(+] algae_at 0.0452019
(+] Ames_test mutagen
(+) Carcino_Mouse pozifiviry
(+] Carcino_Rat pozitivny
(+) daphnia_at 0.200737
(+] hERG_inhibition stredne rizikovy
(+} medaka_at 0.0555271
(+] rminnow_at 0.0466534
(+) TA100_10RLI poziivny
(+] TA100_NA poZiivny
(+] TA1535_10RLI pozifiviry
(+} TA1535_NA pozZitivry

Obr. 13 Predikcia toxicity softvérom PreAdmet

3.3 Antibakterialna aktivita

LCudstvo bojuje od nepaméti proti infekénym chorobam. Vyskytovali sa masovo a

sposobovali vel'ké straty na Zivotoch. V minulosti bol ¢lovek vo¢i infekcidm bezmocny,
ale az rozvoj mikrobiologie umoznil poznat' hlavni pri¢inu infekénych chordb. Takto
ziskané vedomosti o povode ochoreni dali prilezitost’ urobit’ opatrenia proti ich Sireniu a k
hl'adaniu novych spdsobov liecby.
Prvé pouzivanie latok s antimikrobidlnymi vlastnostami sa datuje k starovekym
Egyptanom a Grékom, ktori pouzivali na lie¢bu infekcii $pecifické plesne a rastlinné
extrakty. Velkym prinosom v tejto oblasti bolo popisanie inhibicie rastu Bacillus anthracis
Louisom Pasteurom v roku 1877 uc¢inkom niektorych anaerébnych baktérii. Po objaveni
penicilinu Alexandrom Flemingom v roku 1929 sa zacali antibiotika prakticky vyuzivat. V
stcasnej dobe sa na lieCbu infekénych choréb vyuziva mnoho syntetickych antibiotik, co
predstavuje vel'ké riziko rezistencie voci antibiotikdm a vzniku alergickych reakcii
pacientov na niektoré antibiotika. [63]

Vo vSeobecnosti sa za antibakteridlne latky povazuji také latky, ktoré nicia
mikroorganizmy alebo zastavuju ich rast. Tieto latky sa rozdel'uju podla pdsobenia na
mikroorganizmy, na antibiotika proti baktériam, antimykotika proti hubam, antiparazitika

proti ¢ervom a antivirotika proti virusom. [64]
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Antibiotikd si chemoterapeutikd, ktoré inhibuji alebo ni¢ia rast mikroorganizmov —
baktérie, huby a prvokové parazity. Podl'a spdsobu ucinku ich delime na bakteriostatické,
ktorych Géinok vyjadrujeme ako aktivitu chemickej latky alebo zmesi latok, ktora vedie k
zastaveniu metabolickej aktivity bakteridlnej bunky a taktieZ jej rastu a baktericidne,
ktorych uc¢inok vyjadrujeme ako aktivitu latky alebo zmesi latok, ktora vedie k usmrteniu
bakterialnej bunky. [65] U antibiotik rozliSujeme tri zakladné mechanizmy ucinku:

e zastavenie syntézy bunkovej steny baktérii
e zasah do intermediarneho metabolizmu baktérii

e zmena proteosyntézy na ribozomalnej urovni

Medzi antibakteridlne latky zarad’ujeme jednak lieciva, ale k ochrane pred baktériami
sluzia aj dezinfekéné prostriedky, ako su antibakterialne mydla, gély, obrusky, pesticidy a

bielidla.

3.3.1 Heterocyklické latky s moZnou pribuznost'ou k B-laktamom

V poslednych rokoch sa zvySuje potreba hladania novych tried antibakteridlnych
prostriedkov, pretoze sa stidle objavuji nové infekéné choroby a zvySuje sa pocet
multirezistentnych ~ mikrobidlnych ~ patogénov, naprieck  zastupu antibiotik
a chemoterapeutik. Za pripadni rezistenciu mézu byt zodpovedné mutacie

v mikrobialnych genémoch, ale tiez nespravne pouzivanie antibiotik. [66]

3.3.1.11,2,4-Triaziny

Vedci vo svete stale hl'adajii nové zluceniny s pozadovanymi terapeutickymi u¢inkami.
Vicsina prirodnych produktov, ktord sa vyuziva v liebe maju charakter heterocyklov. K
takymto latkam moéZeme zaradit’ derivaty 1,2,4-triazinov, pretoze ich skelet poskytuje
zaklad pre dizajn biologicky vyznamnych latok so Sirokou biomedicinskou hodnotou ako
su lieciva. 1,2,4-Triazinové zluCeniny su zname svojou biologickou aktivitou, napr.
protizapalovou, protinddorovou, protiplesnovou, antimikrobidlnou, antiparazitickou,
antimalarickou, antiprotozoalnou aktivitou. [67]

Aly a kol. [68] pripravili nové tienyl-1,2,4-triazinylsulfonamidy (Obr. 14) ako
potencialne zluceniny s antimikrobidlnym, antioxida¢nym a antiproliferativnym ucinkom.
Syntetizované zluceniny boli testované in vitro na Gram-pozitivnych a Gram-negativnych

baktéridach. Zluceniny, ktoré mali volnu sulfénamidovu skupinu vykazovali vysoké
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hodnoty antibakteridlnej aktivity proti obidvom typom baktérii. Derivat s volnym
pyramidovym kruhom zvysil svoju aktivitu vo¢i Gram-pozitivnym druhom. Vyznamna
antioxida¢na aktivita sa prejavila pri derivate s [1,2,4]triazino[3,4-b][1,2,3]tiadiazine, ktora

vykazovala az 69 % Uc¢innost’ vo¢i kontrolnej glutation S-transferaze (GSTs).
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Obr. 14 4-{[({5-0x0-6-[3-(2-tienyl)prop-2-en-1-yl]-4,5-dihydro-1,2,4-triazin-3-

yl}imino)metyl]amino}benzénsulfénamid

3.4 Antioxidacna aktivita

Volnym radikdlom je v sucasnej dobre venovand zvySenda pozornost, pretoze su
zodpovedné za vznik mnozstva ochoreni, ako st kardiovaskularne ochorenia, rakovina,
nervové poruchy a dalSie. Molekuly, atomy alebo i6ny s jednym nesparenym elektronom,
ktoré st nestabilné a rychlo reaguji s inymi molekulami nazyvame vol'né radikaly. Patria
medzi ne reaktivne formy kyslika (ROS), hlavne superoxidovy anionovy radikal Oy,
hydroxylovy radikal HO" peroxid vodika H,O,, reaktivne formy dusika (RNS) a siry
(RSS). [69] Proti voI'nym radikalom sa mdzeme chranit’ zvySenym prijmom antioxidantov.

Antioxidant méZe byt kazda zluCenina, ktord je schopna inhibicie a zachytdvania
volnych radikélov, ¢im poskytuje ochranu pred infekciou a degenerativnymi ochoreniami.
Vyznamnu ulohu ochrany proti volnym radikalom zohravaju vitaminy C, E a K,
karotenoidy flavonoidy a rastlinné polyfenoly. Existuju aj prirodné antioxidacné enzymy,
ako st superoxid dismutdza (SOD), glutation peroxidaza, glutation reduktaza a disulfidoveé
vézby, ktoré tvoria pufrovaci systém v kazdej bunke. [70]

V literatare existuje velky pocet metdod pouzivanych sa stanovenie antioxidacnej
aktivity. Tieto metddy sa rozdel'uju na zaklade mechanizmu na dve hlavné skupiny (Obr.
15):

e metdda zalozena na prenose atdmu vodika HAT

¢ metdda zalozend na prenose elektronu SET
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Obr. 15 Mechanizmus antioxida¢nej reakcie s volnym radikalom — prenos elektronu (SET) a
prenos atomu vodika (HAT). Pri SET mechanizme je ionizacny potencial (IP) antioxidantu
do6lezitym energetickym faktorom ucinku antioxidantu. V mechanizme HAT je entalpia
disociacie vazby (BDE) antioxidantu ddlezitym parametrom pre hodnotenie
antioxida¢ného ucinku. [71]

Metody fungujice HAT mechanizmom st nezavislé od pH a su vel'mi rychle (inhibicia
lipidov a chemiluminiscenéné metddy). Metody, ktoré prebichaji SET mechanizmom su
zavislé od pH, st pomerne pomalé a vyzaduju dlhsi ¢as na uplne zreagovanie (FRAP).

DPPH a ABTS metody funguji oboma mechanizmami. [72]

3.4.1 Metoda DPPH

Tato metdda je povazovand za jednu zo zdkladnych metodik pre postdenie
antiradikalovej aktivity Cistych latok aj réznych zmesnych vzoriek. Spociva v reakcii
testovanej latky so stabilnym radikalom DPPH' (difenylpikrylhydrazyl, resp. 1,1-difenyl-
2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Stabilny radikal DPPH ma nespareny elektron, vd’aka
ktorému ma silné absorpéné maximum pri A = 517 nm a je purpurovej farby. Pri reakcii
dochadza k redukecii radikalu za vzniku DPPH-H formy (difenylpikrylhydrazin). Farba sa
meni z purpurovej na zIltd. (Obr. 16). [73] Reakcia je najcastejSie sledovana
spektrofotometricky. Pokles absorbancie pri 517 nm sa meria bud’ po uplynuti

konstantného Casu, alebo sa sleduje kinetika reakcie.
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Obr. 16 Reak¢ény mechanizmus 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu s antioxidantom [71]

3.4.2 Metoda ABTS

Antioxidacnd aktivita metodou ABTS je zaloZend na schopnosti zhasat' radikal ABTS'.

Tato metéda vyuziva na meranie zmeny zafarbenia antioxidantu spektrofotometer s

diddovym polom. ABTS™ (2,2’-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat) sa

generuje oxidaciou v systéme ABTS-H,O, alebo ABTS- metmyoglobin-H,O, a

antioxidant je pridani k vygenerovanému modrozelenému chromoforu ABTS™ (Obr. 17).

Zhasanie radikalu ABTS* sa sleduje spektrofotometricky a meria sa absorbancia pri 734
nm. [74]
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Obr. 17 Chemicka reakcia ABTS [75]
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3.4.3 Metoda FRAP

Tato metoda sa zaklada na schopnosti redukcie komplexu tripyridyltriazinu Fe** na
Fe?*. Komplex Fe** sa v kyslom prostredi redukuje antioxidantami na modro sfarbeny
komplex Fe**. Redukcia sa sleduje meranim zmeny absorpcie pri 593 nm za pouZitia
spektrofotometra, priCom narast absorbancie je mierou antioxida¢nej aktivity. Reakcia je

nespecifickd a odraZa schopnost’ latok redukovat’ ién Fe®* (Obr. 18). [76]
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Obr. 18 Reak¢na mechanizmus FRAP metody [76]

3.5 Inhibitory proteinaz

Proteolytické enzymy resp. protedzy st enzymy zo skupiny hydrolaz, ktoré su schopné
Stiepit’ peptidovll vizbu medzi dvoma aminokyselinami peptidového retazca. Protedzy
mozeme ndjst’ v rastlinach, zivocichoch, hubach, baktériach a virusoch. Podla miesta
Stiepenia bielkovin rozliSujeme exoprotedzy, ktoré Stiepia peptidovi vdzbu na koncoch
peptidovych retazcov a endoprotedzy, ktoré Stiepia proteiny vo vnutri peptidového
retazca. [77]

Samotné endoprotedzy sa d’alej delia podla katalytického deja na cysteinové, serinové,
treoninové, metaloprotedzy, glutamatové a aspartaitové protedzy. K nekontrovatelnej
destrukcii stavebnych a inych dolezitych proteinov v organizme moéze dojst vdaka
katalytickej aktivite tychto proteindz. Za normalnych podmienok je ich aktivita pod
kontrolou kontrolnych mechanizmov akymi su — produkcia proteindz vo forme
neaktivnych zymogénov, obmedzend proteolyza atelom produkované fyziologické

inhibitory. [78]
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4. CIELE DIZERTACNEJ PRACE

Cielom dizertacnej prace s nazvom ,, Nové derivaty furo[3,2-blpyrolu: Syntéza, studium

vilastnosti a biologickej aktivity je syntéza derivatov s furo[3,2-b]pyrolovym skeletom a

ich analyza dostupnymi metdédami.

Vzhl'adom na rozsiahlu oblast’ skimania sme sa zamerali na nasledovné pristupy:

syntéza vychodiskovych metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov

skiimanie a optimalizécia chemickych postupov pripravy novych zlucenin s
furo[3,2-b]pyrolovym skeletom

reakcie vychodiskovych metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov na esterove;
skupine

reakcie furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov s cielom pripravit’ 2-substituované, 4-

substituované a 5-5-6 kondenzované systémy

analyzovanie Struktary pripravenych latok dostupnymi technikami analyticke;j
chémie ako st 'H a *C NMR, IC, MS a prvkové analyza

hlavnym ciefom je analyza chemickych posunov v *H a BC NMR spektrach
vybranych zlucenin

d’al§im krokom je analyza vplyvu substituenta na chemické posuny v 'H NMR
spektrach vybranych zlucenin

analyzovanie Cistoty vybranych latok metddou HPLC

vyznamnym krokom prace je testovanie vybranych latok na biologicku aktivitu
a hodnotenie vybranych biologickych aktivit ako su antioxidacnéd aktivita,
antibakterialna aktivita a inhibi¢na aktivita na serinové, aspartdtoveé proteinazy a

metaloprotedzy

Stcastou vypracovania dizertanej prace je aj zapojenie sa do vedeckych projektov na

domacej a zahrani¢nej urovni ako st projekty VEGA, KEGA, APPV a FPPV. Ddlezitou

Castou prace je aj publikovanie ziskanych vysledkov v zahranicnych a domaécich

vedeckych cCasopisoch registrovanych vo WoS a Scopuse, rovnako aj prezentovanie

vysledkov na vedeckych podujatiach vo forme oralnych prezentacii.
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5. METODY VYHODNOTENIA VLASTNOSTI LATOK

Dolezitou sucastou vyskumu chémie je charakterizacia a analyza pripravenych
zlucenin. Predstavuje najzlozitejSiu a najdrahSiu Cast’ vyskumu. Sucasnd doba prinasa
mnozstvo analytickych metod na zistovanie Struktiry a zlozenia pripravenych chemickych
latok. Uprednostiiuju sa techniky, ktoré nespdsobuju rozklad analyzovanej vzorky. Ziskané
vysledky su podporené teoretickymi vypoctami zalozenymi na kvantovej chémii.

V préaci sa pouzili dostupné analytické metddy na presne urcenie vlastnosti pripravenych
latok a v nasledujucich podkapitolach su stru¢ne popisané zakladné principy pouzitych

analytickych metdd.

5.1 Infracervena spektrometria

Patri k vibraénym technikam, ktoré skimaju interakciu elektromagnetického ziarenia s
molekulami zlG¢eniny. Infracervena spektrometria poskytuje nesmierne dolezité
informécie o Struktire molekuly z hl'adiska jej funkénych skupin, orientacie tychto skupin
a taktiez informdcie o izoméroch.

Za zmeny vibraénych a rotaénych stavov molekuly je zodpovedné absorbujuce
infracervené ziarenie (Obr. 19). Zmena vibra¢ného alebo rota¢ného stavu molekuly nastane
ak dojde k zmene dipolového momentu molekuly. Cim je vi¢§ia zmena dipdlového

momentu, tym je intenzivnejsi absorpény pas v spektre. [79]
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Obr. 19 Vibracie molekuly po absorpcii infrac¢erveného Ziarenia [80]
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Infrac¢ervené Ziarenie mozeme rozdelit’ na tri oblasti:
a) blizka oblast’ (near-infrared, NIR) — 4000 az 12 000 cm™
- vysSie harmonické vibracie vazieb C-H, C-O, N-H
b) stredné oblast’ (middle-infrared, MIR) — 200 az 4000 cm™
- pouziva sa na meranie rotacnych pohybov molekul
c¢) daleka oblast’ (far-infrared, FIR) — 10 az 200 cm™
Nizkoenergetické ziarenie v d’alekej infraCervenej oblasti spdsobuje zmeny rotaénych
stavov molekul, v strednej a blizkej oblasti dochadza k vibra¢no-rotanym zmenam
molekul. Pri interpretacii spektier sa zameriavame na tri hlavné charakteristiky - poloha a

tvar absorpénych pasov, pocet a ich intenzita. [81]

5.1.1 Experimentdlna technika

Stcasnd doba vyuziva na meranie infradervenych spektier spektrofotometre zaloZené na
Fourierovej transformacii. Tieto pristroje vyuZzivaju namiesto monochromatora interferometer a
ziskané idaje sa spracuju Fourierovou transformaciou do podoby infracerveného spektra.

FTIR spektrometer sa sklada zo (Obr. 20):

e zdroja (globar 5000 - 250 cm™; volframové vldkno pre blizku oblast’ do 10 000
cm’™; ortutové vybojka pre d’aleku oblast’ do 20 cm™)

e laserom kontrolovaného interferometra

o kyvety

o detektora (fotoelektrické — TGS, fotovodivostné)
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Obr. 20 Schéma FTIR spektrometra s Michelsonovym interferometrom [80]
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Infracervené spektrd su zaznamenavané ako zavislost priepustnosti od vInoctu
absorbovaného Ziarenia. Intenzita absorpcie sa riadi Lambertovym-Beerovym zdkonom a
vyjadruje sa pomocou priepustnosti T (%) alebo absorbancie A.

Infracervené spektra mdézeme merat v zavislosti od skupenstva latky v plynom av
kvapalnom stave, v roztoku, metodou KBr, nujolovou a reflexnou technikou. V pripade
reflexnych metdod sa merania uskutoCiiuju z povrchu tenkych filmov na tuhej faze
odrazom, Cize sa meria reflektancia - zoslabeny celkovy odraz (ATR technika) alebo
viacnasobny vnutorny odraz (MIR technika). Pre Strukturnu analyzu sa vyuzivaju
charakteristické skupinové vibracie, ktoré su pre prislusnu Struktirnu jednotku v molekule
charakteristické. Oblast’ charakteristickych skupinovych vibracii lezi v oblasti 4 000 az 1
500 cm™. Tuto oblast’ mozno rozdelit’ do troch oblasti:

e oblast’ valen&nych vibracii X-H (4 000 az 2500 cm™)

e oblast trojitych vizieb (2 500 az 2000 cm™)

e oblast dvojitych vizieb (2 000 az 1500 cm™)
Oblast’ skeletalnych vibracii — oblast’ ,,odtlackov prstov (1 500 az 600 cm™) predstavuje
oblast’, kde jednotlivé pasy nemozno priradit’ jednotlivym vidzbam, ale su charakteristické

pre molekulu ako celok. [79]

5.2 Nuklearna magneticka rezonancia (NMR)

Nuklearna magnetickd rezonancia patri k spektralnej metdde, pri ktorej interakciou
radiofrekven¢ného Ziarenia sa meni stav jadrovych spinov. Interakcia radiofrekvencného
Ziarenia s jadrami sa uskutociiuje v pritomnosti silného homogénneho magnetického pola.

Jadrd s nenulovym spinovym kvantovym cislom (I # 0) st schopné absorbovat
radiofrekvencné ziarenie v magnetickom poli. Takéto jadrd maji jadrovy magneticky
moment, t.j. spravaju sa ako mikroskopické magnety. Ak je takéto jadro umiestnené do
vonkajSiecho magnetického pol’a, tak toto pole nliti magneticky moment jadra zorientovat’
sa do jeho smeru. Spin jadra sa brani tejto zmene orientacie a vysledkom je, Ze magneticky
moment zacne rotovat’ okolo vonkajSieho pol’a, pricom sa jeho orientdcia k tomuto polu
nemeni a zachova sa paralelnd zlozka u s magnetickym pol'om By, zlozka u kolma na

magnetické pole By rotuje v rovine kolmej na B, (Obr. 21).
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Obr. 21 Rotacia atbmového magnetického dipolu (i) okolo magnetického pola (By)

Meratelnou velicinou v NMR je vysledny magneticky moment vsetkych spinov vo
vzorke, ktory sa nazyva magnetizacia vzorky. Ak je vzorka mimo magnetického pol'a, tak
orientdcia atomovych magnetov je pravdepodobne rovnaka a vyslednd magnetizacia je
nulovd. Naopak ak sa vzorka vlozi do silného magnetického pola, tak orientacie
atomovych magnetov budl viac paralelné¢ s pol'om By energeticky vyhodnejSie a preto v
rovnovaznej vzorke aj viac zastupené (Obr. 22).
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Obr. 22 A - vzorka mimo magnetické pol'a, B - vzorka v magnetickom poli a C — po aplikacii
elektromagnetického ziarenia

Relaxdcia je proces, v ktorom sa vzorka spontanne polarizuje a trva ~ 1 s. AK
aplikujeme na vzorku v rovnovaznom stave elektromagnetické ziarenie, ktoré ma rovnakua
frekvenciu ako je rotacia spinov, vychyli sa magnetizacia zo smeru Bg a vznikne
nerovnovazna magnetizacia, ktora rotuje okolo By podobne ako kazdy individudlny spin.
Takato magnetizacia sa priamo meria v NMR experimentoch. Z toho vyplyva, ze pri NMR
sa nemeria zmena intenzity elektromagnetického ziarenia (jeho absorpcia alebo emisia ako

pri UV a IC), ale odozva vzorky na pdsobenie elektromagnetického Ziarenia. [82]
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5.2.1 Experimentdlna technika

V spektroskopii sa pouzivajii dve metddy na skimanie zlti€eniny:

vysokorozlisovacia metoda — vyuziva sa na meranie spektier latok v
roztokoch, pricom sa pozoruju Uzke a dobre rozliSené signaly. Takto ziskané
spektrd sa pouzivaji pri vyskume Struktury zlucenin, geometrickej izomérie,
konformacie, tautomérie a kvantitativnej analyze.

Sirokopasmova metoda — pouziva pri merani spektier tuhych latok a pozoruju
sa Siroké signaly. Tato metdda sa vyuziva pri Studiu zmien pohyblivosti
molekul alebo funkénych skupin v makromolekulach, pri skimani krystalinity

polymérov a pod.

NMR spektrometre pozostavaju z tychto hlavnych casti (Obr. 23):
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Obr. 23 Schéma NMR spektrometra [80]
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Podrla sposobu merania spektier sa spektrometre rozdel'uju (Obr. 24):

o spektrometre s kontinudlnym zdaznamom — v dnes$nej dobe uz menej pouzivané.
Zaznam spektra sa ziskava plynulou zmenou frekvencie radiofrekvencného
Ziarenia. PouZitelné pre dostatodné citlivé jadra ako *H, °F a 3'P.

o pulzné spektrometre s Fourierovou transformdciou — na jadra sa poOsobi

silnym réadiofrekvenénym pulzom s danou spektralnou Sirkou, ¢o zapricini

prechod vsetkych jadier v danom pdsme do iného stavu.

Sekciapre
sondu

PC NMR konzola magnet
Obr. 24 Sucasti NMR pristroja [80]

V NMR existuju efekty ako chemicky posun (8) a spin-spinovd interakcia, ktoré
umoziuju chemické rozliSenie spinov jedného druhu v molekule. Ddésledkom tychto
efektov je, ze spiny toho istého druhu zabudované v molekule rozdielnym spdsobom maju
rozdielne rezonan¢né frekvencie. VSetky vnutromolekulové efekty zavisia od orientacie
molekuly v magnetickom poli. V kvapalnych vzorkach sa orientacia molekul rychlo meni,
preto sa v spektrach kvapalnej vzorky prejavuju len spriemernené efekty chemického

posunu a spin-spinovych interakcii. [81]

5.2.1.1 Chemicky posun ()

Je efekt elektronového oblaku molekuly a vznika ako reakcia elektronov na tGéinok
magnetického pol'a Bg. Z toho vyplyva, ze pocet signalov sa rovna poctu chemicky
rozdielnych skupin, v ktorych sa merany spin v danej molekule nachiadza. Chemicky
rovnakym spinom prislicha rovnaky signdl, a preto intenzita signdlu je Umernd poctu

spinov, ktorym tento signal prislicha.
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5.2.1.2 Spin-spinova interakcia

Je vzajomné posobenie spinov prostrednictvom svojich magnetickych momentov. Spin-
spinova interakcia posobi dvoma spésobmi: priamou interakciu — v tuhom skupenstve, v
ktorom dominuje interakcia medzi magnetickymi dipdlmi cez priestor, o vedie k Sirokym
absorpnym signalom. Nepriamou interakciou — v kvapalnom skupenstve, v ktorom
pozorujeme slabs$iu interakciu, ktora sa prenédsa cez vizbové elektrony molekuly.

Intenzita spinovych interakcii sa vyjadruje pomocou interak¢nej konstanty (J), ktora
nezavisi od indukcie magnetického pol'a By a frekvencie elektromagnetického ziarenia a
udava sa v Hz. [81]

5.3 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria patri k fyzikalno-chemickej metode uréovania hmotnosti
atoémov, molekul a ich Casti po ich prevedeni na kladné alebo zaporné i6ny. Uplatnenie si
naSla v analyze organickych latok (Struktira), v izotopovej analyze plynov a tuhych
anorganickych latok. Hmotnostné spektrum je zépis relativneho zastipenia rozdelenych
druhov i6nov, charakterizovanych pomerom hmotnosti a naboja (m/z). V hmotnostnom
spektrometri prebiehaju vsetky deje vo vel'mi zriedenom plynnom stave, a preto mozno
vznik spektra chapat ako vysledok viacerych konkurenénych a néslednych
monomolekularnych reakcii. Z toho vyplyva, Ze spektra organickych zlucenin su ovela
zlozitejsie, ako spektra prvkov. V spektre mdézeme vidiet' okrem vrcholu molekulového

i6nu aj dalsie signaly, ktoré vznikli rozstiepenim idénov. [79]

5.3.1 Experimentdlna technika

Hmotnostny spektrometer musi obsahovat’ tieto zakladné funkcné Casti (Obr. 25):
e vstup na vzorku
e 16novy zdroj
e analyzator hmotnosti
o detektor

e pocitac
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VZORKA VYSTUR

@ JoRE

Ay

=15

IONOVA PASCA

I FOHIZACIA DL EKTROSPREION

WMoY ZDROU ANALYTATOR DETERTOR

Obr. 25 Schéma hmotnostného spektrometra [80]

Ionovy zdroj slizi na prevedenie analyzovanej latky do ionizovaného stavu. V jeho
priestore dochadza k vécSine fragmentacnych reakcii veducich k destrukcii chemickych
vézieb vzniknutého i6nu. [79] Skimanu latku mézeme ionizovat’ viacerymi spdsobmi:

e ionizacia narazom elektronov (EI)

e chemicka ionizacia (Cl)

e clektrospej ionizacia (ESI)

e ionizacia pol'om (FI)

e fotoionizacia pri atmosférickom tlaku (APPI)

e laserova desorpcia/ionizacia v matrici (MALDI)

Analyzator sluzi k rozdeleniu i6nov v plynnej fadze za vakua podla pomeru ich
hmotnosti a naboja (M/z). Pozname viacero spdsobov rozdel'ovania ionov v hmotnostnom
analyzatore — magneticky hmotnostny analyzator, kvadrupolovy analyzator, ibnovu pascu,
preletovy analyzator (TOF) a ionovi cyklotronovi rezonanciu. [81]

Hmotnostna spektrometria sa v stcasnej dobe spdja so separa¢nymi technikami ako
HPLC-MS a GC-MS, ktoré umoznuju analyzu zmesi v organickej technologii, kde vzorka

obsahuje Siroku paletu r6znorodych organickych latok. [79]

5.4 Kvapalinova chromatografia

Kvapalinovd chromatografia je analyticka separatnd metdda, ktord slizi na analyzu
zmesi latok. Vzorky moézu byt zmesi kvapalnych alebo tuhych latok. Zakladnou

podmienkou separdcie je, aby latky boli rozpustné v beznych rozpustadlach, vo vode alebo
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v zriedenych mineralnych kyselinach. Principom vsetkych separa¢nych metod je ustalenie

rovnovahy prestupu analytu z jednej fazy do druhej alebo jeho akumulacia na povrchu

jednej z faz.

Analyzovana vzorka sa davkuje do pradu mobilnej fazy a ta ju unasa kolonou, v ktorej

je umiestnend stacionarna fazy. PocCas separdcie sa uplatiuju rézne interakcie medzi

molekulami latok a molekulami stacionarnej a mobilnej fazy. Vhodne zvolenym

detektorom detegujeme zony separovanych latok, ¢im nam vznikd chromatograficky

zaznam, ktory sa vyhodnocuje z hl'adiska kvalitativnej a kvantitativnej analyzy. [82]

5.4.1 Experimentdlna technika

HPLC pristroj pozostava z tychto casti (Obr. 26):

zasobnikov mobilnej fazy

cerpadla

zariadenia na meranie pracovného tlaku
davkovacieho zariadenia — injektora
chromatografickej kolony

detektora

vyhodnocovacieho zariadenia

mohilné faza
AaB

pumpa B | . G‘é‘ "
pumpa A | '\\ g

]

Odpad

tlakova pumpa

Obr. 26 Schéma HPLC pristroja [84]

5.4.2 Hlavné charakteristiky chromatogramu

manipulator
VIOTky

ihla

spinaci ventil

detektor
| kolona
= ][A_:l—— b

Imiesavac

ventil
odplynovac

tistenie cemadla

Na ziskanom chromatograme, ktory nam vznikne elu¢nou metédou mdézeme pozorovat

pikové maxima jednotlivych zloziek vystupujice zkolony. Pomocou hlavnych a
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relativnych elu¢nych charakteristik moézeme charakterizovat” chromatografické spravanie
sa latok v chromatografickej kolone (Obr. 27).

Elu¢ny ¢as (tr) — je to Casovy interval, ktory uplynie od nadavkovania latky do kolony
do okamihu detekcie signalu zodpovedajicemu prechodu maximalnej koncentracie latky
detektorom.

Mitvy eluény ¢as (tv) — je to interval, ktory uplynie od nadavkovania latky do okamihu
detekcie maximalnej koncentracie latky, ktora sa v kolone nezadrziava a pohybuje sa
rovnakou rychlostou ako mobilna faza.

Elu¢ny objem (VR) — je objem mobilnej fazy preteCeny kolonou od nadavkovania
analytu po detekciu analytu

Mrtvy eluény objem (V) — objem mobilnej fazy preteeny kolonou od nadavkovania
po detekciu latky, ktord sa v koldne nesorbuje.

Sirka piku - $irka piku pri zakladni alebo v polovici vysky piku (was)

Velkost’ piku — je vyjadrend vyskou piku alebo plochou pod krivkou piku uréenou
integraciou v intervale od zaciatku do konca piku, ktoré sa vztahuji k mnozstvu alebo

koncentracii analytu.

=
1

=
1

k3
1

odezva detektoru

-2

0

Obr. 27 Elu¢né charakteristiky chromatogramu [84]

5.4.3 Chemicky viazané fazy

Pomocou chemickej védzby sa naviaZe stacionarna faza na nosi¢, ¢im sa zabrani

vymyvaniu zakotvene] fazy mobilnou fazou. Nosiémi chemicky viazanej vizby st
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povrchovo pérovité nosi¢e —najCastejsie silikagél. Naviazanie stacionarnej fazy na povrch
nosi¢a prebiecha viacerymi chemickymi reakciami. Prvou chemickou reakciou je
kondenzacia silanolovych skupin z povrchu nosi¢a s alkoholmi alebo silanizacia
silanolovych skupin na povrchu nosi¢a pomocou alkylchlorsilanov, pricom vznikaju
trialkylsiloxany. NajbeznejSie sa pouzivaju trioktyl- alebo trioktadecyl chlorsilany a podla
poctu uhlikov naviazanych v alifatickom ret'azci sa takéto kolony nazyvaji C 8 RP alebo
C18 RP. Selektivitu separacného systému mdzeme menit’ na zédklade naviazanych ro6znych

funk¢nych skupin na konci alifatického retazca. [82]

5.4.4 Detektory

Detektory pouzivané v HPLC by mali byt selektivne pre analyty a malo citlivé na
mobilné fazy. NajcastejSie vyuzivanymi detektormi st fotometrické, refraktometrické a
fluorescenéné. Vyuzivaji sa tieZ spojenia s MS detektorom a s elektrochemickymi
detektormi, ako su vodivostné alebo voltampérometrické. Fotometrické detektory meraju
absorbanciu eludtu vychéadzajiceho z kolony. K tymto detektorom zaradujeme aj DAD
detektor, ktory meria absorpéné spektrum v uréenej oblasti vinovych dizok. Detekény limit
tohto detektora je 10™° g/ml a citlivost je pre rozne latky rozna a pri zvolenej vinovej dizke

zavisi od velkosti molarneho absorpéného koeficientu latky. [83]

Kvapalinovi chromatografiu méZeme vyuZzivat na kvalitativnu analyzu ako dokaz
pritomnosti zloZky vo vzorke, kedy sa pouzZiva zhodnost’ elu¢nych charakteristik zlozZiek
vzorky a referenénych latok. Spojenim s inymi metédami, ako si hmotnostna
spektrometria, infracervena spektroskopia a nukledrna magnetickd rezonancia mdzeme

dosiahnut’ spol'ahlivost’ identifikécie pritomnych zloziek vo vzorke.

V kvantitativnej analyze sa vyuzivaji r6zne metddy pre stanovenie mnozstva latky vo
vzorke, a to metdda kalibracnej Ciary, metdda pridavku Standardu a kombinacia oboch

metod s vnutornym Standardom. [82]

5.5 Stanovenie antibakterialnej, antioxida¢nej a inhibi¢nej aktivity

Na stanovenie antibaktrialnej aktivity sa vSetky vzorky zlucenin pripravili ako roztoky
v Iml DMSO s koncentraciou 0,2048 M. Na testovanie aktivity sa pouzili mikroplatnicky,
kde do kazdej jamky prvého stipca sa pipetovalo 180 pl a do stipcov 2 — 11 sa pipetovalo

po 100 ul bakterialnej suspenzie. Nésledne sa do prvého stipca pridala testovana latka
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s koncentraciou 0,2048 M v DMSO. Kazda latka sa testovala v dvoch paralelkach. Po
kultivacii sa pridal do kazdej jamky 0,03 % TTB anechal sa inkubovat’ 1 h pri 37 °C.
Hodnoty MIC sa odcitali vizualne, kde posledna jamka bola bez modrého sfarbenia
s odpovedajicou koncentraciou daného stipca charakterizujucu hodnotu MIC. Vsetky

bakterialne kmene pochadzali z Czech Collection of Microorganisms — CCM Brno. [65]

5.5.1 Antioxidacna aktivita metodou DPPH

Na stanovenie antioxida¢nej aktivity metddou DPPH sa pripravil zakladny roztok
TROLOX-u s koncentraciou 1 mg/ml rozpustenim v metanole. Z takto pripraveného
roztoku sa pripravili nasledovné koncentracie: 10, 30, 50, 60, 70, 90 a 100 ug/ml. Do
mikroplatni¢ky sa pipetovalo po 25ul podla schémy (Obr. 28) metanol, pripravené
Standardy a vzorky latok v koncentracii 204,8 mM. Pripraveny roztok DPPH (12 mg/100
ml metanolu — 0,000304M) sa davkoval po 100ul do vsetkych jamiek. Po 10 minutach sa
zmerala antioxida¢nu aktivitu na mikroplatni¢kovom ¢&itaéi OPSYS pri vinovej dizke 490
nm. Data absorbancie zaznamenané pri merani boli vyhodnotené ako TROLOX ekvivalent

- TEAC. [65]
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Obr. 28 Templat mikroplatnic¢ky pre test DPPH, kde L; — L st zluCeniny a Lg je 6-APA

5.5.2 Antioxidacna aktivita metodou ABTS

Na stanovenie antioxida¢nej aktivity metddou ABTS sa pripravil zakladny roztok
TROLOX-u s koncentraciou 1 mg/ml rozpustenim v metanole aztakto pripraveného

roztoku sa pripravili nasledovné koncentracie: 10, 30, 50, 60, 70, 90 a 100 pg/ml. Do
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mikroplatnicky sa pipetovalo po 25ul podla schémy (Obr. 28) metanol a pripravené
Standardy a vzorky latok v koncentracii 204,8 mM. Pripraveny ABTS sa davkoval po 100
ul do vSetkych jamiek. Po 10 minatach sa zmerala antioxida¢na akvitita na

mikroplatni¢kovom &itadi OPSY'S pri vinovej dizke 630 nm. [65]

5.5.3 Antioxidacna aktivita metodou FRAP

Na stanovenie antioxida¢nej aktivity metddou ABTS bolo nutné si pripravil zakladny
roztok TROLOX-u s koncentraciou 1 mg/ml rozpustenim v metanole a z tohto roztoku sa
pripravili nasledovné koncentracie: 10, 30, 50, 60, 70, 90 a 100 pg/ml. Do mikroplatnicky
sa pipetovalo po 25ul podl'a schémy (Obr. 28) metanou a pripravené Standardy a vzorky
latok v koncentracii 204,8 mM. Reagencia pre metédu FRAP sa pripravila z 0,3M
octanového tlmivého roztoku s pH 3,6 a rozpustenim TPTZ a FeCls v destilovanej vode.
Nasledne sa davkovalo po 100ul reagencie do vsetkych jamiek. Po 10 mintitach sa zmerala

antioxida¢na aktivita na mikroplatni¢kovom &ita¢i OPSYS pri vinovej dizke 630 nm. [65]

5.5.4 Inhinic¢na aktivita na proteindzy

Pre stanovenie inhibi¢nej aktivity vzoriek na proteinazy sa pripravil pufor Tris-HCI s
pH = 7.0 rozpustenim 2 tabliet v 100 ml deionizovanej vody a 100 ml metanolu. Roztok
So— je 60 mM roztok substratov, ktory vznikol rozpustenim 25 mg Z-Lys-SBzIl.HCl a 23,7
mg DTNBA v 1 ml metanolu do malej flasticky.

112 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | K| Lc Lc, |Les | Les | Les BLc, | BLc, |BLcs; | BLcy, | BLes | B
B | K| Lc, Lc, |Les | Les | Les BLc, | BLc, |BLcy; | BLcy, | BLes | B
C | K| Py | Picy, | Pics | PiCy | PiCs | BPicy | BPiC, | BPiCs | BPic, | BPiCs | B
D | K| Pic; | Pic, | Pics | Picy | Pics | BPicy | BPiC, | BPic3 | BPicy | BPiCs | B
E | K| Py [Py, | PoCs | Pocy | PoCs | BPocy | BPoCy | BPocs3 | BPoCy | BPCs | B
F | K| Py | Pocy | PoCs | Pocy | PoCs | BPCy | BPoC, | BPoC3 | BPocy | BPoCs | B
G | K| Pscy | Psc, | Pscs | PsCyq | PsCs | BPsCy | BPsC, | BPscs | BPsc, | BPscs | B
H | K| Psc; | PsCco | Pscs | Pscy | PsCs | BPscy | BPsc, | BPsC3 | BPscy | BPsCs | B

Obr. 29 Templat mikroplatni¢ky
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Dalej sa roztok Eq s koncentraciou 1 mg/ml rozpusti v pufri a uschové sa v chladnicke.
Roztok S; sa pripravil rozpustenim 300 ul roztoku Sp v 29,7ml pufru a roztok E; zriedenim
roztoku Eq 5 000-krat a uschova sa v chladni¢ke. Vzorky sa testuju v 5-tich koncentraciach
V binomickom mode riedenia (C1 az C9 = C1/256) (Obr. 29). Pre kazda latku sa pripravi
roztok l; — 1 skumavka, do ktorej sa da 0,99 ml roztoku S; al1l0 pl roztoku Ip
s koncentraciou 204,8 mM. Do platnicky sa davkuje po 200 pl roztokov CH,
CHNa,CH2Na, Sn(CH),, Q, QNa,Q2Na, Sn(Q), do pozicii A2, B2 ,C2, D2, E2, F2, G2,
H2. Dalej sa davkuje 100 pl roztoku S1 do vietkych ostatnych jamiek okrem stipca 10. Na
koniec sa davkuje po 100 pl pufru P do pozicii A12, B12, C12, D12, E12, F12, G12, H12.
Prevedie sa polovi¢éné riedenie v smere riadkov 2 -3 -4 -5-6 -7 -8 -9 —10. Do
vrchndku mikroplatni¢ky sa vleje roztok E; a prida sa vSade 100 pl. Nasledne sa zmeria
absorbancia pri 405 nm v prvej minate a v 31-vej minate po inkubacii pri laboratorne;j

teplote. [65]
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6. EXPERIMENTALNA CAST

Priebeh reakcii sme sledovali pomoc TLC (EtOAc-hexan), pricom sme vyuzivali
detekciu pri 245 nm a 366 nm alebo parami |,. Pripravené zliceniny sme identifikovali

dostupnymi spektralnymi metodami.

Elementarna analyza bola realizovand na meracom pristroji Thermo Electron FlashEA
2000. Kvantitativne stanovenie C, H, N a S vo vzorkéach prebieha spalenim vzorky pri
vysokej teplote (1800 °C) a naslednou separaciou spalenych plynov a detekciou na TCD

detektore.

Infracervené spektra boli namerané na meracom pristroji FTIR IRAffinity-1 v rozsahu
vino&tov 400 — 4000 cm™ pouzitym KBr techniky. Zlu¢enina sa zmiesa s bezvodym KBr a
je zlisovana do tablety, ktora sa vlozi do pristroja v smere trasy luca. Pozadie merania je

nastavené zo spektra Cistého bezvodého KBr.

Niektoré infraervené spektra pripravenych zli¢enin boli namerané na pristroji Agilent
Cary 630 FTIR s diamantovym ATR V rozsahu vlno&tov 400 — 4000 cm™. Tuhé vzorky sa

pritlacili na plochu krystalu a zmeral sa zoslabeny celkovy odraz.

'H NMR a *C NMR spektra pripravenych latok boli namerané na 300 MHz a 75 MHz
spektrometri VARIAN GEMINI 2000 v DMSO-ds s tetrametylsilanom ako vnitornym
Standardom za ucelom identifikacie danych zlucenin. Vzorka sa rozpusti v deuterovanom
rozpustadle a umiestni sa do dutiny magnetu, ktord je pri teplote miestnosti. Sucast'ou
meracej sondy je radiofrekvencnd cievka, ktord sluzi ako vysiela¢ elektromagnetického
Ziarenia na vzorku a v poslednej fdze merania sluzi ako prijimac, ktory snima odozvu

vzorky.

MS spektra boli namerané na pristroji Agilent Technologies 1200 a teploty topenia boli

stanovené na Koflerovom pristroji a neboli korigované.

6.1 Stanovenie antibakterialnej aktivity

Substituované  furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4]triazinbny ~ Xa-e a  Vllla-c,
furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4]triazintiony XI a Xlla,b boli testované ako potencialne
antibakterialne latky na 4 bakteridlnych kmefioch z toho dva Gram-negativne (G’)
Escherichia coli (CCM 7929), Pseudomonas syringae (CCM 2114) a dva Gram-pozitivne
(G") Bacillus pumilus (CCM 2218), Micrococcus luteus (CCM 732).
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Antibakterialna aktivita zli¢enin vo forme minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC),
bola stanovena po 24 h kultivacie pri 37 °C a porovnavala sa so Standardom kyseliny 6-
aminopenicilanovej (6-APA), ako znamej stavebnej Struktiry ucinnych antibiotik —
penicilinov.

Derivaty s furo[3,2-b]pyrolovym skeletom sa testovali na antibakterialnu aktivitu na
Gram-pozitivnej baktérii Micrococcus luteus (CCM 732) a Gram-negativnej baktérii
Escherichia coli (CCM 7929). Vysledné hodnoty MIC sa stanovovali po 24 h kultivacie pri

37 °C a porovnavali so Standardom kyseliny 6-aminopenicilanovej (6-APA).

6.2 Stanovenie antioxidacnej aktivity

Stanovenie antioxidac¢nej aktivity derivatov s furo[3,2-b]pyrolovym skeletom sa
uskutoCnilo troma metédami  DPPH, ABTS a FRAP. Metéody boli upravené na
mikroplatni¢kovu techniku. Do mikroplatni¢iek sa pipetovalo 25 ul vzorky a pridala sa
reagencia v danom mnozstve pre DPPH a ABTS 100 pl roztoku. V pripade metody FRAP
sa pridalo 100 pl roztoku do zmesi obsahujiceho 7mM octanového pufra a 10 mM FeCls;
(pomere 10:1:1). Takto pripravené vzorky sa inkubovali pri teplote 25 °C 10 minat.
Nasledne prebehlo meranie antioxidaénej aktivity na mikroplatnickovom ¢ita¢i Obsys
Reader pri vinovych dizkach — 405 nm pri metéde DPPH a 630 nm pri metéde ABTS
a FRAP.

6.3 Analyza Cistoty vybranych zlic¢enin

Na analyzu Ccistoty vybranych syntetizovanych zlucenin sme vybrali HPLC
chromatografiu s dioddovym polom. Analyzy sa uskutocnili na HPLC zostave Waters, ktora
pozostavala z tychto Casti — Cerpadlo (1525 Binary HPLC Pump), kolonovy termostat
(Column Heater 1500), autosampler (Autosapler 2707), detektor sdiddovym pol'om
(Detector Photodiode Array 2998) a softvéru Empower I1.

Na stanovenie ¢istoty bola pouzita mobilna faza, ktora pozostavala z roztoku A (0,1 % -
nej kyseliny mravcej vo vode alebo Cistej vody) a z roztoku B (acetonitrilu). Na analyzu
bola pouzitd izokratickd metdda. V prvok pripade bolo zloZenie izokratickej metddy takéto
- roztok A 20 % (0,1 % - nej kyseliny mravcej vo vode) a roztok B 80 % (acetonitrilu).
V druhom pripade bol roztok A 40 % (¢ista voda) a roztok B 60 % (acetonitrilu). Prietok
bol 1 ml za min. pri teplote 35 °C s nastrekom 10 pl. Elu¢né piky vychodiskovych latok
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spolu s neéistotami boli detekované pri vlnovych dizkach 210, 260, 280 a 305 nm a

zaroven sa merali aj spektralne data v rozmedzi 210-400 nm.

6.4 Synteticka cast’
6.4.1 Syntéza vychodiskovych furo[3,2-b]pyrol-5-karboxyldtov

Vychodiskové furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylaty | sme pripravili dvoma spésobmi. V prvom
spdsobe sme vychadzali z postupu, ktory je dobre popisany v literatire [14]. Z komercne
dostupného metyl chloracetatu sme pripravili metyl azidoacetat 1, ktory sme d’alej vyuzili
na pripravu azidoakrylatu IV Knoevenagelovou kondenzaciou. Za podmienok
Hemetsbergerovej indolovej syntézy sme pripravili zodpovedajuce furo[3,2-b]pyrol-5-
karboxylaty | (Schéma 25). V tabul'ke 1 st uvedené jednotlivé charakteristiky pripravenych
furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov la-c.

C'WO‘CH NaNj N3/\[]/O‘C L R O__cHo _MeOH
o °  MeOH I s W MeONa

R1
] ]|
Re®~\_-COOCH, 4 R<© VaR = H
\ / — . \ / \ IVb R = Me
Ng toluén laR =
R R! N COOCH;3 aR=H
H Ib R = Me
IcR=MeaR'=Me
IVa, b la-c

Schéma 25 Priprava vychodiskovych furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov

V druhom pripade sme vychdadzali z pripraven¢ho furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu I, ktory
nukleofilnou substitaciou tritylchloridom v dimetylformamide poskytol 2-tritylfuro[3,2-

b]pyrol-5-karboxylatu V (Schéma 26). Charakteristika takto pripravenej latky je popisana

Vv tabulke 1.
© Ph3CCI PhsC O
N~ >coocH, NaH DMF N~ “COOCH,
H H
la \"

Schéma 26 Priprava metyl 2-trifenylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu
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Metyl 2-trifenylmetyl-4H-furo[3,2-b]pyrol-5-karboxyldt (V)

Roztok la (0.83 g, 5 mmol) v DMF (10 mL) sa pomaly pridal do zmesi NaH (0.24 g, 6
mmol) v DMF (15 mL). Reak¢na zmes sa miesala pri 20 °C za vyvoja vodikového plynu,
potom sa pridal za mieSania trifenylmetylchlorid (1.39 g, 5 mmol) a mieSanie pokrac¢ovalo
dalej pri laboratornej teplote cez noc. Roztok sa vylial do 'adu (100 mL) a vzniknuta
zrazenina sa odsala a krystalizovala z etanolu. V tabulke 1 je uvedena charakteristika
zluceniny.

'H NMR (DMSO-dg) 6 11,66 (s, 1H, NH); 7,36-7,28 (m, 9H, H-3', H-4', H-5); 7,07 (dd,
J =8,4Hz, 1,8 Hz, 6H, H-2', H-6"); 6,74 (s, 1H, H-6); 6,06 (d, 1H, J = 0,6 Hz, H-3); 3,77
(s, 3H, CHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6 165,2; 161,6; 146,9; 144,1; 129,7; 129,2;
127,9; 126,9; 122,6; 100,5; 96,2; 61,5; 51,2.

Tab. 1 C Vysledky prvkovej analyzy pripravenych zlucenin 1-V

zlucenina sumarny vzorec / w (vypocitané) / teplota topenia/
molarna hmotnost’ w (namerané) [%] vytazok [%]
C H N
la CgH7NO3 58,18 4,27 8,48 140 — 142
165,15 57,98 4,30 8,56 54
Ib CyH;NO3 60,33 5,06 7,82 135137
179,17 59,59 4,98 7,97 65
Ic C10H11NO3 62,17 5,74 7,25 230 — 232
193,20 62,65 516 7,42 70
IVa CgH7N303 49,74 3,65 21,76 34-36
193,16 49,68 3,56 21,92 56
Vb CoHgN303 52,17 4,40 20,28 30-32
207,19 52,26 4,40 20,44 60
\Y C27H21NO3 7959 519 344 262 — 265
407,47 79,32 516 3,42 89

6.4.2 Syntéza furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4]triazinonov

Derivaty VIlla-c sme syntetizovali dvoma metédami. V prvom pripade sme vychadzali
z pripraveného karbohydrazidu IX, ktory sme pripravili hydrazinolyzou furo[3,2-b]pyrol-
5-karoxylatu la. Takto pripraveny karbohydrazid IX v prostredi réznych ortoesterov

cyklizuje na zodpovedné furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4]triazin6ny VIlla-c v 69 — 75%
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vytazkoch. V druhom spdsobe pripravy sme vychadzali z acetylovaného furo[3,2-b]pyrol-
5-karoxylatu VI, ktory naslednou tionaciou s P,Ss poskytol derivat VII. Cyklizaciou
pripraven¢ho  tionu VIl  vprostredi hydrazin  hydratu  vznikol  prislusny

furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][ 1,2,4]triazinon VIIIc vo vytazku 65 % (Schéma 27).

(0]
m\«o\ metoda a Q_)\\( l
N
H (0]

la IX
\ / \
N
c |metdéda b _NH
R)\\N
VillaR=H

o Villb R = CH,CI
Yats Vilic R = CH,
. Qlw e
/go © /&

Schéma 27 Priprava furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4]triazin-8(7H)-6nov VIlla-c: a) EtOH, N,H,,
reflux; b) RC(OEt)s, DMF; ¢) CH;COCI alebo (Ac,0); d) P;Ss, pyridin; e) EtOH,
N,H,, reflux

Metyl 4-acetyl-4H-furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylat (V1)

Zlacenina la (1.79 g, 11 mmol) sa refluxovala v acetanhydride (30 mL) 4 h.
Nadbyto¢né rozpustadlo sme oddestilovali za zniZeného tlaku a produkt sme krystalizovali
z etanolu za vzniku bielej praskovej latky. V tabulke 2 je uvedena charakteristika
zluceniny.

IC (KBr) v/em™ 3268 (NH), 1660 (C=0). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7,79 (d,
1H, J 2,4 Hz, H-2); 6,76 (dd, 1H, J 2,1, 0,9 Hz, H-6); 6,61 (dd, 1H, J 2,4, 0,9 Hz, H-3);
3,78 (s, 3H, CH3); 3,32 (s, 3H, CHj3).

Metyl 4-etantioyl-4H-furo[3,2-b]pyrol-5-karboxyldt (VI1)

Roztok VI (1,48 g, 7,14 mmol) a P,Ss (2,38 g, 10,7 mmol) v pyridine (20 mL) sa
refluxoval 10 h. Zmes bola ochladena a vyliata do horucej vody (30 mL) a extrahovana
chloroformom (2 x 15 mL). Organickd faza bola vysuSena MgSO, a rozpustadlo sa
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oddestilovalo za vakua. Surovy produkt sa krystalizoval z dimetylformamidu a v tabul’ke 2
je uvedena charakteristika zluceniny.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 8,65 (d, 1H, J 2,7 Hz, H-2); 7,98 (t, 1H, J 2,9, 0,9 Hz,
H-6); 7,54 (dd, 1H, J 2,7, 0,9 Hz, H-3); 3,45 (s, 3H, CHs); 3,17 (s, 3H, CH3). *C NMR

nebolo namerané, pretoze zluc¢enina VI ma nizku rozpustnost’.

Furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4]triazin-8(7H)-6ny (VIlla-c)
Metoda A

Zmes 1X (0,52 g, 3,1 mmol) a ortoesteru (0,46 g, 3,1 mmol) bola refluxovana v suchom
dimetylformamide (3 mL) 4 h (pre VIlIb: 80 °C, 24 h). Roztok sa ochladil a vzniknuta

zrazenina sa odsala a prekrystalizovala sa z dioxanu.
Metéda B

Do roztoku VII (0,4 g, 1,9 mmol) v etanole (15 mL) sa pridal hydrazin hydrat (2,7 g,
86 mmol). Reakéna zmes sa miesala pri 80 °C 168 h. Roztok sa ochladil a vzniknuta
zrazenina sa odsala a prekrystalizovala sa zdioxanu. V tabulke 2 st uvedené

charakteristiky zlucenin.

Furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4/triazin-8(7H)-6n (VIl1a)

IC (KBr) viem™ 3114 (NH), 1641 (C=0). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11,81 (s,
1H, NH); 8,75 (s 1H, H-5); 8,00 (d, 1H, J 2,4 Hz, H-2); 7,14 (s, 1H, H-9); 7,11 (dd, 1H, J
2,4, 0,8 Hz, H-3). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & 155,2; 149,5; 148,4; 127,7; 124,8;
123,5; 100,0; 92,4. MS (ESI+): m/z 176,1 (MH").

5-(Chloromethyl)furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4] triazin-8(7H)-6n (VI111b)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 12,09 (s, 1H, NH); 7,97 (d, 1H, J 2,1 Hz, H-2); 6,88
(d, 1H, J 2,7 Hz, H-9); 6,67 (dd, 1H, J 2,1, 0,6 Hz, H-3); 5,09 (s, 2H, CH,). **C NMR

nebolo namerané, pretoze zlicenina VII1b ma nizku rozpustnost’.

5-Methylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4]triazin-8(7H)-on (VIlIc)

IC (KBr) v/em™ 3126 (NH), 1633 (C=0). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 11,65 (s,
1H, NH); 7,99 (d, 1H, J 2,1 Hz, H-2); 7,15 (dd, 1H, J 2,4, 0,8 Hz, H-3); 7,10 (d, 1H, J 2,4
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Hz, H-9); 2,60 (s, 3H, CHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 155,3; 149,8; 148,9; 135,7;
125,6; 123,9; 101,7; 92,9; 18,0.

Tab. 2 Vysledky prvkovej analyzy pripravenych zluc¢enin VI-1X

zlucenina sumarny vzorec / w (vypocitané) / teplota topenia/
molarna hmotnost’ w (namerané) [%] vytazok [%]
C H N S
VI C10H9gNO, 57,97 4,38 6,76 141 — 143
207,19 58,19 435 6,93 60
1 C1o0H9gNO3S 5380 4,06 6,27 14,36 > 360
223,25 5348 4,11 589 14,22 60
Villa CgHsN30; 54,86 2,88 23,99 284-286
175,14 54,69 2,93 24,16 69
VIllb CyHsCIN3O; 48,34 2,70 18,79 224-226
223,62 48,20 2,73 18,61 75
Vilic CoH7N30; 57,14 3,73 22,21 258-261
189,17 56,76 3,41 21,62 71
IX C7H7N30; 50,91 4,27 25,44 227 — 230
165,15 51,27 4,26 25,36 85

6.4.3 Syntéza substituovanych furo[2',3':4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4]triazinov

o

(@] Xa R1 = CH3
\ /" \ o a \ T\ o Xb R4 = n-C4Hg
N —_—> N Xc R1 = CH206H5
< _NH N Xd Ry = CH,COOCH;
N S - \R‘] _
N Xe Ry = COCHj,

Villa

| |
o) o) O
mYS ° m\(s —4 - %N
N - N N Z “NH
N 5 MR k\N,N o

XI Xlla R" = CHj4 Xl
Xllb R" = CH,COOCHj,

Schéma 28 Priprava derivatov Xa-e a derivatov XI11: a) R'Cl, NaH, DMF; b) P,Ss, pyridin; c¢) Mel
alebo CICH,COOMe, NaH, DMF; d) EtOH, NyHj,, reflux
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7-R'-furo[2',3':4,5]pyrolo[1,2-d] [1,2,4] triazin-8(7TH)-6ny (Xa-e)

Hydrid sodny (0,42 g, 17 mmol) sa pridanl do roztoku Vllla (1,5 g, 8 mmol) v DMF
(15 mL) za mieSania. Po 15 min bol do reakénej zmesi po kvapkach pridany prislusny
alkylhalogenid (Mel, n-C4HqBr, PhCH,Br) (14 mmol) a mieSanie pokracovalo 2,5 h pri
laboratornej teplote (PhCH2Br sa miesal cez noc pri 55 °C). Zmes sa vyliala do I'adovej
vody za vzniku zrazeniny, ktord sa odsala a prekrystalizovala sa z etanolu za vzniku

bieleho krystalického produktu. V tabulke 3 su uvedené charakteristiky zlucenin.

7-Methylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4] triazin-8(7H)-6n (Xa)

IC (KBr) viem™ 1641 (C=0). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 8,81 (d, 1H, J 0,6 Hz,
H-5); 7,99 (d, 1H, J 2,4 Hz, H-2); 7,14 (s, 1H, H-9); 7,09 (dd, 1H, J 2,1, 0,9 Hz, H-3); 3,56
(s, 3H, CHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 154,6; 149,9; 149,2; 127,8; 124,9; 123,8;
100,6; 93,0; 37,4.

7-Butylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d] [1,2,4] triazin-8(7TH)-on (Xb)

IC (KBr) viem™ 1643 (C=0). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 8,82 (d, 1H, J 0,9 Hz,
H-5); 7,99 (d, 1H, J 2,4 Hz, H-2); 7,13 (d, 1H, J 0,3 Hz, H-9); 7,09 (dd, 1H, J 2,4, 0,9 Hz,
H-3); 3,99 (t, 2H, CH,); 1,73 (sextet, 2H, CH,); 1,37 (sextet, 2H, CH,); 0,93 (t, 3H, CHa).
13C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & 154,3; 150,0; 149,3; 128,0; 124,9; 123,8; 100,6; 93,3;
48,3; 30,5; 19,7; 14,1. MS (ES): m/z 232,2 (MH").

7-Benzylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d] [1,2,4] triazin-8(7H)-on (Xc)

IC (KBr) v/em™ 1641 (C=0). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 8,83 (s, 1H, H-5); 8,01
(d, 1H, J 2,1 Hz, H-2); 7,33-7,27 (m, 5H, Ph); 7,19 (s, 1H, H- 9); 7,09 (dd, 1H, J 2,1, 0,9
Hz, H-3); 5,17 (s, 2H, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-d) & 153,9; 149,7; 148,7; 137,3;
128,3; 127,8; 127,6; 127,6; 127,3; 127,3; 124,2; 123,5; 100,1; 93,2; 51,6.

Metyl (8-oxofuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4] triazin-8(TH)-yl)acetat (Xd)

Do roztoku Villa (1 g, 6 mmol) vDMF (18 mL) bola pridana suspenzia hydridu
sodného (0,21 g, 8,55 mmol) v DMF (16 mL). Po 30 min bola reakéna zmes ochladend na
0 °C a metyl chloracetat (1,54 g, 14,3 mmol) sa pridal po kvapkach za staleho mieSania.

MieSanie pokracovalo pri laboratornej teplote 6 h a zmes sa vyliala do l'adovej vody
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(30 mL) za vzniku zrazeniny, ktora sa odsala a prekrystalizovala sa z etanolu za vzniku
bielej krystalickej latky.

IC (KBr) v/iem™ 1745, 1662 (C=0). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
6 8,83 (d, 1H, J 0,3 Hz, H-5); 8,09 (d, 1H, J 2,4 Hz, H-2); 7,39 (t, 1H, J 0,6 Hz, H-9); 7,11
(dd, 1H, J 2,1, 0,9 Hz, H-3); 2,59 (s, 3H, CHs). *C NMR (DMSO-ds) & 168,2; 153,7;
149,7; 148,3; 127,5; 123,6; 123,5; 99,8; 93,2; 51,7; 50,1,

7-Acetylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4] triazin-8(7TH)-6ny (Xe)

Zlu¢enina VIlla (1,1 g, 6 mmol) v acetanhydride (15 mL) refluxovala 1,5 h. Po
skonceni reakcie sa zmes ochladila a tuhy produkt sa odsal a krystalizoval z aceténu za
vzniku bielej krystalickej latky.

IC (KBr) v/em™ 1745,1662 (C=0). *H NMR (300 MHz, DMSO-d) & 8,83 (d, 1H, J 0,3
Hz, H-5); 8,09 (d, 1H, J 2,4 Hz, H-2); 7,39 (t, 1H, J 0,6 Hz, H-9); 7,11 (dd, 1H, J 2,1, 0,9
Hz, H-3); 2,59 (s, 3H, CH3). *C NMR (DMSO-dg) & 170,6; 154,4; 151,6; 149.2; 128,6;
125,7; 124,3; 100,7; 97,6; 26,9.

Furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4]triazin-8(7H)-tién (XI)

Zmes zluceniny compound Vllla (1,5g, 8,5 mmol) a P,Ss (1,99, 8,5 mmol) sa miesala
za refluxu v pyridine (8,6 mL) 5h. Po ochladeni sa vyliala do horucej vody (30 mL)
a vylucena pevna latka sa odsala a krystalizovala z dioxanu.

IC (KBr) v/em™ 3126 (NH) , 1257 (C=S). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 13,29 (s,
1H, NH); 9,16 (d, 1H, J 0,6 Hz, H-5); 8,09 (d, 1H, J 2,1 Hz, H-2); 7,29 (d, 1H, J 2,4 Hz,
H-9); 7,15 (dd, 1H, J 2,1, 0,9 Hz, H-3). **C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & 173,1; 150,5;
149,4; 131,7; 130,5; 123,9; 100,2; 95,3.MS (ESI+) m/z 192,1 (MH").

7-Metylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d] [1,2,4] triazin-8(TH)-tion (X11a)
Metoda A

Latka X1 (0,3 g, 1,6 mmol) bola rozpustena v dimetylformamide (3 mL) a za miesania
sa pridal do roztoku hydrid sodny (0,07 g, 3,1 mmol). Po 1 h sa po kvapkach pridal
metyljodid (0,44 g, 3.1 mmol) a miesanie pokracovalo 4 h. Reak¢nd zmes sa vyliala do

ladovej vody (30 mL) avzniknuta zrazenina sa filtrovala a krystalizovala

z dimetylformamidu.
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Metoda B

Zmes Xd (1 g, 5,7 mmol) a P,Ss (1,27 g, 5,7 mmol) sa refluxovala v pyridine (10 mL)
5 h. Reak¢éna zmes sa vyliala do horucej vody (20 mL) a organicka faza sa extrahovala
chloroformom (2 x 10 mL), roztok sa vysusil Na,SO,4 a rozpustadlo sa oddestilovalo.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10,95 (s, 1H, H-5); 8,31 (d, 1H, J 2,4 Hz, H-2); 7,76
(s, 1H, H-9); 7,34 (dd, 1H, J 2,4, 0,9 Hz, H-3); 4,17 (s, 3H, CHs). *C NMR (75 MHz,
DMSO-dg) 6 162,3; 157,7; 156,5; 144,8; 130,9; 125,9; 106,1; 99,7; 51,8.

Metyl (8-tioxofuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4]triazin-8(7H)-yl)acetdt (X11b)

Reak¢éna zmes Xd (2,47 g, 10 mmol) a P,Ss (2,67 g, 12 mmol) v pyridine (14 mL) sa
refluxovala 9 h. Zmes sa vyliala do hortcej vody (20 mL) a vzniknutd zrazenina sa
filtrovala a krystalizovala z dioxanu za vzniku ZItého kryStalického produktu. V tabulke 2
je uvedena charakteristika zluceniny.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9,25 (s, 1H, H-5); 8,11 (d, 1H, J 2,4 Hz, H-2); 7,36
(s, 1H, H-9); 7,15 (dd, 1H, J 2,4, 0,9 Hz, H-3); 5,32 (s, 2H, CHy); 3,57 (s, 3H, CH3). *C
NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 173,3; 167,4; 150,9; 131,6; 130,6; 127,9; 100,4; 96,8; 93,6;
56,7, 52,3.

7-Metylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4] triazin-8(7TH)-tion (X111)

Hydrazin hydrat (6 g, 120 mmol) sa pridal do roztoku XIIb (2,11 g, 8 mmol) v etanole
(9,5 mL) azmes sa mieSala 140 h za refluxu. Po ochladeni roztoku sa pevna latka
filtrovala, premyla vodou a krystalizovala z dioxanu za vzniku zltého krystalického
produktu. V tabulke 3 je uvedena charakteristika zlt¢eniny.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10,72 (s, 1H, NH); 8,79 (s, 1H, H-5); 8,01 (d, 1H, J
2,1 Hz, H-2); 7,17 (s, 1H, H-12); 7,11 (dd, 1H, J 2,4, 0,9 Hz, H-3); 4,55 (s, 2H, CH,). **C
NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 160,3; 154,3; 149,8; 147,9; 127,8; 124,5; 100,1; 93,1; 90,2;
50,3.
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Tab. 3 Vysledky prvkovej analyzy pripravenych zlucenin X- X111

zlucenina sumarny vzorec / w (vypocitané) / teplota topenia/
molarna hmotnost’ w (namerané) [%] vytazok [%]
C H N S
Xa CoH7N30; 57,14 3,73 22,21 210 - 214
189.17 57,33 382 2211 72
Xb C12H13N30; 62,33 5,67 18,17 115-118
231.26 61,89 556 18,18 47
Xc Ci15H11N30; 67,92 4,18 15,84 184 — 186
265.27 68,19 4,32 16,29 27
Xd C11H9N30, 53,44 3,67 17,00 175 -180
247.21 52,77 4,02 17,79 45
Xe C10H7N30, 55,30 3,25 19,35 242 — 245
217.18 55,10 3,31 19,64 53
Xl CgHsN3OS 50,25 2,64 21,98 16,77 268 — 270
191.21 50,48 2,62 22,14 16,89 85
Xlla CyH7N30S 52,67 3,44 20,47 15,62 > 360
205.24 5291 3,49 20,58 15,88 76
XIlb C11H9N305S 50,18 3,45 15,96 12,18 168 — 172
263.27 49,97 356 14,32 12,06 71
X111 C10H7N50, 52,40 3,08 30,56 247 — 250
229.20 52,09 3,13 30,78 64
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6.4.4 Syntéza substituovanych 4H-furo[3,2-b]pyrole-5-karbaldehydov a 8-
etoxy-2-metylfuro[2',3':4,5]pyrolo[1,2-d//1,2,4]triazinu

R— o o
R R
PRSI § o WA o
R H O N N
k\N,NH k\N/N

la-c

ViilaR = H XVilaR = H
a XVIR = CH3 XVlIb R = CH;

e
\ / \_ oH b 1 o
— b
4 WY HLO \/N\|O\/
g

XIVaR =CH3 R'=H
XIVb R = R" = CH,3 XVaR =CHz R'=H

XVl
XIVc R = PhsC,R' = H XVb R =R'"=CH,

Schéma 29 Priprava furo[3,2-b]pyrol-5-karbaldehydov XVa,b a furo[2",3™:4,5]pyrolo[1,2-
d][1,2,4]triazinu XV1I11: a) 2M NaOH, EtOH b) TFA, HC(OEt)3; ¢) 1. N,H,4, EtOH,
2. HC(OEt);, DMF; d) POCI;, DMF; ) EtONa, EtOH

Kyseliny 2-R-4H-furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylové (XIVa-c)

Do roztoku la-c (2,8 g, 15 mmol) v etanole (10 mL) sa pridal NaOH (0,9 g, 22 mmol)
vo vode (10 mL) a reak¢éna zmes sa refluxovala 1,5 — 4h. Po ochladeni sa reakéna zmes
okyslila koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou. Vyli¢ena zrazenina sa odsala,

premyla vodou a krystalizovala z etanolu za vzniku slabofialovych produktov XIV a-c.

Kyselina 2-Metyl-4H-furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylovad (X1Va)

IC (KBr) vicm™ 3373 (NH), 1640 (C=0). 'H NMR (DMSO-ds) 6 12,13 (brs, 1H, OH);
11,29 (s, 1H, NH); 6,58 (s, 1H, H-6); 6,21(s, 1H, H-3); 2,34 (s, 3H, CH3). *C NMR (75
MHz, DMSO-ds) ¢ 163,1; 158,8; 146,3; 130,4; 123,0; 96,2; 96,0; 15,1

Kyselina 2,3-Dimetyl-4H-furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylova (XI1Vb).

IC (KBr) vicm™ 3200 (NH), 1630 (C=0). *H NMR (DMSO-ds) J 12,08 (brs, 1H, OH):
11,38 (s, 1H, NH); 6,52 (d, J 1,8 Hz, 1H, H-6); 2,26 (s, 3H, CH3); 2,01 (s, 3H, CH3). °C
NMR (75 MHz, DMSO-dg) J 163,2; 154,1; 144,9; 132,0; 122,8; 104,3; 95,9; 12,9: 8,3.
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Kyselina 2-trityl-4H-furo[3,2-b] pyrol-5-karboxylova (XIVc)

IC (KBr) viem™ 3190 (NH), 1640 (C=0). *H NMR (DMSO-ds) § 11,44 (s, 1H, NH);
7,33 (t, 3H, J 7,5, 3,6 Hz, H-4"); 7,27 (t, J 7,2, 3,6 Hz, 6H, H-3', H-5'); 7,04 (d, J 3,9 Hz,
6H, H-2', H-6); 6,65 (s, 1H, H-6); 6,01(s, 1H, H-3). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) ¢
165,1; 163,1; 147,4; 144,7; 130,2; 129,0; 128,4; 127,3; 124,3; 101,1; 96,4; 61,9.

Substituované 4H-furo[3,2-blpyrol-5-karbaldehydy (XVa-b)

Kyselina 4H-furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylova XIV (1 g, 6 mmol) sa rozpustila
v trifludroctovej kyseline (8 mL) a zmes sa miesala pri 50 °C. Po 10 min sa do reakénej
zmesi pridal trietyl ortoformat (1 mL) a mieSanie pokracovalo d’alS§ich 10 minat. Po
ochladeni sa do reak¢nej zmesi pridaval vodny roztok NaHCOj;. Vzniknutd zrazenina sa
odsala, premyla vodou a ¢istila koléonovou chromatografiou na SiO, S mobilnou fazou
hexan/etyl acetat (od 75:25 do 60:40) za vzniku ZItych produktov XVa-b.

2-Metyl-4H-furo[3,2-blpyrol-5-karbaldehyd (XVa)

IC (KBr) v/iem™ 3198 (NH), 1618 (C=0). *H NMR (DMSO-ds) 6 11,68 (s, 1H, NH);
9,32 (s, 1H, H-C=0); 6,82 (s, 1H, H-6); 6,29 (s, 1H, H-3); 2,37 (s, 3H, CH3). *C NMR (75
MHz, DMSO-dg)  179,3; 161,9; 147,1; 134,2; 133,6; 101,8; 96,2; 15,3.

2,3-Dimetyl-4H-furo[3,2-blpyrol-5-karbaldehyd (XVb)

IC (KBr) viem™ 3205 (NH), 1626 (C=0). *H NMR (DMSO-ds) 6 11,75 (s, 1H, NH);
9,31 (s, 1H, H-C=0); 6,77 (s, 1H, H-6); 2,29 (s, 3H, CH3); 2,02 (s, 3H, CH3). °C NMR
(75 MHz, DMSO-dg) 6 179,1; 157,4; 145,7; 135,8; 133,5; 104,3; 101,7; 13,1; 8,1.

8-Chlorfuro[2'3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4] triazin (XV1la)

Zmes triazinonu VI alebo XVI (1 g, 5 mmol) a POCI; (5 mL) bola refluxovana za
miesania 4h. Po ochladeni sa reak¢na zmes vyliala do vody a neutralizovala amoniakom.
Tuhé zrazenina sa odsala, premyla vodou a Cistila kolonovou chromatografiou na SiO;

a ako eluent sa pouzil chloroform.
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'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 8,73 (s, 1H, H-5); 8,12 (d, 1H, J 2,1 Hz, H-2); 7,97
(d, 1H, J 2,1 Hz, H-9); 7,26 (d, 1H, J 2,1 Hz, H-3). *C NMR spektrum nebolo namerané

pretoze vzniknutd zlucenina je slabo rozpustna.

8-Chlor-2-metylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d//1,2,4] triazin (XV11b)

Derivat XVIIb bol pripraveny rovnakym sposobom ako XVlla, na d’alsi krok syntézy

bol pouzity bez izolacie.

8-Etoxy-2-metylfuro[2',3':4,5]pyrolo[1,2-d//1,2,4]triazin (XVIII)

Roztok chlortriazinu XVIIb (0,589, 3,1 mmol) v absolitnom etanole (5 mL) bol sa
pridal do roztoku etoxidu sodného (0,029, 8 mmol Na) v etanole (5 mL) pri 0 °C. Reak¢na
zmes sa mieSala pri laboratornej teplote 3h a potom refluxovala 48h. Po ochladeni sa
rozpust'adlo odparilo za vakua a vzniknuty surovy produkt sa odsal, premyl vodou (15 mL)
a krystalizoval z etanolu.

'H NMR (DMSO-dg) 6 7,93 (s, 1H, H-5); 7,57 (s, 1H, H-6); 7,33 (s, 1H, H-3); 4,16 (q,
2H, CHy); 2,40 (s, 3H, CHs); 1,19 (t, 3H, J 6,9Hz, CH3). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6
155,9; 148,3; 147,2; 145,6; 127,7; 118,8; 96,5; 92,2; 56,5; 18,9; 15,1.

Tab. 4 Vysledky prvkovej analyzy pripravenych zlaéenin XIV-XVI1II

zlucenina sumarny vzorec / w (vypocitané) / teplota topenia /
molarna hmotnost’ w (namerané) [%] vytazok [%]
C H N

XlVa CoHyNO3 58,18 4,27 8,48 192 - 194
179,17 58,11 4,22 851 66

XIVb C10H11NO3 60,33 5,06 7,82 162 — 164
193,20 58,89 5,28 7,05 70

XIVc Co7H21NO3 79,37 4,87 3,56 138 — 140
407,46 76,41 496 3,48 80

XVa CsgH7NO; 64,42 4,73 9,39 162 — 164
149,15 64,81 4,69 8,94 55

XVb CyHgNO; 66,25 5,56 8,58 132 - 134
163,18 66,03 5,59 8,21 58
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Tab. 5 Vysledky prvkovej analyzy pripravenych zlucenin XVII-XVIII

zlucenina sumarny vzorec / w (vypocitané) / teplota topenia /
molarna hmotnost’ w (namerané) [%] vytazok [%]
C H N
XVlla CgH4CIN3O 49,65 2,08 21,71 135 - 140
193,59 49,19 2,14 21,25 97
XVII C11H11N30; 60,82 5,10 19,34 217 — 220
217,23 61,16 5,18 19,78 57

6.4.5 Syntéza furo[2',3':4,5]pyrolo[1,2-a]pyrazindionu a
dihydrofuro[2*,3":4,5]pyrolo[1,2-a]pyrazin-7(8H)-yl]acetamidov

o)
o) R | A\ O— R \I A HN—NH,,
R N\ P~ _a _ \<\I>\\< b
\<\/’]\\/N>\< \\Kg O Hz'\{\«N O
H O o} HN
o)

o)
laR =H XIXa R = H XXaR =H
Ib R=CHj XIXb R = CHj XXb R= CH3
le R = 4-CH30C4Cy XIXc R= 4-CH30CgH, XXc R=4-CH30CgH,4

Schéma 30 Priprava derivatov Xa-c —a) NaH, DMF, CICH,CO,CHjs; b) N,H,4, EtOH

Metyl 4-(2-metoxy-2-oxoetyl)-4H-furo[3,2-b] pyrol-5-karboxylaty (X1Xa-c)

Do roztoku furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu 1 (0,66g, 4,0 mmol) v DMF (15 mL) bola
pridana suspenzia NaH (0,5 g, 21 mmol) v DMF (10 mL). Po 15 min mieSania pri
laboratornej teplote sa pridal metyl chloracetat (0,8 mL, 9 mmol) po kvapkach. Zmes sa
d’alej miesala pri laboratornej teplote cez noc, potom sa vyliala do T'adovej vody (20 mL)
a koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou sa upravilo pH na 2. Zmes sa potom
extrahovala dietyléterom (2x20 mL), organicka faza sa vysuSila Na;SO4 a rozpustadlo sa

oddestilovalo za vakua. Vzniknuté produkty XXa-c sa krystalizovali z etanolu.
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Metyl 4-(2-metoxy-2-oxoetyl)-4H-furo[3,2-b] pyrol-5-karboxylat (X1Xa)

'H NMR (DMSO-ds) & 7,83 (d, J 2,4 Hz, 1H, H-2); 6,89 (d, J 0,9 Hz, 1H, H-6); 6,83
(dd, J 2,4, 0,9, 1H, H-3); 5,20 (s, 2H, CH,); 3,73 (s, 6H, 2 x CHs). *C NMR (75 MHz,
DMSO-dg) & 168,6; 161,5; 149,5; 144,7; 133,7; 122,8; 99,2; 98,5; 60,8; 51,1; 48,7.

Metyl 4-(2-metoxy-2-oxoetyl)-2-metyl-4H-furo[3,2-b] pyrol-5-karboxylas (X1Xb)

IC (KBr) vicm™ 1754, 1685 (C=0). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg) J 6,78 (d, 1H, J 0,6
Hz, H-6); 6,43 (s, 1H, H-3); 5,15 (s, 2H, CH,); 3,69 (s, 3H, CHs); 3,65 (s, 3H, CHa); 2,36
(s, 3H, CHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) J 169,6; 162,1; 159,7; 144,0; 135,3; 121,4;
98,9; 95,9; 52,4; 51,4; 48,9; 15,2;

Metyl 4-(2-metoxy-2-oxoetyl)-2-(4-metoxyfenyl)-4H-furo[3,2-b] pyrol-5-karboxylat (X1Xc)

IC (KBr) vicm™ 1747, 1685 (C=0); 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 7,67 (d, 2H, J
4,5 Hz, H-2', H-6"); 7,11 (s, 1H, H-6); 7,02 (d, 2H, J 4,2 Hz, H-3', H-5"); 6,89 (s, 1H, H-3);
5,21 (s, 2H, CHy); 3,78 (s, 3H, CHa); 3,72 (s, 3H, CHs); 3,67(s, 3H, CH3). *C NMR (75
MHz, DMSO-ds) ¢ 169,6; 161,9; 159,9; 159,8; 144,5; 135,8; 125,8; 123,6; 122,6; 115,0;
99,0; 93,2; 55,7; 52,5; 51,6; 49,0.

4-(2-Hydrazino-2-oxoetyl)-4H-furo[ 3,2-b] pyrole-5-karbohydrazidy (XXa-c)

Reakéna zmes zluc¢eniny XI1X (10 mmol) a hydrazin hydratu (20 mmol) sa refluxovala v

etanole (30 mL) 48 h. Po ochladeni sa tuha latka odsala a krystalizovala z etanolu.
4-(2-Hydrazino-2-oxoetyl)-4H-furo[3,2-b] pyrole-5-karbohydrazid (XXa)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 9,34 (s, 1H, NH); 9,12 (s, 1H, NH); 7,65 (d, 1H, J
2,4 Hz, H-2); 6,78 (s, 1H, H-6); 6,64 (dd, 1H, J 2,1, 0,6 Hz, H-3); 5,02 (s, 2H, CH,); 4,28

(brs, 2H, NHy): 4,18 (brs, 2H, NH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) § 167,2; 162,1; 147,2;
144.9; 131,2; 125,9; 99,4; 93,6; 48,0.
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4-(2-Hydrazino-2-oxoetyl)-2-metyl-4H-furo[3,2-b] pyrole-5-karbohydrazid (XXb)

IC (KBr) vicm™ 3296, 3195, 2919, 2851 (NH), 1655, 1602 (C=0). *H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) & 9,23 (s, 1H, NH): 9,09 (s, 1H, NH): 6,72 (s, 1H, H-6); 6,26 (s, 1H, H-3); 4,98
(s, 2H, CH,): 4,21(brs, 4H, 2 x NH,); 2,33 (s, 3H, CH3). *C NMR (75 MHz, DMSO-d) J
167,7; 162,8; 157,1; 144,2; 132,7; 124,5; 96,1; 94,1; 48,5; 15,1.

4-(2-Hydrazino-2-oxoetyl)-2-(4-metoxyfenyl)-4H-furo[3,2-b] pyrol-5-karbohydrazid (XXc)

IC (KBr) v/icm™ 3275, 3159, 2918, 2850 (NH), 1675, 1644 (C=0). *H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 6 9,34 (s, 1H, NH); 9,15 (s, 1H, NH); 7,65 (d, 2H, J 4,2 Hz, H-2', H-6"); 6,99
(d, 2H, J = 4,4 Hz, H-3', H-5'); 6,96 (s, 1H, H-6); 6,81 (s, 1H, H-3); 5,05 (s, 2H, CH,); 4,28
(brs, 2H, NH,); 4,20 (brs, 2H, NH,); 3,77(s, 3H, CHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) &
167,7; 162,5; 159,3; 157,6; 144,9; 133,4; 125,8; 125,3; 124,3; 114,9; 94,2; 93,6; 55,7; 48,5.
MS (ES): m/z 342,0 (MH).

35 min RO
e ——E
\ / N\ 5
GBS
N
R T\ HN=NH, N
\ c NH
HN N O
H,‘\]Te XXlla R = H
| XXIIb R= 4-CH30CgH,

XXaR =H 12 min HaC— ©

XXb R= CHj — \ / \ o

XXc R= 4-CH;0CgH, N
\\“/N\NH2

xxi ©

Schéma 31 Priprava zlu¢enin XXI a XXlla,b: a) MW, CH;COOH

7-Amino-2-metylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-a] pyrazin-6,8(5H,7H)-dion (XXI)

Zlucenina XXb (0,5g, 2 mmol) bola rozpustena v kyselinej octovej (5 mL) a ozarovana
v mikrovinnej rre pri 90 W 12 min. Po ochladeni sa tuhy produkt odsal, premyl vodou (20

mL) a krystalizoval z etanolu.
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IC (KBr) v/cm™ 3337 (NH), 1665 (C=0). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 6,83 (s, 1H,
H-6); 6,41 (s, 1H, H-3); 5,31 (s, 2H, NH); 5,13 (s, 2H, CH,); 2,39 (s, 3H, CHs). *C NMR
(75 MHz, DMSO-dg) J 163,9; 160,4; 156,3; 146,5; 132,1; 120,6; 96,0; 95,0; 48,3; 15,2.

N-(6,8-Dioxo-5,6-dihydrofuro[2',3":4,5] pyrolo[1,2-a] pyrazin-7(8H)-yl)acetamidy (XXlla-
b)

Zlucenina XX (2 mmol) bola rozpustena v kyselinej octovej (5 mL) a ozarovana v
mikrovinnej rare pri 180 W 35 min. Po ochladeni sa surovy produkt odsal, premyl vodou

(20 mL) a krystalizoval z etanolu.
N-(6,8-Dioxo-5,6-dihydrofuro[2',3":4,5] pyrolo[1,2-a] pyrazin-7(8H)-yl)acetamid (XXIla)

IC (KBr) vicm™ 3191 (NH), 1729, 1669 (C=0).*H NMR (300 MHz, DMSO-dg) J 10,41
(s, 1H, NH); 7,91(d, 1H, J 2,4 Hz, H-2); 6,99 (d, 1H, J 0,9 Hz, H-9); 6,79 (dd, 1H, J 2,1,
0,6 Hz, H-3); 5,44 (d, 1H, J 19,6 Hz, H-5,); 5,34 (d, 1H, J 19,6 Hz, H-5;); 1,99 (s, 3H,
CHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & 168,6; 164,9; 156,1; 151,2; 147,7; 131,2; 122,0;
99,9; 96,2; 48,7; 20,8.

N-[2-(4-Metoxyfenyl)-6,8-dioxo-5,6-dihydrofuro[2',3":4,5] pyrolo[1,2-a] pyrazin-7(8H)-
yl]acetamid (XXI1b)

IC (KBr) v/icm™ 3180 (NH), 1729, 1670, 1607 (C=0). *H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
10,41 (s, 1H, NH); 7,75 (d, 2H, J 8,9 Hz, H-2', H-6"); 7,12 (d, 1H, J = 0,8 Hz, H-3); 7,03
(d, 3H, J 8,7, Hz, H-9, H-3', H-5"); 5,43 (d, 1H, J 19,1 Hz, H-5,); 5,32 (d, 1H, J 19,1 Hz,
H-5;); 3,79 (s, 3H, CHs); 2,00 (s, 3H, CHs). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 168,6;
164,8; 160,9; 160,1; 155,8; 147,0; 133,4; 126,1; 123,3; 121,3; 115,1; 96,3; 93,3; 55,8;
48,7: 20,8.
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Tab. 6 Vysledky prvkovej analyzy pripravenych zlaéenin X1X-XI1

zlucenina sumarny vzorec / w (vypocitané) / teplota topenia /
molarna hmotnost’ w (namerané) [%] vytazok [%]
C H N
XlIXa C11H11NOs 55,70 4,67 5,90 72-74
237,21 5545 523 5,85 61
XIXb C12H13NOs 57,37 522 5,58 95-97
251,24 58,24 5,61 5,29 55
XIXc Ci1sH17NOg 62,97 4,99 4,08 173 - 175
343,33 63,22 5,08 4,63 67
XXa CyH11N503 4557 4,67 29,52 194 — 196
237,22 4598 4,66 28,84 70
XXb C10H13N504 4782 522 27,87 188 — 190
251,24 4759 519 28,04 70
XXc C16H17N504 55,97 4,99 20,40 263 — 266
343,34 56,28 4,94 19,97 65
XXI C10H9N303 54,79 4,14 19,17 221 - 224
219,20 54,38 4,17 19,65 87
XXlla C11H9N304 53,44 3,67 17,00 278 — 280
247,21 52,98 3,71 17,32 86
XXl1lb Ci1sH15N305 61,19 4,28 11,89 286 — 288

353,33 60,94 4,16 11,26 85
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7. VYSLEDKY A DISKUSIA

Problematika dizertacnej prace ,,Nové derivaty furo[3,2-b]pyrolu: Syntéza, Studium
viastnosti a biologickej aktivity“ bola riesena v ramci dvoch projektov VEGA 1/0534/16
pod nazvom Nové zliceniny s aplikacnym potencidalom, VEGA 1/0233/12 pod nazvom
Reaktivita a viastnosti aromatickych zlucenin, vztahy, Struktira -vlastnosti - aktivita v
komplexnych systémoch a FPPV 04-2014 pod nazvom Stidium vlastnosti a biologickej

aktivity zlucenin s furopyrolovym skeletom.

Vysledky dizertacnej prace su sucast’ou nasledujucich publikacii:

Prvy ¢lanok ,,Synthesis of furo[2',3":4,5]pyrrolo[1,2-d][1,2,4]triazine derivatives and
their antibacterial activity” bol publikovany v karentovanom ¢asopise Arkivoc — Priloha A.

Druhy ¢lanok “ Synthesis and antibacterial activity of furo[3,2-b]pyrrole derivatives”
bol poslany do karentovaného ¢asopisu Arkivoc — Priloha B

Treti ¢lanok ,,NMR  spectroscopic  properties of furo[2',3":4,5]pyrrolo[1,2-
d][1,2,4]triazine derivatives” bol akceptovany v skopusovanom c¢asopise Nova
Biotechnologica et Chimica — Priloha C.

Stvrty ¢&lanok, tykajici sa problematiky furo[3,2-b]pyrolovych derivatov bol
publikovany v domacom ¢asopise Nova Biotechnologica et Chimica v roku 2013 — Priloha
D.

V ramci PhD. §tadia som sa podielala aj na rieSeni problematiky syntézy chroménovych
derivatov, ktora je taktiez sucastou projektu VEGA 1/0534/16. Vysledky vyskumu Vv tejto
oblasti boli publikované v skopusovanom c¢asopise Nova Biotechnologica et Chimica pod
nazvom ,,Synthesis of 4-oxo-4H-chromene derivative with fused benzodiazepine ring*.

Vysledky tejto prace boli prezentované v roku 2015 a 2013 na 4. a 5. medzinarodne;j
konferencii “Aplikované prirodné vedy* v Nizkych a Vysokych Tatrach.

7.1 Synteticka cast’

Prvym cielom predkladanej dizertatnej prace bola syntéza vychodiskovych metyl
furo[3,2-b]pyrol-5-karbxylatov la-c. Pouzili sme postup, popisany v [14], spocivajuci v
kondenzacii substituovaného furan-2-karbaldehydu s esterom kyseliny azidooctovej za
vzniku zodpovedajiceho azidoakrylatu, ktory nasledne cyklizoval na prislusné furo[3,2-

b]pyrol-5-karboxylaty v dobrych vytazkoch (Schéma 1). V pripade syntézy 2-
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tritylfuro[3,2-b]pyrol-5-karbxylatu V sme vychadzali z pripraveného metyl furo[3,2-
b]pyrol-5-karbxylatu la, ktory reagoval s tritylchloridom v prostredi hydridu sodného a
dimetylformamidu (Schéma 26). Uvedeny postup bol popisany v literattre [86] pre [2,3-b]
1zomér.

Z reakcii vychodiskovych metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov | na esterovej skupine
sme uskutoCnili pripravu substituovanych furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylovych kyselin
XlIVa-c v 65-80% vytazkoch bazickou hydrolyzou esterov | a syntézu furo[3,2-b]pyrol-5-
karbaldehydov XVa,b v 55-58% vytazkoch one pot dekarboxylaciou kyselin XIVa,b
a naslednou formylaciou in situ vzniknutého furo[3,2-b]pyrolu s trietyl ortoformiatom s
cielom skimania biologickej aktivity oboch typov zlucenin.

Poslednym krokom v syntetickej Casti prace bola syntéza 5-5-6 kondenzovanych
systtmov (Schémy 27 a 28). Do tejto kategorie patria furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-
d][1,2,4]triazinové derivaty VIII - XIII a 7-amino-2-metylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-
a]pyrazin-6,8(5H,7H)-dionové derivaty XXI a XXII. Konstrukcia 1,2,4-triazindnového
kruhu cyklokondenzaciou furo[3,2-b]pyrol-5-karbohydrazidov s ortoestermi je popisana
v literatare [30], preto sme sa pokusili uskuto¢nit’ aj novi metodu pripravy VI (Schéma
27 - metoda b), spocivajucu v priprave N-acetylderivatu VI, jeho naslednej tionacii a
cyklizacii tionu V11 s hydrazinom. Hoci sme pozadovany derivat VIlIc pripravili v 65%
vytazku, uvedend metdda je kvoli dlhému reakénému casu (168h) nevyhodna.
Syntetizované derivaty boli testované na antibakterialnu aktivitu VIlla,c - XI11.

V literatire nadjdeme popisané reakcie zlucenin obsahujicich na susednych polohach
esterovej skupine COOR a CH;COOR skupiny s hydrazinom za vzniku roéznych
produktov. Monge a kol. [87] pripravili zahrievanim metyl 2-(2-metoxy-2-oxoetyl)-1H-
indol-3-karboxylatu so 40%-nym hydrazinom v etanole pocas 36 h 2,3,5,6-
tetrahydro[1,2]diazepino[5,4-b]indol-1,4-dién. Na druhej strane Voievudskyi a kol. [88]
pripravili reakciou 2-amino-1,3-dioxo-1,2,3,4-tetrahydropyrolo[1,2-a]pyrazin z 1-(2-
metoxy-2-oxoethyl)pyrol-2-karboxylatu a 95% -ného hydrazinu v etanole po¢as 1h. Nam
sa aplikovanim rovnakych podmienok na derivaty XIXa-c nepodarilo ani v jednom
pripade pripravit’ analogické produkty, vznikli vyhradne bis-hydrazidy XXa-c (Schéma
30). Ked'ze bis-hydrazidy XX moézu cyklizovat’ v kyslom prostredi [89] uskuto¢nili sme
cyklizaciu XX v kyseline octovej. PouZitim klasického ohrevu sme aj po 3 diloch refluxu
detegovali pomocou TLC (hexan-etylacetat 30:70) pritomnost’ vychodiskovej latky XX,
preto sme uskutocnili reakciu u¢inkom mikrovlnného Ziarenia. OZarovanim zliCeniny

XXb pri 90W 12 min., vznikol pyrazin XXI v 87 % vytazku, zatial &o prediZenim
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ozarovania na 35 min. a vykone 180W vznikli acetamidy XXII v 85 - 86% vytazkoch
(Schéma 31).

7.2. Spektralna cast’

Struktru vietkych pripravenych zlugenin sme identifikovali dostupnymi analytickymi
technikami a to *H a *C NMR, IC, MS a prvkovou analyzou. Prvkové analyza, sumarny
vzorec, teploty topenia a vytazky st uvedené v tabulkach 1-6. *H a *C NMR spektra st
sucast’ou experimentalnej Casti a prilozenych clankov.

Cielom prace bola aj analyza vplyvu substituenta na chemické posuny v *H a *C NMR
spektrach (Obr. 30 a 31). U 2-substituovanych furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov | sa
skumal vplyv substituenta na C-2 na chemické posuny protonov na C-3, N-4 a C-6, pricom
v polohe C-2 boli elektrondonorné (CHsz, Ph3C, 4-CH30CgH,) aj elektronakceptorné
(CHO, CN) skupiny. Z grafického zobrazenia na Obr. 30 vidno, Ze 2-metoxyfenylovy
derivat mal najvysSie hodnoty chemickych posunov vsetych protonov furo[3,2-
b]pyrolového skeletetu. Vplyv formylovej a nitrilovej skupiny sa najviac prejavil u
chemickych posunov protéonov N-4 K niz$im hodnotam ppm (8.9 a 9.1ppm) v porovnani S
nesubstituovanym derivatom. U elektrondonornych skupin v polohe C-2 sa vyraznejsi
vplyv substituenta v porovnani s nesubstituovanym derivatom neprejavil (Tabul'ka 7).

Rovnaké spravanie mozeme sledovat’ pri posunoch protéonov v polohach H-3, kde Me a
Ph3C skupina maju posuny protonov H-3 pri 6.24 a 6.06 ppm, zatial’ ¢o CHO a CN skupina
maju posuny protonov v polohach H-3 pri 6.83 ppm a 7.24 ppm. V polohe H-6 pozorujeme
posuny Me a Ph3C skupiny pri 6.67 a 6.74 ppm a CHO a CN skupiny pri 6.23 a 7.23 ppm.
Vyrazné rozdiely st predovsetkym v posunoch protonov NH skupin. Je zaujimavé, ze
u zltcéenin s elektronakceptornymi skupinami v polohe 2 (CHO a CN) sa signaly protonov
NH skupin nachadzaju pri niz$ich hodnotach ppm. Avsak uvedené vysledky su Vv zhode
s vysledkami dosiahnutymi v praci publikovanej Silverbergom a kol. [90] a Krutosikovou
[14].

V pripade analyzy *C NMR nepozorujeme vyrazne zmeny v chemickych posunoch
uhlikov (Obr. 31). Mens$ie zmeny v posunoch uhlikov mézeme pozorovat’ v polohach C-6,
kde vplyvom formylovej skupiny ma chemicky posun uhlika v polohe C-6 hodnotu 95.88
ppm a u nitrilového derivatu hodnotu 102.14 ppm, ¢im sa odliSuju od ostatnych derivatov,
kde sa posuny uhlikov C-6 pohybujuv rozmedzi 93.65 ppm — 96.24 ppm. Posuny uhlikov
analyzovanych furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov st uvedené v tabul’ke 8.
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'H NMR chemické posuny furo[3,2-b]pyrolov (ppm,
0wl 0-CH, DMSO)

10

°|_.Nuu.hu10\\l0°‘o

Ph3C

MeOPh CHO

Obr. 30 Grafické vyjadrenie analyzy chemickych posunov v *H NMR furo[3,2-b]pyrol-5-
karboxylatov

Tab. 7 Chemické posuny v *H NMR spektrach furo[3,2-b]pyrol-5-karbxylatov

H-3 H-6 NH CH; Iné signaly, Jy

H 6,61dd 6,76s 11,68s 3,79s 7,79 (d, H-2); Iy 2,4 Hz; Jy3 1,2 Hz
CH; 6,24m 6,67dd 1151s 3,76s 2,36 (d, CH3); Jcn-3 0,6 Hz; Ju3 0,9
Hz; Jhe 1,2 Hz
PhsC 6,06d 6,74s 1166s 3,76s 7,36-7,21 (m, Ph); 7,07 (dd, Ph); Jpn
1,8 Hz; J43 0,6 Hz
MeOPh | 6,75s 6,97d 11,71s 3,31s 7,73 (d, Ph); 6,99 (d, Ph); 3,77 (d,
OCHj3); Jpn 4,2 Hz; Jpn 4,5 Hz; s
2,7 Hz; \]OCH3 2,4 Hz
CHO 724d 6,83d 892s 394s 9,67 (s, CHO); Jus 0,9 Hz; Jys 1,5
Hz

CN 6,83d 7,23d 891s 393s
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13C NMR chemické posuny furo[3,2-b]pyrolov (ppm, DMSO)

Me

Ph3C

MeOPh

CHO

C=0

C-3
C-6

Me

CN

Obr. 31 Grafické vyjadrenie analyzy chemickych posunov v **C NMR furo[3,2-b]pyrol-5-

karboxylatov

Tab. 8 Chemické posuny v *C NMR spektrach furo[3,2-b]pyrol-5-karbxylatov

C-2

C-3

C-5

C-6

C=0

OCH3;

Iné signaly

CHs

PhsC

MeOPh

CHO

CN

149,37
158,95

161,57

159,62

156.55

144.76

99,47
95,87

100,53

96,44

111.43

117.2

123,21
121,41

126,87

114,84

128.79

1253 102.14

95,98
95,76

96,24

93,65

95.88

161,65
161,69

165,24

161,93

161.19

161.37

51,19
50,98

51,19

51,59

52.08

51.45

129,35 (C-3a); 146,96 (C-
6a)

14,63 (CHs); 130,55 (C-
3a); 145,91 (C-6a)

61,49 (C-kvart,); 129,16
(C-3a); 146,93 (C-6a);
144,11 (Ph); 129,68 (Ph);
128,85 (Ph); 128,15 (Ph);
127,89 (Ph)

55,66 (CH3); 131,60 (C-
3a); 146,84 (C-6a); 125,74
(Ph); 123,98 (Ph); 123,12
(Ph)

178.87 (CHO); 129.78 (C-
3a); 150.85 (C-6a)

149.5 (C-6a); 130.8 (C-
3a); 96.9 (CN)

Podobnu $tudiu sme uskutoénili aj u triazinovych derivatov VI, X, XI a XII. Zistili

sme v '"H NMR spektrach nevyrazny vplyv chlormetylovej skupiny v polohe C-5 na
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chemicky posun H-7 protoénu. Substiticiou N-7 derivatov X ¢i uz elektrondonornymi,
alebo elektronakceptornymi skupinami nedochadza k signifikantnej zmene hodnot
chemickych posunov protonov H-2, H-3, H-5 alebo H-9. Tidénova skupina na C-8
derivatov XI, XII sposobila posun signalov proténov H-5 K nizSiemu pol'u (9.16-10.98
ppm) V porovnani s analogickymi oxoderivatmi VIII a X (8.75-8.83 ppm). Pritomnost
tibnovej skupiny sa prejavila aj v **C NMR spektrach, ked” doglo k chemickému posunu C-
8 derivatov XI, X1l (162-173 ppm) v porovnani s chemickymi posunmi C-8 oxoderivatov
(153-155 ppm). Studia je stdastou publikacie prilozenej k praci — Priloha C.

Za vyznamnu zmienku stoji $tadia "H NMR spektier derivatov XXI a XXII. Zatial’ ¢o
v 'H NMR spektre derivatu XXI nie je v oblasti okolo 10 ppm Ziaden signal NH skupiny
a pri 5.31 ppm sa nachadza singlet NH, skupiny (Obr. 32)

301
2.385

l ) : | 7 e ) L

Obr. 32 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) zlaeniny XXI

U derivatov XXI1 sme pozorovali singlet NH skupiny pri 10.41 ppm a neocakavany
chemicky posun (5.43 a 5.32 ppm) and stiepenie (J = 19.1 Hz) protonov C-5 metylénovej
skupiny (Obr. 33).
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Obr. 33 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) zl&eniny XX11b

U zlac¢eniny XXI1b boli preto merané aj HMBC a HSQC spektra (Obr. 34 a 35).
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Obr. 34 HMBC spektrum (DMSO-dg) zlugeniny XX11b
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Obr. 35 HMBC spektrum (DMSO-ds) zlticeniny XXI1Ib

Tieto spektralne stidie vedu k zaveru, Ze Stiepenie C-5 protonov Xl je désledkom toho,
Ze naviazanim acetylovej skupiny na aminoskupinu sa C-5 protony stali
diastereotopickymi. To znamenad, Ze zli¢eniny XXII st chirdlne. Ich chiralita je dosledkom
pritomnosti centralnej stereogénnej jednotky (s cCiastocnou delokalizaciou vol'ného
elektronového paru karbonylovej skupiny), ¢ize exocyklického dusika amidickej skupiny.
Alebo sa pravdepodobnejSie jednd o axidlnu chiralitu medzi amidickou skupinou
a dihydropyrazindionovym zvySkom, sposobentt silnou delokalizaciou vol'n¢ho
elektronového paru a elektrostatickym odpudzovanim medzi atdémami kyslika, ktoré

zabranuje vol'nej rotacii amidickej skupiny (Schéma 32).
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Schéma 32 Dva enantioméry XXI1b ako zrkadlové obrazy. Hviezdi¢ka oznacuje centralnu (A)
alebo axialnu (B) stereogénnu jednotku

Metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylaty | maji  charakteristické valenéné vibracie
v(C=0) skupiny vrozmedzi 1660-1678 cm™. Valenéné vibracie v(NH) vizby st
vrozmedzi 3269-3298 cm™. V infratervenych spektrach metyl furo[3,2-b]pyrol-5-
karboxylatov | st pritomné asymetrické valen¢né vibracie v(CH3) v rozmedzi 2920-2952
cm™ a symetrické valenéné vibracie v(CHs) v oblasti 2846-2850 cm™. V infradervenych
spektrach pozorujeme skeletalne vibracie derivatov metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov
| v oblasti pod 1595 cm™.

Derivaty furo[27,37,4:5]pyrol[1,2-d][1,2,4]triazinonu  Xa-e maji charakteristické
valenéné vibracie v(C=0) vizby v oblasti 1643-1662 cm™. Valenéné kruhové vibracie
v(C=C) viizby v oblasti 3144-3125 cm™. Valen¢na vibracia v(NH) vizby je v oblasti 3462-
3148 cm™. Pod 1550 cm™ Vv infraCervenych spektrach pozorujeme skeletdlne vibracie
derivatov furo[27,3,4:5]pyrol[1,2-d][1,2,4]triazinonov Xa-e.

Pri derivatoch furo[2,3",4:5]pyrol[1,2-d][1,2,4]triazintionov XI a Xlla-b pozorujeme
valendné vibracie v(C=S) vizby v oblasti 1555- 1550 cm™. Valen&né kruhové vibracie
v(C=C) viizby st v oblasti 3109-3022 cm™. Skeletalne vibracie v infradervenych spektrach
derivatov furo[2°,3",4:5]pyrol[1,2-d][1,2,4]triazintionov XI a XlIla-b pozorujeme v oblasti
1510 - 700 cm™

Charakteristické pasy funkénych skupin v IC spektrach ostatnych zlienin su uvedené

Vv experimentalnej Casti a v priloZzenych publikéciach - Prilohy A a B.
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7.3 Analyza Cistoty zlic¢enin metédou HPLC

Cistotu vychodiskového metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu | sme zistovali metodou
HPLC. Stacionarnou fazou bola koléna YMC Triart C18 srozmermi 150 X 4,6 mm
a vel'kostou Castic 5 um. Mobilnou fazou bola zmes vody a acetonitrilu v pomere 40:60.
Na Obr. 36 m6zeme vidiet' chromatogram metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu I spolu
s pritomnymi neéistotami pri vlnovych dizkach 210, 260, 280 a 305 nm. Reten¢ny as
analytu bol 2,91 min a jeho UV spektrum je na Obr. 37. Absorpéné maximum metyl
furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu bolo pri 296,1 nm.

0,0035
0,0030]
0,0025] ‘ ‘

0,0020 ‘

2 0,0015
, | - 305 nm ruzova, 98.37 %
‘ - 280 nm svetlomodra, 100 %
0,0010, 260 nm zelena 93.49 %
210 nm tmavomodra 43.43 %

I :
0,0005] |
A e
0,0000

0,0 10 20 30 40 50 6.0 7.0 80 9,0 10,0

Obr. 36 Chromatogram metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu | pri réznych vinovych dizkach

2,905 Extracted

0,05
) 296,1

0,04+
0,034
2

0,024

0,014

0,00 i i i i "
200,0 250,0 300,0 350,0

nm

Obr. 37 UV spektrum metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu I
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Chromatogram  novo-nasyntetizovanej  latky metyl  2-tritylfuro[3,2-b]pyrol-5-
karboxylatu V pri troch vlnovych dizkach je uvedeny na Obr. 38. Mobilnou fizou v tomto
pripade bola zmes okyslenej vody s 0,1% roztokom kyseliny mravcej a acetnitrilu v
pomere 20:80. Retenény ¢as analytu bol 6,17 min. a jeho UV spektrum je na Obr. 39 s

absorpénym maximom pri 305,7 nm.

0,05

e} A O—-CH;
0,04 Ph;C —m

N (8}
H

0,03

0,02 - 305 nm modra 99.35%
- 240 nm zelena 98.45%
-210 nm éervena 95.08 %

0,01 U L
0,001 ) : : L = ﬁ. >N :
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Minutes

Obr. 38 Chromatogram metyl 2-tritylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu V pri ré6znych vinovych
dizkach

6,162 Extracted

0,8 305,7

0,6

AU

0,4

0,2+

00 364,0
220,0 240,0 260,0 280,0 300,0 320,0 340,0 360,0 380,0 400,0

nm

Obr. 39 UV spektrum metyl 2-tritylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu V

Porovnanim reten¢ného ¢asu a UV spektra necistoty s chromatogramom a UV spektrom
vychodiskovej latky sme idenifikovali, Ze necistotou 1 je vychodiskova latka metyl
furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylat (Obr. 40a). Necistota 1 eluuje v Case 2,15 min. tak isto ako
vychodiskova latka metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylat. Ich UV spektra su tiez zhodné (Obr.
40b). Porovnanim retenéného ¢asu a UV spektra vychodiskového metyl 2-tritylfuro[3,2-b]pyrol-
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5-karboxylatu a tritylchloridu sme identifikovali, Ze necistota 4 je pravdepodobne vychodiskovy
tritylchlorid (Obr. 41). Ostatné necistoty st nezname predpokladdme, Ze to mozu byt

medziprodukty reakcie alebo interferenty a ich UV spektra st uvedené na Obr. 42,

0,008+
0,007
0,006
0,005
0,004
2

0,003

0,002

0,001

0,000 }~==

20 40 6.0 8.0 10,0 12,0

Minutes

Obr. 40a Porovnanie necistot pri 305 nm - metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylat (zeleny) a metyl
2-tritylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylat (¢erveny)

0,061 2949
0,05 |
0,04

— 0,03
0,02

0,017

0,00] 385,7

2100 2400 2700 3000 3300 3600  390,0
nm

Obr. 40b UV spektra - metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylat (¢ervena) a necistota 1 (modra)
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Obr. 41 Necistota 4 — tritylchlorid a UV spektra tritylchloridu (¢ervend) a necistota 4 (zelena)
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Obr. 42 UV spektra necistot na chromatograme metyl 2-tritylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylatu

Z novo pripravenych 7-substituovanych furo[2",3",4:5]pyrol[1,2-d][1,2,4]triazinov Xa-e
bola metodou HPLC analyzovana ¢istota 7-butylfuro[2°,3",4:5]pyrol[1,2-d][1,2,4]triazin-
8(7H)-6nu Xb (Obr. 43). Mobilnou fazou bola zmes vody a acetonitrilu v pomere 40:60.
Retencny ¢as analytu je 4,12 min. a jeho UV spektrum s absorpéné maximum pri 241,6 nm

je zobrazené na Obr. 44,
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Obr. 43 Chromatogram 7-butylfuro[27,3",4:5]pyrol[1,2-d][1,2,4]triazin-8(7H)-6nu Xb pri r6znych
vinovych dizkach
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Obr. 44 UV spektrum 7-butylfuro[2°,3",4:5]pyrol[1,2-d][ 1,2,4]triazin-8(7H)-6nu Xb

Metédou HPLC sme analyzovali ¢istotu aj u novo pripravenych metyl 4-(2-metoxy-2-
oxoetyl)-4H-furo[3,2-b]pyrrol-5-karboxylatov X1Xa-b (Obr. 45), kde mobilnou fazou bola
zmes vody a acetonitrilu v pomere 40:60. Retenény cas analytu A je 4,48 min. a analytu B
je 4,44 min. Ich UV spektra su na Obr. 46 a absorpéné maximum analytu A je 297,3 nm
a analytu B je 305,7 nm.
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Obr. 45 Chromatogram metyl 4-(2-metoxy-2-oxoetyl)-4H-furo[3,2-b]pyrol- 5-karboxylat XIXa
(A) a metyl 4-(2-metoxy-2-oxoetyl)-2-metyl-4H-furo[3,2-b]pyrol- 5-karboxylat XI1Xb (B) pri
roznych vinovych dizkach
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Obr. 46 UV spektra metyl 4-(2-metoxy-2-oxoetyl)-4H-furo[3,2-b]pyrol- 5-karboxylat X1Xa (A) a
metyl 4-(2-metoxy-2-oxoetyl)-2-metyl-4H-furo[3,2-b]pyrol- 5-karboxylat X1Xb (B)

Cistota vybranach derivatov sa pohybovala v rozmedzi 99,7 — 94,5 %, pri¢om najniZ$iu
Cistotu vykazoval 2-tritylfuro[3,2-b]pyrol-5-karboxylat V, preto sme sa snazili aj
0 podrobnejSie urcenie necistot. Zistili sme, ze medzi necistotami boli obe vychodiskové
latky, preto bude v buducnosti potrebné u tohto derivatu zlepSit purifikaéné postupy.
U ostatnych  derivatov bude, aj napriek dosiahnutej vysokej Cistote, taktiez potrebné

podrobnejsie skimanie necistot a pripadne interferentov.

7.4 Stanovenie antibakterialnej, antioxida¢nej a inhibi¢nej aktivity

Vyznamnym cielom prace je Stidium antibakteridlnej, antioxidacnej a inhibicnej
aktivity syntetizovanych latok. V tomto smere sa uskuto¢nili dve Studie.

V prvej Studii (vid priloha A) boli zla€eniny VI, IX a predovsetkym triazinove derivaty
Vllla, Vlllc Xa, Xb, Xc, Xd, XI, Xlla, XIIb a XI1I testované na antibakterialnu aktivitu
na Gram-negativne kmene Escherichia coli CCM 7929, Pseudomonas syringae CCM 2114
a na Gram-pozitivne kmene Micrococcus luteus CCM 732, Bacillus pumilus CCM 2218.

Ako $tandard sa pouzila kyselina 6-aminopenicilanova (6-APA). Vysledky su v tabul’ke 9.
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Tab. 9 Antibakteridlna aktivita Standardu 6-APA a furo[3,2-b]pyrolov IX - X111l na G* kmene
(Escherichia coli CCM 7929, Pseudomonas syringae CCM 2114) a G* kmene
(Micrococcus luteus CCM 732, Bacillus pumilus CCM 2218), vyjadrena ako minimalna
inhibi¢na koncentracia (MIC

zlu¢enina MIC/ (mM)
M. luteus  B. pumilus E. coli P. syringae
6-APA 4,00 7,3 3,2 5,82
IX 3,84 5,12 15,36 10,24
VI 0,64 5,12 10,24 2,56
Villa 0,016 3,2 1,28 1,28
Vilic 2,56 2,56 2,56 2,56
Xa 0,024 20,48 12,88 3,84
Xb 1,92 2,56 2,56 2,56
Xc 20,48 20,48 20,48 20,48
Xd 0,64 10,24 10,24 1,6
Xl 15,36 20,48 15,36 15,36
Xlla >20,48 >20,48 >20,48 >20,48
XIlb 12,24 20,48 12,24 20,48
X1 >20,48 >20,48 >20,48 >20,48

Z vysledkov vyplyva, ze iba latky VIlla, VIlIc a Xb vykazovali vys§iu antibakterialnu
aktivitu nez 6-APA na vSetky bakteridlne kmene s hodnotami minimalnej inhibi¢ne;j
koncentracie (MIC) 0,016 - 2,56 mM. Miernu antibakterialnu aktivitu vykazovali zla¢eniny
Vllla a Xa (MIC = 0,016 a 0,024 mM). Zluceniny VI a Xd vykazovali miernu aktivitu iba
voc¢i Micrococcus luteus s MIC = 0,64 mM. Vsetky testované zluceniny vykazovali vyssiu
aktivitu na oboch G* bakterialnych kmetioch (M. luteus and B. pumilus) nez na G~
kmenoch (E. coli and P. syringae CCM 2114). Uvedeny vysledok je typicky pre inhibitory
syntézy peptidoglykanu — hlavného komponentu bakteridlnych bunkovych stien.

V druhej Stadii boli furo[3,2-b]pyrolové derivaty le, XIVa-c, XVa, XIXb, XIXc a
XXa-8c testované jednak na antibakteridlnu aktivitu na dva bakteridlne kmene: G~ kmen
Escherichia coli, CCM 7929 a G kmen Micrococcus luteus, CCM 732. Ako $tandard sa aj
Vv tomto pripade pouzila kyselina 6-aminopenicilanova. Vysledky st v tabul’ke 10. V tomto
pripade sa hodnoty MIC testovanych latok nachadzaji v Sirokom rozmedzi koncentracii
(0,1 — 20,48 mM). Rovnaku antibakterialnu aktivitu ako Standard vykazuje latka XXa pri

kmeni Escherichia coli a pri kmeni Micrococcus luteus sa k hodnote MIC $tandardu
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priblizuje. Ked’72e XXa vykazuje rovnakd antibakteridlnu aktivitu na G* a G~ kmene,
mozno predpokladat’, Ze mechanizmus ucinku nesuvisi s inhibiciou komponentov
bakterialnej bunkovej steny, lebo je zname, ze architektura bunkovej steny medzi G+ a G-
je odli$na (napr. v mnozstve peptidoglykanu). Ist mieru antibakterialnej aktivity vykazuje
aj latka XIXc, pricom vysSiu mieru aktivity vykazuje vo¢i G* bakteridlnemu taxomu.
Vyssiu antibakteridlnu aktivitu nez 6-APA vykazuje aj latka XXc s MIC = 2.56 mM na
Escherichia coli a MIC = 1,92 mM na Micrococcus luteus. Testovana latka X1V¢ vykazala
vysoku aktivitu v mikromolarnej Skale (MIC = 0,16 mM) na Escherichia coli as MIC >

0,1 na Micrococcus luteus.

Tab. 10 Antibakterialna aktivita Standardu 6-APA a furo[3,2-b]pyrolov le - XXc na G™ kmein
(Escherichia coli CCM 7929) a G kmen (Micrococcus luteus CCM 732), vyjadrend ako
minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC)

MIC (mM)
zlucenina
Escherichia coli Micrococcus luteus

6-APA 3,84 5,12

le 3,84 5,12
XIVa 5,12 >20,48
XIVb 20,48 >20,48

XIVc 0,16 >0,1
XVa 20,48 >20,48
X1IXb 16,38 >20,48
XIXc 10,24 15,36

XXa 5,12 5,12
XXb 10,24 >20,48

XXc 2,56 1,92

Prekvapujlicu antibakteridlnu aktivitu zluceniny XI1VC na oboch bakteridlnych kmenioch
mozno vysvetlit' pritomnostou objemnej tritylovej skupiny, ktord predstavuje lipofilnt
Cast’” molekuly v kontraste s karboxylovou skupinou na opacnej strane molekuly. Tato
konsStrukcia vedie k zlaCeninam s "detergentnymi" vlastnostami a je prinosom pre
eliminaciu bakterialnej membranovej bariéry takej zluceniny. Najmi zlucenina XIVc by
mala byt veducou Struktirou generovania d’alSich zlucenin so zvySenou antibakteridlnou

ucinnostou.
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V druhej Studii (priloha B) sa skimala aj antioxida¢na aktivita syntetizovanych

furo[3,2-b]pyrolovych derivatov metédami DPPH, ABTS a FRAP (Tabul'ka 11).

Tab. 11 Vysledky antioxida¢nej aktivity furo[3,2-b]pyrolovych derivatov le-XXc a klinickych
lieciv hodnotenych latok metodami DPPH, ABTS a FRAP vyjadrena hodnotou ekvivalentu

TROLOX-u v (M/M).

zlucenina TEAC (M/M)

DPPH ABTS FRAP
le 0.000 £+ 0.000 0.053 +£0.002 0.161 £0.012
Xd 0.014 £0.001 0.053 +0.005 0.006 £ 0.001
XVl1b 0.023 £ 0.002 0.092 £ 0.008 0.151 £0.010
XIXc 0.000 £ 0.000 0.000 £ 0.000 0.000 £ 0.000
XXa 0.175 £0.005 0.211 £0.010 0.321 £0.016
XXc 0.175 £0.003 0.041 £ 0.004 0.437 £0.048
azitromycin 0.000 £ 0.000 0.883 +0.052 0.143 £ 0.020
amoxycilin 0.011 £0.001 0.065+£0.011 0.089 £ 0.009
doxycilin 0.000 £ 0.000 0.731 £0.037 0.754 £ 0.088

Najvyssiu mieru antioxidacnej aktivity metdédou DPPH vykézala latka XXa. Jedna sa o
derivat, ktory obsahuje dve hydrazidové skupiny, ktoré sit donormi vodikovej vdzby. Tato
latka vykazuje vysSiu antioxidacnu aktivitu aj metdédami FRAP a ABTS a javi sa ako
perspektivna aj ako inhibitor farmakologicky zaujimavych enzymov, ¢o bude predmetom
dalSej Casti tejto Stadie. Jednym z moznych vysvetleni, preco latka XXa dosiahla mieru
antibakterialnej aktivity na urovni Standardu, 6-APA je predpoklad, Ze ma parametre
inhibitora bakteridlnych enzymov. Rovnaki mieru antioxidacnej aktivity vykazala
Struktirne pribuznd latka XXc metddou vychytdvania radikalu DPPH. Metédou ABTS
vykazuje miernu aktivitu, avSak Co sa tyka metdédy FRAP vykazuje najvysSiu antioxida¢nti
aktivitu spomedzi vSetkych testovanych latok. Antioxidacnu aktivitu nevykazuje iba jedna
z testovanych latok - XIXc. Klinicky aplikované lieciva Azitromycin a Doxycyklin maju
nizke hodnoty antioxidacnej aktivity metddou DPPH a vysSie hodnoty antioxidacnej
aktivity metodami ABTS a FRAP.

Vybrané furo[3,2-b]derivaty boli testované aj ako inhibitory piatich proteaz, pri¢om sa
pouzili nasledovné enzymy:

e trypsin - predstavitel’ serinovych proteinaz
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e pepsin - predstavitel’ aspartickych proteinaz

e kolagenaza - metaloproteinaz

e chymotrypsin - predstavitel’ Specifickych serinovych proteinaz pribuzny elastazam
e trombin - predstavitel' Specifickych serinovych proteinaz, aktivnych v procesoch

zrazania krvi a digescie fibrinového koagulatu

Do testovania boli zaradené syntetizované latky: le, XIVa-c, Xd, XIXb, XXb-c.
Nakol’ko sa jednalo o latky s molekulovou hmotnost'ou okolo 200-250 g/mol neocakavala
sa vysokd miera inhibi¢nej aktivity, ale indicia ¢i dany skelet by mohol byt stavebnym
blokom uspesSnych inhibitorov uvedenych enzymov. Pre uplnost treba dodat, ze
Strukturdlne preferencie inhibitorov uvedenych enzym sa od seba liSia. Miera inhibi¢nej
aktivity testovanych latok na Obr. 47 je vyjadrena parametrom 1/IC50 pM‘l a to znamena

&im vyssi stipec, tym vyssia miera inhibi¢nej aktivity.

__ 0,003
% mTY COL mPEP mCHYM mTHR
—
UB 0,002
—_—
L |

0,002

0,001

0,001

0,000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Latka

Obr. 47 Inhibi¢na aktivita testovanych latok na vybrané proteinazy (1-X1Vb, 2-XIVc, 3-X1Va,
4-XI1Xb, 5-XXb, 8-Xd, 9-XXc, 10-le). Pod ¢islami 6 a 7 st Struktirne podobné latky,
ktoré boli syntetizované v ramci nasej vyskumnej skupiny v predchadzajicom obdobi

Z vysledkov vyplyva, ze pre celi skupinu latok bola pozorovand nizka inhibi¢na
aktivita na trypsin a pepsin. Inhibi¢nt aktivitu na chymotrypsin vykazali latky XIVa —

XIVc. Podobne inhibi¢na aktivitu na kolagendzu vykazali latky: XIXa, XXd a le. Na

trombin inhibi¢nu aktivitu vykazali vSetky latky okrem XIVb a XIVc. Vysledky studie

biologickej aktivity furo[3,2-b]pyrolov su stcast'ou literatary [65].
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8. ZAVERY PRE PRAX A ROZVOJ VEDNEJ DISCIPLINY

Dizertatna praca si kladdla za ciel' predovSetkym komplexné $tidium vybranych
furo[3,2-b]pyrolovych derivatov od ich syntézy az po identifikaciu ich §truktiry pomocou
dostupnych spektroskopickych metdéd a analyzu ich cistoty pomocou metody HPLC.
Z vysledkov, prezentovanych v praci vyplyva niekol’ko zaujimavych poznatkov a tym sa
otvaraju d’alsie perspektivne smery vyskumu.

Z reakcii vychodiskovych metyl furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylatov | na esterovej skupine
sme uskutoénili pripravu substituovanych furo[3,2-b]pyrol-5-karboxylovych kyselin
XlIVa-c v 65-80% vytazkoch, furo[3,2-b]pyrol-5-karbaldehydov XVa,b v 55-58%,
zreakcii na dusiku pyrolového kruhu sme uskutocnili alkyldcie za vzniku derivatov
XIXa-c v 55-67% a acetylaciu za vzniku zluceniny VI v 60% vyt'azku. Oba typy zlucenin
slazili ako vychodiskové latky pre d’al$ie reakcie. Hydrazinolyzou XIXa-c vznikli bis-
hydrazidy XXa-c v 65-70% vytazkoch a tionaciou VI s P,Ss vznikol derivat VIII v 60%
vytazku. Takto pripravené zlG¢eniny sme podrobili naslednym reakcidm s cielom
pripravit’ 5-5-6 kondenzované heterocyklické systémy. Do tejto kategorie patria jednak
furo[2',3":4,5]pyrolo[1,2-d][1,2,4]triazinové derivaty VI — X111 a XVIII a tiez 7-amino-
2-metylfuro[2',3":4,5]pyrolo[1,2-a]pyrazin-6,8(5H,7H)-diénové derivaty XXI a XXII.

Vsetky novosyntetizované zluCeniny boli tspeSne identifikované dostupnymi
analytickymi technikami — 'H a **C NMR, IC, prvkovou analyzou, pripadne MS. Pre
buducnost’ sa ako perspektivna javi podrobnejSia Studia acetamidov XXII, ktoré vznikli
ako neocakavané produkty reakcie bis-hydrazidov XX v kyseline octovej ich pomerne
dlhym ozarovanim (35 min) v mikrovlnnej rure, zatial’ ¢o na vznik pozadovaného derivatu
XXI stac¢il 12-minatovy mikrovinny ohrev. Vznikom acetamidovej funkcnej skupiny
u zla€enin XXII doslo k vzniku stereogénnej jednotky v molekule (centralna/axialna
chiralita) a CH; protony na C-5 stali diastereotopickymi, ¢o sa prejavilo vich 'H NMR
spektrach stiepenim na dva dublety s 2J=19,1Hzs chemickym posunom pri 5.43 and 5.32
ppm. Bolo by preto perspektivne uskutocnit’ $tudiu modifikacie Struktary XXII jednak
substituciou jedného z protonov diastereotopickej CH, skupiny, s cielom pripravit
pripadné diastereoméry, resp. uskuto¢nit’ vhodnu derivatizéciu exocyklickej aminoskupiny
u zltceniny XXI.

Z vysledkov $tadia vplyvov substituentov v polohe 2 v *H NMR spektrach na chemické
posuny protonov na C-2, C-3, C-6 aN-4 u 2-substituovanych furo[3,2-b]pyrol-5-
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karboxylatov | sa najviac prejavil vplyv formylovej a nitrilovej skupiny v porovnani
s nesubstituovanym derivatom. Podobne sme uskuto¢nili $tudiu vplyvov substituentov
Vv polohach C-5, C-8 a N-7 na posuny protonov aj u furo[2°,3",4:5]pyrol[1,2-
d][1,2,4]triazinovych derivatov VI, X, XI a Xll. Najzaujimavejs$im vysledkom bol
vplyv substituenta na C-5 na chemicky posun proténov na dusiku N-7. Z hl'adiska d’alsieho
vyskumu by bolo perspektivne zavedenie roznych substituentov prave na uhlik C-5, ktoré
je v sucasnosti obmedzené dostupnost'ou ortoesterov (vid’. synteticky postup cesta a na
schéme 27). Prvy pokus v tejto oblasti sme sice uskutoc¢nili preskimanim alternativneho
postupu syntézy VIII (schéma 27, cesta b), tento sa vSak zatial' kvoli dlhému reakénému
Casu javi ako neperspektivny abude potrebné uskuto¢nit’ pripadne reakciu wucinkom
mikrovlinného Ziarenia.

V 'H NMR spektrach tionovych derivatov Xl, XIlI dochadza k posunom protonov
v polohe H-5 knizS§iemu pol'u v porovnani s analogickymi oxoderivatmi VIII a vplyv
tibnovej skupiny je pozorovatelny aj v **C NMR spektrach X1 a XII, v ktorych je signal
C-8 uhlika tieZ posunuty k vys§im hodnotdm ppm.

Dizertatna praca je prvou rozsiahlejSou Stidiou biologickej aktivity furo[3,2-
blpyrolovych detivatov, hoci krat$ie $tadie uz boli na nasom pracovisku v minulosti
publikované [34, 35]. Z vysledkov $tadia antibakteridlnej aktivity sa ako perspektivne pre
dalsie skumanie ukazalo niekolko zlacenin (napr. VIlla, VIlic,Xb a XXc) a
predovsetkym  metyl  2-tritylfuro[3,2-b]-5-karboxylat ~ XIVc, shodnotami  MIC
v mikromolarnej $kale, od ktorého by sa mala odvijat' syntéza d’alSich Struktir s ciel'om
vyssiej miery antibakterialnej aktivity. K tomuto ciel'u bude potrebna podrobna $tidia na
zéklade predikcie parametrov ADMET, ako i §tudie QSAR. Vyuzitim vysledkov tychto
Studii bude nasledne moZné pripravit nové Struktiry, napr. zavedenim vhodnych
substituentov.

Zo §tudia antioxida¢nej aktivity metodami DPPH, ABTS a FRAP sa ako perspektivna
pre d’alsi vyskum ukazali latky XXa a Struktarne pribuzna XXc, ¢ize derivaty s dvoma
hydrazidovymi skupinami. Z vysledkov testov inhibi¢nej aktivity vyplyva, Ze pre celu
skupinu latok bola pozorovand nizka inhibi¢nd aktivita na trypsin a pepsin. Inhibi¢nu
aktivitu na chymotrypsin vykazali latky XIVa — XIVc. Podobne inhibi¢nl aktivitu na
kolagenazu vykazali latky X1Xa, XXd a le. Na trombin inhibi¢nt aktivitu vykazali vSetky
latky okrem XIVb a XIVc. V tejto oblasti bola uskuto¢nena aj predbezna chemometricka
Stadia [65], konkrétne analyza hlavnych komponentov (PCA analyza) a zhlukova analyza
(klastrova). Kedze metédy modernej chemometrie hraju klu€ovi wlohu pri stadii
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a predikcii biologickej aktivity zlicenin, bude potrebné sa chemometrickej analyze

venovat’ podrobnejsie.

Z vybranych novopripravenych zlicenin sme metédou HPLC analyzovali ich
spektralnu Cistotu, ktora sa pohybovala od 99,7 — 94,15%. Ked'Ze uvedené derivaty sa javia
ako perspektivne z hl'adiska biologickej aktivity a v budicnosti by mohli slazit', napr. ako
antibakteridlne prostriedky, bude potrebné zlepsit’ separaciu a Cistenie derivatov vyuzitim
napr. stipcovej chromatografie, ked’ze latky boli v praci &istené prevazne krystalizaciou
a nasledne identifikovat’” pripadné pritomné necistoty. Je zndmym faktom, ze CistejSie
produkty mozno ziskat' aj uskutoCnenim reakcii uc¢inkom mikrovinného Ziarenia, preto
bude v d’alsom vyskume vhodné zamerat’ sa aj na t(ito oblast’.

Prinos pre rozvoj vednej discipliny sa ukazuje v spojeni syntetickych, analytickych a
spektralnych detekénych metod pri vyskume kondenzovanych heterocyklickych zlticenin
s potencidlnym farmakologickym vyuzitim. Integracia analytickej chémie a organickej
chémie sa stdva dolezitou pri identifikacii reakénych medziproduktov, samotnych
produktov a overeni priebehu reakcii. Suc¢astou modernej organickej chémie je spojenie
metody HPLC a HPLC-MS na identifikdciu produktov, resp. pritomnych necistot

O aktualnosti vyskumu sved¢i aj narast citovanosti takychto publikacii.
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9. SUMMARY

The dissertation thesis is focused on the complex study of selected furo[3,2-b]pyrrole
derivatives, on their synthesis and analysis of their structures using available spectroscopic
methods and determination of their purity by HPLC. The presented results show some
interesting facts and thus they open further perspectives of research.

By reaction the starting methyl furo[3,2-b]pyrrole-5-carboxylate I there were prepared
substituted furo[3,2-b]pyrrole-5-carboxylic acids XIVa-c in 65-80% yields and furo[3,2-
b]pyrrole-5-carbaldehydes XVa,b in 55% -58% yields. Alkylations on the nitrogen atom of
the pyrrole ring gave derivatives XIXa-c in 55-67% vyields and acetylation led to the
derivative VI in 60% vyield. Both types of compounds were used as starting materials for
subsequent reactions. Hydrazinolysis XIXa-c produced bis-hydrazides XXa-c in 65-70%
yields and thionation of derivatives VI with P,Ss gave derivative VII in 60% yield.

These compounds were subjected to subsequent reactions to prepare 5-5-6 fused
heterocyclic systems, particularly furo[2',3":4,5]pyrrolo[1,2-d][1,2,4]triazinone derivatives
VIIT - X1 and XVIII and 7-amino-2-methylfuro[2',3":4,5]pyrrolo[1,2-a]pyrazine-
6,8(5H,7H)-dione derivatives XXI and XXII. The all new compounds were successfully
analyzed by available analytical methods - *H and*C NMR, IR, elemental analysis or MS.

The future perspectives we can see in the detailed study of acetamides X11, which arised
as unexpected products of reaction of bis-hydrazides XX in acetic acid by their relatively
long irradiation for 35 min in the microwave oven, while derivative XXI were formed after
12 min of the irradiation.

The formation of the acetamide functional group in compounds XXII formed a
stereogenic unit in the molecule (central / axial chirality) and the CH, protons at the C-5
became diastereotopic, which was reflected in their *H NMR spectra by splitting into two
doublets with 2J = 19,1 Hz with chemical shifts at 5,43 and 5,32 ppm. Therefore, it would
be advantageous to carry out the study of structure XXI1 modification by substituting one
of the protons of the diastereotopic CH, group in order to prepare the diastereomers, or to
carry out a suitable derivatization of the exocyclic amino group of compound XXI,
respectively.

The results of the study of the effects of substituents at position 2 in *H NMR spectra on
the chemical shifts of protons at C-2, C-3, C-6 and N-4 in 2-substituted furo[3,2-b]pyrrole-
5-carboxylates mostly affected the effect of the formyl and nitrile groups compared to the

unsubstituted derivative. Similarly, we performed a study of the effects of substituents at
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the C-5, C-8 and N-7 positions on proton chemical shifts for furo[2",3,4:5]pyrol[1,2-
d][1,2,4]triazine derivatives V111, X, XI and XII.

The most interesting result presents the effect of the substituent at C-5 on the chemical
shift of protons at N-7 nitrogen. From the point of view of further research, it would be
perceived to introduce various substituents directly on the C-5 carbon, which is currently
limited by the availability of orthoesters (see synthetic procedure and Scheme 27).
However, the first experiment in this area has been carried out by reviewing the alternative
synthetic procedure VIII (Scheme 27, route b), but this is still due to a long reaction time
and appears to be ineffective and will eventually have to be effected under microwave
irradiation.

In the 'H NMR spectra of thione derivatives XI, X11, the protons in the H-5 position
shift to the lower field compared to the analogous oxoderivatives VIII and the thione
group effect are also observable in *C NMR spectra of XI and XII where C-8 carbon
signal was also shifted to higher ppm values.

The dissertation thesis is the first more extensive study of the biological activity of
furo[3,2-b]pyrrole derivatives. In our work-team the shorter studies have already take place
[34, 35]. The results of the antibacterial activity study showed several perspective
compounds (e.g., VIlla, VIllc, Xb and XXc), and in particular methyl 2-tritylfuro[3,2-
b]pyrrole-5-carboxylate XI1VVc with MIC values in micromolar scale, from which be to run
the synthesis of other structures with the aim of increase antibacterial activity. The future
goal of this study will require a detailed study based on ADMET's predictions as well as on
QSAR studies. By using the results of these studies, it will be possible to prepare new
structures, e.g. by the introduction of suitable substituents.

From the study of antioxidant activity by methods DPPH, ABTS and FRAP,
compounds XXa and structurally related XXc, i.e. derivatives with two hydrazide groups,
have been shown to be prospective for further investigation. The results of the inhibition
activity assays show that low inhibition activity for trypsine and pepsine was observed for
all substances. Compounds XIVa-XIVc showed the best inhibition activity on
chymotrypsine. Similarly, collagenase inhibition activity was shown by the compounds
X1IXa, XXd and le. All substances except XI1Vb and XIVc have shown inhibition activity
on thrombine.

The preliminary chemometric study [65] was realised, based on the analysis of

components (cluster analysis) and cluster analysis (cluster). Since modern chemometry
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methods play a key role in the study and prediction of biological activity of compounds,
chemometric analysis will need to be spended in more detail.

The selected new-prepared compounds were analysed on their spectral purity by HPLC.
They showed purity in 99.7-94.15% range. These derivatives appear to be perspective due
to their biological activity and in the future they could serve, for example, as antibacterial
agents. Therefore it will be necessary to improve the separation and purification of the
derivatives by column chromatography, since the substances were largely purified by
crystallization and subsequently the impurities should to be identified. It is a well-known
that cleaner products can also be obtained by reactions, under microwave irradiation, so it
will be appropriate to focus on this area in further research.
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