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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra anorganické a organické chemie
Kandidat: Mgr. Jaroslava Saskova

Konzultant: PharmDr. Marcel Spulak, PhD.

Nazev rigor6zni prace: Derivaty benzodiazini jako latky s potencialni

bronchodilataéni aktivitou

V této rigordzni praci jsme se zabyvali syntézou derivati benzodiazind, konkrétné
chinazolinu a chinoxalinu. Navézali jsme tim na pfipravu derivati chinazolinu strukturalng
odvozenych od alkaloidti vasicinu a vasicinonu, obsazenych v keti Adhatoda vasica. Puvodni
derivaty byly testovany z hlediska svych G¢inka na izolovanou tracheu potkana a predevsim
u dvou znich, 4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolinu a 4-[3-(piperidin-1-yl)-
propylsulfanyl]chinazolinu, byla zjisténa vysoka bronchodilataéni aktivita. Tyto latky se proto
staly vychozim bodem pro dal$i syntézy.

Prvni  skupinu pfipravenych latek tvofily derivaty  4-[3-(piperidin-1-yl)-
propyloxy]chinazolinu, pfipravené oxidacnimi reakcemi. Podafilo se nam oxidovat atom
dusiku v piperidinovém skeletu postranniho fetézce. Dvoukrokovou syntézou byl piipraven
i derivat chinazolin-1-oxidu.

Pokusy o oxidaci atomu siry v molekule 4-[3-(piperidin-1-yl)propylsulfanyl]chinazolinu
nevedly ke vzniku novych derivatl, i pfi pouziti mirnych oxida¢nich podminek doslo
k oxidativni desulfuraci za vzniku chinazolin-4-olu.

Poslednimi  pfipravenymi derivaty byla chinoxalinova analoga uspésnych
chinazolinovych piedloh.

Celkem bylo syntetizovano a z hlediska bronchodilata¢ni aktivity testovano 5 latek,
av8ak bronchodilataéni ucinky ani jedné z pfipravenych slouCenin nepievysily aktivitu

4-[3-(piperidin-1-yl)propylsulfanyl]chinazolinu.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Inorganic and Organic Chemistry

Candidate: Mgr. Jaroslava Saskova

Consultant: PharmDr. Marcel Spulak, PhD.

Title of Thesis: Benzodiazine derivatives as compounds with potential

bronchodilatory activity

This thesis describes the synthesis of various benzodiazines, in this case derived from
quinazoline and quinoxaline. We followed a synthesis of quinazoline derivatives structurally
analogous to vasicine and vasicinone, alkaloids isolated from a plant Adhatoda vasica.
The original derivatives were tested by the common in vitro model of isolated rat trachea.
Two compounds, 4-[3-(piperidine-1-yl)propyloxy]quinazoline and 4-[3-(piperidine-1-yl)-
propylsulfanyl]quinazoline, showed promising bronchodilatory activities. Therefore,
we selected these molecules as model structures for our further syntheses.

The first group of compounds was syntesized by oxidation of 4-[3-(piperidine-1-yl)-
propyloxy]quinazoline. We oxidated a nitrogen atom in the piperidine side chain of the parent
molecule and we succeeded to create, in two steps, derivative based on quinazoline-1-oxide.

Attempts to oxidize a sulphur atom in  4-[3-(piperidine-1-yl)propyl-
sulfanyl]quinazoline were due to oxidative desulfuration unsuccessful, the only isolated
product of these reactions was quinazoline-4-ol.

The last group of prepared derivatives contained quinoxaline analogues of two above-
mentioned bronchodilatory active quinazolines.

In summary, we synthesized five compounds which were submitted for an evaluation
of their bronchodilatory activity. None of the tested compounds displayed higher
bronchodilatory effect than parent 4-[3-(piperidine-1-yl)propylsulfanyl]quinazoline.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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EtOAC
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ethyl-acetat
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Uvod

1. UVOD

V ramci své diplomové prace jsem se zabyvala syntézou derivatl strukturalné
vychazejicich z pfirodnich alkaloidd (-)vasicinu a (-)vasicinonu. U pfipravenych latek byla,
stejné jako u jejich prirodni piedlohy, hodnocena jejich bronchodilata¢ni aktivita.

Vzhledem Kktomu, Ze dva zpfipravenych derivati vykazovaly slibnou
bronchodilata¢ni aktivitu, rozhodli jsme se v tomto sméru vyzkumu pokraCovat a piipravit

nové latky, které by dale rozsitily naSe poznatky o vztahu struktura - biologicka aktivita.
1.1. Astma bronchiale, jeho klasifikace a cil 1écby

Astma bronchiale je definovano jako zavazné chronické zanétlivé onemocnéni
dychacich cest, ovlivnéné mnoha biologickymi faktory.! Nasledkem chronického zan&tu
dochazi k hyperreaktivité pradusek, ktera se u pacienta projevuje opakovanymi epizodami
piskotil pfi dychani, duSnosti, tlaku na hrudi a kaSlem, Castym pfedevSim v noci a k ranu.
Krom zminénych obtizi se objevuje bronchidlni obstrukce, ktera je vSak reverzibilni a
odezniva bud’ spontanné nebo po podani 1é¢iv.! Prevalence astmatu se celosvétové pohybuje
mezi 1-18 %.? V Ceské republice je pocet astmatikii o néco nizsi, ptiblizné 8 % u dospélé
populace a 12-15 % u dati.>

Podle pficiny a zplsobu vzniku onemocnéni miizeme astma rozdélit na ,,alergické™ a

¢“*, z hlediska zavaznosti klinickych projevii pred 1é&bou pak do &tyt stupiitl. Toto

,nealergick
rozdéleni na astma intermitentni a perzistujici — lehké, stiedné tézké a tézké — je podkladem
pro sestaveni dlouhodobého 1é&ebného planu.”

V soucasnosti si v 1é€bé astmatu klademe za cil dosazeni a dlouhodobé udrZeni stavu

zvaného ,,astma pod kontrolou*.®

1.2.  Terapie astmatu

V terapii astmatu rozliSujeme Vv soucasné dobé dva pfistupy, volené podle zdravotniho
stavu pacienta. U akutnich exacerbaci jsou podavana tzv. ulevova (zachranna) antiastmatika,
pro stabilizaci pacienta, pfedchazeni exacerbacim a k navozeni a udrZeni stavu

,kontrolované¢ho astmatu‘ jsou uzivana antiastmatika preventivni, tlumici zanétlivé procesy



Uvod

Vv oblasti dychacich cest, urend k dlouhodobé udrzovaci 1écb& zpravidla u pacienti

. er 7 7
S persistujicim astmatem.

1.2.1. Preventivni antiastmatika

Preventivni antiastmatika jsou lé¢iva uréena k pfedchazeni akutnim exacerbacim
a k tlumeni zanétlivych podnéti v dychacich cestach. V disledku celozivotniho charakteru

astmatu jsou uzivany dlouhodob¢ a kazdodenng.® V terapii jsou nejcastéji uzivany

ey w1

specialné ptipravené pro konkrétniho pacienta.

Inhalaéni kortikosteroidy (IKS) - beklometason, budesonid, ciklesonid, flutikason,

beklometason flutikason

Obr. 1

Mechanismus jejich u¢inku spo&iva v tlumeni vzniku mediatorii zanétu.” 1IKS maji,
na rozdil od systémovych kortikoidii, méné nezadoucich ucinkd (chrapot, orofaryngeélni
kandidoza ¢i ptilezitostny kaSel vznikly podrazdénim dychacich cest pii inhalaci), kterym lze
predchézet napt. vyplachem ust vodou po kazdé inhalaci nebo pouzitim inhala¢niho néstavce.
Systémové neZzadouci ucinky se u IKS téméf nevyskytuji, vyjimecné se mohou objevit

pfi podavani vysokych davek.®

Dlouhodobé ucinkujici f,-mimetika (LABA = long—acting 3, agonists) — salmeterol,
formoterol, klenbuterol, prokaterol (Obr. 2) — jsou adrenergni agonisté schopni dilatovat
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hladkou svalovinu dychacich cest a jejichz G¢inek pietrvava nejméné 12 hodin. Pacientovi
mohou byt poddny inhala¢né nebo peroralné.

Mechanismus ucinku je dan interakci s Pp-receptory v dychacich cestach, dochazi
k relaxaci hladké svaloviny bronchui a trachey, zvétSeni prasvitu dychacich cest, zlepSeni
mukociliarni clearance a sniZzeni vaskularni permeability. Navic mohou dlouhodobé podéavana
LABA vykazovat i mirny protizandtlivy uginek.’

OH OH

’ H
N W\/\O N \%O
NH
OH H;CO
salmeterol formoterol
Obr. 2

V soucasnosti Se upiednostiiuje inhala¢ni podani LABA (formoterol, salmeterol) pied
peroralné¢ podavanymi (Klenbuterol, prokaterol) z divodu nizSich nezadoucich u¢inku
pii inhalaénim podani. Tyto nezadouci G¢inky souvisi s aktivaci sympatiku, patii sem tremor,
palpitace, tachykardie a periferni vazodilatace. Vysoké davky mohou vést k hypokalémii
(hlavné pfi souasném podévani kortikosteroidii, teofylinu nebo diuretik).10

Vzhledem k popsanym piipadim nahlého umrti pacientti uzivajicich pouze salmeterol,
je v soucasnosti doporuc¢ovano upiednostnéni fixnich kombinaci LABA s IKS podavanych

spoletné v jednom inhalatoru, pred podanim samotnych LABA. "

Fixni kombinace LABA a IKS - dostupné na cCeském trhu jsou:
budesonid/formoterol, beklometason/formoterol a flutikason/salmeterol. Vyhoda kombinace
tkvi pfedevSim v pfiznivém vlivu IKS na plsobeni PBz-mimetik zvySovanim exprese
[‘Sg-recepton‘i12 a Vv usnadnéni vzniku aktivniho komplexu kortikosteroid-receptor piisobenim
LABA. Zaroven dochazi ke snizeni poctu molekul kortikosteroidu nutnych pro dosazeni
stejného uginku jako pi pouziti samotného IKS bez pridani LABA.™ Pii podani fixni
kombinace postaci podavani nizSich davek jednotlivych slozek, nez by bylo nutné pfi jejich

samostatné aplikaci.

10



Uvod

Latky stabilizujici Zirné buniky - nedokromil (inhalacni podani), ketotifen (peroralni
a ocni podani) (Obr. 3) — jsou latky, které stabilizuji membranu zZirnych bunék a tim brani
vyplaveni zanétlivych mediatorti, potlacuji kasel a snizuji bronchokonstrikci po vétsi fyzické
zatézi, po inhalaci studeného nebo zplodinami znecisténého vzduchu. Nemaji vsSak
bronchodilata¢ni ucinky. Proto jsou pouzivany pouze preventivné¢ v udrzovaci 1é¢bé lehkého
a stfedn¢ tézkého perzistujiciho astmatu. Nastup G€inku se dostavuje az po né€kolika tydnech

1écby.

*NaO O'Na*
nedokromil

Obr. 3

Nezadouci ucinky jsou pouze mirné, objevit se mize unava, zavraté, bolesti hlavy

nebo napi. otok a bolest kloubl. Inhalaéné podavané kromony mohou vyvolat kasel

IS N , ’ ’ v 14
podrazdénim dychacich cest nebo mohou byt dokonce pricinou bronchospasmu.

Retardované methylxantiny — teofylin, aminofylin (Obr. 4) — jsou bronchodilata¢né
pusobici latky s extra-pulmonalnimi a protizanétlivymi liéinky.9 Dnes se nepouzivaji pfili$

¢asto, vyznam ma pouze podani pacientim s obtizné 1écitelnym astmatem (OLA), kde jsou

5

predepisovany jako doplikové 1écivo.® Vv monoterapii jsou podavany preventivné jen

U pacientl s lehkym perzistujicim astmatem.”

0 0
Hsc\N H H3C\N H HoN
LG LI | ¢
07N N 07N N \

CHs CHs

teofylin aminofylin

Obr. 4

Methylxantiny jsou latky schopné nespecificky inhibovat izoenzymy fosfodiesterazy,
tim nedochéazi k pteméné¢ cAMP a cGMP na AMP a GMP, v buiikdch hladké svaloviny

11
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dychacich cest se hromadi cAMP a ¢cGMP, jejichz nadbytek vede k bronchodilataci. Dal§im
mechanismem U¢inku je  kompetitivné  antagonistické  plsobeni methylxantint
na adenosinovych receptorech. Methylxantiny zde brani vazbé adenosinu na jeho tyto
receptory a ten pak nemulze vazbou na sviij receptor navodit u astmatikii bronchokonstrikci
a uvolnéni zandtlivych piisobkil z mastocytd.

Nezadouci ucinky teofylinu jsou bohuzel pomérné zavazné. Kromé bolesti hlavy,
nauzey, neklidu, poruch spanku, ¢i gastroezofagealniho refluxu, se mohou vyskytnout
i srde¢ni arytmie.'* Vzhledem k jeho uzké terapeutické §ifi je potfeba pred vyjimednym

podanim teofylinu nutno monitorovat jeho hladinu v krvi.*°

Antihistaminika I1. generace — desloratadin, levocetirizin, rupatadin (Obr. 5) — jsou
antagonisté histaminovych H1 receptorii. Navazani molekul antihistaminika na tyto receptory
snizuje alergickou reakci organismu.” Jejich role v 16¢b& astmatu neni zcela objasnéna, ale
u alergické rymy, ktera ma az v 50% souvislost se vznikem astmatu, byl prokazano jejich
trvalé piiznivé ptisobeni.’’

Tato 1éCiva jsou Casto uzivana pacienty s diagnostikovanym sezénnim pylovym
astmatem. *® Nezadouci uginky druhé generace jsou ve srovnani s prvni generaci mensi, stale

se viak mize vyskytnout ospalost, inava, nebo také bolest hlavy.'*

ZT

N

~

cl \

levocetirizin desloratadin

Obr. 5

Antileukotrieny — montelukast, zafirlukast, zileuton (Obr. 6) — maji dva poné€kud
odlisné mechanismy uc¢inku. Zafirlukast a montelukast pusobi jako kompetitivni antagonisté
leukotrientt na jejich receptorech. Zileuton naopak inhibuje enzym 5-lipoxygenazu, ktera
zodpovidé za tvorbu leukotrient.* Nejcastéji jsou pouzivany k 1€€be tzv. aspirin-senzitivniho

astmatu, u ponamahového astmatu™® nebo piipadné t€z u astmatu vzniklého z alergické

12
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rymy.? Antileukotrieny nemivaji pfili§ zavazné nezadouci i¢inky, objevit se mohou bolesti

hlavy, nauzea, dyspepsie, malatnost, vyrazka a svédéni."®

O
HO
HQ (@]
s. NHA
/ NH2
zafirlukast zileuton

Obr. 6

Omalizumab — je rekombinantni monoklonalni protilatka, ktera indukuje snizeni

sekrece IgE a kromé toho redukuje poget B-lymfocyti.” Omalizumab je 1ékem vyuZivanym
predevsim pro tézké piipady pacientd s OLA, u kterych selhava 1écba pomoci IKS nebo
inhalaénich LABA a u astmatikli s prokdzanym alergickym astmatem zprostfedkovanym
IgE.? Nezadouci ucinky jsou jen mirné, lokalni kozni reakce v misté vpichu, bolesti hlavy

I~ I . o v+ s ’ 21
nebo snizena odolnost pacienta vici infekcim.

Specificka alergenova imunoterapie (SIT) — je zptsob specifické 1écby astmatu
vyvolaného u konkrétniho pacienta zndmym alergenem. Mechanismus uc¢inku spociva
ovlivnéni vyvoje specifické imunologické precitlivélosti pacienta vii¢i konkrétnimu alergenu.
Pacient je senzitizovan vu¢i danému alergenu, podavanému v postupné se zvySujicich
koncentracich v injek¢éni nebo sublingualni 1ékové formé. Vlivem senzitizace se u pacienta
navodi imunologicka tolerance, kterd vede v pribéhu 1écby 1 po jejim ukonceni ke snizeni
nebo dokonce vymizeni obtizi spojenych s vystavenim pacienta danému alergenu. Metoda

SIT je viak pouzitelna pouze u pacientt s alergickou reakci zprostfedkovanou IgE.?

1.2.2. Ulevové antiastmatika

Ulevova antiastmatika jsou 1é&iva, ktera rychle uvolni bronchokonstrikei, a tim brani

dalSimu rozvoji exacerbace astmatu.

13
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Inhalaéni a peroralni B,-mimetika s kratkodobym uc¢inkem (SABA) — napf.
salbutamol, terbutalin, fenoterol (Obr. 7) — se pouzivaji pti akutnim astmatickém zachvatu
jako tulevova (zachrannd) 1éc¢iva. Mechanismus jejich u¢inku i nezadouci ucinky jsou velmi
podobné LABA. Zatimco v8ak dlouhodobé pisobici B,-mimetika mohou ovliviiovat zanétlivé
procesy V praduskach, SABA tuto schopnost nemaji. Od LABA je pak odliSuje i doba
pusobeni, trvajici u SABA zpravidla jen 4-6 hodin. Nastup tcinku je rychly, ke zlepSeni stavu

pacienta dochazi do n¢kolika minut.**

Q” A SIS S

fenoterol salbutamol

Obr. 7

Inhala¢ni anticholinergika (SAMA = short-acting muscarinic antagonists) —
ipratropium bromid (Obr. 8) — jsou bronchodilataéné putsobici lé¢iva tlumici ucinek
acetylcholinu uvolinovaného z cholinergnich nervovych zakonceni V dychacich cestach.
Po inhalaci zabranuji téz reflexnimu stazeni dychacich cest vyvolanému vdechnutim
inhalovanych &astic.'* Na rozdil od SABA je jejich bronchodilatadni piisobeni slabsi a G&inek
nastupuje pozdé&ji. Ani tyto latky nemaji vliv na vznik zanétu. Predepisovany jsou piedevsim

pacientiim, u nichz 1é¢ba pomoci SABA neni z n&jakého diivodu mozna.**

CHj
H3C%N o) OH
HsC *

Br
ipratropium bromid

Obr. 8

Nezadouci ucinky jsou zplsobeny inhibici parasympatickych receptori umisténych
mimo dychaci cesty. Nejcastéji se jednd o pocit sucha a hotkosti v Gstech. ZvaZeni rizika
komplikaci je nutné i pfi uzivani vysokych davek u nemocnych s benigni hyperplazii prostaty

nebo s obstrukci hrdla mocového méch}’/fre.14
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Systémové kortikosteroidy (SKS) — methylprednisolon, prednison, triamcinolon
(Obr. 9) — jsou v ulevové terapii podavany vzdy jen kratkodobég, proto se jejich nezadouci

ucinky pfili§ nemanifestuji. Podavany jsou peroralné nebo inj ekéng.®

methylprednisolon prednison

Obr. 9

Methylxantiny s kratkodobym ucinkem — teofylin, aminofylin — jsou jiz dnes
v zédchranné 16¢b& astmatu povaZovany za zastaralé.® Pacientovi jsou aplikovany bud’ per os

nebo injek&né a je nutny monitoring jejich hladiny v krvi.'®

Léciva pouzivana v zachranné i preventivni 1é€bé mohou diky svym nezddoucim
ucinklim ¢i zptsobu podani negativné ovliviiovat zivot pacienta. I to je jeden z divodu
hledani novych, u¢innéjsich latek nebo novych lékovych forem, jejichz nezddouci G¢inky jsou
ve srovnani s dostupnymi 1é€ivy niz§i. Jednou z moznych cest vyzkumu novych antiastmatik
je 1 syntéza 1éciv, jejichz struktura vychazi z bronchodilata¢né ¢i antiflogisticky uc¢innych

pfirodnich latek.

1.3.  Syntetické modifikace alkaloidu (-)vasicinu a (-)vasicinonu

1.3.1. Adhatoda vasica

Adhatoda vasica Nees (syn. Justicia adhatoda L. , Adhatoda zeylanica Med., ¢esky
Nesména cévnata) z Celedi Acanthaceae je zeleny ket rostouci predevsim v Indii, na Sri Lance
a v Malajsii.® V tradi¢ni ajurvédské medicing je uZivana v terapii nemoci dychacich cest jiz

témé& 2000 let.?® Pro své 16¢ivé uginky byla A. vasica zaglengna do manualu WHO The Use of

15
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Traditional Medicine in Primary Health Care jako rostlina uréena k terapii kasle, astmatu
a hemoroidu.

Za expektoracni a antispastické UcCinky drogy jsou zodpovédné predevSim
chinazolinové alkaloidy (-)vasicin, obsaZeny v listech, kofeni a kvétech®® a pozdgji objeveny
(-)vasicinon, izolovany z listéi (Obr. 10).%° V listech miZzeme krom& vasicinu a vasicinonu
najit jest¢ dalsi obsahové latky (alkaloidy vasicinol, adhatodin, adhatonin, adhavasinon,
anisotin, atd.). Kofeny rovnéz obsahuji nékteré z alkaloidt, sacharidy, steroidy a terpeny,

Vv kvétech byl zaznamenan vyskyt flavonoidi a triterpenﬁ.27

seollives

(-)vasicin (-)vasicinon

Obr. 10

o

H

Kromé ucinkd definovanych v manualu WHO The Use of Traditional Medicine
in Primary Health Care, ma alkaloid vasicin jes§t¢ uterotonicky ucinek, ktery se podoba
oxytocinu.®® V roce 1980 byla J. adhatoda zahrnuta Sv&tovou zdravotnickou organizaci
do projektu regulace fertility The Special Programme of Research in Human Reproduction.
I pfes toto zafazeni nebyl doposud uterotonicky uc¢inek vasicinonu poddvaného per os
spolehlivé prokazan zadnou relevantni humanni studii.

Z listd A. vasica byla izolovana silice s pfimymi bronchodilataénimi a tokolytickymi
l'léinky.28 Rostlinny extrakt plsobi antitusicky, antiastmaticky a sniZuje alergickou reakci.?
Prokézan byl i u¢inek antiflogisticky®™ a antiulcerézni*™ Antioxidagni pisobeni stejné jako
snizeni mutagennich ucinkd kadmia bylo pozorovano u lihového extraktu z drogy.27
V literatufe je popisovéano i hypoglykemické piisobeni rostliny.?” Anthelminticka aktivita byla
zaznamenana U extraktu z listé.*

Vzhledem k vySe uvedenym pozitivnim ucinklim vasicinu a vasicinonu na respiracni
onemocnéni byly tyto latky pouzity jako strukturdlni ptfedloha pro pfipravu jejich
syntetickych obmén a nésledné i novych latek odvozenych od skeletu téchto alkaloidi.
Obdobné jako pivodni pfirodni alkaloidy byly i tyto latky podrobeny testovani na

bronchodilataéni aktivitu.
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1.3.2. Alkaloidy (-)vasicin a (-)vasicinon a jejich syntetické obmé&ny

Prvni GspéS$na syntéza racemického vasicinu, spolu s piipravou jeho jednoduchych
derivatii byla publikovana na konci padesatych let minulého stoletf.>*
K G¢inngjsim derivatim vasicinu (Obr. 11) vedla trisubstituce kruhu A zaroven

s odstranénim hydroxylové skupiny z kruhu C.%

X N
@ B)\E> X=F,Cl,Br, |
~

HO N

o<

7-halogen-5-methoxy-1,2,3,9-tetrahydropyrrolo[2,1-b]chinazolin-6-ol
Obr. 11

Stejné jako vasicin, i druhy nejvyznamnéjsi alkaloid rostliny A. vasica, vasicinon, byl

podroben pokusim o totalni syntézu.‘qﬂ’38

Zajem se ndasledné soustfedil pfedevSim na
modifikaci kruhu C vasicinonu.

Zajimavou bronchodilata¢ni aktivitu vykazuje latka oznacovana jako RLX (Obr. 12),
kde je kruh C rozsifen na sedmiclenny a stejné jako v predchozim ptipadé zde hydroxylova
skupina neni pfitomna.*® RLX v davce 10 a 20 mg/kg brani degranulaci zirnych bunék a
uvolnéni histaminu ztkdni a tlumi aktivitu fosfodiesterazy a lipoxygenazy v plicich.
Mechanismus jeho ucinku je sice nejasny, byl vSak vysloven nazor, Zze by mohl pisobit

obdobné jako kromoglykan sodny a aminofylin.*

900

RLX
Obr. 12

Rozsiteni kruhu az na devitilenny nevedlo k pfipravé vyznamnégji aktivnéjSich
derivati.* Dobrych bronchodilata¢nich G¢inkti bylo dosazeno u latek pfipravenych z ptivodni
molekuly RLX substituci na kruhu A jednou nebo vice alkoxyskupinami,“’42
napt. 2,3-dimethoxyderivat RLX, ktery vykéazal vyssi bronchodilatacni aktivitu nez teofylin,

aminofylin 1 samotny RLX.*
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K Gspésnym latkdm vedla i substituce jednoho z uhliki v kruhu C za heteroatom
dusiku.  Vzniklé derivaty 2,3-dihydroimidazo[2,1-b]chinazolin-5(10H)-onu, zejména
10-(4-fluorbenzyl)-2,3-dihydroimidazo[2,1-b]chinazolin-5(10H)-on (Obr. 13) vykazovaly

slibnou bronchodilatagni aktivitu (v tomto piipadé 10x G¢inngj3i ve srovnani s teofylinem).*?

Obr. 13

Mezi podobné ucinné derivaty muzeme zatadit substituované dihydroimidazo-
[1,2-c]chinazoliny a benzimidazo[1,2-c]chinazoliny.****® Pro aktivitu je nezbytné nutna

pritomnost alkylu, resp. elektrondeficitniho arylu v poloze 6 heterocyklu (Obr. 14).

N
—
Pk g
X X
R = alkyl, aryl
X, X'=H,Br, |
Obr. 14

Byla zkoumana i nutnost pfitomnosti kruhu A, popft. C.* Prvni skupina pfipravenych
sloucenin zahrnovala latky nejpodobnéjsi pilivodni struktufe vasicinonu, nebot” mély
zachovany vSechny tfi kruhy A, B i C. Kruh C obsahoval vzdy 5 az 7 uhlikli a u nékterych
derivata byl kruh A dale substituovan. Druha skupina derivati neobsahovala kruh A, zatimco
kruh B mél v poloze 2 navdzan aryl. Posledni skupinu syntetizovanych latek tvofily derivaty
bez piitomnosti kruhu C salkylem v poloze 2 a sarylem v poloze 3 vzniklého skeletu
(Obr. 15).
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o)

DOOLE ¥ lon
B C 2 )n B/ 2 )N B/
N/)\/ N N)\R

R = -CH3
n=1;2;3 -C,H;5
-CsHy
-CsHi
Obr. 15

U vsech produkti bylo provedeno hodnoceni jejich bronchodilata¢ni ucinnosti na
izolovanou tracheu potkana kontrahovanou puasobenim histaminu ¢i acetylcholinu. Jako
srovnavaci standard byl pouzit etofylin.

Z derivatt prvni skupiny se jako nejucinnéjsi ukazaly byt latky se sedmiclennym
kruhem C, které byly schopny dilatovat bronchospasmus navozeny jak pfidavkem histaminu,
tak 1 acetylcholinu. Naopak derivaty druhé skupiny prokézaly jen velmi slabou, nebo viibec
zadnou aktivitu, byl tedy vysloven zavér, ze pfitomnost kruhu A je pro bronchodilata¢ni
ucinek nezbytna. Latky tfeti skupiny uvolnovaly jen histaminem navozeny bronchospasmus.
Jako nejvhodnéjsi se ukazaly derivaty substituované kratSim alifatickym fetézcem v poloze 2

(methyl, ethyl) a zéroveii nesubstituovanym fenylem v poloze 3.*

1.4.  Bronchodilata¢ni aktivita benzodiazini

Jak jiz bylo zminéno Vv pfedchozi kapitole, pfitomnost kruhu C u piirodnich pfedloh
alkaloidu (-)vasicinu a (-)vasicinonu nemusi byt pro jejich bronchodilata¢ni u¢inek esencialni.
Jeho odstranénim vzniknuvs$i chinazolinovy skelet také vykazuje urCitou bronchodilataéni

47,48

aktivitu, proto jsme se v nasi praci zaméfili 1 na jiné benzodiaziny.

1.4.1. Derivaty chinazolinu

Kromé¢ skupiny derivat v kapitole 1.3.2. byly publikovany bronchodilata¢né aktivni
2,4-dialkyl-6,7-dimethoxychinazolin-3-oxidy Posléze byly testovany i ucinky téchto latek

na centralni nervovy a kardiovaskularni systém.49
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Jako nejaktivnéjsi a  nejvhodngjsi se ukazaly 4-methyl-2-isopropyl-6,7-
dimethoxychinazolin-3-oxid a 4-methyl-2-isobutyl-6,7-dimethoxy-chinazolin-3-oxid
(Obr. 16), které dobie dilatovaly hladkou svalovinu bronchii a zaroven se u nich
neprojevovaly zadné vyraznéjsi kardiovaskularni nezadouci ucinky. Jistou nevyhodou bylo

jejich lehce sedativni piisobeni.*®

CH30 _ N,O CH30 _ N,O
CH30 N CH;0 N
4-methyl-2-isopropyl- 4-methyl-2-isobutyl-
-6,7-dimethoxychinazolin-3-oxid -6,7-dimethoxychinazolin-3-oxid
Obr.16

1.4.2. Derivaty chinoxalinu

Nekolik derivata chinoxalin-1,4-dionu s potencialnim antiastmatickym pusobenim

Vv v

chinolinu. K biologické aktivit¢ vSech téchto latek nutno dodat, Ze jejich Géinek spocival
v inhibici lipoxygenazové aktivity a tim vedl ke snizeni leukotrienu LtB4 a kyseliny

5-hydroxyeikosatetracnové 5-HETE. Zminéné latky nemé&ly bronchodilataéni uinky.*

0 K\N/R
o4

Obr. 17

1.4.3. Derivaty ftalazinu

V roce 1967 byly piipraveny derivaty 1-aminoftalazinu (Obr. 18). U syntetizovanych

latek byla nasledné testovana a prokéazana biologickd aktivita, konkrétné antipyretickeé,

-----

20



Uvod

1.4.4. Derivaty cinnolinu

Derivaty obsahujici cinnolinovy skelet, které by vykazovaly bronchodilata¢ni aktivitu,

nebyly prozatim v literatuie popsany.

1.5. Bronchodilataé¢ni aktivita (-)vasicinu, (-)vasicinonu a jejich syntetickych derivata

pripravenych na FaF UK v Hradci Kralové

Ethanolicky extrakt obsahovych latek rostliny A. vasica byl pfipraven na Katedie
farmaceutické botaniky a ekologie a poté byl spolu s izolovanymi alkaloidy (-)vasicinem
a (-)vasicinonem testovan na Katedie farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Dal§im krokem byla piiprava®® syntetického
(-)vasicinonu na Katedfe organické a anorganické chemie a jeho biologické hodnoceni.*

Nasledné byla syntetizovana prvni fada derivatd vasicinonu vychazejici z molekuly
4-hydroxychinazolinu,”® z n&hoz byly jednoduchymi alkylatnimi reakcemi pfipraveny latky
S postrannim fetézcem tvofenym alkylem, piip. s kyselou nebo bazickou funkci v tomto
fetézci. VSechny latky byly testovany na svou bronchodilataéni aktivitu, dale byl pro srovnani
hodnocen i vychozi chinazolin-4-ol.

Nejuspésnéjsi latkou prvni fady se stal 4-(N,N-dimethylaminoethoxy)chinazolin, ktery
byl ptipraven alkylaci chinazolin-4-olu hydrochloridem N,N-dimethyl-N-(2-chlorethyl)aminu

Vv bazickém prostiedi (Schema 1).

OH

N
X Cl HCI Nal, K,CO O/\/ h
» RoLO3
N/ \ aceton, reflux )
~

N

Schema 1
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Druha fada derivati vychazela zvyse zminéné slouceniny.”® Vzniklé derivaty
obsahovaly chinazolinové jadro s atomem dusiku, kysliku nebo siry navazanych do polohy 4.
Na tyto heteroatomy byl piipojen dvou az tiiuhlikaty fetézec nesouci bazické centrum

(Obr. 19).

&)
|
x AN R R = alkyl

X=0,SN
/) n=1-3

Obr. 19

I druhé tada derivati byla podrobena biologickému hodnoceni. Vétsina ptipravenych
latek méla vyssi bronchodilatacni aktivitu nez teofylin, pouzivany jako standard, nejlepSich
vysledku bylo dosazeno u derivati tvofenych chinazolinovym jadrem spojenym v poloze 4
ptes heteroatom siry nebo kysliku tffuhlikatym fetézcem nesoucim bazické centrum.

Bronchodilataéni  aktivita derivatu obsahujiciho kyslik, 4-[3-(piperidin-1-yl)-
propyloxy]chinazolinu, pfipraveného jednoduchou alkylaci chinazolin-4-olu v bazickém

prostfedi (Schema 2), byla ve srovnani s teofylinem 17x vyssi.

OH

O/\/\N
N CI/\/\N NaI,K2C03
.HCI
N/) + aceton, reflux =N
N//'

Schema 2

U derivatu s atomem siry Vpostrannim fetézci, 4-[3-(piperidin-1-yl)-
propylsulfanyl]chinazolinu, ktery byl ptipraven (Schema 3) pies chinazolin-4-thiol a nasledné
byl alkylovan za obdobnych reakénich podminek jako jeho kyslikaty analog, byla prokazana

aktivita dokonce 136x vys$i nez u teofylinu.48

.HCI
OH SH ¢ "N S/\/\'\O
N P2Ss ©\/§N SN
N/) toluen, reflux N/) Nal, K,CO3 N/)

aceton, reflux

Schema 3
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Aktivity vsech latek jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 1).

Tab. 1 Hodnoty bronchodilata¢ni aktivity latek testovanych na FaF (EDsp)

Nézev Vzorec Mr EDso (umol/1)
o)
H
. SN SN
Teofylin (standard) %)i > 180,16 500
o) ITJ N
Extrakt z rostliny
_ - - 218
Adhatoda vasica
1)
(-)Vasicin pfirodni N 188,23 323
OH
o)
(-)Vasicinon piirodni ©\)J\Jl\/> 202,21 1300
—
N° 2
OH
o)
(-)Vasicinon synteticky ©\):N3 202,21 1037,5
N" =
OH
OH
Chinazolin-4-ol ~N 146,15 1742
@
o)
Kyselina OA? '
] ) N OH 204,18 neaktivni
(chinazolin-4-yloxy)octova )
N/
O/
4-Methoxychinazolin
) SN 196,63 519
hydrochlorid ) -HCl
N
\
4-Dimethylamino- o TS
o Q 217,27 440
ethoxychinazolin N
@
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N-[2-(Morfolin-4-yl)ethyl]- AN
[ (. . y). & ) 258,32 1699
-chinazolin-4-amin SN
@
N-[2-(Piperidin-1-yl)ethyl]- /\/'O
[2-( _p _ y)_ yll HN 256.35 185
-chinazolin-4-amin SN
7
N-[2-(1-Methylpyrrolidin- N
. ] HN/\/Q
-2-yl)ethyl]chinazolin- 256,35 102
SN
-4-ami P
amin N P
/\/ID
4-[2-(1-Methylpyrrolidin-
[ YIPYITOel ? 257,33 149
-2-yl)ethoxy]chinazolin SN
@
4-[3-(Piperidin-1-yl)- O
: . SN 271,36 28
-propyloxy]chinazolin B
N
4-[2-(Pyrrolidin-1-yl)- o/\/'\D
[Py _ -y) 243,30 598
-ethoxy]chinazolin \)N
N/
{
4-(Dimethylaminoethyl- s
. . N 233,33 54
-sulfanyl)chinazolin )N
N/
4-[2-(1-Methylpyrrolidin- N
S/\/Q
-2-yl)ethylsulfanyl] 273,40 69
SN
chinazolin N/)
4-[3-(Piperidin-1-yl) s
-propylsulfanyl] B 287,42 3,65
N
chinazolin
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Cil prace

2. CiL PRACE

Cilem mé rigorozni prace byla pfiprava derivati odvozenych od dvou prozatim
bronchodilatacné nejaktivnéjSich chinazolini (4-[3-(piperidin-1-yl)-propyloxy]chinazolin
a 4-[3-(piperidin-1-yl)-propylsulfanyl]chinazolin). V prvni fazi jsme se zaméfili na syntézu
N-oxidl, resp. S-oxidi uvedenych latek (Obr. 20), dale jsme se pokusili o ptipravu
chinoxalinovych analog, u kterych by byl piperidinpropylovy fragment vazan do polohy 2
vysledného benzodiazinu. U syntetizovanych latek byla hodnocena jejich bronchodilata¢ni

aktivitu.

?
N N N
N ox N 3

B DY

?
N\j N\j N\j
_N OX. _N _N
S S O*?
1 1 L

o N
oyt ey

Obr. 20
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3. VYSLEDKY S KOMENTAREM

Na zaklad¢ bronchodilatacni aktivity derivatd chinazolinu s bazickym postrannim

fetézcem navazanym pies heteroatom kysliku nebo siry jsme se rozhodli pouzit dvé

vvvvvv

propylsulfanyl]chinazolin,*® jako vychozi latky pro syntézu novych a potencialné G&inngjsich

molekul.
3.1. Syntéza derivatu odvozenych od 4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolinu

3.1.1. Oxidace 4-[3-(piperidin-1-yDpropyloxy]chinazolinu

Prvnim reakci byla oxidace vychoziho 4-[3-(piperidin-1-yl)-propyloxy]chinazolinu (1)
pomoci peroxidu vodiku (1 ekv.) v koncentrované kyselin¢ octové pii teploté lazné 100°C
po dobu 8 hodin, kdy veskera vychozi latka jiz zreagovala (Schema 4). Jediny izolovany
produkt byl 1-[3-(chinazolin-4-yloxy)propyl]piperidin-1-oxid (2), reakce ovsem poskytovala
pouze velmi malé vytézky (méné nez 20%), a to i pti opakovani experimentu. Nasledné jsme
se rozhodli pro zménu reakénich podminek — mCPBA v chloroformu. Nicméné ke zvySeni
vytézku nedoslo ani po 10 hodinach za varu. Vznikly produkt byl charakterizovan pomoci
NMR a MS spektroskopie, které potvrdily vznik N-oxidu na piperidinovém kruhu a nikoli

na heteroaromatickém skeletu.

H20, o)
CH3COOH
@ >
Schema 4

3.1.2. Piiprava 4-hydroxychinazolin-1-oxidu

Po zjisténi, ze oxidace 4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolinu pomoci ¢inidel
uvedenych kapitole 3.1.1 nevede k tvorbé mono-, pfip. di-N-oxidu na chinazolinovém skeletu,
a ze dosud znamé ptipravy podobnych chinazolinli vychazeji pfedevsim z cyklizacnich reakci

52,53

pfislusnych prekurzort, jsme se rozhodli syntézu modifikovat. Prvnim krokem by byla

oxidace chinazolin-4-olu i srizikem niz§itho vytézku a ptipadné vznikly N-oxid by byl

26



Vysledky s komentarem

nasledn¢ alkylovan na kysliku hydroxylové skupiny aktivnim piperidinpropylovym
fragmentem.

Nejprve jsme podrobili chinazolin-4-ol (3) reakci s mCPBA v chloroformu. Tato
syntéza nevedla ani po 20 hodinach za varu k tvorbé zadaného produktu. Ze smési byla
izolovana pouze vychozi latka, nezreagovana MCPBA a 3-chlorbenzoova kyselina.

Proto jsme zvolili prostfedi peroxidu vodiku v koncentrované kyselin¢ octové.
Po neuspéchu pii pouziti jednoho molarniho ekvivalentu peroxidu vodiku jsme postupné
zvysSovali jeho mnozstvi az na 4 molarni ekvivalenty. Ani to vSak nevedlo k zaddanému
vysledku.

Nakonec jsme se rozhodli pro drastictéjsi reakéni podminky tj. peroxid vodiku
Vv koncentrované kyseliné sirové (Schema 5). Po Sestihodinovém zahfivani reakéni smési
a jejim néasledném ochlazeni doslo ke krystalizaci produktu s vytézkem 75 %. Pomoci NMR
a MS experimentl jsme zjistili, ze se jedna o 4-hydroxychinazolin-1-oxid. K tvorbé

di-N-oxidu tedy nedoslo ani pfi pouziti tak silné¢ho oxida¢niho prostiedi.

o)
4
N\W H,0,, H,SO, N\W
_N reflux N
OH OH
3 4
Schema 5

Vznikly  4-hydroxychinazolin-1-oxid  (4) jsme alkylovali  hydrochloridem
1-(3-chlorpropyl)piperidinu (5) v prostiedi jodidu sodného, uhli¢itanu draselného a acetonu za
varu reakéni smési po dobu 24 hodin s86 % vytézkem (Schema 6). Produkt byl
charakterizovan pomoci NMR a MS spekter.

Q Q
N PPN "
N cl I\O K,COj3 Nal N
Z + HCl —
aceton, reflux
OH O
4 5 6 7\

Schema 6
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3.2. Syntéza derivati odvozenych od 4-[3-(piperidin-1-yl)propylsulfanyl]chinazolinu

3.2.1. Piim4 oxidace 4-[3-(piperidin-1-yl)propylsulfanyl]chinazolinu

Pti piipravé S-oxidii odvozenych od 4-[3-(piperidin-1-yl)propylsulfanyl]chinazolinu
(7) jsme se nejprve pokusili o pfimou oxidaci vychozi latky pomoci peroxidu vodiku
Vv kyselin¢ octové. I pies velmi mirné podminky (1 ekvivalent peroxidu, teplota 0°C) se nam
nepodafilo izolovat pozadovany sulfoxid ¢i sulfon, v reakéni smési byl pifitomen pouze
vychozi material a chinazolin-4-ol, cozZ je zfejmy produkt oxidativni desulfurace vznikajiciho
sulfonu. (Schema 7)

Ke stejnému vysledku jsme dospéli i pii oxidaci 4-[3-(piperidin-1-yl)-
propylsulfanyl]chinazolinu s mCPBA v chloroformu, rovnéz za velmi mirnych podminek
(1 ekvivalent MCPBA, teplota 0°C). | zde ziejmé doslo k oxidaci na atomu siry az na sulfon a

nasledné k odstépeni celého postranniho fetézce.

O
S/\/\N O:S/\/\N OH
SN OX. NN OX. XN
[ j: =
7 N)

—

Schema 7
3.3. Syntéza derivati chinoxalinu

V této Casti projektu jsme se rozhodli zhodnotit vliv pfitomnosti chinazolinového jadra

na bronchodilataéni aktivitu a nahradit jej chinoxalinovym skeletem. (Schema 8)

N\j Q
(= o
Q X=0,8

Schema 8
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Vysledky s komentarem

3.3.1. Syntéza 2-[3-(piperidin-1-ypropyloxy]chinoxalinu

Piiprava 2-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinoxalinu vychazela z chinoxalin-2-olu
a hydrochloridu 1-(3-chlorpropyl)piperidinu (5) za identickych reakénich podminek jako
v kapitole 3.1.2. (Schema 9). Reakce prob¢hla s vytézkem 79% a produkt byl charakterizovan
NMR a MS spektry.

N.__OH
@[ \:( . Cl/\@r\O K,CO3 Nal N o\/\/r\O
N~ ' aceton, reflux /j/
N
8 5 9

Schema 9

3.3.2. Syntéza 2-[3-(piperidin-1-ypropylsulfanyl]chinoxalinu

Pii syntéze 2-[3-(piperidin-1-yl)propylsulfanyl]chinoxalinu jsme nejprve piipravili
chinoxalin-2-thiol z chinoxalin-2-olu (8) reakci se sulfidem fosfore¢nym v toluenu s 65 %
vytézkem. Vznikly meziprodukt (10) byl po precisténi sloupcovou chromatografii
a charakterizaci podroben alkyla¢ni reakci s hydrochloridem 1-(3-chlorpropyl)piperidinu (5)

(Schema 10). Vytézek reakce ¢inil 72%.
CI/\/\

N Hai'l 5 W s O
@[ \j/ PzS5 toluen @[ j/ K,COj, Nal @[ j/ ~ N
N~ reflux NG
8

aceton, reflux
11

Schema 10
3.4. Hodnoceni bronchodilata¢ni aktivity pripravenych latek
Vsechny nami ptipravené derivaty byly podrobeny hodnoceni bronchodilata¢nich
ucinki na Katedfe farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové

metodou izolované trachey potkana. Jako srovnavaci standard byl pouzit teofylin

a ipratropium bromid. Vysledné hodnoty aktivit jsou uvedeny v tabulce Tab. 2.
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Tab. 2: Hodnoty bronchodilata¢ni aktivity ptipravenych latek (EDsp)

Vysledky s komentarem

Nazev Vzorec Mr EDsp (umol/T)
o)
~ N
Teofylin )N\)i > 180,16 500
o) ITI N
HyC G R
Ipratropium bromid 3H3CN’\<(— © OH 412,36 0,0015
Br
1-[3-(Chi lin-4-yloxy) O/\/\"\O
-[3-(Chinazolin-4-ylox o]
L Y .y SN 287,36 600,6
propyl]piperidin-1-oxid J
N
Q
N\
4-Hydroxychinazolin-1-oxid WN 162,15 1313
OH
Q
L N
4-[3-(Piperidin-1-yl)- X
_ . . jN 287,36 45,3
propyloxy]chinazolin-1-oxid
o _~_N
2-[3-(Piperidin-1-yl) N O\/\/'O 27136 479
propyloxy]chinoxalin ©: B ’ '
N
2-[3-(Piperidin-1-yl) N S\/\/O 287 42 64
propylsulfanyl]chinoxalin ©: P ’ ’
N
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Zaver

4. ZAVER

V této rigorozni praci jsme navazali na syntézu dvou ndmi pfipravenych
chinazolinu a 4-[3-(piperidin-1-yl)propylsulfanyl]chinazolinu.

Nejprve jsme se pokusili pfipravit jejich N-, resp. S-oxidy. V prvnim piipadé se nam
podafilo reakci s peroxidem vodiku v koncentrované kyselin€ octové zoxidovat dusik
piperidinu v postrannim fetézci. Vznikly produkt, 1-[3-(chinazolin-4-yloxy)propyl]-piperidin-
1-oxid, prekvapive vykazal znatelné snizeni bronchodilata¢ni aktivity
(600,6 umol/1 oproti 28,0 wumol/l u vychozi latky).

Pii S-oxidaci 4-[3-(piperidin-1-yl)propylsulfanyl]chinazolinu pravdépodobné doslo,
I za pouziti mirnych reak¢énich podminek, k oxidativni desulfuraci vznikajiciho sulfonu
a vyslednym produktem byl chinazolin-4-ol.

Syntéza dalSiho derivatu, 4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolin-1-oxidu, prob¢hla
ve dvou krocich. Pivodni molekula chinazolin-4-olu byla oxidovana silnym oxida¢nim
Cinidlem (peroxidem vodiku v koncentrované kyseliné sirové) na  4-hydroxy-
chinazolin-1-oxid, ktery byl rovnéz testovan na hladké svaloving trachey. Tento meziprodukt
prokazal ponckud vysS§i aktivitu (1313 pmol/l) nez plvodni vychozi latka,
tj. chinazolin-4-ol (1742 umol/l viz. Tab. 1). Alkyla¢ni reakci hydroxychinazolin-1-oxidu byl
ptipraven 4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolin-1-oxid. Jeho aktivita (45,3 umol/l) byla
ve srovnani s predlohovou strukturou 4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolinu podobna
(28,0 umol/l, viz. Tab.1), nicméné ji nepteddila.

Chinoxalinovy analog 4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolinu byl pftipraven
alkylaci chinoxalin-2-olu. Vysledny produkt, 2-[3-(piperidin-1-yl)-propyloxy]chinoxalin,
vykazal také obdobnou bronchodilatacni aktivitu (EDsy 47,9 pmol/l), srovnatelnou
s 4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolinem (28,0 umol/l).

Posledni pfipraveny a testovany derivat, 2-[3-(piperidin-1-yl)propylsulfanyl]-
chinoxalin, byl pfipraven ve dvou krocich. Nejprve byl z chinoxalin-4-olu za pomoci sulfidu
fosfore¢ného pripraven chinoxalin-4-thiol a naslednou alkylaci byl pfipraven vysledny
produkt se slibnou bronchodilata¢ni aktivitou (6,4 umol/l), ktera se témét vyrovnala aktivité
své predlohové struktury (3,65 umol/l, Tab. 1).

Na zakladé zjisténych hodnot bronchodilataéni aktivity vyplyva, Zze oxidace

chinazolinového skeletu na N-oxid nevedla K ucinnéjSim derivatim; oxidace dusiku
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piperidinu méla za nasledek dramaticky pokles aktivity. Podobné¢ zaména chinazolinu za
chinoxalin nevedla k vyrazngji aktivngj$im slouceninam.
Vsechny v této praci piipravené latky nesouci piperidinovy postranni fetézec nebyly

zatim v literatufe popsany.
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Experimentalni cast

5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Obecné experimentalni postupy

Vychozi latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich a pouzity bez ¢isténi. Teploty
tani viech latek byly méfeny na Koflerové bloku a nebyly korigovany. Méfeni IC spekter
vSech latek bylo provedeno na piistroji NICOLET 6700 FT-IR. Hmotnostni spektra latek byla
méfena na hmotnostnim spektrometru FINNIGAN LTQ XL. Elementarni analyza byla
provedena na piistroji CHNS-OCE FISONS EA 1110. NMR spektra byla métena v roztocich
DMSO-dg, CD30OD a CDClj pii laboratorni teploté na pfistroji VARIAN MERCURY - VX
BB 300 pracujicim pfi 300 MHz pro 'H a pfi 75 MHz pro BC. Chemické posuny byly
zméfeny jako hodnoty & vparts per million (ppm) a byly nepfimo vztazeny
k tetramethylsilanu jako standardu pomoci zbytkového signalu rozpoustédla. Data jsou
prezentovdana v nasledujicim pofadi: chemicky posun (J), integrovand intenzita
(v protonovych spektrech), multiplicita (s: singlet, t: triplet, m: multiplet, bs: Siroky singlet),
interakéni konstanty (Hz). VSechna pfitazeni byla provedena na zakladé 1D experimentu.
Pribéh reakce a Cdistota vyslednych produkti byla kontrolovdna pomoci tenkovrstvé
chromatografie na aluminiovych TLC deskach Silica gel 60 F254 (Merck) s detekci pod UV
lampou. Silikagel 60 (230-240 mesh) pro sloupcovou chromatografii byl zakoupen od firmy
E. Merck.

5.2. Experimentalni postupy pouZzité pri biologickém hodnoceni

5.2.1. Metodika izolované prudusnice

Pfi hodnoceni bronchodilata¢ni U¢innosti syntetizovanych latek byla pouzita
modifikovana in vitro metodika podle Castilly a de Beera.*® Testovani bylo provadéno na
izolované trachee samcli potkana kmene Wistar. Trachea byla vyjmuta ztéla potkana
a prenesena do Schullerovy nédoby naplnéné Krebs-Henseleitovym zivnym roztokem
(pH 7,8) o slozeni (mM): NaCl 116,3; KCI 4,7; CaCl; 2,5; MgSQO4 1,2; KH2,PO4 1,2; NaHCO4
25,0 a glukoza 11,1. Poté byla upevnéna pomoci ligatur jednim koncem k frité zasobujici
zivny roztok pneumoxidem a druhym na izotonicky pfevodnik spojeny s registratnim

zafizenim (zapisovacem).
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Kalibrace aparatury byla provedena pomoci dvou zavazi o hmotnosti 1 a 2 g.
Preparat byl zatizen na 2 g. Stabilizace trvala 30 min, v prubéhu této doby byla provadéna
kazdych 10 min vyména zivného roztoku. Po 30 min bylo zatiZzeni sniZeno na 1 g. Preparat
byl ptipraven k testovani po stabilizaci kiivky zaznamu ve fazi plato.

Pro dosazeni kontrakce trachey byl do lazn¢ naplnéné zivnym roztokem byl pfidan
karbachol o koncentraci 10° M. Poté, co doslo k maximalni kontrakci trachey, byla
ponechana po dobu 10 min mozZnosti vlastni relaxace. Naslednym piidavkem dalsi davky
karbacholu (10 M) byla trachea opét kontrahovéna. Poté byly pfidavany kumulativni davky
vodného roztoku testovanych latek v jejich vzrustajicich koncentracich tak, ze k jejich
podavani dosSlo vzdy az po stabilizované odpovédi hladkého svalstva pridusnice na
piedchazejici koncentraci. Na konci experimentu byl pfidan teofylin v koncentraci 3x107 M.
Tim doslo k uplné relaxaci hladkého svalstva. Relaxace navozena jednotlivymi davkami
testovanych latek byla porovnavana stouto maximalni relaxaci zpusobenou teofylinem.
Vysledek byl vyjadien v procentech. Teofylin je zde v roli pozitivni kontroly (koncentrace 10
7+107% 10%; 10* 2,5x10™* 5x10™; 7,5x10" a 10 M).

5.2.2. Zpracovani vysledku biologického hodnoceni

Ziskané hodnoty byly zadany do programu GraphPad Prism 5. Na osu X byl nanesen
logaritmus koncentrace testované latky, na osu Y relaxace tkané v procentech. Metodou
nelinearni regrese byla ziskdna DRC kiivka a odectena hodnota EDsy (koncentrace latky
vyvolavajici polovinu maximalni odpovédi). Vysledky jsou vyjadieny jako EDsg + SEM pro
kazdou testovanou latku. EDsg + SEM pro teofylin, pouzivany jako standard, je 500 + 43

pumol/ 1.3
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5.3. Syntéza derivati odvozenych od 4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolinu

5.3.1. 1-[3-(Chinazolin-4-yloxy)propyl]piperidin-1-oxid (2)

H,0, @]
/) CH3COOH /)
N N" 2

K 4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolinu (1) (271,36 mg; 1,0 mmol) byl pfidan
peroxid vodiku (1,0 mmol) a koncentrovana kyselina octova (11 ml), vysledna smés byla
zahtivana pfi teploté 100 °C po dobu 8 hodin. Po ochlazeni byla reakéni smés rozdélena mezi
EtOAc (50 ml) a nasyceny vodny roztok NaCl (50 ml). Organicka vrstva byla vysusena
(Na2S0Oy), rozpoustédla byla odpafena na vakuové odparce a produkt reakce byl piecistén
pomoci sloupcové chromatografie s pouzitim mobilni faze EtOAc — EtOAc:MeOH (1:1) —
MeOH.

Vytézek: 20%. Charakteristika: Zlutd krystalicka latka, t.t. 129-132 °C, '"H NMR:
(300 MHz, CD3;0OD) 6 8.38 (1H, s, H2), 8.19-8.16 (1H, m, Ar), 7.80-7.75 (1H, m, Ar), 7.64-
7.61 (1H, m, Ar), 7.55-7.47 (1H, m, Ar), 4.16 (2H, t, J=7.1 Hz, OCH,), 3.39-3.18 (6H, m,
3xNCHy), 2.41-2.27 (2H, m, CHy), 2.21-2.05 (2H, m, CHy), 1.76-1.28 (4H, m, 2xCHy); *C
NMR: (75 MHz, CD;0D) & 162.6, 149.0, 148.9, 135.7, 128.5, 127.9, 127.3, 122.9, 67.9,
65.9, 45.6, 23.5, 22.9, 21.9; IR: 1036, 1108, 1156, 1225, 1261, 1294, 1324, 1376, 1474, 1611,
1668, 2942 cm™; LRMS: m/z (relativni intenzita) 288.2 [M+H]" (100), 259.4 (3), 201.1 (1),
158.4 (2), 143.3 (1), 129.2 (2).

5.3.2. 4-Hydroxychinazolin-1-oxid (4)**

o)
4
N\ﬁ H,0,, H,SO, N\W
_-N reflux N
OH OH
3 4

Smés chinazolin-4-olu (3) (1,46 g; 10,0 mmol), peroxidu vodiku (30%, 11ml)
a koncentrované kyseliny sirové (6 ml) byla zahtivana po dobu 8 hodin pfi teploté 100 °C.
Po ochlazeni reakéni smési doSlo k vykrystalizovani produktu, ten byl promyt vodou

a nasledné vysusen.
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Vytézek: 75%. Charakteristika: bila krystalicka latka, t.t. 239-243 °C, t.t. v literatufe
228 °C**: 'H NMR: (300 MHz, DMSO-dg) & 11.58 (1H, bs, OH), 8.98 (1H, s, H2), 8.18-8.15
(1H, m, Ar), 7.99-7.92 (1H, m, Ar), 7.78-7.72 (1H, m, Ar), 7.70-7.63 (1H, m, Ar); *C NMR:
(75 MHz, DMSO-dg) & 159.7, 148.9, 140.9, 136.2, 128.9, 126.9, 122.2, 121.5; IR: 1031,
1064, 1201, 1297, 1447, 1576, 1588, 1666, 1715, 2909, 3038, 3084 cm™; LRMS: m/z
(relativni intenzita) 163.1 [M+H]" (1), 147.1 (100), 130.1 (3), 120.3 (2), 92.2 (2).

5.3.3. 4-[3-(Piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolin-1-oxid (6)

O Q

U

N N
N N
) cI” "N K,CO3, Nal 7

=N HCI N
aceton, reflux
OH

O
4 5 6 7\

N

(]

Smés 4-hydroxychinazolin-1-oxidu (4) (162,2 mg, 1,0 mmol), hydrochloridu
1-(3-chlorpropyl)piperidinu (5) (0,218 ¢, 1,1 mmol), bezvodého uhli¢itanu draselného
(0,691 g, 5,0 mmol) a jodidu sodného (15,0 mg, 0,1 mmol ) ve 20 ml acetonu byla zahtivana
za varu po dobu 24 hodin. Po ochlazeni byla reakéni smés rozdélena mezi EtOAc (20 ml)
a nasyceny vodny roztok NaCl (20 ml). Organicka vrstva byla vysusena (Na;SOy),
rozpoustédla byla odpafena na vakuové odparce a produkt reakce byl preciStén pomoci
sloupcové chromatografie s pouzitim mobilni faze EtOAc/MeOH 1:1.

Vytézek: 86%. Charakteristika: nazloutla amorfni latka; 'H NMR: (300 MHgz,
CDsOD) 6 8.37 (1H, s, H2), 8.23-8.20 (1H, m, Ar), 7.83-7.78 (1H, m, Ar), 7.65-7.62 (1H, m,
Ar), 7.57-7.51 (1H, m, Ar), 4.11 (2H, t, J=7.0 Hz, OCH,), 2.48-2.40 (6H, m, 3XNCHy), 2.08-
1.97 (2H, m, CHy), 1.60-1.39 (6H, m, 3xCH,); *C NMR: (75 MHz, CDs0D) & 161.6, 148.2,
147.9, 134.5, 127.4, 126.7, 126.2, 121.8, 55.6, 54.1, 45.4, 25.3, 23.9; IR: 1120, 1161, 1273,
1324, 1369, 1469, 1611, 1668, 2759, 2811, 2929 cm™; LRMS: m/z (relativni intenzita) 288.2
[M+H]" (3), 272.3 (100), 223.5 (1), 207.1 (1), 187.3 (6), 142.2 (1), 126.1 (3).
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5.4. Syntéza derivati chinoxalinu
5.4.1. 2-[3-(Piperidin-1-yDpropyloxy]chinoxalin (9)

N._OH
©: \]/ Cl/\/\’\O _KyCOg Nal O\/\/IO
+ HCI
N~ aceton, reflux @[ j/
8

5

Smés chinoxalin-2-olu (8) (292,3 mg, 2,0 mmol), hydrochloridu 1-(3-chlorpropyl)-
piperidinu (5) (0,436 g, 2,2 mmol), jodidu sodného (30,0 mg, 0,2 mmol ) a bezvodého
uhli¢itanu draselného (1,382 g, 10,0 mmol) ve 30 ml acetonu byla zahiivana pfi teploté lazné
70 °C po dobu 24 hodin. Po ochlazeni byla reakéni smés rozdélena mezi EtOAc (20 ml)
a nasyceny vodny roztok NaCl (20 ml). Organickd vrstva byla vysuSena (NaySOy),
rozpoustédla byla odpafena na vakuové odparce a produkt reakce byl precistén pomoci
sloupcové chromatografie s pouzitim EtOAC jako mobilni faze.

Vytézek: 79%. Charakteristika: zluta amorfni latka; "H NMR: (300 MHz, CD30D)
6 8.19 (1H, s, H3), 7.85-7.82 (1H, m, Ar), 7.67-7.62 (2H, m, Ar), 7.41-7.37 (1H, m, Ar), 4.26
(2H, t, J=7.0 Hz, OCHy,), 2.50-2.38 (6H, m, 3XxXNCH,), 2.00-1.88 (2H, m, CH,), 1.63-1.40
(6H, m, 3xCH,); *C NMR: (75 MHz, CD;0OD) $ 156.7, 150.7, 134.9, 133.6, 132.6, 131.3,
125.1, 115.8, 57.1, 55.4, 415, 26.5, 25.3, 25.1; IR: 1039, 1071, 1124, 1157, 1309, 1464,
1588, 1603, 1658, 2806, 2851, 2933 Cm'l; LRMS: m/z (relativni intenzita) 272.3 [M+H]+
(100), 207.3 (1), 187.2 (3), 163.1 (1), 126.3 (2).

5.4.2. Chinoxalin-2-thiol (10)>*°°

N.__SH
©i ]/ P285 toluen ©i \j/

~

N

reflux

Smés chinoxalin-2-olu (8) (1,462 g, 10,0 mmol) a sulfidu fosfore¢ného (2,223 g,
10,0 mmol) v toluenu (50 ml) byla refluxovana po dobu 12 hodin. Po ochlazeni byla reakéni
smés rozdelena mezi EtOAc (50 ml) a vodu (50 ml). Organickd vrstva byla vysuSena
(Na,SQ,), rozpoustédla byla odpafena na vakuové odparce a produkt reakce byl piecistén
pomoci sloupcové chromatografie s pouzitim mobilni faze hexan/EtOAc (1:1).

Vytézek: 65%. Charakteristika: Zzluta krystalicka latka, t.t. 198-201 °C, t.t.
v literatufe 204-206 °C>°; NMR spektra byla shodna s uidaji v literatufe.®
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5.4.3. 2-[3-(Piperidin-1-yDpropylsulfanyl]chinoxalin (11)

@[ ]/ C'/\H/C\I _KoCOg Nal @[ j/s\/\/"o
aceton, requx
5 11

Smé&s  chinoxalin-2-thiolu  (10) (0,487 g, 3,0 mmol), hydrochloridu
1-(3-chlorpropyl)piperidinu (5) (0,654 g, 3,3 mmol), jodidu sodného (45,0 mg, 0,3 mmol)
a bezvodého uhlicitanu draselného (2,073g, 15,0 mmol) v 50 ml acetonu byla zahiivana
pii teploté lazn€ 70 °C po dobu 28 hodin. Po ochlazeni byla reakéni smés rozdélena mezi
EtOAc (30 ml) a nasyceny vodny roztok NaCl (30 ml). Organickd vrstva byla vysuSena
(Na2S0y), rozpoustédla byla odpafena na vakuové odparce a produkt reakce byl piecistén
pomoci sloupcové chromatografie s pouzitim EtOAc jako mobilni faze.

Vytézek: 72%. Charakteristika: zluta amorfni latka; 'H NMR: (300 MHz, CDCl3) 8
8.57 (1H, s, H3), 7.99-7.95 (1H, m, Ar), 7.91-7.86 (1H, m, Ar), 7.70-7.58 (2H, m, Ar), 3.35
(2H, t, J=7.1 Hz, OCH,), 2.51-2.32 (6H, m, 3XxXNCH,), 2.03-1.95 (2H, m, CH,), 1.62-1.38
(6H, m, 3xCH,); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 156.2, 144.9, 142.7, 139.7, 130.0, 129.2,
127.8, 127.7, 58.1, 54.5, 27.6, 26.3, 25.8, 24.3; IR: 1088, 1095, 1157, 1249, 1425, 1443,
1542, 1574, 2716, 2930 cm™;LRMS: m/z (relativni intenzita) 288.2 [M+H]* (100), 272.3
(24), 226.7 (1), 203.1 (1), 187.2 (2), 158.2 (1), 126.2 (9), 98.3 (3).
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