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ABSTRAKT

Predmétem této prace byla syntéza substituovanych 2-amino-1,3,4-thiadiazolovych ligandt,
které by svou strukturou mohly pfedstavovat vhodny motiv pro supramolekularni komplexy
s cucurbit[n]urily, zejména s cucurbit[6]urilem, pro ktery je vybér vazebnych motivi
omezen predevsim na alkyl amonné soli. Syntéza vychazela z reakce karboxylovych kyselin
s thiosemikarbazidem, ktera poskytovala fadu substituovanych 1,3,4-thiadiazol, ze kterych
byly nésledné ptipraveny hydrochloridové soli. U syntetizovanych ligandii byly nasledné

studovany jejich supramolekularni vlastnosti predevsim pomoci 'H NMR.

Klicova slova: 1,3,4-thiadiazol, 2-amino-1,3,4-thiadiazol, supramolekularni chemie,

cucurbit[z]uril, hostitel-host komplex

ABSTRACT

The subject of this work was the synthesis of substituted 2-amino-1,3,4-thiadiazole ligands
which, by virtue of their structure, could serve as suitable motifs for supramolecular
complexes with cucurbit[n]urils, especially cucurbit[6]uril, for which the choice of binding
motifs is limited primarily to alkylammonium salts. The synthesis was based on the reaction
of carboxylic acids with thiosemicarbazide, yielding a series of substituted
1,3,4-thiadiazoles, which were subsequently converted into their hydrochloride salts. The
supramolecular properties of the synthesized ligands were then studied, primarily by means

of '"H NMR.

Keywords: 1,3,4-thiadiazole, 2-amino-1,3,4-thiadiazole, supramolecular chemistry,

cucurbit[n]uril, host—guest complex
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UvVOD

Heterocyklické slouceniny jsou dlouhodobé atraktivnimi molekulami pro jejich chemické
vlastnosti a biologickou aktivitu. Jedna se o latky, které krom¢ uhliku obsahuji ve své
molekule i jiné atomy (heteroatomy) a mizeme je de€lit na zakladé poctu atomu v kruhu
(nejcastéji péticlenné a Sesticlenné) nebo podle pritomného heteroatomu (typicky N, O a S).
Thiadiazoly predstavuji zastupce péticlennych azolti neboli heterocyklickych sloucenin
obsahujici atom dusiku, a navic aspon jeden heteroatom (dusik a sira). Tyhle slouceniny
disponuji vyznamnymi biologickymi ucinky, a proto se hojné vyuzivaji ve farmaceutickém
a chemickém primyslu jakozto soucast fady 1€Civ. Ze Ctyf znamych izomerii je nejvice

prozkoumany 1,3,4-thiadiazol, a prave ten je 1 pfedmétem této prace.

Studium komplext hostitel-host je zdsadni a velmi zajimavou oblasti supramolekuldrni
chemie. Mnohé makrocyklické molekuly maji schopnost hostit mensi molekuly a tim tvofit
komplexy, které jsou stabilizované nekovalentnimi interakcemi (napt. vodikové mustky,
hydrofobni interakce nebo van der Waalsovy sily). Mezi vyznamné hostitelské molekuly
patii cucurbit[n]urily, které do své nepolarni rigidni kavity dokazou zapouzdfit Sirokou §kalu
molekul, od mensich alifatickych fetézct po klecové uhlovodiky. Na zakladé¢ teoretickych
predpokladii by se 1,3,4-thiadiazolové ligandy jevily jako vhodné vazebné motivy pro
cucurbit[6]urilové systémy, ¢imZ by se rozsifilo jejich pojeti a dalsi aplikace napfi¢ oblastmi

chemie a biomediciny.
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TEORETICKA CAST
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1 1,3,4-THIADIAZOLY A JEJICH SYNTEZA

Thiadiazol je vyznamna heterocyklicka slou¢enina. Jedna se o péticlenny aromaticky kruh
obsahujici dva atomy dusiku a jeden atom siry. Vyskytuje se ve ¢tyfech izomerech; 1,2,3-

thiadiazol, 1,2,4-thiadiazol, 1,2,5-thiadiazol a 1,3,4-thiadiazol (Obrazek 1 z leva).

\f_N N—y — N—N

W \ / \

/ /N Q /N N\ /N / \
S S S

Obrazek 1: [zomery thiadiazolu

1,3,4-thiadiazol je velmi slabou bazi kvuli indukénimu efektu atomu siry.
V porovnani s heterocyklem furanem ma pomérné vysokou aromati¢nost, avsak niz$i nez
u thiofenu z divodu ptitomnosti dvou atomi dusiku, které zapticinuji odtah elektront a tim
snizuji miru delokalizace. To ho ¢ini relativné inertnim vaci elektrofilni substituci, ale
nachylnym k nukleofilnimu ataku. Snadno se substituuje v poloze 2 a 5 za vzniku riznych
derivatl. Je relativné stabilni ve vodnych roztocich kyselin, ale mize podléhat Stépeni ve

vodnych roztocich bazi. !

Obrizek 2: Cislovani thiadiazolového kruhu

1,3,4-thiadiazolovy kruh je bioisosterem pyridazinového kruhu, ktery se vyskytuje
ve vyznamnych 1é¢ivych latkach. Kromé toho se thiadiazolové derivaty vyznacuji vysokou

stabilitou in vivo a nizkou toxicitou vii¢i vy$$im organismam.>

Vyvoj syntézy 1,3,4-thiadiazoli se poji s objevem fenylhydrazinti a hydrazinti na
konci 19. stoleti. Od té doby bylo vyvinuto nemalé mnozstvi metod vedoucich k pfipravé
1,3,4-thiadiazolu. Heterocyklus 1lze =ziskat obecnymi zplsoby jako je cyklizace
acylhydrazinti (v€etné diacylhydrazinii a monoacylhydrazint) nebo transformaci z 1,3,4-
oxadiazoll (Obrazek 3). Syntézu také mizeme provadét z thiohydrazini, které zahrnuji

thiosemikarbazidy, thiokarbazidy, dithiokarbazaty, thioacylhydraziny a bithioureazy.
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H H
R1)LN/N R2 e R1)J\ N RZ

Diacylhydrazin
I \

R1)J\H/NH2

N—N N—N
I\ - /N
T R1/<S)\R2 R1/<O)\R2
0 1,3,4-oxadiazol
NH
R1)J\N’ 2
H
Acylhydrazin

Obrazek 3: Obecné schéma ptipravy 1,3,4-thiadiazolu
1.1 Syntéza z acylhydrazini

1,3,4-thiadiazoly = mohou byt  pfipraveny  pomoci  sulfidace  pftislusného
1,4-dikarbonylového nebo acylového prekurzoru za pouziti thionacnich €inidel, jako je P4Sio
nebo Lawessonovo ¢inidlo. Tyto metody jsou vSak bézné spojeny s drsnymi podminkami

nebo tvorbou vedlejsiho produktu.®

1.1.1 Hydrazidy

V poslednim  desetileti bylo prozkouméano nékolik typl ,one-pot® syntéz
1,3,4-thiadiazold, u kterych by se dalo ptedejit zdlouhavé vicekrokové piipravé. Prvni typ
»one-pot syntézy 1,3,4-thiadiazolu vychazi ptimo z karboxylové kyseliny a hydrazidu za
pouziti propylfosfonanhydridu (T3P) (Obrazek 4a), ktery plsobi jako dehydratacni
a parovaci Cinidlo. Ve vétSin€ ptipadii mély reakce vysoké vytézky a byly tolerantni k Siroké
Skale funk¢nich skupin; v produktu se vSak nachazelo malé procento vedlejSiho produktu
1,3,4-oxadiazolu (3—5 %), ktery byl snadno odstranén rekrystalizaci nebo sloupcovou

chromatografii.*

Druhy typ syntézy spoc¢ivd v mikrovlnném ozafovanim (MW) hydrazidi (Obrazek
4b). Razné aromatické a heterocyklické hydrazidy dobte reagovaly s triethyl ortoformiatem,
triethyl ortopropionatem a triethyl ortobenzoidtem za ucinku thioniza¢niho cinidla
P4S10/AL203. Reakce probihd za plsobeni katalyzatoru Nafion NR50, ktery diky absorpci

mikrovlnného zafeni urychluje priibéh reakce.’
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i . j\ \H T3P, TEA /z“g\
- _—
a) Ry~ ~OH R N ® T Rnebopsg R 87 Ry
5h

a: Ry = 4-Me-Ph, R, = 3-F-Ph
b: R4 = 4-CN-Ph, R, = 5-Br-pyridin-2-yl
cRy= Cyklopentyl R, = 3-Me-4-NO,-Ph

_NH; -N
HN \ N
o ;N
S -
O R 120 °C, MW
Ri / ’ R4

Obrazek 4: Syntéza 1,3,4-thiadiazolu z karboxylové kyseliny a hydrazidu

Bylo zjisténo, Ze isothiokyanaty piimo reaguji shydrazidy za vzniku
2-substituovanych 1,3,4-thiadiazoli ve vodném prostiedi a v pfitomnosti triethylaminu
(Obrazek 5a). Za stejnych podminek byla pfipravena sada 5-substituovanych
2-amino-1,3,4-thiadiazoltl za uziti dithiokarbamatu a hydrazidu ve vodé s vysokymi vytézky

(Obrazek 5b).”®

_EtN.HO N-N
reflux 78% S

S o EtsN, H,0 N-N
Ri. R +  HoN. - > Ry Y
b) 1 HJ\S 2 2 H)J\Ra reflux H/(S)\R3

R4 =Ph, 3,4-Cl,CgH3 n-Bu, PhCH; (R)-1-fenylethyl, adamantyl
R, = CCH,CH,CN, Et
R3 = Ph, PhCH; 4-MeCgH, 4-pyridine, 2-HOCgH,4

Obrazek 5: Syntéza 1,3,4-thiadiazolu z hydrazidu a sirné slouceniny
1.1.2 Diacylhydraziny

Cyklizace N,N’-diacylhydrazinii je rozSifeny zplsob syntézy 1,3,4-thiadiazoli. Tyhle
metody opét vyuzivaji thiona¢ni Cinidla (P4Sio a Lawessonovo cinidlo) v aprotickych
rozpoustédlech, jako naptiklad DMF, CH2Clz, THF, dioxan nebo toluen. Tento typ piipravy
tedy thionace diacylhydrazinu s Lawessonovym ¢inidlem (LR) s naslednou cyklizaci byl
vyuzit k pfipravé indolyl-1,3,4-thiadiazol (Obrazek 6a) a to v riznych rozpoustédlech
(THF, toluen, dioxan a xylen), pficemz nejvyssi vytézky poskytnula reakce v suchém

tetrahydrofuranu.’
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Metody syntézy za pouziti rozpoustédla jsou typicky provazeny dlouhou reakéni
dobou za vysokych teplot, nizkymi vytézky a velkym mnozstvim meziproduktd. Oproti
tomu, metody bez rozpoustédla za ptisobeni mikrovinného zaieni tomuto Casto prechéazeji
diky své jednoduchosti v provedeni. Pouziti mikrovinného zareni jako zdroj energie se
ukdzalo jako velmi vyhodné vtéto oblasti. N-acylaci 4-bromobenzohydrazidu
s myristoylchloridem byl pfipraven asymetricky N,N-diacylhydrazin, ktery byl podroben
cyklizaci s Lawessonovym c¢inidlem bez rozpoustédla za pisobeni mikrovinného zafeni,
piicemz prub¢h reakce byl velmi rychly a vznikly thiadiazol byl izolovan ve vysokém

vytézku. (Obrazek 6b).!

R, R
N 2
o H[\J/QO N’\\W/
NH LR s
R4 Ry
a) B THF, reflux N
N
N H
R, =H, Br
R, =4-N,N'-(CH3),CgH, 3,4,5-(CH30);CgH,

CisHar

00 LR, MW s
Br— ) CsH — B )< g
b) HN—N?—l_ e 13 min, 91 % -N

Obrazek 6: Syntéze 1,3,4-thiadiazolu z diacylhydrazint

Z/

1.2 Syntéza z thiohydrazina

Dalsi reakci, kterou je mozné vyuzit k syntéze 1,3,4-thiadiazold muze byt cyklizace
thiohydrazinti. Pficemz rizné derivaty thiohydrazinu mohou byt vyuzity k syntéze pestie
substituovanych heterocykli ve srovnani sjinymi metodami, coZ umoZznuje ziskat

1,3,4-thiadiazoly se Sirokym spektrem reaktivity a biologické aktivity.’!-’?

1.2.1 Thiosemikarbazidy

Mnohé syntézy 1,3,4-thiadiazoli vychazi zthiosemikarbazidu, substituovanych
thiosemikarbazidi nebo thiosemikarbazonli. Cyklizace thiosemikarbazidi vede
k 2-amino-1,3,4-thiadiazoliim, které figuruji jako klicové intermedidty v ptipravé dalSich

derivati 1,3,4-thiadiazolt.”?

Reakce spociva vacylaci na o aminoskupiné thiosemikarbazidu, vysledny

meziprodukt (substituovany thiosemikarbazid) je nasledné podroben cyklizaci v pfitomnosti
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kyselin ¢i dehydrata¢niho €inidla, napt. SOCl2, POCI3 nebo PCls (Obrazek 7). Bézné se
jako vychozi latky vyuzivaji karboxylové kyseliny a jejich derivaty, jako jsou estery,
halogenidy nebo anhydridy, ¢i nitrily, které v reakci s thiosemikarbazidy tvoii vyznamné

5-substituované derivaty.6%6%70

H+
o = .~ H O> N-N
+ HN, U s NN M I\
R1)J\OX 2 H NH, \H/\H) R, HZNXS)\FQ
S
Obrazek 7: Mechanismus cyklizace thiosemikarbazidu

Reakce  karboxylové  kyseliny a  thiosemikarbazidu  poskytuje ftadu
mono- a dicyklickych substituovanych derivati 2-amino-1,3,4-thiadiazolti s vysokymi

vytezky.!!

0 j\ POC,, reflux

N—N
+  H,.N. > &
R1)kOH ? N™ NH, 80°C,0.5h R1/<s)\NHz
Obrazek 8: Syntéza substituovaného 2-amino-1,3,4-thiadiazolu z karboxylové kyseliny

Substituované  nitrily v pfitomnosti  trifluoroctové  kyseliny  reaguji
s thiosemikarbazidem za vzniku substituovanych 2-amino-1,3,4-thiadiazoli, které se dale
mohou vyuzit jako intermedidty pro syntézu chinolinovych hybridnich molekul ¢i

imidazothiadiazolovych derivatt.'>!?

S TFA /E*':‘
_ /
R(—C=N + H,N —
1 2 \HJLNHz 80 °C Ry S)\NHZ

Obrazek 9: Syntéza substituovaného 2-amino-1,3,4-thiadiazolu z nitrilu

Oxidativni cyklizaci 1ze ziskat substituované 2-amino-1,3,4-thiadiazoly a to reakci
aldehydti s thiosemikarbazidy. Jako oxida¢ni ¢inidlo se pouZiva napf. PhI/H>O,'¥,
2,3-dichloro-5,6-dikyano-1,4-benzochinon (DDQ)' ¢&i terc-butyl hydroperoxid (TBHP),
kdy pravé posledni zminény TBHP se ukazal jako nejefektivngjsi (Obrazek 10a)'S.
U aldehydi byla pozorovéana tvorba intermedidtli v podob& hydrazonu, ktery se nasledné
cykli piisobenim oxida¢niho ¢inidla (naptiklad FeCls) na zddany 2-amino-1,3,4-thiadiazol

(Obrazek 10b).!7-18
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o 3 TBHP N-N
I\
a) RJ\H * HZN‘”J\NH2 - R/QS)\NHz
o] S EtOH 8 FeCl, N-N
HoN. RN, R
b) R)J\H + 2 H/U\NH2 5% CH,COOH N2 H NH, R/QS)\NHZ

Obrazek 10: Syntéza substituovanych 2-amino-1,3,4-thiadiazolii z aldehydu
1.2.2 Thiohydrazidy

Thiohydrazidy maji podobnou chemickou strukturu jako thiosemikarbazidy s rozdilem
absence o aminoskupiny a diky tomu se mohou vyuzivat v podobnych metodach ptipravy
thiadiazoli. Postup spociva ve vytvofeni hydrazonu reakci s aldehydem a nasledné

cyklodehydrogenace. Produktem cyklizace je 2,5-disubstituovany 1,3,4-thiadiazol."”

S HN-N -
PhCHO K2S,03 N-N
NH, —m—> ph_< “~Ph — I\

Obrazek 11: Syntéza difenyl-1,3,4-thiadiazolu z thiohydrazidu

Vznik thiadiazolového kruhu lze vysvétlit deprotonaci thiohydrazidu a naslednym
intramolekularnim atakem thioldtového aniontu na atom uhliku iminové skupiny, pfi¢emz

dochazi k odstépeni vodiku po pienosu protonu. '

1.2.3 Bithiomoc¢ovina

BithiomocCovina mtize byt jednoduse pfipravena reakci isothiokyanatu a hydrazinu
(Obrazek 12a). Naslednou cyklodehydrataci vzniké 2,5-diamino-1,3,4-thiadiazol, ktery je
vyznamny pro piipravu dal§ich substituovanych derivatl. V reakci dochazi
k intramolekularnimu ataku 2-thiolu a néaslednému odstépeni HS skupiny (Obrazek 12b).
Ptipravou thiadiazoli z bithiomoCoviny je mozné ziskat N,N -disubstituované

2,5-diamino-1,3,4-thiadiazoly.?
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S

H
2R-N=C=S + H,N-NH, ——» RHNJ\N’NTNHR
a) ~— Ho L
HN-NH HN-N s N-N
S=(/)~NHR <——= RHN——~D)—NHR ———> RHN/QS%NHR
b) NH'S SHS
R

Obrazek 12: Syntéza 1,3,4-thiadiazolu z bithiomoc¢oviny
1.3 Biologicka aktivita

Thiadiazol je povazovan za vyznamnou slozku Siroce vyuzivanou ve vyzkumu jako zékladni
prvek pro lé€iva. Mnohé slouceniny obsahujici thiadiazolovy kruh vykazuji Siroké spektrum
biologickych vlastnosti, coz zahrnuje antibakteridlni, antimykotické, antiparazitni,
antivirové, antidiabetické, antioxidacni a protirakovinné t¢inky, kterych se vyuziva zejména
v medicindlni chemii a ve farmaceutickém primyslu.? 1,3,4-thiadiazolovy kruh poskytuje
slou¢enindm vysokou lipofilitu a schopnost vytvafet mezoiontové systémy s oblastmi
kladnych a zapornych nabojt. Tyto odlisné vlastnosti umoziuji mezoionickym slou¢eninam
prochdzet bunéfnou membranou, coz vede k dobré perordlni absorpci, biologické

dostupnosti a interakcim s biologickymi molekulami (napi. DNA nebo proteiny).5> 3

1.3.1 Antibiotika a antimykotika

Rada bakterii a mikroskopickych hub je schopna si vytvéfet rezistenci proti mnoha druhiim
1é¢iv, diky mutaci svych genti nebo ziskani genu od jiné bakterie. Kviili tomu vyvoj novych
antimikrobidlnich latek klesa a je nutné hledat feSeni k usnadnéni vyvoje novych latek. Proto
je syntéza novych léCivych latek s modifikaci jejich zékladni struktury klicova k zastaveni
aktivity  bakterii a plisni. Mezi nejzndméj$i  komeréni  1é€iva  obsahujici

1,3,4-thiadiazol patii cefazolin a cefazedon, antibiotika plisobici na bun&¢nou sténu.*

H
N7 N N H = H
L /»/ - S N i H
N=N W/N LS

o) s s oA~/ :

=
© Y )—Me cl j;N N_S_S
N-N

O~ "OH

Obrazek 13: Cefazolin (vlevo) a cefazedon (vpravo)

Moshafi a jeho vyzkumna skupina zkoumali né¢kolik sloucenin 1,3,4-thiadiazolu pro
jejich aktivitu proti Helicobacter pylori difuznimi diskovymi testy. V mnozstvi 0.5 pg

slou€enina I vytvofila inhibi¢ni zoénu o priméru 30.9 mm, pétkrat vétsi nez pozitivni kontrola
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metronidazolu. Ve vyssi davce 8 mg byla slouc¢enina II vyhodnocena jako nejucinnéjsi
derivat sinhibi¢ni zénou o priméru 40 mm u kmenl citlivych i rezistentnich vici

metronidazolu.?!

Thiadiazolové derivaty amantadinu maji mirnou antimikrobialni aktivitu, zejména
proti grampozitivni bakterii Bacillus cereus. Sloucenina III se vSak vyznacuje vyraznou

aktivitou proti kvasince Candida albicans, vytvatejici inhibiéni zénu o priméru 18 mm.?

Derivaty nitrofuranu (IV) vykazuji dobrou aktivitu proti bakterii Mycobacterium
vrozmezi 0.78-3.13 pg/ml. Proti M. tuberculosis také vyrazné uCinkuji slouceniny

obsahujici nitroimidazol (V), u kterych se MIC pohybuje v rozmezi 0.78-1.56 pg/ml. >
Neékteré thiadiazoly disponuji také antimykotickymi ucinky, ¢emuz se veénoval
Camoutsis a jeho vyzkumnd skupina. V porovnani s komerénim fungicidem bifonazol

vykazovaly produkty jeho studie silnou aktivitu proti vSem testovanym druhtim. Sloucenina

Cvwr

v rozmezi 1.79-3.58 x 10 pmol/ml, ale i jako vyznamné antibiotikum s MIC v rozmezi

0.89-1.79 x 10 pmol/ml.?*

N-N

N A Sy oN_o_ )N
IS Ty JRENI|
oN _so, NS
1 I H
m

N-N o- | o-
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Obrazek 14: Slouceniny s antibakteridlnimi u¢inky
1.3.2 Antivirotika

Viry zplisobuji mnohé zavazné onemocnéni lidského organismu, jako je chiipka, hepatitida
B, spalnicky nebo syndrom ziskané imunitni nedostatecnosti (AIDS), a také se mohou
podilet na vyvoji rakoviny. Virova rezistence stale stoupa kvili genovym mutacim a
dlouhodobou [é¢bou antivirotiky. Mnohd antivirotika také mohou zpiisobovat vedlejsi

ucinky. Z tohoto divodu se vyzkumné tymy zabyvaji vyvojem antivirotik s vysokou
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ucinnosti a nizkou toxicitou, a pravé 1,3,4-thiadiazoly se jevi diky svym farmakologickym

vlastnostem jako vhodné slougeniny pro jejich piipravu.®!

Zidovudin (VII), antivirotikum pouzivané proti viru HIV zpiisobujici AIDS, je
nukleosidovy analog, ktery brani viru v mnoZzeni. Thiadiazol je bioisosterem pyrimidinu, coz
je dulezita cast nukleosidu, a proto lze predpokladat, ze thiadiazoly budou mit i antivirové
ucinky. A opravdu se ukdzalo, ze n¢které slouceniny vykazuji silny Gc¢inek proti replikaci
viru hepatitidy B (HBV), s vyssim ICso nez u znamého 1é¢iva lamivudin. Slouc¢enina VIII

také vyznamné inhibuje sekreci HBV antigenu HBeAg.?

Obrazek 15: Slouceniny s antivirovymi G¢inky
1.3.3 Cytostatika

Mnoho cytostatik vyuzivajici se k 1é¢bé rakoviny obsahuji heterocyklické slouceniny,
véetné thiadiazolli. Schopnost thiadiazolii cilit na DNA by vysvétlovala potencidlni
protirakovinny Ucinek, jelikoz nekontrolovatelnd replikace DNA a déleni bunék je
charakteristické pro nadorové onemocnéni. Navic jsou heteroatomy thiadiazolu schopny
vytvafet nevazebné interakce, napf. vodikové vazby, s kindzami, které se podileji na

nadorovém bujeni. %

Yang a jeho vyzkumna skupina syntetizovaly fadu sloucenin obsahujici
1,3,4-thiadiazol (IX) jako silny inhibitor epitelidlnich bun€k adenokarcinomu prsu (MCF-7)
a plic (A549) in vitro s hodnotami ICso 0.28 pg/ml! a 0.52 pg/ml!. Bliz§i vyzkum potvrdil

také inhibici polymerace tubulinu, klicového kroku pii déleni buiiky.?

Dimetyl [1,1 -bifenyl]-2,2"-dikarboxylat (a-DBD), odvozeny od ptirodniho produktu
schisandrin C, ma dialkoxybifenylovy skelet, ktery vykazuje protinddorovou aktivitu.
Za ucelem zlepSeni vlastnosti téchto derivati byly navrZeny slou€eniny obsahujici
alkoxybifenylovy skelet a také 1,3,4-thiadiazolovy kruh. Pfikladem je sloucenina X, ktera

vykazovala silnou aktivitu vici nékolika nddorovym bunéénym liniim, véetné builkdm
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jaterniho karcinomu HepG2, KB karcinomu, karcinomu plic A549, erytromyeloblastoidnim

leukemickym buitkdm K562 a buiikdm karcinomu prsu MCF-7.?

O
(0]
N-N o

/ \ N /«\ \éo
/®/< )\\\\©\ ( O COOMe \\©\N02

Obrazek 16: Slouceniny s cytostatickymi ucinky
1.3.4 Inhibitory karboanhydraz

Karboanhydrazy (CA), enzymy nachazejici se v oku, katalyzuji reverzibilni hydrataci oxidu

uhlic¢itého na hydrogenuhlicitan a jsou soucasti mnohych biologickych drah.

CA

H,O + CO, H* + HCO4

Obrazek 17: Reakce katalyzovana karboanhydrazou

Jejich izoenzymy jsou terapeutickymi cili v 1é€bé fady onemocnéni, jako jsou edémy,
glaukom, obezita, rakovina, epilepsie nebo osteopordza. HCO;3™ anionty jsou zodpovédné za
ptisun sodnych kationtii do oka, kde tvoii vodny mok. Inhibitory CA, jako jsou acetazolamid
a methazolamid, snizuji koncentraci HCO3", a tim i tok sodnych kationtli a vody do zadni

komory oéni, coz vede ke sniZeni produkce vodného moku a sniZeni nitroo¢niho tlaku.*3

Me

o N-N 9
H:ic:J\|\1/MS>\('S)'_NH2 )J\ J\ %S NH,
H H3C

Obrazek 18: Acetazolamid (vlevo) a methazolamid (vpravo)
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2 SUPRAMOLEKULARNI CHEMIE

Supramolekularni chemie je obor zabyvajici se nekovalentnimi vazebnymi interakcemi
molekul. Jean-Marie Lehn, nositel Nobelovy ceny za chemii a jeden z pfednich chemikt
v tomhle oboru, definoval supramolekuldrni chemii jako “chemii molekuldrnich sestav
a intermolekularnich vazeb*.>> Supramolekularni chemie hraje vyznamnou roli v mnoha
biologickych procesech, jako jsou napfiklad interakce mezi enzymy a substraty, vazby
v molekulaich DNA a RNA nebo vztah mezi antigeny a protilitkami. Jednim
z nejvyznamngéjsich odvétvich supramolekulérni chemie je studium komplexi hostitel-host
(v anglictiné host—guest), které maji Siroké vyuziti v nanotechnologiich, biomediciné

¢i analytické chemii.’”-®

2.1 Hostitel-host komplexy

Od poloviny 20. stoleti se supramolekularni chemie makrocyklickych molekul (hostitelit)
tés1 velkého zajmu napfi¢ vyzkumnymi tymy v oblasti chemie a biochemie. Prvni tvorbu
komplexu hostitel-host popsal Pedersen vroce 1967, ptfiCemz selektivni rozpoznavani
kationtl alkalickych kovt jako hostli bylo provedeno pomoci tzv. crown etherti (Obrazek
19), které jsou povazovany za prvni makrocyklické hostitele pouzité v supramolekuldrni

chemii komplexi hostitel-host.*®

Obrazek 19: Crown ether, 18-crown-6

Na rozdil od b&ézné organické chemie, ktera se hlavné zabyva kovalentnimi vazby,
studium hostitel-host komplexi se vénuje nekovalentnim interakcim. Mezi nekovalentni
vazby patii zejména elektrostatické, hydrofobni ¢i n-w interakce nebo Van der Waalsovy sily
a jedna se o slabsi a reverzibilni typ vazeb.* Proto nekovalentni vazby piedstavuji nékolik
vyhod, jako je snadny proces budovani supramolekularnich struktur, pti kterém se predchazi
vicekrokovym syntézam a slozitému procesu purifikace. Takové metody jsou Casto efektivni

a Setrné k Zivotnimu prostiedi. Slabé a dynamické interakce také umoznuji reverzibilitu
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a rekonstrukci supramolekuldrnich systémi s nizkymi energetickymi naklady, coz se
vyuzivéa k recyklaci a ,samoopravé* supramolekularnich materialti po vné€jSim mechanickém

poskozeni.*

Obrazek 20: Struktura hostitel-host komplexu

V komplexu hostitel-host je hostitel obvykle vétsi molekula disponujici rozsdhlym
otvorem ¢i kavitou, ktera predstavuje vazebné misto pro hostujici molekuly. Mezi
nejvyuzivanéjsi slouceniny pro hostitelské molekuly patfi cucurbit[z]urily, cyklodextriny,
pillar[n]areny, calixareny ¢i jiz zminéné crown-ethery. Dle selektivity danych hostitelil
mohou jako hostujici molekuly figurovat jak anorganické latky (napf. ionty) tak predevS§im
organické slouCeniny jako jsou naptiklad hormony, neurotransmitery a uhlovodiky.
V takovych komplexech je hostujici molekula ¢astecné ¢i zcela zapouzdiena do dutiny
hostitelské molekuly. Proto je pfi tvorbé komplext hostitel-host zdsadni kompatibilita
velikosti a tvaru jednotlivych molekul. Vzajemna orientace hostitelské a hostujici molekuly
je dana specifickymi (nekovalentnimi) interakcemi, které probihaji mezi rozpoznavacimi

misty makrocyklickych hostitelti a funk&nimi skupinami hostujicich molekul.*

Termodynamickou stabilitu komplexu hostitel-host v daném rozpoustédle a pii dané
teploté¢ vyjadiuje vazebnd konstanta K. Jednd se o bezrozmérnou veli¢inu, ale Casto se
vztahuje na jednotku objemu na latkové mnozstvi (dm® - mol'). Stanoveni vazebné
konstanty je hlavni metodou pro zjisténi afinity komplexu, a proto ma zasadni vyznam
v supramolekularni chemii. Spektralni metody, které je mozné vyuzit ke studiu
supramolekuldrnich systému jsou piedevsim nukledrni magnetickd rezonance, hmotnostni

spektrometrie, isotermalni titra¢ni kalorimetrie, spektrofotometrie a dalsi.>
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2.1.1 Vyuziti komplexi hostitel-host

Supramolekularni chemie a konkrétné komplexy hostitel-host jsou Siroce vyuZzivany
v oblasti podavani 1€¢iv. I kdyz za posledni stoleti bylo vyvinuto mnoho protinadorovych
1éCiv, efektivni 1éCba rakoviny se stile potykd se znacnymi obtizemi kvuli UCinnosti
podavani 1€kd. Napiiklad hydrofobni 1é¢iva jsou obecné malo rozpustnd ve vodnych
roztocich, coz zna¢n& omezuje jejich vyuZitelnost v biologickém prostiedi.*! Ptes to, Ze
mnoho nov¢ vyvinutych 1€¢iv vykazuje velky potencial pro l1é¢bu rakoviny, vice nez
polovina takovych latek ma nizkou rozpustnost ve vodé. Kromé toho necilené podani 1é¢iv
muze zpusobit fadu vedlejsich efektii a poskodit zdravé tkan€. V ramci supramolekularni
chemie je dulezitym vyuzitim zvySeni rozpustnosti daného 1é¢iva ve vod¢é a zaroven
zachovani biologické aktivity, c¢ehoz mize byt docileno pomoci rozpustnych
makrocyklickych molekul. Tvorbou takovych komplexl je navic mozné chranit molekuly
lé¢iv pted chemickymi reakcemi a fotochemickou ¢i termickou degradaci v biologickém

prostiedi.*

Regulace chemické aktivity je dalezitd v mnoha chemickych reakénich systémech,
jako jsou kaskadové reakce a procesy prenosu signdlu. V pfirodé jsou tyto procesy
regulovany pomoci enzymil. Aktivita téchto katalyzatorti je sama o sobé modifikovanad, aby
tyto reakéni systémy reagovaly na vnéjsi signaly, zmény v hladindch substratli nebo zmény
prostiedi. Podobnou roli by mohly hrat i1 syntetické katalyzatory v chemickych reak¢nich
systémech, kde je regulace katalytickych funkci kli¢ova pro G€innou ¢asovou a prostorovou
kontrolu nad chemickymi zménami, aniz by dochazelo k vytvafeni vedlejSich reakénich
drah. V posledni dobé byla zaznamenana regulacni ¢innost syntetickych katalyzatori, které
funguji na principu tvorby komplext hostitel-host. Cucurbit[7]uril byl Gspé€$né pouzit
ke zméné aktivity Ctyf riiznych organickych katalyzatorti a jednoho inicidtoru, coz umoznilo
zvysit nebo snizit reakéni rychlost. Katalytickou aktivitu 1ze béhem reakce ptepinat pfidanim
hostitelské molekuly nebo kompetitivni vazebné molekuly. Celkové se tento typ systémul

reagujici na vn&jsi signaly ukazuje jako slibny nastroj pro fizeni katalytické aktivity.*?

2.2 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou makrocyklické slouceniny pattici do skupiny klecovych molekul,
které se vyznacuji pfitomnosti stabilni hydrofobni kavity ve své struktufe, kterd umoziuje

zachytit a zapouzdfit jiné molekuly. Ziskédvaji se enzymatickou degradaci Skrobu pomoci
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enzymu cyklodextrin glukosyltransferaza, ktery S$tépi amylézu, linearni polysacharidy

Skrobu. #

Primary rim
- (Cg-Ol1D)
Hydrophilic 1
surface .

OH
HO Hydrophobic cavity
OH

OHO

L
Secondary rim
(C,-OH and C;-OH)

n=1 a-CDs
n=2 B-CDs
n=3 y-CDs

Obrizek 21: Obecna struktura cyklodextrinu®’

Cyklodextriny jsou slozeny z jednotek a-D-glukopyranosy spojené glykosidickou
vazbou. Podle poctu glukozovych jednotek rozliSujeme zejména a-cyklodextriny
(6 jednotek), B-cyklodextriny (7 jednotek) a y-cyklodextriny (8 jednotek), které se v praxi
vyuzivaji nejvice. Jejich molekula ma tvar piipominajici kuzel, kde hydroxylové skupiny
glukézovych jednotek jsou orientovany smérem ven v Usti obou konct. Cyklodextriny
nasledné¢ mohou byt chemicky modifikovany, zejména substituci na hydroxylovych
skupinach, aby se zvysila jejich rozpustnost, vazebnost a selektivita.** Mezi hostujici
molekuly cyklodextrinii patfi mensi organické molekuly, kationty i anionty®, proteiny*®

nebo polymerni fetézce®®7.

2.3 Pillar[n]areny

Pillar[n]areny (zkracené pillareny) jsou relativné nové makrocyklické hostujici molekuly.
Strukturné jsou si blizké se zndmymi calixareny, jedna se o slouceniny obsahujici
p-hydrochinonové jednotky spojené methylenovou vazbou, které se lisi v uspotadani
v molekule. V pillarenech jsou methylenové mustky uspofadany v poloze para, zatimco
v calixarenech se nachéazi v poloze meta (Obrazek 22). Tenhle rozdil se nasledné projevuje
ve tvaru kavity, a tedy 1 vlastnosti hostitelsk¢ molekuly, coz dava pillarenim jedine¢né

hostitelské schopnosti ve srovnani s calixareny.5*®
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Obrazek 22: Obecna struktura pillarent (vlevo) a calixarenti (vpravo)

Pillareny ve své struktuie obsahuji substituovana benzenova jadra. Pfitomnost
aromatického kruhu v dutiné umoznuje pusobeni n-n interakci, pokud se jedna o hostujici
latku s aromatickym jadrem, nebo C-H interakci mezi hostitelem a jakoukoliv hostujici
slouceninou. Pillareny se obvykle vyskytuji v jedné konformaci (cylindricka struktura),
coz predstavuje vyhodu v tvorbé komplexi, jelikoz je dutina v tomhle ohledu stabilni

a jednoduse miize vézat cilené molekuly.*’

OR
OR — :

/;k/ N\ // X\\ OR

: J ORO RO\RO \v,& P[5]A P[6]A P[T]A
RO O \

OR
OR
Pillar[n]arenes (P[n]A) P[8]A P[9]A P[10]A

Obrizek 23: Obecna struktura a ilustrace tvart pillaren®
2.4 Calix[n]areny

Calix[n]areny (zkrdcené calixareny), jak uz bylo zminéno, jsou strukturné¢ podobné
pillareniim (Obrazek 22). Obvykle se pfipravuji reakci p-substituovanych fenold
a formaldehydu za tvorby fenolovych jednotek spojenych methylenovymi mustky v pozici
meta. Calixareny se sudym poctem jednotek (n =4, 6 a 8) se syntetizuji a purifikuji mnohem
jednoduseji nez ty s lichym poctem jednotek (n = 3, 5 a 7), a proto jsou vice zkoumany.
Oproti pillarenim se calixareny mohou vyskytovat v riznych konformacich, a rozméry
jejich dutin jsou tak proménlivé.”® Spodni okraj obsahuje fenolovy kyslik, a ma tedy
hydrofilni vlastnosti, zatimco horni okraj je hydrofobni diky pfitomnosti methylovych
skupin. Hostujici molekuly se tak mohou navézat po obou okrajich kavity. Mezi takové

molekuly patfi malé organické slouCeniny, ionty, sacharidy nebo proteiny.
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Sulfonaci na okrajich calixarenti se d4 dosdhnout lepsi rozpustnosti ve vodé, coz rozsiiuje

jejich vyuziti i v polarnich rozpoustédlech, a tedy i v biomedicing.>!

|
OH OH oH HO

Obrazek 24: Tvar molekuly calix[4]arenu (vlevo) a calix[6]arenu (vpravo)
2.5 Cucurbit[n]urily

Cucurbit[z]urily (CB[r]) jsou syntetické molekuly, které se pfipravuji kondenzaci
glykolurilu a formaldehydu.>® I kdyz byla syntéza t&chto slou¢enin objevena uz pied sto lety,
hlavni zastupci cucurbit[z]urild byli izolovani a identifikovéni relativné nedavno.
Cucurbit[n]urily se skladaji z glykolurilovych jednotek spojenych dvéma methylenovymi
mustky a podle poctu téchto jednotek rozliSujeme zejména CB[5], CB[6], CB[7] a CBJ[§]
(Obrazek 25). Molekuly cucurbit[z]urili se vyznacuji svym tvarem piipominajici dyni.
Jejich kavita je rigidni a ma nepolarni hydrofobni povahu. Na portilech se nachazi
karbonylové atomy kysliku nesouci zaporny parcialni naboj, které mohou prostiednictvim
iontové-dipolovych interakci vézat kladn& nabité molekuly.® Rizna velikost portdlu
a kavity napfic zastupci cucurbit[z]urill se odraZi v jejich selektivité ; rozméry kavity CB[5]
jsou dost malé a tento homolog neni schopen tvofit inkluzni komplexy, jeho komplexy jsou
tedy omezeny pouze na interakce portald s kationty, kavita CB[6] dokaZe hostit pfedevsim
alkyl (di)amonné ligandy, zatimco CB[7] mtze vazat vétSi molekuly, které jsou pro CB[6]
ptili§ velké (napf. adamantany, bicyklo[2.2.2]oktany nebo naftaleny). CB[8] je schopen
hostit 1 vétsi klecové uhlovodiky ¢i dokonce dvé planarni molekuly tim, Ze vytvoii komplex

hostitel-host v poméru 1:2.54

V¢étsi homology CBJ[#] jako je CB[7] a CBJ[8] se pro konstrukci molekulovych stroja
vyuzivaji hojnéji, nebot’ vy$§i rozméry kavity dovoluji vétSi rozmanitost ve vybéru
hostujicich molekul. Naproti tomu vybér vazebnych motivl pro CB[6] je znacné limitovan
na alkylové fetézce. Z téchto diivodu vyuziva velka ¢ast publikovanych supramolekulérnich

systému prave tyto vétsi makrocykly.
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4/{»\./\,3\ v{«-kx\, j\( ;\;& VIR B OIS
ARG R R
n=5, V=82 A3 n=6, V=164 A’ n=7, V=279 A} n=8, V=479 A’

Obrizek 25: Struktura vybranych zastupct cucurbit[z]uril

2.5.1 Supramolekularni systémy s CB[n]

Cucurbiturily se mohou vyuzit jako tvz. ,gating agents™ neboli kontrolni prvky, které
umoznuji ¢i blokuji vazbu hosta na hostitelskou molekulu. Diky vysoké afinité vici
alifatickym aminiim se CB[6] hodi ke konstrukci rtiznych rotaxant a pseudorotaxant, kde
alkylaminy pfedstavuji osu a CB[6] prstenec.’® Takové komplexy lze vyuzit jako

nanoventily k fizenému uvoliiovani latek z mezoporéznich kifemicitych nanocastic (MSN).

Stabilita komplexti CB[6] s diaminoalkany je zejména zavisla na pH, coZ umoziuje
pfipravu dynamickych supramolekularnich celkl, které lze fidit na zdkladé¢ zmén pH.
V publikovaném piikladé nanoventilli na bazi pseudorotaxanu ma hlavni vyznam interakce
CBJ6] s dialkyl bypiridinovym ligandem s karboxylovou skupinou na vedlej$im fetézci,
které se zde vyuZzivd kfizeni uvoliiovani hostitelskych molekul z porli nanocastic.
Pii neutrdlnim a kyselém pH je alifaticky fetézec ligandu tésn€ obklopen CB[6], ¢imz jsou
pory nanocastic blokovany. ZvySenim pH dochazi k deprotonaci karboxylové kyseliny, coz
vede ke spontanni disociaci CB[6], vlivem repulze mezi aniontem a portaly CB[6],
a uvolnéni molekul z nanopért.’® Vzhledem k silné interakci CB[6] s ligandem ve vodném
prostiedi se tento model rozpoznavani ukazal slibny pro vyvoj mechanizovanych nanocastic
pro biologické aplikace.?! Kim a jeho vyzkumné skupina také popsaly vyuziti fluorescence
a barvenych zmén pro konstrukci molekularnich spinaci, které funguji na principu pohybu

makrocyklu mezi dvéma misty ligandu na zakladé vnéjsich podnétd. >
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B[7] disponuje diky své velikosti vEtSi variabilitou pii vybéru hostitelskych
molekul, v porovnani s CB[5] ¢i CB[6]. I pfes to, ze CB[7] ma pro své vlastnosti Siroké
vyuziti, studiu molekuldrnich systému na bazi CB[7] pfimo fizené fotoizomeraci se
doneddvna vénovala jen hrstka vyzkumnych tymi, jelikoz jejich schopnost vazat
fotochemicky aktivni latky byvad pomérné nizka. CB[7] vSak dokaze efektivné tvofit
komplexy s viologenovymi molekulami (Obrazek 27, modie), které lze rozsitfit dalSimi
fetézci. Klicovym krokem syntézy takového supramolekularniho systému je v€lenéni
molekuly azobenzenu (Obrazek 27, cervené), ktery zménou své konfigurace pii
fotoizomeraci tidi pohyb CB[7]. Fotoizomerace azobenzenové jednotky z trans na cis vede
k ¢aste¢nému omezeni pohybu a zpisobuje, ze se CB[7] spise koncentruje u viologenovych

¢astech molekuly.*?

Obriazek 27: Schéma supramolekularniho systému ¥izenym UV zafenim*

B[8] se vyznacuje unikatni vlastnosti komplexace dvou molekul zaroven, ¢imz
tvoii ternarni systémy. Tenhle motiv je Siroce pouzivany jako propojujici jednotka mezi

dvéma molekulami, napt. peptidy a proteiny, polymery nebo komplexy, kde dochézi
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k ptfenosu ndboje. Redoxné-aktivni viologeny jsou atraktivnimi molekulami pro
supramolekularni systémy, a zatimco s - a y-cyklodextriny vykazuje methylviologen
(MV?") jen slabé interakce, s CB[8] snadno tvoii komplexy 1:1. Zajimavé je, Ze i pies
moznost kavity CB[8] vazat dvé molekuly MV?", nebyla tvorba komplexu 1:2 zaznamenana
pro viologeny v zakladnim stavu. Misto toho bylo mozné navazat do kavity jiného hosta;
aromatickou molekulu bohatou na elektrony, jako je 1,4-dihydroxybenzen nebo
2,6-dihydroxynaftalen. Terndrni komplexy vznikaji vyhradné pfi smichani jejich slozek
v poméru 1:1:1 a je tieba podotknout, ze samotné molekuly neutralnich hosta by se do CB[§]
nevézaly bez ptitomnosti MV?*, Tim se da fict, Ze hlavni hnaci silou pro zaélenéni druhého

hosta je pfenos naboje mezi elektronové-bohatym hostem a elektronové-deficitnim MV?* 34

CB(g]
i ——

I
NO-OF Nesn (V2" - HN) C CBe]
MV HN

Obrizek 28: Schéma supramolekulérniho systému s CB[8]*
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II

EXPERIMANTALNI CAST
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3 POUZITE PRISTROJE

Pro analyzu produkti reakci byla vyuzita nuklearni magnetickd rezonance provadéna na
pristroji JEOL JNM-ECZ 400R/S3 pracujiciho pfi frekvenci 399,78 MHz pro 'H. Jako
inertni standardy byla pouZita rozpoustédla 'H: §(DMSO-ds) = 2,50 ppm a 8(D20) = 4,75
ppm. Pro zapis signali z NMR spekter byly pouzity nasledujici zkratky: s (singlet), d
(dublet), t (triplet), q (kvartet), sep (septet).

Kvalitativni analyza reak¢nich smési a pfipravenych latek byla provadéna pomoci
plynového chromatografu spojeného s hmotnostnim spektrometrem vybavenym
kvadrupélovym hmotnostnim analyzatorem (Shimadzu, GC-Q-MS QP2010, Japonsko)
anebo pomoci plynového chromatografu spojeného s hmotnostnim spektrometrem
vybavenym trojitym kvadrupolovym hmotnostnim analyzatorem (Shimadzu, GC-QqQ-MS
TQ2030, Japonsko). Plynovy chromatograf (GC-Q-MS) byl vybaven kolonou EQUITY 1
(30 m x 0,32 mm x 1,0 pm) nebo v ptipadé GC-QqQ-MS kolonou SH-I-1MS (30 m x 0,25
mm x 0,25 um). Pro veskeré analyzy byl zvolen nésledujici teplotni program: 100 °C 7 min;
(30 °C-min ') 250 °C 20 min s teplotou nastiiku 250 °C. Nosnym plynem bylo He, iontovy
zdroj: 200 °C, 70 eV. Ve vypisech signali z hmotnostnich spekter jsou uvedeny hodnoty
signali s relativnim zastoupenim nejméné 5 %, vyjma molekulovych ionti. Hodnoty intenzit

vybranych fragmentl jsou uvedeny v zévorce za hodnotou m/z.

ESI-MS experimenty byly provadény na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti
amaZon X (Bruker Daltonics) za pouziti elektrospreje jako iontového zdroje. Méteni byla
provadéna v pozitivnim skenovacim modu. Do iontového zdroje byly vzorky pfivadény
v podobé roztoku kovovou kapilarou pti konstantnim pratoku 3 pl-min—1. Ostatni parametry
byly nésledujici: koncentrace 0,5 mg-ml-1, rozpoustédlo H2O, napéti na kapilare —4,2 kV,
napéti na konci kapilary 140 V, teplota suSiciho plynu 220 °C, prutok suSicitho plynu
6 dm*-min"!, tlak rozpraSovaciho plynu 55,16 kPa. Jako susici a rozprasovaci plyn byl pouzit
dusik. Tandemova hmotnostni spektra byla, po izolaci vybraného iontu, méfena za pomoci

kolizn¢ indukované disociace (CID), pficemz jako kolizni plyn bylo pouzito helium.

Modely ligandii a komplexti byly vytvofeny a optimalizovany pomoci softwaru xTB

(verze 6.6.1) na GFN2 trovni ve vakuu.
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4 PROVEDENE SYNTEZY

4.1 Syntéza substituovanych 2-amino-1,3,4-thiadiazolovych ligandu

z monokarboxylovych kyselin

0,4 g thiosemikarbazidu (0,0044 mol) bylo navazeno do 25 cm? bariky, do které bylo ptiddno
0,25 cm?® kyseliny octové (0,0044 mol). Po promichani byl ptidan 1 cm?® POCl; a smés se
zahtivala na olejové lazni o teploté 90 °C po dobu 1 hodiny za inertni atmosféry a stalého
michani na magnetické michadce. Poté bylo piidano 5 cm?® destilované vody a smés se
zahtivala dal$i hodinu. Po ochlazeni reak¢ni smési na pokojovou teplotu probéhla alkalizace
amoniakem, pfi¢emz vznikla srazenina byla odfiltrovana na frit¢ za snizeného tlaku, promyta
vodou a vysuSena na rota¢ni vakuové odparce (RVO) (40 °C). VSechny substituované
thiadiazoly byly pfipraveny stejnym postupem, liSici se pouze pouzitou karboxylovou

kyselinou.
2-amino-5-methyl-1,3,4-thiadiazol (1)
Latka byla izolovana v podobé¢ zlutého prasku ve vytézku 0,2424 g (48 %).

\l/i,}NHz

N<
1
TH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 6,89 (s, 2H), 2,39 (s, 3H) ppm
EI-MS: 45 (9), 46 (5),47 (12), 58 (11), 59 (34), 60 (19), 74 (100), 115 (60) m/z (%)
2-amino-5-isopropyl-1,3,4-thiadiazol (2)

Latka 2 byla pfipravena identickym postupem z kyseliny isomaselné v podobé bézového

pragku ve vit&zku 0,3065 g (49 %).
J\/S
| ,>— NH,
N

N~

2

'TH-NMR (400 MHz, DMSO-d5) 6,96 (s, 2H), 3,17-3,07 (sep, J = 6,6 Hz, 1H), 1,24 (d, J
= 6,6 Hz, 6H) ppm
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EI-MS: 45 (13), 47 (8), 53 (8), 55 (10), 59 (7), 60 (30), 70 (7), 71 (5), 73 (10), 74 (46), 75
(9), 83 (6), 87 (5), 115 (5), 128 (100), 129 (6), 130 (5), 142 (9), 143 (42) m/z (%)

2-amino-5-ethyl-1,3,4-thiadiazol (3)

Latka 3 byla pfipravena identickym postupem z kyseliny propionové v podobé¢ bilého prasku

ve vytezku 0,1503 g (26 %).

N-

/\I/z/>—NH2

3

TH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 6,98 (s, 2H), 2,83 (q, J = 7,6 Hz, 2H), 1,24 (t, ] = 7,6 Hz,
3H) ppm

2-amino-1,3,4-thiadiazol (4)

Latka 4 byla pfipravena identickym postupem z kyseliny mravenc¢i v podobé bilého prasku

ve vytézku 0,0285 g (6 %).

S
[ )—NH,
N-N
4
TH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 8,53 (s, 1H), 7,12 (s, 2H) ppm
2-amino-5-(thiofen-2-yl)-1,3,4-thiadiazol (5)
Latka S byla pfipravena identickym postupem z thiofen-2-karboxylové kyseliny v podobé

bilého pragku ve vytézku 0,8699 g (90 %).

7 S

= S
| )>—NH,
N-N

5

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 7.58 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 7,36 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 7,08
(t,J = 4,4 Hz, 1H)
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4.2 Syntéza bis-1,3,4-thiadiazolovych ligandi z dikarboxylovych kyselin

0,4 g thiosemikarbazidu (0,0044 mol) bylo navazeno do 25 cm? bariky, do které bylo ptidano
0,2289 g kyseliny malonové (0,0022 mol). Po promichani bylo pifidano 1,5 cm® POCI;
a smeés se zahtivala na olejové lazni o teploté 90 °C po dobu 1 hodiny za inertni atmosféry
a stalého michani na magnetické michaéce. Poté bylo ptidano 7,5 cm? destilované vody
a sm¢s se zahtivala dal$i hodinu. Po ochlazeni reakcni smési na pokojovou teplotu prob¢hla
alkalizace amoniakem, pficemz vznikla srazenina byla odfiltrovdna na frit¢ za snizené¢ho
tlaku, promyta vodou a vysusena na RVO (40 °C). Vsechny bis-thiadiazoly byly pfipraveny

stejnym postupem, liSici se pouze v pouzité dikarboxylové kyseling.
5,5 -methylenbis(2-amino-1,3,4-thiadiazol) (6)
Latka byla izolovana v podobé& hnédého prasku ve vytézku 0,1983 g (42 %).
H2N~<\ WAV )~ NH:
N~N
6
TH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 7,08 (s, 4H), 4,36 (s, 2H) ppm
5,5’-(ethan-1,2-diyl)bis(2-amino-1,3,4-thiadiazol) (7)
Latka 7 byla pfipravena identickym postupem z kyseliny jantarové v podob¢ hnédého prasku

ve vytézku 0,3128 g (62 %).

NH,

HN__S S—(
hd TN ,\N
N-N N
7
TH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 6,95 (s, 4H), 3,13 (s, 4H) ppm
[2,27-bis(1,3,4-thiadiazol)]-5,5 -diamin (8)

Latka 8 byla pfipravend identickym zptisobem z kyseliny §tavelové v podobé zlutého prasku

ve vytézku 0,2124 g (48 %).
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H,N_ g NH,
T
N-N" N-

8

TH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 5 7,59 (s, 4H) ppm

4.3 Priprava hydrochloridovych soli

Do 25 cm?® baiiky byly odméfeny 3 cm? suchého methanolu, do kterého bylo opatrné piidano
pomoci automatické pipety 0,3 cm? acetylchloridu (0,0044 mol). Smés se nechala michat na
magnetické michacce 5 minut. Nésledné bylo ptidano 0,1 g latky 7 (0,00044 mol) a smés se
nechala dalSich 5 minut michat. Poté¢ bylo rozpoustédlo odpafeno na RVO a byl ziskan
bézovy jemny prasek. VSechny hydrochloridové soli byly pfipraveny stejnych postupem,

lisici se pouze v pouzité volné bazi thiadiazolu (latky 1 az 8).
5,5’-(ethan-1,2-diyl)bis(1,3,4-thiadiazol-2-aminium) chlorid (9)

Latka byla izolovana v podobé bézového prasku ve vytézku 0,125 g (95 %).

s

H,N e

i YS/>_/_<\N~N . 2 HCl
N-

TH-NMR (D0, 400 MHz): & 3,35 (s, 4H) ppm
I3C-NMR (D20, 101 MHz): § 170,5, 158,0, 27,7 ppm

ESI-MS: (pos.) 114,96 [M+2H]>*, 228,96 [M+H']" m/z
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5-ethyl-1,3,4-thiadiazol-2-aminium chlorid (10)

Latka 10 byla pfipravena identickym postupem z ligandu 3 v podobé bilého prasku ve
vytézku 0,095 g (75 %).

S
/\T )—NH, - HCI

N-N

10
'TH-NMR (D0, 400 MHz): 6 2,88 (q, J = 7,6 Hz, 2H), 1,25 (t,J = 7,6 Hz, 3H) ppm
ESI-MS: (pos.) 129,95 [M+H"]" m/z
5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-aminium chlorid (11)

Latka 11 byla pfipravena identickym postupem z ligandu 1 v podobé bilého prasku ve
vytézku 0,0542 g (82 %).

\Nlr\z/}NHz - HCI
11
TH-NMR (D0, 400 MHz): & 2,51 (s, 3H) ppm
I3C-NMR (D20, 101 MHz): § 170,5, 157,1, 15,3 ppm
ESI-MS: (pos.) 115,96 [M+H"]" m/z
5-isopropyl-1,3,4-thiadiazol-2-aminium chlorid (12)

Latka 12 byla pfipravena identickym postupem z ligandu 2 v podobé béZového prasku ve

vitezku 0,118 g (94 %).
%/S
| >—NH, - HCI

N-N
12
IH-NMR (D0, 400 MHz): § 3,25-3,15 (sep, J = 7.3 Hz, 1H), 1,29 (d, ] = 7.3 Hz, 6H) ppm

ESI-MS: (pos.) 143,97 [M+H']" m/z
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5,5’-methylenbis(1,3,4-thiadiazol-2-aminium) chlorid (13)

Latka 13 byla pfipravena identickym postupem z ligandu 6 v podobé hnédého prasku ve
vytézku 0,111 g (83 %).

S
S NH
H2N4<\ \lN(\N(\I\?/ 2
N~ - 2 HCI
13

TH-NMR (D0, 400 MHz): & 3,29 (s, 2H) ppm

I3C-NMR (D20, 101 MHz): § 170,9, 153,8, 49,0 ppm

ESI-MS: (pos.) 214,93 [M+H"]" m/z

[2,2"-bis(1,3,4-thiadiazol)]-5,5 -diaminium chlorid (14)

Latka 14 byla pfipravena identickym postupem z ligandu 8 v podobé svétle zlutého prasku

ve vytézku 0,1198 g (88 %).

H,N NH,

S S
?\INHNI - 2 HCI
14
I3C-NMR (DMSO-ds, 101 MHz) § 169,3, 149,2 ppm
ESI-MS: (pos.) 200,92 [M+H"]" m/z
5-(thiofen-2-yl)-1,3,4-thiadiazol-2-aminium chlorid (15)

Latka 15 byla pfipravena identickym postupem z ligandu 5 v podob¢ bilého prasku ve
vytézku 0,1056 g (88 %).

74 S

= S
| )>—NH; - HCI
N-N

15

TH-NMR (D-0, 400 MHz): 6 7,65 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 7,53 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 7,17-7,15
(t,J=3,6 Hz, 1H) ppm

I3C-NMR (D0, 101 MHz): § 130,8, 130,5, 128,6 ppm



40 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Uvod K diskuzni &sti

Cilem této prace byla syntéza substituovanych 2-amino-1,3,4-thiadiazolovych ligandu.
Z literarni reserse byl zvolen postup vyuzivajici tzv. ,,one pot“ reakci thiosemikarbazidu s

karboxylovou kyselinou, kterou je mozné piipravit substituované mono- i bis-1,3,4-

thiadiazoly.
S 0 Ho Ros
HoN L )]\ + > R N. )J\ —_ Y NH
a) He NN, R)LOH jor N7 NH N‘N/>_ 2
HoN. + e 2 \NMN' 2
b) N7 NH, HO - oH Tsf H noH Tsr
s " S
HoN YHY
—

Obrazek 29: Plan syntézy mono-thiadiazoll (a) a bis-thiadiazoli (b)

Vyhodou pouzité ,,one-pot” reakce je, ze je Casov€é nenaro¢nd a predchazi se
zdlouhavym syntetickym postuptim. Uskali téchto reakci je ptipadné monitorovani reakce
a analyza vzniklych meziproduktl, k ovéfeni, zda vychozi latky spolu kompletné
zreagovaly. Pokusy monitorovat reakci pomoci TLC, GC-MS nebo NMR byly neuspé&sné,
nebot’ vychozi latky nebo ocekédvané meziprodukty nebyly ve smési POCIl3 pozorovany
pomoci pouzitych metod. Z izolovanych 1,3,4-thiadiazolti byly nésledné pfipraveny
hydrochloridové soli, u kterych se zkoumaly jejich supramolekularni vlastnosti s
cucurbit[6]urilem (CB[6]). Vychozi karboxylové kyseliny byly zvoleny piedev§im na
zakladé charakteru svych postrannich fetézcli, konkrétné jejich velikosti a objemu, s cilem
prozkoumat vliv téchto parametrii na silu vazby k danému makrocyklu. Obecné byly
vybrany substituenty, jejichz homology vykazuji vysoké hodnoty vazebnych konstant
s danym makrocyklem. Dil¢im cilem po Uspé€$né syntéze bylo jednak studovani
supramolekuldrnich komplexti s CB[6] a dale vlivu substituentd na stabilitu vzniklych
komplexti. Bis-thiadiazoly vychazejici z dikarboxylovych kyselin pfedstavuji dalsi

zajimavou skupinu ligandti vzhledem k pfitomnosti dvou protonovatelnych aminoskupin.
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Vybér vazebnych motivi pro CB[6] je vzhledem k rozmérim jeho kavity znaéné
omezeny. Oproti jeho homologiim (CB[7] a CB[8]) je CB[6] vhodny zejména pro komplexy
s alkyl(di)aminy>? a omezené i mensimi aromatickymi molekulami. Nejstabilngjsi komplexy
se tvofi pii optimalni délce alifatického fetézce tak, aby aminové skupiny byly umistény
v blizkosti portalovych skupin. Sesti¢lenné aromatické cykly se typicky nevazou do kavity
CBI6], ale péticlenné aromatické slouceniny, napi. thiofen>® nebo furan®’, jsou schopny
tvofit stabilni komplexy. Zminéné predpoklady tvofi zaklad ke studiu supramolekuldrnich
vlastnosti 2-amino-1,3,4-thiadiazolti, které by svou velikosti a chemickou strukturou
teoreticky predstavovaly vhodny ligand k tvorbé hostitel-host komplext. Tvorba takovych
komplext s 1,3,4-thiadiazoly nebyla pfedtim popséana a jejich vyzkum je velice lukrativni
z hlediska rozsifeni vazebnych motivi pro CB[6] a jejich dalsi aplikace napii¢ chemickymi
obory. Pokud by se tyto snadno pfipravitelné rigidni a plandrni motivy ukézaly jako silné
afinitni vuci CB[6], doplnily by timto chyb¢jici clanek v supramolekuldrni chemii
cucurbit[z]urili a mohly by pfispét k rozsiteni aplikacniho spektra, naptiklad v oblasti

molekulovych stroji zalozenych na CB[6].

V nésledujicich kapitolach jsou popsany provedené syntézy a komentovany vysledky

ziskané z pouzitych spektralnich metod.

5.2 Syntéza substituovanych 2-amino-1,3,4-thiadiazolovych ligandi

z monokarboxylovych kyselin

Prvnim krokem této bakalaiské prace byla syntéza substituovanych 2-amino-1,3,4-
thiadiazolovych ligandii. Tato reakce vychazela z thiosemikarbazidu a monokarboxylové
kyseliny, kterd poskytovala 2-amino-1,3,4-thiadiazoly substituované v pozici 5. Syntéza
probihala v olejové lazni pfi teploté 90 °C v inertni atmosféfe (N2 €1 Ar), pfiCemz se vychozi
latky rozpustily nebo dispergovali v POCI3. Po 1 az 2 hodindch reakce bylo pfidano
ekvivalentni mnozstvi destilované vody a smés se nechala refluxovat dalS$i hodinu. Po
ochlazeni reakéni smési nasledovala alkalizace amoniakem za stidlého michdni na
magnetické michacce, ¢imz doslo k vysrazeni vysledného produktu. Pfidavkem amoniaku

se smes zahtdala a bylo tieba smés ochladit k omezeni ptipadného rozpusténi produktu.
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R

y O POCI, reflux S
HzN"NJ\ + J\ 3. > T />7NH2

N" NH R”SOH  90°C,1-2h N<N

R = Me, H, Et, isopropyl, thiofen-2-yl

Obrazek 30: Syntéza substituovanych 2-amino-1,3,4-thiadiazola

Pribéh reakce byl pochopitelné ovlivnén pouzitou karboxylovou kyselinou, pti¢emz
nejvetsi rozdily byly pozorovany v rozpustnosti vychozich latek a produkti. Jelikoz byla
reakce provadéna bez jiného rozpoustédla nez samotného ¢inidla POCIs, byla reakéni smés
casto nehomogenni v piipadé pouziti Spatné rozpustnych karboxylovych kyselin. V téchto
ptipadech doslo obvykle k rozpusténi nehomogenni smési v priubéhu reakce. Tento jev mohl

mit pravdépodobné vliv na pribéh reakce, a tedy i na vytézek piipravované latky.

Vytézky reakci se obvykle pohybovaly kolem 50 %, coz odpovida i literatuie'!
a vzhledem k dostupnosti vychozich latek a tomu, Ze pouzita syntéza ma pouze jeden reakcni
krok namisto dvou az tfi (ve srovnani s jinymi syntetickymi strategiemi) je vytézek
dostacujici. Dal§i vyhodou pouzité syntézy, byla Cistota produktli. Na zaklad¢ GC-MS
a/nebo NMR byly latky =ziskané po vysrdzeni zreakéni smési dostatecné Cisté

a nevyzadovaly dalsi purifikaci.

Jednim z vysvétleni, pro¢ se vytézky reakci pohybuji kolem 50 % bylo, zZe
thiosemikarbazid miZze vystupovat v reakci jako baze, a tedy polovina vychozi latky se
nemuze UCastnit reakce s karboxylovou kyselinou. Proto byla provedena reakce
s dvojnadsobnym piebytkem thiosemikarbazidu s karboxylovou kyselinou (kyselinou
izomaselnou) za identickych podminek jako v ptivodni syntéze. Produkt vSak byl izolovan
ve vytézku 8 %, coz je méné nez pii pouziti pivodniho poméru 1:1. To naznacuje, ze

nepiitomnost baze neomezuje samotny prub¢h reakce.

Vytézek reakce byl vSak zavisly na rozpustnosti produktu ve vod€. To se projevilo
u produktl s vétSimi nepolarnimi fetézci jako v ptipadée latky S obsahujici thiofen-2-ylovy
substituent, kterd byla izolovana ve vytézku 90 %. Naopak tomu bylo u latky 4, tedy
nesubstituovaného 2-amino-1,3,4-thiadiazolu vychdzejici z kyseliny mravenci, kterd byla
izolovéna ve velmi nizkém vytézku 6 %. Syntéza byla opakovéana i v mirném piebytku kvili
jeji tekavosti. Pfi promyvani odfiltrovaného produktu se vznikla sraZenina Caste¢né
rozpoustéla ve vode, a proto byla provedena extrakce do ethyl-acetatu (3 x 20 ml). Ziskany

organicky podil byl promyt nasycenym roztokem NaCl (2 % 15 ml) a vysuSen bezvodym
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NazS04. Nicméné se nepodafilo izolovat danou latku ve vySSim vytézku. Reakce byla
opakovana za jinych podminek, a to v pfitomnosti koncentrované H>SOj, ktera nahrazovala
POCIl; jako dehydratacni ¢inidlo. Smés se postupné zahtivala pii 100 °C dvé az tfi hodiny
a po ochlazeni byla nafedéna smési vody a ledu pro zamezeni bouflivé reakce s amoniakem
pted samotnou alkalizaci. Pti alkalizaci bylo spotfebovano vétsi mnozstvi amoniaku kvili
vétSimu podilu pouzité kyseliny a finalni produkt byl izolovan v 5 % vytézku.
Ani alternativni ¢inidlo tedy nevedlo ke zvySeni vytézku, navic povaha rozpoustédla znacné
znesnadiiovala postup reakce. Nizky vytézek z kyseliny mravenci byl pravdépodobné dan

vysokou rozpustnosti vzniklého produktu ve vodé.

Stejny typ syntézy byl také vyzkousen s aminokyselinou glycin a vysledny
thiadiazolovy ligand by tak obsahoval dvé aminoskupiny ve své struktutfe, coz by byl
zajimavy motiv pro supramolekuldrni komplexy s CB[6]. Reakce vSak neprobihala tak
hladce jako v predchozich ptipadech. Asi po hodiné zahtivani na olejové lazni smés ztmavla
a zatuhla. Po pridani destilované vody se smés rozpustila, ale po dal§im zahievu opét
postupné tmavla. Po alkalizaci nedoSlo k vysrdzeni produktu, a proto byla provedena
extrakce do ethyl-acetatu (3 x 20 ml). Organicky podil byl nasledné¢ promyt nasycenym
roztokem NaCl (2 x 15 ml) a vysuSen bezvodym NaSOs. Po odpaieni na RVO byla ziskana
¢ervena olejovita latka, nejednalo se vSak o zddany produkt na zaklad¢é analyzy GC-MS
a NMR. Pfitomnost volné¢ aminoskupiny pravdépodobné umoznuje prabéh dalSich reakci
jako tfeba polymerace. Alternativni postup spocival v ochrdnéni aminoskupiny, pfi¢emz
chranici skupina by musela byt dostatecné stabilni, aby vydrzela podminky reakce. Jako
nejjednodussi feSeni se nabizela methylace aminoskupiny. Proto byla provedena alkylace
glycinu Eschweilerovou—Clarkovou reakcei, tedy methylaci za vzniku N,N-dimethylglycinu,
¢imz se pfitomna aminoskupina ochrani a neocekava se, Ze pfitomné methylové skupiny
ve struktufe ligandu by negativné ovlivnili supramolekularni studie. Vznikly produkt
nasledné vstupuje do reakce s thiosemikarbazidem a probihd klasicka ,,one-pot* syntéza
popsana u latek 1 az S. Glycin se zahtival s pfebytkem roztoku formaldehydu a kyseliny
mraven¢i pfi 80 °C 3 hodiny, nasledné se smés odstavila z vafice a nechala se michat
do druhého dne. Smés se okyselila prebytkem koncentrované kyseliny chlorovodikové
a byla odpafena na RVO. Surovy produkt se vSak nepovedlo pfecistit presrazenim
nadbytkem acetonu a diethyletheru. Nasledovala tedy opakovana netuspésna rekrystalizace
z ethanolu, avSak cisty produkt byl izolovan az krystalizaci ze smési ethanol-aceton (2:3).

Ziskany produkt byl nasledné pouzit v klasické ,,one-pot* syntéze s thiosemikarbazidem
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za stejnych podminek, avSak i pies upravu vychoziho glycinu nevedl postup k cilovému
produktu. Bylo tedy vyhodnoceno, Ze pro vyuziti aminokyselin jako vychozich latek
je nezbytné vyuzit jiny synteticky postup nez reakci v ptitomnosti POCI; nebo pouziti jiné

chranici skupiny.

K potvrzeni ptitomnosti a strukturni charakterizaci pozadovanych latek byla vyuzita
nuklearni magnetick4 rezonance. Jedna se o znamé latky, takZe bylo mozné 'H spektra
porovnat s literaturou. Na Obrazku 31 jsou zobrazena 'H spektra izolovanych produktd.
Spolecnym signalem pro vSechny ligandy je signdl aminoskupiny v aromatické oblasti,
nasledné se pak lisi v postrannim fetézci v poloze 5. U latky 1 se vyskytuje signal 1b, ktery
nalezi vodikovym atomim methylové skupiny. Latka 2 obsahuje isopropylovy fetézec,
kterému odpovidaji signdly 2b a 2¢ s charakteristickym Stépenim do multipletd zpisobeno
spinovou interakci protonu, kterému signal piislusi, s protony na sousednim uhliku. Stépeni
signaltl I1ze také pozorovat u latky 3 obsahujici ve své molekule ethylovy fetézec, ktery je
charakterizovan signdly 3b a 3c. U latky 4 je vodikovy atom navazany piimo na
thiadiazolovém kruhu, proto se jeho signal 4b nachazi v aromatické oblasti. Signaly
thiofenového jadra latky 5 se také nachdzeji v aromatické oblasti, pficemz signal Sc
odpovida jednak atomu vodiku v poloze 3 na thiofenu, tak atomim vodiku pfitomnych na

aminoskuping.
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Obrizek 31: 'H NMR spektra mono-thiadiazolovych ligandi
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Jako alternativni postup byla navrhnuta dvou krokova syntetickd strategie vychazejici

z esteru namisto karboxylové kyseliny za mirnéjSich podminek a pouziti mikrovinného

reaktoru.
_NH + ~ NH

Obrazek 32: Schéma syntézy 1,3,4-thiadiazolu z esteru karboxylové kyseliny

Pro tuto reakci byl pouzit ethyl-acetat, ktery reagoval s thiosemikarbazidem
v mikrovinném reaktoru za ptedpokladaného vzniku hydrazidu. Pouziti mikrovinného
reaktoru by bylo velice efektivni z hlediska ¢asové nendrocnosti, jednoduchosti provedeni
reakce a izolace vysledného produktu, pficemz by se do jisté miry zamezilo pouziti
drastickych podminek jako je POCI; a tento postup by bylo moZné aplikovat na vychozi
latky choulostivé na podminky dfive pouzité syntézy. Vychozi latky se ¢astecné rozpustily
v methanolu v 10 ml mikrovinné zkumavce, ktera se nasledné vlozila do mikrovinného
reaktoru. Reak¢ni smés byla zahtivana na teplotu 100 °C po dobu 20 minut, avSak bez patrné
zmény v rozlozeni reakéni smési. S pfidavkem katalyzatoru v podobé kyseliny octové byl
postup zopakovan za stejnych podminek, nicméné ani v tomto ptipadé nebyla zaznamenéana
tvorba produktu. Vymeéna rozpoustédla za ethanol, prodlouZzeni reakéni doby ani zvySeni
teploty na 130 °C rovnéz nevedly ke tvorbé produktu. Nepovedlo se tedy najit podminky, za
kterych by tato hydrazinolyza esteru probihala v mikrovlnném reaktoru za jemnych

podminek.

5.3 Syntéza bis-1,3,4-thiadiazolovych ligandi z dikarboxylovych kyselin

Stejnym postupem jako u syntézy mono-thiadiazolii popsané v prechozi kapitole lze
pfipravit ligandy obsahujici dva 1,3,4-thiadiazolovd jadra ve své molekule. Reakce
vychazela zthiosemikarbazidu a dikarboxylové kyseliny v moldrnim poméru 2:1
a poskytovala fadu bis-thiadiazolovych ligandi liSici se v poctu uhlikd spojujici ptitomné

thiadiazolové kruhy.
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Obrazek 33: Syntéza bis-1,3,4-thiadiazolt

Latky 6 a 8 byly pfipraveny ve vytézcich okolo 50 % a latka 7 byla syntetizovana
s vytézkem 62 %, coZ pro nase ucely bylo dostacujici a synteticky postup nebylo nutné déle

upravovat.

Ziskané produkty byly charakterizovdny pomoci nuklearni magnetické rezonance
(Obrazek 34). Jedna se o znamé latky, takze bylo mozné 'H spektra porovnat s literaturou.
U latky 6 byl signal 6b pfifazen protontim na uhliku spojujici thiadiazolové kruhy. V ptipadé
latky 7 odpovida signal 7b vodikovym atomtim ethanového fetézce. Latka 8 se vyznacuje
jednim signalem, oznaceny jako 8a, ktery patii protontiim aminoskupin, jelikoz se jiné
vodikové atomy v molekule nenachdzi. Pro vSechny uvedené latky plati, ze protony

aminoskupin davaji signal v aromatické oblasti spektra, vzdy oznaceny pismenem a.
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Obrizek 34: 'H NMR spektra bis-thiadiazolovych ligand®
Jak bylo zminéno vySe, 1 pro pfipravu bis-thiadiazoli byl vyzkouSen alternativni
zpusob pripravy vychazejici z esteru za pouZiti mikrovinného reaktoru. V tomto ptipadé

syntéza vychézela z diethyl esteru kyseliny jantarové a po dvou krokové reakci mohla vést
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ke stejnému produktu 7. Thiosemikarbazid a diethylsukcinat byly smichany v moldrnim
pomeéru 1:2 a ¢astecné rozpustény v ethanolu. Reakce probihala v mikrovinném reaktoru pti
130 °C po dobu 20 min. Néasledné byla do reakcni smési pfidana kyselina octova jako
katalyzator a mikrovinny zahiev byl opakovan za stejnych podminek. Nedoslo vsak k tvorbé
zadaného produktu. Po neuspésném pokusu byl ethanol nahrazen pyridinem a reakce byla
opakovana se stejnymi vychozimi latkami a za stejnych reakénich podminek. Ani tento
postup nevedl k zddné zméné, a tak lze usoudit, ze vychozi latky spolu pravdépodobné

nezreagovaly.

Vzhledem k dostupnym dikarboxylovym kyselinam se nabizi ptiprava bis-thiadiazoli
s nenasycenym linkerem. Ligandy tohoto typu (stilbeny) se obvykle vyuzivaji jako
pfepinace na zdklad¢ zmény konfigurace dvojné vazby, protoze (E) a (Z)-izomery maji ¢asto
velmi odli§né vazebné konstanty k pouzitym makrocyklim. Pokud by bylo mozné ptipravit
thiadiazolovy ligand s timto nenasycenym dvou uhlikatym linkerem, oteviela by se cesta

stilbenovych piepinaci pro CB[6].

N‘N ﬂs
HzN/QSJ\/\(s hv SN N\N/>\NH2
\ />/NH2 A S
N~N HZN/LN
trans cis

Obrazek 35: Schéma piepinani trans-cis izomerie piedpokladanych ligandi

Proto byly kyselina fumarové4 a maleinova podrobeny stejnému syntetickému postupu
(Obrazek 36). U reakce kyseliny fumarové byl izolovan hnédy prasek ve vytézku 11 %.
Z '"H NMR spektra je patrné, Ze se jedna o smés pfinejmensim dvou latek, jelikoz byly

pozorovany dvé sady signali (Obrazek 37).

S 2 POCI, refl /</N\(\l
3, reflux H-N
a) J,J\ /NHZ + HO = OH s S 2 S)\/\\/S
H,N” N 90°C,1-2h | )—NH;
H o} N-N
S OHO POCI, reflux ﬂ S
3,
b) AN+ o OH “grmisr™ SN N\N/%N"|2
H,NT N o 90°C,1-2h <y
H H,NT N

Obrazek 36: Syntéza bis-thiadiazoli z kyseliny fumarové (a) a maleinové (b)
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Z reakce kyseliny maleinové byl ziskan opét hnédy prasek ve vytézku 8 %. Signaly
'HNMR spekter ziskanych produkti zobou kyselin jsou si velmi podobné, tudiz se

pravdépodobné jedna o smes obou izomeru.

HDO
DMSO0-d5

=

Obriazek 37: 'H NMR spektrum produktl ziskanych z kyseliny fumarové (dole) a
maleinové (nahote)

Proto byly provedeny pokusy optimalizovat synteticky postup, aby bylo mozné zvysit
vytézek reakce a Cistotu produktu. Reakce s kyselinou fumarovou byla zopakovana
s pfidavkem rozpoustédla acetonitril, ve kterém se vychozi latky relativné rozpustily.
Po alkalizaci byl izolovan hnédy prasek ve vytézku 7 %. 'H NMR spektra produkti téhle
reakce a pfedchozi reakce bez rozpoustédla se shoduji, a optimalizace reakénich podminek
tedy nevedla ke zlepSeni. V dalsi reakci s kyselinou fumarovou byl jako rozpoustédlo zvolen
toluen, ve kterém se vSak vychozi latky rozpoustély jen omezené. Po ukonceni reakce nebylo
mozné reakéni smés pouze alkalizovat a vysrazet produkt. Proto byl toluen oddélen v délici
nalevce a zbyly vodny kysely podil byl alkalizovan amoniakem. Po ochlazeni ve smési vody
a ledu byl ziskan bily krystalicky prasek. Nicméné se dle 'H NMR nejednalo o Zadanou latku
a produkt nebyl identifikovan ani ve dfive oddéleném toluenu. Jako tieti rozpoustédlo byl
vyzkouSen aceton, v némz se ¢aste¢né rozpustil thiosemikarbazid a nasledné byla pfidana
smés kyseliny fumarové s POCIl3, ¢imz jsme chtéli zamezit reakce POCI; s jinymi
komponenty. Zluta smés se zahiivala pti 60 °C, pfi¢emz postupné vlivem samokondenzace
acetonu ztmavla do Cervena. Ale ani z této reakce nebyl izolovan zadny produkt. Je patrné,

7ze b&€zné pouZivany postup s POCl3 umoZiluje syntetizovat malé mnoZstvi produktu
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s nenasycenym linkerem, pro izolaci jednotlivého izomeru je vSak nezbytné provést dalsi

purifikacni krok.

Posledni provedena syntéza vychazela z acetylendikarboxylové kyseliny, ktera ve své
molekule obsahuje trojnou vazbu. Vysledny ligand by tedy obsahoval rigidni linearni linker
a jednalo by se tedy o velmi zajimavy vazebny motiv. Bylo nutné tedy pracovat s dobie
vysuSenym sklem, aby nedoslo k nezddoucim vedlej$im reakcim alkynu. Vychozi kyselina
prvni reagovala s POCls po dobu 30 minut, nasledn¢ byl pfidan thiosemikarbazid a postup
pokracoval obvyklym zpiisobem. Pti alkalizaci smés ztmavla a ¢ast se vysrazela. Ziskany
filtrat byl nasledné odparen na RVO, vzniklé tmavé ¢ervené krystaly byly prekrystalizovany
vodou za horka a odfiltrovany v podob¢ tmavé hnédého prasku. Nejednalo se vSak o cilovy

produkt a ze smési byl izolovan pouze chlorid amonny.

5.4 Priprava hydrochloridovych soli

Poslednim krokem v ptfipravé thiadiazolovych ligandi bylo jejich pfevedeni na
hydrochloridové soli, a to jednak za ucelem zvySeni rozpustnosti ve vodném prostiedi,
a predevSim kvuli tomu, Ze protonované amoniové skupiny vykazuji silnou afinitu
k portalim makrocyklu pfi tvorbé supramolekularnich komplext. Soli byly pfipraveny
zvolnych bazi dfive pfipravenych latek. Postup spocival v reakci acetylchloridu
s methanolem, béhem které vznika chlorovodik a ten nasledn€é tvofi s aminem
hydrochloridovou sil. Latky 1 a 3 se v methanolu Gplné rozpustily, zatimco ostatni pouZité
latky tvofily spi§ zakaleny roztok, avSak to samotnou reakci ani vysledny produkt nijak
neovlivnilo. Methanol byl nasledné odpafen na RVO, ¢imz byl ziskdn finalni produkt

ve formé soli.
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Obrazek 38: Piiprava hydrochloridovych soli

Ptipravené hydrochloridy byly ziskany ve vysokych vytézcich a byly strukturné

charakterizovany pomoci nukledrni magnetické rezonance ('H a '3C). Na Obrazku 39 jsou
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zobrazena 'H-NMR spektra hydrochloridovych soli mono-thiadiazolovych ligandd.
V porovnani s Obrazkem 31 uZ neni pfitomen signdl aminoskupiny, ale mizeme vidét
pouze signaly, které¢ se shoduji se signaly piislusnych substituentii v pozici 5. Lze tedy

usoudit, ze se jedna o cilové latky.

a
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0 N/>—NH2-HCI

HDO
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Obriazek 39: 'H NMR spektra hydrochloridovych soli mono-thiadiazolii

Na Obrazku 40 jsou zobrazena 'H NMR spektra hydrochloridovych soli bis-
thiadiazolovych ligandi, kde opét v porovnani s Obrazkem 34 chybi signal aminoskupiny

a nachazi se zde pouze signal vodikovych atomi na uhlicich spojujici thiadiazolové kruhy.
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Obriazek 40: '"H NMR spektra hydrochloridovych soli bis-thiadiazoli

Mimo 'H a '*C NMR byly hydrochloridové soli dale charakterizovany pomoci ESI-

MS. Jak 1ze vidét na Obrazku 41, ligandy byly pozorovéany piedev§im v monoprotonované
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formé, a to 1 v pfipad€ bis-thiadiazoll, které mohou existovat jako dikationty. Pouze ve
spektru ligandu 9 byl pozorovén signal odpovidajici dvakrat protonovanému ligandu. Mimo
zminénych protonovanych forem byly pozorovany i Na'/K' adukty, ale predevsim
1 komplexy dvou molekul ligandu s jednim kationtem kovu nebo protonem. Vzhledem
k pritomnosti a rozlozeni heteroatomu v thiadiazolovych heterocyklech lze ocekavat, ze
ligandy tohoto typu mohou figurovat jako komplexacni ¢inidla pro kationty kovt, obzvIast

bis-thiadiazoly s variabilni délkou linkeru.
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Obrazek 41: ESI-MS spektra ligandii 10 (dole), 13 (uprostied), 9 (nahote) a modely
pozorovanych sodnych ([2-10+Na'] a [2-13+Na']) a draselnych [9+K"] aduktt
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5.5 Supramolekularni studie

Posledni casti této prace bylo zkoumani supramolekularnich vlastnosti prostfednictvi
"H NMR titrace. Jedna se o metodu, pomoci které lze sledovat interakce mezi makrocyklem
a ligandem. Béhem toho dochazi vlivem zmény rozlozeni elektronové hustoty ke zménam
chemickych posunt signalii nalezici ¢astem, které se komplexace ucastni. Tahle metoda byla
vyuzita vhledem ke své jednoduchosti a rychlosti pro zékladni studium supramolekularnich
vlastnosti pfipravenych ligandi. Dle ziskanych NMR spekter 1ze odhadnout, jak silné¢
se dany ligand komplexuje a jak je v kavité¢ makrocyklu orientovan. Titrace byly provadény
v prostiedi 50 mM roztoku NaCl vzhledem k nizké rozpustnosti makrocyklu CB[6] v Cisté
vodé. K roztoku ligandu bylo pipetovano vypoctené mnoZzstvi roztoku CB[6] tak, aby jeden
ptidavek odpovidal 0,5 molédrnimu ekvivalentu. Titrace byly provedeny do 1,5 az 2

molarniho prebytku.

Na Obrazku 42 je zobrazena titrace ligandu 11 s CB[6]. Spektrum s 0 ekvivalentu
CB[6] pfedstavuje cisty ligand, néasledujici spektra nad nim znazornuji zmény
po jednotlivych ptidavcich CB[6]. UZ po prvnim pfidavku lze pozorovat tvorbu nového
signalu (vyznacen Cerven¢) v nizSich hodnotach chemického posunu, coz znaci, ze protony
methylové skupiny jsou zastinéné, a tedy umistény uvnitt kavity CB[6]. S dal§imi pridavky
makrocyklu postupné mizi piivodni signdl ligandu a vyskytuje se pouze signal vzniklého
komplexu, ktery se pravdépodobné tvoii ve stechiometrickém poméru 1:1. Jelikoz
v ptitomnosti 1 ekvivalentu CB[6] doSlo k vymizeni signalu volného ligandu a titrace byla
provadéna pii = 1 mM koncentrace, lze predpokladat, Ze vazebna konstanta bude > 10> M-
I Je také patrné, 7e komplexace probih4 v rezimu pomalé vymény. To znamena, Ze se ve
spektru nachdzi signaly piislusici vazané a nevazané formé ucastnénych komponent, coz je

pro makrocykly CB[n] typické.”*
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Obriazek 42: 'H NMR titrace ligandu 11

Na Obrazku 43 je zobrazena titrace ligandu 10 s CB[6]. Ve spektru s 0 molarnich
ekvivalentem makrocyklu jsou patrné signdly nélezici protoniim ethylového fetézce
studovaného ligandu. S pfidavky CB[6] 1ze pozorovat tvorbu nové sady signalu v nizSich
hodnotach chemického posunu, ¢imz lze usoudit, Ze komplexace probéhla v reZimu pomalé
vymény. Posun signalti vodikii vedlejsiho fetézce k niz§im hodnotam chemického posunu
naznacuje, ze ethylovy substituent a tim 1 thiadiazolové jadro se nachazi uvnitf kavity.
Pivodni signaly ligandu postupné mizi, a vznikly komplex se tvoii ve stechiometrickém

poméru 1:1 analogicky s titraci ligandu 11.
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Obriazek 43: '"H NMR titrace ligandu 10

DalSim zkoumanym ligandem byl ligand 12. Na Obrazku 44 jsou ve spektru s 0
molarnim ekvivalentem pfitomny signdly ndlezici isopropylovému fetézci vychoziho
ligandu. Pfidavkem CB[6] vznikd novéa sada signalli v niz§ich hodnotach chemického
posunu, coz opét znaci umisténi ligandu uvnitt kavity makrocyklu. Analogicky s dfive
predstavenymi NMR titracemi i ligand 12 tvofi komplex v rezimu pomalé vymény, ale
stabilita tohoto komplexu je o poznani niZ§i, jelikoz se ve spektru stale nachéazeji signaly
volného ligandu 1 v lehkém piebytku CB[6]. Pfitomnost substituentu v pozici 5 mé velmi
diilezitou roli v tvorbé komplexti s CB[6]. Isopropylamin a pfedevsim isobutylamin samy o
sobé vykazuji pomérné vysokou vazebnou konstantu s CB[6], avSak isopropyl navazany na
thiadiazolovy kruh pravdépodobné piedstavuje pfili§ objemnou strukturu k tvorbé stabilnich
komplexti. Smés ligandu a 1,5 molarniho ekvivalentu CB[6] byla néasledné zahfivana na
olejové lazni pii 55 °C po dobu nékolika dni. ZvySenim teploty miize byt pifekondna
energetickd bariéra, a systém by tak rychleji preSel do rovnovazného stavu. Spektrum vSak
zustalo neménné, takze lze predpokladat, Ze byla nastolena rovnovédha mezi vychozimi
komponenty a vytvofenym komplexem. Jelikoz jsou pfitomny obé vychozi komponenty
1 komplex, bylo mozné vypocitat pfibliznou vazebnou konstantu, kterd odpovida

K~10°M".
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Obriazek 44: 'H NMR titrace ligandu 12

Nasledujici titrace byla provedena s ligandem 15 obsahujici thiofenové jadro.
Z Obrazku 45 je patrna jen velmi slaba komplexace ligandu po ptidavku CB[6], ktera se
vyznacuje sadou signali v nizS§ich hodnotach chemického posunu. Komplex se vyskytuje
v rezimu pomalé vymeény, avSak ve spektru pfevlada nekomplexovany vychozi ligand. I
kdyz thiofenovy kruh je schopen se dobfe vazat do kavity CB[6], struktura ligandu
obsahujici navic thiadiazolové jadro je pravdépodobné piili§ objemna pro tvorbu stabilnich
komplexti s danym makrocyklem, podobné jako v ptipadé ligandu 10. Dalo by se tim tedy
potvrdit, Ze substituent v pozici 5 zna¢né ovliviiuje stabilitu komplexti s CB[6]. Také
v tomhle ptipadé po poslednim piidavku makrocyklu byla smés zahtivana na olejové 1azni
pii 55 °C po dobu nékolika dni, ve spektru vSak nebyly patrné Zadné zmény, coz indikuje,
Ze byla nastolena rovnovéha. Ptiblizna vazebna konstanta ligandu 15 s CB[6] byla urcena

K~10°M".
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Obriazek 45: 'H NMR titrace ligandu 15

Posledni provedenou titraci byla titrace ligandu 9, ktery disponuje dvéma
thiadiazolovymi kruhy spojenymi ethanovym fetézcem. Na Obrazku 46 je mozné vidét, jak
puvodni signal vychoziho ligandu postupné mizi a tvofi se novy signal vzniklého komplexu
v niz$ich hodnotach chemického posunu, coz by znamenalo, Ze se ethanovy fetézec nachazi
uvniti kavity CB[6], zatimco aminoskupiny ligandu interaguji s portaly makrocyklu.
Komplexace probihd vreZzimu pomalé vymény a vznikly komplex se tvofi ve
stechiometrickém poméru 1:1. Ethanovy fetézec se tak zda jako optimalni délka pro

komplexaci ligandl obsahujici dva thiadiazolové kruhy.
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Obriazek 46: 'H NMR titrace ligandu 9
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ZAVER

Cilem téhle bakalaiské prace bylo syntetizovat fadu mono- a bis-thiadiazolovych ligandi, a
nasledn¢ zkoumat jejich supramolekuldrni vlastnosti, coz by rozsifilo vybér vazebnych
motivli pro makrocykly CB[6]. Podatilo se uspésné pripravit substituované 2-amino-1,3,4-
thiadiazolové a bis-thiadiazolové ligandy v dostacujicim vytézku, aby se mohly podrobit

zakladni analyze tvorby supramolekularnich komplexi prostiednictvi 'H NMR titrace.

Bylo zjisténo, ze ligandy 9, 10 a 11 tvofi stabilni komplexy s CB[6] ve
stechiometrickém poméru 1:1 v rezimu pomalé vymény. Stabilita komplexii se ukazala byt
ovlivnéna ptislusnym substituentem v pozici 5, jelikoz ligandy s objemnéj$imi substituenty
vykazovaly tvorbu velmi slabych komplext. Ziskané poznatky tvoii zaklad ke studiu
supramolekuldrnich komplexii thiadiazolovych ligandi pomoci dal§ich metod, jako jsou
izotermalni titracni mikrokalorimetrie (ITC), rentgenova difrakéni analyza (XRD) ¢i
hmotnostni spektrometrie (ESI-MS), které nam poskytuji detailnéjsi analyzu vzniklych
komplexti. Zarovenn GspéSny zdkladni vyzkum pfispiva k aplikaci novych syntetickych
strategii, jez umoznuji pfipravu dalSich strukturné zajimavych motivi, z nichz nékteré byly
predmétem pokusu jiz v této praci. Jednd se zejména o bis-thiadiazolové ligandy
s nenasycenym linkerem, které diky své trams-cis izomerii potencialné piredstavuji
vyznamnou skupinu supramolekulérnich spinact s CB[6], a také thiadiazoly obsahujici dvé
aminoskupiny ve své molekule, jejichZz syntéza vychdzi zaminokyselin. Pfitomné
aminoskupiny lze nasledné¢ chemicky modifikovat za vzniku alkylamonnych fetézct ¢i
diazoniovych soli, jejichz supramolekularni komplexy by byly zhlediska vlastnosti a

chovani velice perspektivni.
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CBjJn] cucurbit[x]uril

CD cyklodextrin

CID kolizn€ indukovana disociace
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EI-MS hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci
ESI-MS hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
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ITC izotermalni titraéni mikrokalorimetrie

MS hmotnostni spektrometrie

NMR nuklearni magnetickd rezonance

RVO rota¢ni vakuova odparka

TLC tenkovrstva chromatografie






