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ABSTRAKT
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Néazev diplomové prace: 2,4-Disubstituované derivaty chinazolinu jako potencidlni ligandy

pro CAR receptory

CAR (konstitutivni androstanovy receptor) je jaderny receptor ovliviiujici bunéény
metabolismus. Negativné¢ reguluje  metabolismus tuk@t  (prostiednictvim inhibice
liponeogeneze), B-oXidace mastnych kyselin a glukoneogeneze. Tento receptor také hraje

dilezitou roli v metabolismu jak exogennich, tak i endogennich toxinda.

Po zjisténi, ze 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-ol je ligandem CAR receptoru, jsme se

zaméfili na syntézu jeho derivati.

Syntéza tohoto chinazolinu probéhla ve tfech krocich s velmi dobrym vytéZzkem. Prvni
skupina  (4-alkyloxy-2-(3-methoxyfenyl)chinazoliny) byla pfipravena jednoduchymi
alkylacnimi reakcemi s alkylhalogenidy. Druha ftada 4-alkylsulfanyl-2-(3-methoxy-
fenyl)chinazolint byla syntetizovana reakci vychoziho 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu se
sulfidem fosfore¢nym a nasledné reakci s methyljodidem. Tteti série derivata (4-alkylamino-
-2-(3-methoxyfenyl)chinazoliny) byla syntetizovana pomoci nukleofilni substituce
p-fluorbenzensulfonylovaného intermediatu piislusnym aminem, coZ s uspokojivymi vytézky
vedlo K vyslednému produktu. Ve snaze vytvotit ¢tvrtou fadu derivatl s methoxy skupinou
posunutou do polohy 4 fenylu jsme provadéli couplingové reakce s ptimou aktivaci C-H

vazby, nicméné tyto snahy byly neuspésné.

Vsechny pfipravené latky byly nasledné testovany na afinitu k CAR receptoru.
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Title of Thesis: 2,4-Disubstitued quinazolines as potential ligands for CAR receptors

CAR (constitutive adrostane receptor) is a nuclear receptor that has an impact on cell
metabolism. It is a negative regulator of lipid metabolism (via liponeogenesis inhibition),
[B-oxidation of fatty acid, and gluconeogenesis. This receptor also plays an important role in

metabolism of exogenous and endogenous toxins.

After revealing the fact that 2-(3-methoxyphenyl)quinazoline-4-ol may act as

a ligand for CAR we focused on a synthesis of a small library of its derivatives.

The synthesis of desired quinazoline was carried out in three steps with very good
overall yield. The first group of 4-alkyloxy-2-(3-methoxyphenyl)quinazolines was prepared
by simple alkylation reactions with alkylhalogenides. The second group of (4-alkylsulfanyl-2-
-(3-methoxyphenyl)quinazolines) was synthesized by reaction with phosphorus pentasulfide
followed by reaction with methyl iodide. The most recent group of derivatives,
(4-alkylamino-2-(3-methoxyphenyl)quinazolines), was synthesized by nucleophilic
substitution of 4-fluorobenzenesulfonated intermediate with appropriate amine leading to
desired product with satisfactory vyields. Attempts to synthesize the fourth series of
compounds possessing methoxy fragment shifted to position 4 on the phenyl moiety

employing a coupling reaction with a direct activation of a C-H bond were unsuccessful.

All prepared compounds were submitted for an investigation of the affinity to CAR

receptors.
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SEZNAM ZKRATEK

APCI
CAR
CITCO

CYP
DMAP
EC50
FBSCI
FXR
GDP
GR
HDL
HMG-CoA
Insig-1
LBD
LRMS
MDR
MRNA
MRP
NADPH
NMR
PGC-1la
PPARa
PXR
SULT
TCPOBOP
TH
TIF2
TLC
TSH
UGT
VLDL

atmospheric-pressure chemical ionization
constitutive androstane receptor
6-(4-chlorfenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazol-5-karbaldehyd-O-(3,4-
dichlorbenzyl)oxim

cytochrom P450

4-(N,N-dimethylamino)pyridin

koncentrace latky, pfi kterém je dosazeno 50 % jejiho U€inku
p-fluorbenzensulfonylchlorid

farnesoid X receptor

guanosindifosfat

glukokortikoidni receptor

high density lipoprotein
hydroxymethylglutaryl-koenzym A
insulin-induced gene 1

ligand binding domene — doména vazajici ligand
hmotnostni spektroskopie s nizkym rozliSenim
multidrug resistance protein

messenger RNA

multidrug resistance-asociated protein
redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nuklearni magneticka rezonance

peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-1o
peroxisome proliferator-activated receptor a
pregnanovy X receptor

sulfotransferazy
1,4-bis[2-(3,5-dichlorpyridyloxy)]benzen
tyroidni hormon

transcription intermediary factor 2

tenkovrstva chromatografie

tyreotropni hormon
UDP-glukuronosyltransferazy

very low density lipoprotein
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Uvod

1. UVOD
1.1. Klasifikace CAR nuklearniho receptoru

Receptor CAR (NRL1I3) je tazen do prvni podrodiny nuklearnich receptort (receptory

podobné thyroid hormone receptoru), skupiny I (receptory podobné vitamine D receptoru).

K objevu lidského CAR (hCAR) doslo v roce 1994, jeho ptivodni oznaceni bylo
orphan receptor MB67.* Zkratka CAR piivodn& znamenala constitutive activator of retinoic
response (diky tomu, Ze byl tento receptor schopen vazat se s retinoic acid response elementy
(RARESs)). Mysi CAR (mCAR) byl izolovén a popsan v roce 1997.

V prubéhu dalsiho studia byly postupné odhalovany hlavni funkce tohoto receptoru.
Predev§im byl zkoumén z hlediska vlivu na indukeci gentt kodujicich CYP2B subrodinu
cytochromu P450 zprostiedkovanou fenobarbitalem ¢i induktory s podobnym ptisobenim.
Témi jsou napftiklad fenytoin, polychlorované bifenyly, chlorpromazin, TCPOBOP a dalsi.
Bylo zjisténo, ze CAR ma velmi dilezitou ulohu v metabolismu xenobiotik, konkrétné
figuruje jako xenosenzor. V experimentech vyslo najevo, Zze CAR je nezbytny pro indukci
CYP2B10 prostiednictvim enzymovych induktorti a bylo identifikovano mnozstvi dalSich

genii, které jsou podiizeny regulaci CAR.?

Vzhledem k tomu, ze neni znam dostatek kvalitnich ligandd tohoto receptoru, jeho
funkce v organismu zatim neni zcela osvétlena. CAR ziejmé ovliviuje signalizacni cesty
jednak prostfednictvim pfimého vlivu na expresi genl, ale také ovlivnénim dalSich
signalizaCnich cest, ve kterych hraji jaderné receptory roli. Diky tomuto komplexnimu
integrovanému systému je organismus schopen regulovat metabolismus endogennich latek,

xenobiotik i dietarnich faktort.2
1.2. Exprese CAR

CAR je v nejvy$si mife exprimovan v mistech, kde dochazi ke vstupu a metabolizaci
xenobiotik, coz koresponduje s tim, Ze v organismu plni dtlezitou roli xenosenzoru. Tim je
zajisténa co mozna nejvyssi ochrana organismu pied negativnim plisobenim exogennich latek.
Exprese CAR je vysokd pievazné v jatrech a v epitelidlnich buiikdch tenkého stieva. Dale je
také v mensi mife syntetizovan v mysi i lidské srde¢ni tkani, v kosternim svalstvu, v mozku,
ledvinach a v lidskych plicich. Jeho role v téchto tkanich vSak dosud nebyla detailné

;2
prostudovana.
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1.3. Ligandy a aktivatory CAR

Kdyz byl CAR vroce 1994 poprvé objeven, byl popsan jako ,,orphan“ receptor,
jinymy slovy nebyl znamy zadny jeho pfirozeny endogenni ligand. To samoziejmé vedlo
ke snaham tuto latku najit. Dva metabolity androstanu — androstenol (5a-androst-16-en-3a-ol)
a androstanol (5a-androstan-3a-ol) byly identifikovany jako ligandy CAR, oba snizovaly jeho
konstitutivni aktivitu.® Dalsi ligandy, spoleéné sdruhovou specifitou vazby na CAR
a spasmem ECS50 jsou uvedeny v Tab. 1. CITCO a TCPOBOP jsou zatim jedinymi
zjisténymi latkami, které se pfimo vazou k LBD (ligand binding domene) CAR receptoru.
Stale se vSak nepodafilo najit ligand, ktery by se k LBD CAR vazal s vysokou afinitou
(vSechny dosud objevené latky maji hodnoty EC50 v mikromolarnim pasmu, na rozdil od
koncentraci ligandii klasickych steroidnich receptort, které se pohybuji v fadech nanomoli).?
Vedle aktivace receptoru pfimou vazbou ligandu na LBD maji nékteré latky schopnost
indukovat translokaci receptoru do jadra, aniz by byla zjisténa interakce téchto latek s LBD.
Takové latky se nazyvaji aktivatory a fadi se mezi né napiiklad fenobarbital, fenytoin ¢i

bilirubin® (Obr. 1).

V nedavné dob& byla provedena studie zkoumajici ovlivnéni CAR polyfenoly
(katechiny, flavony a jiné latky, které jsou béznou soucasti rostlinné potravy). Z vysledki
vySlo najevo, Ze tyto latky jsou silnymi aktivatory CAR. Doslo ke zvySeni mnozstvi
CYP2B10 v burikach, coz nasvéd¢uje tomu, Ze alimentarni flavonoidy zvysuji aktivitu CAR
a tim pomdhaji urychlit detoxikaci organismu a regulovat energeticky metabolismus.®
V tradicni ¢inské medicing je pouZivan ¢aj Yin Chin jako prostiedek pro 1é€bu novorozenecké
zloutenky (stav organismu, kdy jesté¢ neni plnné funkéni metabolismus Zlucovych kyselin
u novorozenct a dochazi k jejich akumulaci v organismu). Pozd¢ji bylo zjisténo, Zze jednou
z aktivnich latek tohoto Caje je dimethylskuletin, ktey plisobenim na CAR indukuje expresi

gent spojenych se solubilizaci a exkreci bilirubinu.®



Tab. 1 - ligandova afinita agonistt k CAR receptoru™

Ligand Receptor | EC50 (nM) Utinek
Sa-androstan-3a-ol hCAR EC50 = 1000->10000 | inverzni agonista®
mCAR EC50 = 250 — 1500 inverzni agonista*®’
Sa-androst-16-en-3a-0l | mMCAR EC50 = 400- ~5000 inverzni agonista®®’
CITCO hCAR EC50 = 25-304 agonista'
klotrimazol hCAR EC50 = 50- ~1000 inverzni agnonista®"
bis(2-ethylhexyl)ftalat | hCAR EC50 = 211 agonista™
17p-estradiol mCAR EC50 = 1000 agonista’®
estron mCAR EC50 = 1000 agonista®
meklizin hCAR EC50 = ~500-1000 inverzni agonista™
mCAR EC50 = 25 agonista®
5p-pregnan-3,20-dion hCAR EC50 = 670-3000 agonista®™
MmCAR EC50 = >10000 slaby agonista®
EC50 = >>10000 inverzni agonista®
progesteron mCAR EC50 = ~3000 inverzni agonista’
TCPOBOP mCAR EC50 = 20-100 agonista>""
testosteron mCAR EC50 =~7000 inverzni agonista’

10
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1.4. Aktivace receptoru

Na rozdil od vétSiny ,,orphan® nuklearnich receptord se CAR v mySich jaternich
buiikach nachézi v cytoplazmé, podobné jako receptory steroidnich hormont (naptiklad GR).
Tim je zabranéno jeho chronické aktivaci a je umoznéna regulace jeho aktivity. V nedavné
dobé byla zjisténa schopnost CAR receptoru translokovat k membrané a tudiz moznost
zapojeni signalizaCnich c¢lankt dilezitych pro aktivovani CAR, které jsou na membrané

pfitomny.

Pro translokaci CAR receptoru z cytoplazmy do buné¢ného jadra neni nutné navazani
jeho ligandu. Pfitomnost fenobarbitalu ¢i bilirubinu zptisobi translokaci receptoru do jadra,
aniz by interagovaly s LBD receptoru.’ fenobarbitalu podobny aktivator TCPOBOP se vaze
pifimo k LBD mySiho CAR a indukuje jeho translokaci do jadra. Ackoli bylo prokazéano, Ze
TCPOBOP se khCAR piimo nevaze, v jaternich bunkach humanizovanych mysi (mysi,
u kterych byl mCAR vyménén za hCAR a mohou proto slouzit jako farmakologické modely
pro studium lékové odpovédi), dochazi v disledku piitomnosti TCPOBOP k translokaci do
j&dra. To nasvédCuje tomu, Ze aktivatory mohou zpiisobit translokaci CAR receptoru do jadra

nezavisle na jejich schopnosti vazat se s LBD receptoru.’

Regulace CAR translokace je také spojena s procesem defosforylace. Okadaicka
kyselina, ktera inhibuje proteinovou fosfatazu, blokuje expresi cilového genu zpisobenou
fenobarbitalem a zabranuje akumulaci CAR v bunécném jadfe. Oproti tomu nadmérna
exprese proteinové fosfatazy 2A (PP2A) zvySuje nukledrni translokaci mCAR indukovanou
aktivatorem TCPOBOP. Toto nasvédéuje tomu, ze defosforylace je kliCovym signalem pro

uvolnéni CAR z cytosolického komplexu v ndvaznosti na plisobeni aktivatoru.?

CAR je vcytosolu soucasti multiproteinového komplexu, jehoZ souéastmi jsou
cytoplasmic CAR retention protein (CCRP) a chaperon heat shock protein 90 (Hsp90). CCRP
ma ziejm¢ v procesu translokace CAR kli€ovou roli. Této zkuSenosti napovida fakt, Ze
nadmérnd exprese CCRP ma za nasledek zvySenou retenci CAR v cytoplazmé, v dasledku

&ehoz dojde po stimulaci bungk TCPOBOP ke zvyiené translokaci.?

Pouhé translokace CAR do bunécného jadra nezplisobi zvysenou transkripci cilového
genu. Je zifejmé, Ze regulace transkripéni aktivity tohoto xenosenzoru je komplexni proces,
kterého se ucastni velké mnozstvi dalSich faktord (napi. peroxisome proliferative activated
receptor-y coactivator la (PGC la), steroid receptor coactivator 1 (SRC-1), TIF2 a dalsi).

Translokace CAR do jadra je proto prvnim dilezitym krokem v této regulaci.2
12
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Zpocatku se predpokladalo, Ze samotna translokace CAR do bunécného jadra indukuje
expresi cilového genu (napovidala tomu korelujici translokace a indukce cilového genu).
Pozdgji se ale ukazalo, e KN-62 (inhibitor Ca?*/kalmodulin-dependentni kindzy) vyrazn&
snizuje indukci mRNA kodujici CYP2B10, kterd je v mySich hepatocytech vyvolana aplikaci
fenobarbitalu a TCPOBOP. Tento inhibitor vSak nezabranuje pfenosu CAR z cytosolu do
jadra po aplikaci fenobarbitalu, coz nasvédcuje tomu, Ze v souvislosti s CAR receptorem

probiha v jadfe komplexni aktiva&ni proces.’
1.5. Funkce CAR

V pribéhu let, kdy byla na vyzkum CAR jaderného receptoru zaméiena pozornost,

bylo odkryto nékolik jeho hlavnich fyziologickych vyznamd.

U organismt byl béhem evoluce vyvinut systém obrany proti exogennim toxickym
latkdm (toxinGm, karcinogenlim, volnym radikdlim, polutantim Zivotniho prostfedi,
rostlinnym alkaloidim atd.), jakozto i1 proti endogennim potencidlné nebezpe¢nym latkdm
(bilirubinu, zlu¢ovym kyselindm, cholesterolu, steroidnim hormoniim atd.). Doslo k vytvoteni
komplexniho obranného systému zahrnujiciho xenosenzory, enzymy (oxidoreduktazy,
hydrolazy, izomerazy, ligdzy, lyazy, transferazy,...), transportni proteiny atd., jez mé za kol
minimalizovat negativni plsobeni téchto latek na organismus. CAR receptor funguje jako
senzor toxickych latek vnikajicich do organismu z vnéjSiho prostiedi, stejné tak i k obrané

proti potencialné toxickym metabolitim latkové vymény, ¢imz usnadnuje jejich eliminaci.?

Vedle dulezité¢ funkce CAR jako senzoru toxickych latek a stale pfibyva dukazi, ze
ma tento receptor také zna¢ny vyznam pii metabolismu endogennich latek, ¢imz pfispiva
Kk udrzeni homeostazy v organismu. Hlavni vliv ma na jaterni lipogenezi, glukoneogenezi a 3-
oxidaci mastnych kyselin. JelikoZ se jedna o velmi komplexni a komplikovany metabolicky
systétm, CAR receptor pusobi v synergii s mnozstvim dalSich faktort a koregulatord,
napiiklad PPARa, fork-head insulin-responsive transcription factor 1 (FoxO1), winged
helix/fork-head transcription factor (FoxA2), PGC-la a hepatocyte nuclear factor-4-a
(HNF4q).”

15.1. Podil CAR na detoxifikaci endogennich a exogennich latek

Proces metabolismu toxickych latek ma tfi hlavni faze. Hlavnimi reakcemi faze I jsou
oxidace, redukce a hydrolyza. Toxicka latka pfi ni ziskdva polarni funkéni skupinu (-OH,

-SH, -COOH, -NH>) a tvofi se tak primarni metabolit, ktery mize byt dale metabolizovan.
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Hlavni enzymaticky systém zodpovédny za reakce prvni faze je NADPH-cytochrom P450
(CYP). Zastupci této skupiny enzyml jsou exprimovani pievazné v jatrech, ledvinach
a sttevnim epitelu, coz souvisi s roli téchto orgdna pii vychytdvani, metabolismu a exkreci
xenobiotik. V lidském genomu se zatim podafilo najit a identifikovat 57 gend pro rizné
izoformy CYP. Izoformami, které hraji v metabolismu exogennich toxickych latek
a endogennich substrati (napf. steroidnich hormonti) nejvyznamnéjsi roli jsou CYP3A4,
CYP2D6, CYP1A2 a CYP2C9.? Ve fazi Il dochazi k syntetickym a konjugaénim reakcim
primarnich metabolitii s fyziologickymi latkami (napt. glycin, cystein, kyselina glukuronova,
sulfaty a glutathion), ¢imz vznikaji hydrofilné¢jSi metabolity, které mohou byt nasledné
vyluCovany, pfevazné moci a zlu¢i. Hlavnimi enzymy této faze jsou sulfotransferazy (SULT),
NAD(P)H-chinon oxidoreduktazy, NAD(P)H-menadion reduktazy, UDP-
glukuronosyltransferazy (UGT), glutathion-S-transferazy (GST), epoxid hydrolazy a
N-acetyltransfera’tzy.2 Regulace genové exprese riznych enzymd, jez se UcCastni faze I, 11 (faze
metabolismu) a III (faze exkrece) je klicova v regulaci metabolismu xenobiotik. CAR
koordinuje regulaci téchto geni, diky ¢emuz dochazi ve vétsing ptipadi k detoxifikaci pomoci
enzymil CYP a transferaz a nasledné eliminaci metaboliti z krve pomoci transportérii
(pfedevsim P-glykoproteinu, multidrug resistence-associated proteiny (MRPS) a organic anion

transporting polypeptide 2 (OATP2)).2
1.5.2. CAR jako rizikovy faktor

Receptorem CAR indukovany metabolismus xenobiotik vede ve vétSiné piipadl
k eliminaci toxind z organismu a tim zajistuje ochranu pfed negativnim pusobenim téchto
latek. Mize ovSem nastat situace, kdy dojde v disledku metabolismu cizorodé latky
k poskozeni jaterni tkané. Piikladem tohoto jevu je napiiklad hepatotoxicita acetaminofenu
(paracetamolu). CAR reguluje expresi glutathion-S-transferazy-n (GST=n), enzymu, ktery
zvysuje depleci glutathionu a tim podporuje jaterni toxicitu acetaminofeniu. Ten se Vv jatrech
metabolizuje pomoci enzymt CYP 450 a minoritnim produktem tohoto metabolismu je i
N-acetyl-p-benzochinonimin, ktery je za normalnich okolnosti ihned inaktivovan
glutathionem. V ptipad¢, ze dojde k depleci glutathionu, N-acetyl-p-benzochinonimin se vaze
na struktury jaternich buné€k a dochazi tak k jejich nenavratnému poskozeni. V experimentech
se toxicita acetaminofenu projevila u wild-type mysi, ne vS§ak u mCAR-null kmenu (ten byl
vici této toxicité rezistentni). Stejné¢ tak u GSTn-null mysi se toxicita acetaminofenu

neprojevila.
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Oxid dusnaty (NO) napoméha ochran¢ bun¢k pied xenobiotiky indukovanou toxicitou,
a to diky své antioxidacni schopnosti, kterd muze ukoncit oxidativni stres a lipidovou
peroxidaci. Gen lidské indukovatelné NO syntdzy (iNOS) je taktéz regulovan CAR.
Prodlouzena expozice oxidu dusnatému ale posune bunécny redoxni stav zpét do oxidované
formy cestou oxidace thiold, napft. glutathionu. Z toho vyplyva, Ze chronicka aktivace CAR

mize podpofit hepatotoxické Giéinky toxinu.®
1.5.3. VlIiv CAR na metabolismus bilirubinu

Bilirubin je jednim z nejtoxictéjSich pfirozenych katabolickych produkti v téle. Je
koneénym oxidativnim produktem rozkladu hemu. Hlavnim projevem jeho akumulace je
zloutenka, v dasledku které muze dojit k rozvinuti neurotoxicity, az fatalni encefalopatie. Jeho
hlavni detoxifikacni cestou je glukuronidace uridin-5’-difosfat-glukuronyltransferdzou 1A1
(UGT 1A1) a vysledny konjugat je nasledné vylu€ovan do Zluci. Fenobarbital miiZze sniZovat
zvySenou hladinu bilirubinu v krvi, coz je nyni vysvétleno tim, ze CAR indukuje expresi
UGT1A1, MRP2 (aktivni transportér exkretujici konjugat do zluc¢i), OATP1 (organic anion
transporter protein 1) a GSTA1L (glutathion-S-transferaza A1), jez se na eliminaci bilirubinu

podilej i2
1.5.4. Podil CAR na eliminaci Zluéovych kyselin

Zluéové kyseliny, jez jsou soudasti zludi, jsou nezbytné k emulgaci, vstiebani
a transport dietarnich lipidl v tenkém stfeve. Jejich homeostaza je velmi precizné regulovana,
protoze ZluCové kyseliny maji charakter detergentii a v piipadé zvySeni jejich hladin mohou
pusobit velmi toxicky. U humanizovanych mysi bylo prokazano, Zze mCAR indukuje enzymy
a transportni proteiny spojené s eliminaci ZluCovych kyseliny, pfedev§im CYP3All,
SULT2AI1 (sulfotransferaza 2A1) a transportér MRP3. Tato ochranna role CAR pfispiva
k zachovani normalnich hladin cholesterolu v organismu nepfimo pies regulaci homeostazy

zlucovych kyselin.

Receptory FXR a PXR patii mezi klicové senzory Zlu¢ovych kyselin. U FXR/PXR
double knock-out mysi bylo prokazano, ze kyselina cholova zpusobila zvyseni hodnot exprese
CAR a CYP2B mRNA, a také to, Ze pfedchozi podani fenobarbitalu ¢i TCPOBOP zvysilo
expresi cilovych genii, coz mélo za nésledek ochranu proti toxicit¢ bilirubinu a sniZeni
sérovych koncentraci Zlucovych kyselin a bilirubinu. Tento fakt napovida tomu, Ze receptory

CAR, FXR a PXR pfi ochrané proti toxickému ptsobeni zlucovych kyselin spolupracuji.2
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1.5.5. Metabolismus hormonu

1.5.5.1. Steroidni hormony

Jak jiz bylo uvedeno, prvnimi identifikovanymi endogennimi ligandy CAR receptoru
jsou steroidni hormony androstanol (5a-androstan-3a-ol) a androstenol (Sa-androst-16-en-3a-
ol), oba inhibuji jeho konstitutivni aktivitu. Také steroidy progesteron a testosteron tuto jeho
aktivitu potlacuji, avSak pouze pii koncentracich, které jsou vysoce nad piirozenymi
hladinami v organismu dospélého c¢loveéka. Oproti tomu terapeutické hladiny estronu,
estradiolu a pregnan-3,20-dionu (metabolitu progesteronu) aktivitu CAR zvySuji nad jeji
konstitutivni hodnotu. Aktivace CAR miize zpusobit zvySeni metabolismu endogennich
steroidnich hormonti hned né¢kolika zptsoby. Hlavnim cilem aktivace CAR je CYP2B, jenz
metabolizuje estrogeny i androgeny, CAR dale reguluje expresi UGT1Al, jejiz uloha je
glukuronidovat estrogeny. Navic CAR mize za ucasti fenobarbitalu zvysit sulfataci
steroidnich latek prostfednictvim transaktivace genu 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfat syntazy 2
(PAPSS2). Tyto skute¢nosti napovidaji tomu, Ze by aktivace CAR mohla zvysit katabolismus
steroidnich hormont a tudiz ovlivnéni CAR xenobiotiky mlize mit za nasledek ovlivnéni

hormonalni homeostazy.?
1.5.5.2. Tyroidni hormony

Tyroidni hormon ma mimo jiné klicovy vliv na energetickou bilanci organismu a na
regeneraci jaterni tkdn¢. Hladina tyroidniho hormonu je fizena syntézou, metabolismem
a jeho sekreci. Thyreotropin (TSH, hormon produkovany adenohypofyzou) zvySuje syntézu
3-5-3"-5"-tetrajodtyroninu (tyroxin, T4) ve §titné zlaze. Tento hormon je posléze Vv cilovych
organech (pfedevSim ledviny, jatra) pfeméiovan na mnohem aktivngjsi trijodtyronin (T3)

pomoci enzymu TH dejodaz.

Je znamo, Ze chronickad 1écba fenobarbitalem a fenytoinem podporuje hypertrofii Stitné
zlazy. Aktivace CAR indukovana fenobarbitalem zpusobuje, ze se snizuji hladiny T4 v krvi,
coz vede zpétnou vazbou ke zvySenému vylucovani TSH a ke stimulaci rlstu $titné zlazy.
Oproti tomu hladina T3 zGstava po aktivaci CAR nezménénd. Je znamo, Zze TH je pfi
metabolismu glukuronidovan a sulfatovan za celem clearance a exkrece. Predpoklada se
tedy, Ze enzymy faze Il detoxikace (UGT1Al a SULT1A1), jejichz exprese je regulovana
CAR, jsou hlavnimi faktory zodpovédnymi za pokles hladiny T4 po podéavani fenobarbitalu.

Zistava vSak otazkou, proc hladina T3 zlistava nezménéna.’
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1.5.6. Vliv CAR na metabolismus lipidi, glukézy a energetickou rovnovahu

Hlavnim organem zajistujicim metabolickou homeostazu v téle jsou jatra. Rovnovéhu
tukti udrzuji prostrednictvim ukladani cirkulujicich mastnych kyselin ve formé triglyceridd,
jejich sekreci ve formé VLDL a také pomoci oxidace mastnych kyselin. Za normalnich
podminek jatra produkuji triacylglyceroly a glukozu, ¢imz zajistuji zdroje energie pro cely
organismus. V priabéhu kalorické restrikce ¢i zvySené fyzické aktivity je jatry produkovana
glukoza, ktera je poté spolecné s mastnymi kyselinami uvoliovanymi z tukové tkané zdrojem

energie.

Naruseni metabolismu glukoézy a tuk(l vjatrech mize mit za nasledek razna
metabolickd a kardiovaskularni onemocnéni, jako naptiklad aterosklerdzu, diabetes melitus 2.
typu, inzulinovou rezistenci a obezitu (tento patologicky stav se souhrnné nazyva

metabolickym syndromern).2

Jatra také hraji dualezitou roli v cirkadidlnim rytmu pfijimani potravy a pustu.
Provedené studie nasvédcuji tomu, ze exprese CAR v jaternich buikach také odpovida
dennimu rytmu. CAR a cilové geny tohoto receptoru, maji nejvy$si hodnotu exprese
vV pribé¢hu denniho bdéni, vnoci je jejich exprese nizS§i. To vSak nekoresponduje se
skuteCnosti, Ze glykolyza, glukoneogeneze a metabolismus mastnych kyselin ptevlada
V prubehu noci. Stale proto zbyva objasnit, zda a jakym zplisobem souvisi doba a rozsah

metabolismu dietarnich sloZek zprostiedkovand CAR souvisi S poruchami ukladani energie.15

1.5.6.1. Glukoneogeneze

Jaterni glukoneogeneze je kliCovym metabolickym procesem, ktery zajistuje zivotné
dualezity zdroj energie — glukozu. Je citlivé regulovana pomoci hormonti inzulinu a glukagonu

a ma pro organismus zasadni vyznam, obzvlasté¢ béhem hladovéni ¢i pistu.

Hlavnimi enzymy zapojenymi do glukoneogeneze jsou glukdza-6-fosfataza (G6Paza)
a fosfoenolpyruvatkarboxykinaza (PEPCK). G6Paza je kliovy enzym, ktery reguluje
plazmatickou hladinu glukézy tim, ze katalyzuje defosforylaci glukdza-6-fosfatu, ktery
je spolecnym metabolitem glukoneogeneze a glykolyzy. PEPCK katalyzuje tvorbu
fosfoenolpyruvatu z oxalacetatu za soucasného uvolnéni oxidu uhli¢itého a molekuly GDP.
Glukoneogeneze je v jatrech indukovana glukokortikoidy, cAMP a glukagonem, negativné

je regulovana inzulinem a gluk(')zou.16
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Jiz dlouho je zndmo, Ze terapie latkami, které pusobi jako aktivatory CAR potlacuje
glukoneogenni enzymy a geny exprimované v jatrech (bylo prokézano, ze fenobarbital snizuje
plazmatickou hladinu glukézy u pacientli s diabetem). Dosud ziskand data nasvédcuji tomu,
ze aktivace CAR potlacuje glukoneogenezi tim, Ze interferuje s transkripénimi faktory c¢i
kofaktory, které hraji roli v regulaci glukoneogennich enzymi. Fork-head insulin-responsive
transcription factor 1 (FoxO1) a jeho vliv na regulaci glukoneogeneze miize byt také ovlivnén
prostiednictvim CAR. Pozitivné reguluje glukoneogenni enzymy béhem pustu a tim poméaha
udrzet glukézovou rovnovahu. Ukazalo se, ze CAR, podobné jako inzulin, inhibuje vazbu
FoxO1 kinsulin-response sekvencim V promotorech genli enzyma ucastnicich se
glukoneogeneze (naptiklad PEPCK), tudiz oslabuje jeho schopnost tyto geny stimulovat.
Pravé toto muze byt povazovano za vysvétleni toho, jakym zplisobem zlepSuje 1écba
fenobarbitalem inzulinovou rezistenci u pacientii s diabetem druhého typu. CAR je také
spojeny s peroxisome  proliferator-activated  receptor-y  coactivator-lo.  (PGC-1a),

transkripénim kofaktorem jenZ reguluje energeticky metabolismus a je indukovén pii piistu.’
1.5.6.2. Metabolismus lipidi

Lipidovy metabolismus v jatrech zahrnuje lipogenezi (syntézu lipidi de novo), oxidaci
mastnych kyselin a sekreci lipidi. Lipogeneze zahrnuje syntézu mastnych kyselin a jejich
naslednou konverzi na triglyceridy. Zvyseni tohoto metabolického procesu mize mit
za nasledek steatozu, ktera se projevi nadmérnym hromadénim triglyceridi v jaterni tkéni.
Dalsi funkci jater je vychytavani cirkulujicich volnych mastnych kyselin z krve a jejich

metabolickou pfeménu na triacylglyceroly.

Jaterni lipidovy metabolismus hraje klicovou roli béhem hladovéni ¢i1 béhem
dlouhodobé¢ fyzické namahy. V piipad€, ze se snizi hladina glykémie, dochazi ke zvySeni

B-oxidace mastnych kyselin a ketogeneze, ¢imzZ zasobuji extrahepatalni tkané ketolatkami.?

Studie ukazuji, ze CAR ma roli v regulaci lipidového metabolismu. Jeho aktivace
muze inhibovat lipidovy metabolismus a snizovat tak plazmatické hodnoty triglyceridfi. Toto
je uskute¢néno prostrednictvim redukovani hladin sterol regulatory element-binding proteinu
1 (SREBP-1, transkripéniho faktoru jehoz hlavnimi cilovymi geny jsou geny pro LDL
receptor a HMG-CoA reduktazu), hlavniho regula¢niho faktoru lipidového metabolismu.?
Inhibi¢ni vliv CAR muze také byt vysvétlen indukci proteinu Insig-1, ktery vykazuje
antilipogenni vlastnosti. Insig-1 se nachazejici se v endoplazmatickém retikulu, ktery blokuje

aktivaci SREBP proteolytickou cestou.’®
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CAR miize mit také spojitost s rozvojem nealkoholické steatohepatitidy, s regulaci
plazmatickych hladin triglyceridii pfi metabolickém stresu a s ovlivnénim hladin HDL u wild-
type mysi a u mysi transgennich (s lidskym apolipoproteinem A-I) u kterych aktivace CAR
vedla ke snizeni plazmatické hladiny HDL, ziejmé v dusledku down-regulace exprese ApoA-I

genu.’

Vliv CAR na energetickou rovnovahu by také mohl byt zalozen na jeho funkénim
propojeni s PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor a). Tento jaderny receptor ma

dilezitou funkci pfi mobilizovani energetickych zasob v prib&hu hladovéni.'’

Z vysledkli v nedavné dobé provedené studie vyplyva, ze CAR mé svou roli také
V prevenci obezity a ve zmirnéni diabetu druhého typu. Tato studie byla provedena za pouziti
modelu obezity vyvolané dietou s vysokym obsahem tukd (high fat diet — HFD). Vyslo
najevo, ze podavani CAR agonisty TCPOBOP wild-type mysim efektivné predchazelo vzniku
obezity ¢i vedlo kredukci obezity jiz rozvinuté. Tato léCba také zlepSila inzulinovou
senzitivitu u mysi s diabetem 2. typu zptisobeného HFD a zlepsila i jejich jaterni steatozu.
Oproti tomu byla u CAR-null mysi na klasické dieté zjisténa spontanni inzulinova rezistence,
kterd nereagovala na terapii TCPOBOP. Kladny vliv CAR aktivace na metabolismus
je pravdépodobné vysledkem souhry nékolika faktord. Dochazi k inhibici lipogeneze,
k inhibici sekrece VLDL a triglyceridd a k inhibici glukoneogeneze. Zaroven dochazi
ke zvySeni energetického vydeje hnédé tukové tkané (brown adipose tissue — BAT) a
ke zvySeni mobilizace tukl v perifernich tkanich. Diky t€émto nové objevenym vlastnostem
xenosenzoru CAR se stava potencialnim cilem pro nova farmaka Kk terapii obezity a diabetu

druhého typu.'®

Vezmeme-li v potaz uvedené skuteCnosti tykajici se vlivu aktivace CAR na
glukoneogenezi a lipogenezi, tedy jejich inhibici, nabizi se otdzka, zda by bylo mozné vyuzit
aktivaci CAR u pacientl trpicich diabetem 2. typu (jelikoZ tato skupina pacienti Casto trpi
hyperglykémii i hyperlipidémii soucasné). Aby bylo mozné tuto otazku plné zodpovédeét,
bude nutné provést dalsi studie, které uptesni a potvrdi nékteré domnénky, naptiklad to, jestli
je antidiabeticky efekt fenobarbitalu zavisly na CAR a jestli 1 ostatni CAR agonisté maji tento

uéinek podobny.*
1.5.7. Extrahepatalni funkce CAR

Jatra jsou organem s nejvysSi mirou exprese CAR. DalSim mistem, kde je tento

receptor exprimovan v signifikantni mife jsou epitelidlni bunky klki tenkého stfeva.
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Vzhledem k tomu, ze CAR je velmi vyznamnym xenosenzorem, je jeho lokalizace v misté
vstfebavani rtiznych latek do organismu zcela pochopitelnd. Klinické studie potvrzuji, ze
intestinalni metabolismus perordln¢ podavanych 1éciv mize ve velké mife redukovat jejich
biodostupnost. Nejvétsi podil maji na biotransformaci v tomto mist¢ CYP2B10, GSTs pl,
GSTs01, a siroce specificka efluxni pumpa/transportér MDR1a.}?

1.6. Derivaty 2,4-disubstituovaného chinazolinu

U vybranych latek pfipravenych v minulych letech na Katedie anorganické
a organické chemie byl proveden screening na MZ-Hepl buné¢né linii. Nasledné bylo
zjisténo, ze 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-ol (1) (Obr. 2) se profiluje jako agonista CAR
receptoru a jeho aktivita je srovnatelna s aktivitou slouceniny CITCO. Zminény chinazolin
je vzhledem ke své struktute idealni vychozi latkou pro provedeni jednoduchych syntetickych

obmén s cilem objasnit potencialni vztah struktura-afinita kK CAR receptoru.
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2. CiL PRACE

Na zakladé nové zjisténé aktivity 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu (1) bylo mym cilem
pfipravit analoga této latky. Prvni fada (I) zahrnuje latky, ve kterych je alkyl navazany
v poloze 4 chinazolinu ptes atom kysliku. U latek druhé fady (I1, 111) je tento atom kysliku
nahrazen atomem siry. Latky tfeti fady (IV, V) maji ve struktuie v poloze 4 chinazolinu

navazanou aminoskupinu, ktera je u nékolika derivatt taktéz alkylovana.

Dalsim mym zamérem bylo zavést methoxyskupinu do polohy 4 fenylu (V1). Na rozdil od
syntézy 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu (1) byl zvolen postup s vyuzitim couplingu

s ptimou aktivaci C-H vazby v poloze 2 chinazolinu (Schema 1).

Schema 1

Vsechny ptipravené latky budou testovany na Katedie farmakologie a toxikologie na

jejich afinitu k receptoru CAR.
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3. VYSLEDKY S KOMENTAREM
3.1. Syntéza 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu

Pro ovéfeni aktivity 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu (1) bylo nejprve potieba
provést jeho de novo syntézu19 (Schema 2), kterda vychazela z komercné dostupné kyseliny
3-methoxybenzoové (2), ta byla reakci s thionylchloridem pievedena na chlorid (3)
(s vytézkem 95 %), ktery v dalsim kroku reagoval s anthranilonitrilem (4). Pii této reakci
doslo k acylaci anilinové skupiny za vzniku N-substituovaného benzamidu (5), reakce
probéhla kvantitativné. V poslednim kroku této tfistupniové syntézy doslo k cyklizaci
piislusného benzamidu (5) V prostiedi peroxidu vodiku a baze =za vzniku soli
2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu, ktera po okyseleni poskytla zadany produkt (1)
s vytézkem 58 %. Struktura této latky byla potvrzena NMR a MS spektry a jeji aktivita

na CAR receptoru byla ovéfena, proto jsme ptistoupili k syntéze jejich derivatu.

0]
CN
OH SOCI2 ©i pyrldln 0
@]
95% NH, 100% N)K©/ ~
H

Schema 2
3.2. Prvni série derivatia 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu

Vychozi latkou pro syntézu derivati prvni fady byl 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-ol
(1). Pro alkylaci fenolické skupiny v poloze 4 byla zvolena Wiliamsonova syntéza s vyuZzitim
principu  Finkelsteinovy reakce. Reakci 2-substituovaného chinazolin-4-olu (1)
s alkylhalogenidem (methyl, ethyl, propyl, isobutyl, allyl a benzyl) (Tab. 2) v prostiedi
acetonu, s pridavkem jodidu sodného a baze byly ziskany alkylované derivaty (Schema 3).
V reakéni smési dochazi nejprve plsobenim jodidu sodného kin situ konverzi
alkylhalogenidu na alkyljodid, ktery nasledné reaguje se vzniklym fenolatem (k vytvoieni

fenolatu dochazi plisobenim baze, v ptipad€ téchto reakci byl pouzit uhlicitan draselny)
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za vzniku 4-alkyloxy derivatu chinazolinu. Pouze vV pfipad¢é pouziti methyljodidu jako

alkyla¢niho ¢inidla nebyl jodid sodny do reakéni smési ptidan.

R
OH
@N | R-X, K2CO3, Nal @N I
N//l\©/0 aceton, reflux } N/)\©/O
1
Schema 3
Tab. 2 — souhrn pfipravenych derivata 1. fady
R C. produktu | R-X (mol. ekv.) Vytézek reakce
CHs- 6 CHs-1 (40) 53 %
CH3;CH,CH»- 7 CH3;CH,CH,-Br (5) 88 %
(CH3),CHCH,- 8 (CH3),CHCH,-Br (14) | 78 %
CH,=CHCH>- 9 CH,=CHCH,-Br (10) 58 %
@CHZ— 10 @CHZCI 78 %
(10)
CH3CH»- 11 CH3CH,-Br (5) 55 %

Produkty reakci byly charakterizovany pomoci NMR spekter, zvlaStni diiraz byl
kladen na idebtifikaci pozice alkylu na chinazolinovém skeletu. Pfi alkylaci vychozi latky (1)
by teoreticky mohlo dojit ke vzniku dvou polohovych izomert (diky existenci dvou
tautomernich forem je mozna alkylace hydroxylové skupiny v poloze 4 nebo alkylace dusiku
v poloze 3 chinazolinu). Vzhledem k tomu, Ze chemické posuny v *C NMR spektrech pro
prvni atom uhliku alkylu vazaného na skelet chinazolinu se vyskytovaly v oblastech 54 ppm
pro methylovou skupinu a 62-72 ppm pro zbyvajici derivaty, je ziejmé, ze ve vSech piipadech

doslo ke vzniku zddaného O-izomeru.
3.3. Druha série derivati 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu

Druhou ftadu derivati 2-substituovaného chinazolin-4-olu tvoii latky, v jejichz
molekule je atom kysliku Vv poloze 4 chinazolinového skeletu nahrazen atomem siry. Prvni
latkou této tady a zaroven vychozi latkou pro naslednou alkylaci je

2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-thiol (12). Ten byl ziskan reakci 2-(3-methoxyfenyl)-
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-chinazolin-4-olu (1) se sulfidem fosfore¢nym (1 mol. ekv.) v toluenu®™ (vyt&zek reakce byl
83%) (Schema 4). Struktura produktu byla potvrzena NMR a MS spektry.

OH SH
@N | P2Ss toluen @N |
pZ (@) > = (@)
N 83 % N
1 12
Schema 4

Thiolova skupina v poloze 4 vychoziho chinazolinu (12) byla nasledné alkylovana
methyljodidem (20 mol. ekv.) v prostiedi acetonu za piidavku baze (uhli¢itanu draselného).
Produkt, 4-methylsulfanylchinazolinovy derivat (13) byl po pfecisténi sloupcovou
chromatografii charakterizovan pomoci NMR spekter (objevil se singlet methylové skupiny

na atomu siry pii 12.6 ppm).

SH s~
©\)§N | CHjl, KoCOg - ©\/gN |
N/)\©/O aceton, reflux; 31 % N/)\©/O
12 13
Schema 5
3.4. Treti série derivati 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu

U této tfady derivata byla do pozice 4 2-substituovaného chinazolinu vnesena
aminoskupina. 4-Amino-2-(3-methoxyfenyl)chinazolin (15) byl pfipraven kondenzacni
reakci, kdy reagovala ekvimolarni mnozstvi anthranilonitrilu (4) a 3-methoxybenzonitrilu (14)
s piidavkem terc-butoxidu draselného (0.1 mol. ekv) (Schema 6).%° V uvedeném zdroji je
popséana pfiprava téchto derivati v mikrovinném reaktoru s vysokymi vytézky, avSak pii
opakovani tohoto postupu, ani pfi zahfivani reakéni smési na 140 °C po dobu 6 hodin nebylo
dosaZeno po separaci na sloupci silikagelu vyssiho nez Etyfprocentniho vytézku. Struktura

produktu byla poté ovéiena NMR a MS spektry.
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__tBUOK _ @
NH2 49 )\©/

Schema 6

Vzhledem k tomu, Ze piima alkylace primarni aminoskupiny v poloze 4 chinazolinu
by obdobné jako pti alkylaci chinazolinolu (1) mohla vést ke smési regioizomerti, byl pro
ptipravu derivati této fady zvolen postup jiny. Syntéza 4-alkylaminoderivati vychazela
z 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu (1), jehoz hydroxylova skupina v poloze 4 byla
nejdiive reakci s p-fluorbenzensulfonylchloridem (16) (1.5 mol. ekv.) Vv bezvodém
dichlormethanu za pfitomnosti baze (1.5 mol. ekv.) a katalytického mnozstvi DMAP
pfevedena na lepsi odstupujici skupinu. Po dokonceni reakce byl k reakéni smési pridavan
alkylamin (10 mol. ekv.), ktery reagoval se vzniklym intermediatem (17) mechanismem
nukleofilni substituce za vzniku pfislusného 4-alkylaminochinazolinu (Schema 7, Tab. 3).
Pro syntézu derivati této fady byly vybrany butylamin, isobutylamin, benzylamin
a (piperidin-1-yl)ethylamin. Reakce prob&hly se solidnimi vytézky (33-84 %). Struktury
produktti byly ovéieny pomoci NMR a MS spektroskopie.

FBSCI (16),
d TEA DMAP : l R—NH, @ﬁ\
Schema 7
Tab. 3 — ptehled ptipravenych derivata 3. fady
R C.produktu | VytéZek reakce
-CH2,CH(CHs3)> 18 33%
@CHz— 19 47 %
-CH,CH,CH,CH; | 20 84 %

{  N-CH,CH,— |21 76 %
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3.5. Pokusy o coupling s vyuzitim piimé aktivace C-H vazby

Dalsim smérem pii vyvoji chinazolinovych derivatd byl pfesun methoxy skupiny z polohy
3 do polohy 4 fenylu. Syntézu ptislusného chinazolinu (22) by bylo mozné provést stejnym
zpusobem jako pii de novo syntéze 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu (1) zdménou
3-methoxybenzoylchloridu za 4-methoxybenzoylchlorid. Uvedena syntéza ovSem zahrnuje
provedeni tii reakcnich krokl, a proto jsme se pokusili o couplingovou reakci, ktera by
vyuzila pfimou aktivaci C-H vazby vychoziho chinazolinolu (1). Vyhodou uvedeného
ptistupu je fakt, ze se substrat nemusi prevadét na svlij organokovovy derivat a reaguje pfimo
s halogenarylem. Tato reakce?® byla popsana napf. pii couplingu purini do polohy 8 nebo
na 1-substituovanych tetrazolech do polohy 5.2 Reakce byly provadény za pfitomnosti octanu
palladnatého, jodidu médného, baze a v nékterych pfipadech fosfinu jako ligandu pro
palladium. Jedind reakce chinazolinu, zminéna v literatufe, kterd by vyuzivala aktivaci C-H
vazby v poloze 2 s naslednym couplingem, byla oviem popséna jako netisp&sna.?* Aviak zde
byl jako substrat pouzit samotny chinazolin a jako katalyzator byl zvolen chlorid rhodnaty

s cyklooktenovymi ligandy.

Pd(OAc),
Cul

OH I Cs,CO5 OH

N XTI @N

+ <
N/) Ar, DMF N
24
23 O 22 o~
Schema 8

Reakéni smés, ktera sestavala zekvimolarnich mnozstvi chinazolin-4-olu (23)
a 4-jodanisolu (24), dale Pd(OACc); (0.05 mol. ekv.), jodidu méd’'ného (1 mol. ekv.), uhli¢itanu
cesného (1.1 mol. ekv.), (2-furyl)sP (0.1 mol. ekv.) a dimethylformamidu byla v bezvodém
prostiedi zahiata na 50 °C (Schema 8). Pribéh reakce v ¢ase byl monitorovan pomoci TLC
a vzhledem k tomu, ze nebyla zjisténa ptitomnost zadaného produktu, byla teplota reakéni
smési béhem 5 hodin zvySovana az na 110 °C. Ani za téchto podminek vSak nedoslo

k pfedpokladané reakci.

Vzhledem Kk tomu, Ze pfi¢inou neuspéchu by mohl byt kysely proton ve vychozim
chinazolinu, rozhodli jsme se ochranit jeho hydroxylovou skupinu jako silyl ether. Tuto reakci
jsme provedli s vyuzitim triethylsilylchloridu (25) (1.05 mol. ekv.) za ptidavku baze (1.05

mol. ekv.) v prostiedi DMF. Pii monitorovani pomoci TLC bylo zifejmé, Ze silylovany
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produkt (26) (at jiz byla chranici skupina vazana etherovou vazbou v pozici 4 ¢i na dusiku
v poloze 3) v reakéni smési vznikl. Béhem separace této latky sloupcovou chromatografii
vsak doslo k odchranéni funk¢ni skupiny a ziskali jsme pouze vychozi latku — chinazolin-4-ol
(Schema 9).

OH \ OH
i 5 2™ )
N imidazol o) , N
N 4 sy — Sis — N
) ~ N
Z . NN nebo
N Cl DMF /) N
P N
23 25 N 26 23

Schema 9

K podobnému vysledku dospéla ve své diplomové préci i Jaroslava Saskova,? kdy pii
acetylaci chinazolinu (23) pomoci acetanhydridu vysledny produkt také vykazoval nestabilitu

a Caste¢né hydrolyzoval pii izolaci na sloupci silikagelu.

Zvolili jsme jiny zpisob chranéni hydroxylové skupiny vedouci k funkéni skupiné
odolné vici hydrolyze — etherifikaci alkylacnim cinidlem. Nejdiive jsme provedli reakci
s methyljodidem a uhli¢itanem draselnym jako bazi. Na rozdil od alkyla¢nich reakci
vedoucich k syntéze derivatd prvni fady vyslo na zakladé spektralni analyzy najevo,
ze methylova skupina nebyla v molekule navazdna na atom kysliku, ale na atom dusiku
v poloze 3 (posun uhliku methylu — 34.0 ppm); reakce navic prob€hla s velmi malym
vytézkem (Tab. 4). Ve snaze ziskat predpokladany produkt jsme provedli reakci s hydroxidem
sodnym ve dvoufazovém systému voda-toluen s pouzitim katalyzatoru fazového pienosu
(tetrabutylamonium jodid), avsak i v tomto ptipadé byl v produktu methyl vazany na dusik
v poloze 3. Pii dalsim pokusu o etherifikaci hydroxylové skupiny v poloze 4 jsme jako
alkyla¢ni ¢inidlo pouzili benzylbromid. Také v tomto piipadé¢ doslo k obdobné reakci —
benzyl nebyl vazany na atom kysliku, ale na atom dusiku v poloze 3 (posun uhliku
methylenové skupiny — 49.6 ppm) (Schema 10). Zména v regioselektivité pii téchto
alkylacnich reakcich byla ziejmé& zplsobena absenci funkéni skupiny v poloze 2, coz bylo

o . 2
potvrzeno dal§imi experimenty. °
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Tab. 4 — piehled produktt alkylace chinazolin-4olu

Vysledky s komentarem

R C.produktu | R-X (mol. ekv.) | Baze (mol. ekv.) | VytéZek reakce
CHa- 27 CHal (20) K,CO3 (10) 6%
CHa- 27 CHl (10) NaOH (L.5) 47%
@CHZ— 28 @CHzBF (1 | K€0s (1) 86%

OH

R-X, baze
AN N >
N/) aceton, reflux
23

Schema 10

S obéma ziskanymi produkty (27, 28) jsme se pokusili opét provést couplingovou

reakci s 4-jodanisolem (24) (Schema 11). Stejné jako v piedchozim piipadé nebyly v reakéni

smési detekovany stopy jakéhokoli produktu (a to ani pfi jejim zahfivani na 120 °C po dobu

nékolika hodin).

Pd(OAc),
Cul
Cs,CO4
(2-furyl)sP

NC

Ar, DMF

Schema 11
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Biologicke testovani

4. BIOLOGICKE TESTOVANI AFINITY K CAR RECEPTORU

Aktivita pfipravenych derivati byla testovana na Katedfe farmakologie a toxikologie

Vv pracovni skupiné doc. Pavka.

V experimentech byla vyuZita metoda gene reporter assay.’* Tato metoda spo&iva ve
vlozeni reportérového plazmidu p(ER6)3-tata-luc, ktery obsahuje tii sekvence ER6
s vazebnymi misty pro hCAR (z CYP3A4 genu), TATA box (vazebné misto Pol II
a bazélnich transkripCnich faktorit) a reportérovy gen pro firefly luciferdzu, do lidské
hepatokarcinomové bunééné linie HepG2. Spolecné s reportérovym plazmidem je do bunky
vkladan také expresni plazmid pro nuklearni receptor hCAR, ktery po navazani testované
latky interaguje sregulacnimi oblastmi reportérového plazmidu. Bunécnd linie je poté
inkubovéana s roztokem testované latky a nasledné¢ je ovéfovano, zda doslo ke zvySeni
transkripéni aktivity exprimovaného receptoru hCAR (respektive luminiscence enzymu
luciferazy z reportérového konstruktu po pfidani luciferinu — substratu tohoto enzymu)
ve srovnani s kontrolnim vzorkem, jinymi slovy zda jsou testované latky agonisty hCAR
receptoru. (Obr. 3) Pouzitd bunééna linie téméf neexprimuje endogenni CAR receptor, diky

Gemuz je tento postup vysoce selektivni.**
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Testovana
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Obr. 3

Biologické testovani na HepG2 bunétné linii bylo provedeno s pouzitim tii
koncentraci zkousené latky (1 uM, 10 uM a 20 uM) a vysledky byly porovnavany se slepym
vzorkem (ten obsahoval pouze rozpoustédlo - DMSO v koncentraci 0.1 %). Z grafu na Obr. 4
lze odecist, ze ze vSech derivati vykazovaly nejvyssi aktivitu ty latky, které maji v poloze 4
thiolovou a aminovou funkéni skupinu, a také methoxy a methylsulfanyl derivat. Aktivita
takto substituovanych latek vyrazné pfedcila obecné pouzivany standard CITCO. Prodlouzeni
alkylového fetézce v poloze 4 vede vzdy ke snizeni aktivity. Vysledky biologického testovani

jsou zobrazeny na Obr. 4, piehled struktur a koda derivata v Tab. 5.
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Tab. 5 - ptehled kodu a chemickych struktur pfipravenych derivata

relativni aktivace reportérového konstruktu

Biologicke testovani

Metoda gene reporter assay s konstrukty p(ER6)3-luc a lidskym CAR receptorem v HepG2 linii

viici kontrole (vehikulum, DMSO)

40

80+

60

Obr. 4?7

Il DMSO
S 1 uM

E= 10uM
3 20uM

@ﬁN

Kéd latky R: Kéd latky R:
CHPO3 OH CHP10 ?@
CHPO4 “SH CHP11 -0-CH,CHj
CHPO5 -O-CHj CHP12 “NH,
CHP06 -S-CH3 CH19 “NH-(CH,)sCHs
CHPO7 -O-(CH,)2CH3 CH20 -NH-CH,CH(CHs),
CHPO8 -0-CH,CH(CHa), CH21 "
CHP09 -0-CH,CH=CH; CH22 HNNO
|
O
N2
N/)
Kéd latky R, Kéd latky R,
|
CHP13 -CHs CHP14 @C“Z
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Spoleéné s biologickou aktivitou byla testovana také cytotoxicita vybranych derivata
metodou MTT assay.'* Tato metoda umoziiuje kvantifikaci bundného riistu a viability
pomoci spektrofotometrie. Jeji princip spociva v metabolizaci 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na fialové nerozpustné krystaly formazanu
metabolicky aktivnimi buiikami. Krystaly formazanu jsou nasledné¢ rozpustény v DMSO

a intenzita zabarveni roztoku je vyhodnocena pomoci absorbance.

Preménu MTT na formazan metabolizuje enzym sukcinat-tetrazolium reduktaza, ktera
je aktivni pouze u zivotaschopnych bunék. Diky této skutecnosti je mozné metodou MTT

assay detekovat vyhradné pocet zivych bunék.

Pii MTT experimentu byly pouzity dvé koncentrace testovanych latek - 4uM a 20uM.
Za standard 100% viability je povazovano Cisté rozpoustédlo — 0.1% roztok DMSO, jako
pozitivni kontrola je pouzit 10% roztok DMSO. Test byl proveden pouze s latkami, které
vykazovaly nejvyssi aktivitu na CAR receptoru (CHP04, CHP0S5, CHP06 a CHP12). Jak je
vidét na obrazku Z, zadna ztestovanych latek vyrazné nesnizuje viabilitu bunck, tudiz

nepusobi cytotoxicky (Obr. 5).

3 DMSO (01%DMSO)

@ MTT test viability bunék na HepG2 linii
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g2 15 =R
o N
s [ 25w
° L g ’
:g 4 5 M
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S E H BlIIANH HIIIONE AMARN = HIINNH H HIMNAR
o H HIIONH H HIIAN HIIANA H BIID EH HIIAN 1535 M

2 g 4 HIIUNEH H BIION HIIANH H HIIIG 1 HIIUN 10 w
c 2 4 HIIUNEH H HIIAN H|IUNH EH HI|P H HIIIAN
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Obr. 5
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Zaver

5. ZAVER
V ramci této diplomové prace byla provedena syntéza celkem Ctyf strukturnich typa

derivatu chinazolinu.

Prvni série latek byla pfipravena jednoduchymi alkyla¢nimi reakcemi ze zéakladniho
skeletu 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu. Takto vzniklo 6 derivata, znichz byl pouze

jeden dfive popsany v literatuie (4-ethoxy-2-(3-methoxyfenyl)chinazolin).

Druhd ftada derivati vznikla nahrazenim hydroxylové skupiny skupinou thiolovou
a naslednou piipravou jejiho methyletheru. Poté byly piipraveny slouceniny s aminovou,
resp. alkylaminovou skupinou v poleze 4 chinazolinu, celkové 5 derivati. Z obou uvedenych

sérii je v literatufe zminén pouze 4-benzyl-2-(3-methoxyfenyl)aminochinazolin .

Dal$i snahou byla syntéza derivati s 4-methoxyfenylovym fragmentem, kterd byla
zalozena na vyuziti couplingu s pifimou aktivaci C-H vazby v poloze 2 chinazolinu. Vychozi
chinazolin-4-ol ovSem reakci neposkytoval, navic jsme pii snaze ochranit hydroxylovou
skupinu pfevedenim na alkoxy derivat zjistili, ze k alkylaci za provedenych podminek dochazi
prednostné na sousednim atomu dusiku. OvSem ani U jednoho z takto ziskanych derivath

(methyl a benzyl) se couplingova reakce nezdatila.

Vsechny zminéné produkty byly podrobeny testovani na aktivitu na CAR receptoru
s velmi zajimavymi vysledky. Ctyfi z derivattl vyrazné zvySovaly jeho konstitutivni aktivitu;
V porovnani s jeho jedinym dosud znamym agonistou CITCO: jednalo se o ty latky, které maji
v poloze 4 thiolovou a aminovou funkéni skupinu, a také methoxy a methylsulfanyl derivat.
Prodlouzeni alkylového fetézce v poloze 4 vede ve vSech piipadech ke snizeni aktivity.
U nejaktivnéjSich latek byl také proveden screening cytotoxicity na stejné bunécéné linii

(HepG2) a bylo zjsténo, Ze zadna z testovanych latek vyrazné nesnizuje viabilitu bunék.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1. Obecné experimentalni postupy
Vychozi latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich a pouzity bez ¢isténi. Bezvody

dichlormethan byl pfed pouzitim ptedestilovan z hydridu vapenatého.

Teploty tani vSech latek byly méfeny na Koflerové bloku nebo na pfistroji Buchi B-
545 a nebyly korigovany. NMR spektra spektra vSech latek byla zméfena v roztocich CDCls,
popi. DMSO-ds pfi laboratorni teplot¢ na pfistroji VARIAN MERCURY - Vx BB 300
pracujicim pfi 300 MHz pro *H a pfi 75 MHz pro **C nebo na piistroji VARIAN VNMR
S500 (500 MHz pro *H a 125 MHz pro **C). Chemické posuny byly zméfeny jako hodnoty &
V parts per milion (ppm) a byly nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu jako standardu pomoci
zbytkového signalu rozpoustédla (CDCls: 7.26 pro *H a 77.00 pro *C; DMSO-ds: 2.49 pro *H
a 39.70 pro 13C). Data jsou prezentovana v nasledujicim pofadi: chemicky posun (9),
integrovana intenzita (v protonovych spektrech), multiplicita (s: singlet, bs: broad singlet,
d: dublet, ddd: dublet dubletd dubletu, t: triplet, q: kvartet, m: multiplet), interakéni konstanty
(Hz) a pfifazeni. Hmotnostni spektra vSech latek byla méfena na hmotnostnim spektrometru

AGILENT 500 metodou APCI s nizkou rozliSovaci schopnosti.

Prabéh reakci a Cistota vyslednych produktii byla kontrolovana pomoci tenkovrstvé
chromatografie na aluminiovych TLC deskach Silica gel 60 Fasq (Merck) s detekci
pod UV lampou a s pomoci detekéniho ¢inidla Ce(SOy)2. 4H,0 (2 g), H3[P(M03010)4] (4 9),
konc. H,SO4 (10 ml), HO (200 ml) a nasledného zahrati. Silikagel 60 (0.040-0.063 mm)

pro sloupcovou chromatografii byl zakoupen od firmy E. Merck.
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6.2. Syntéza 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu

6.2.1. Chlorid kyseliny 3-methoxybenzoové
Sumaérni vzorec: CgH-CIO,
Molekulova hmotnost: 170.59

Schéma piipravy:

OH SOCl, Cl

Postup pfipravy:

Kyselina 3-methoxybenzoova (9.7g; 63.8 mmol) byla spole¢né s thionylchloridem (30
ml) zahfivana pod zpétnym chladicem po dobu 3 hodin na teplotu 75 °C. Nezreagovany
thionylchlorid byl oddestilovan za pomoci vodni vyvévy, vysledny produkt byl piedestilovan

za snizeného tlaku. Reakce probé¢hla s 95 % vytézkem.
Charakteristika:

Bezbarva olejovita kapalina.

35



Experimentalni cast

6.2.2. N-(2-kyanfenyl)-3-methoxybenzamid
Sumarni vzorec: C15H12N>,O,
Molekulova hmotnost: 252.27

Schéma piipravy:

0 CN
cl CN pyridin Q
+ _— N (ONG
NH2 |l|
0

Postup ptipravy:

-

Roztok anthranilonitrilu (5.0 g; 45.0 mmol) v pyridinu (17 ml) byl ochlazen
na 0 °C. Poté byl pfidan chlorid kyseliny 3-methoxybenzoyové (7.2 g; 42.0 mmol) a reak¢ni
smés byla za souc¢asného chlazeni ledem michana po dobu 4 hodin. Po odstranéni pyridinu na
vakuové odparce byl produkt rekrystalizovan zvodného ethanolu. Reakce probé¢hla

kvantitativné.
Charakteristika:

Bil4 krystalicka latka.

'H NMR: (300 MHz, DMSO-d) & 10.59 (1H, bs, NH), 7.88-7.84 (1H, m, Ar), 7.72-
7.68 (1H, m, Ar), 7.58-7.41 (5H, m, Ar), 7.18-7.22 (1H, m, Ar), 3.84 (3H, s, OCH).

3C NMR: (75 MHz, DMSO) § 165.7, 159.6, 140.6, 135.2, 134.1, 133.4, 130.1, 127.1,
126.7,120.3, 118.3, 117.2, 113.2, 109.6, 55.7.
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6.2.3. 2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-ol
Sumarni vzorec: C15H12N>,O,
Molekulova hmotnost: 252.27

Schéma piipravy:

N —
I T
+N
O
N
O
T
Y
< /i—
\:—Z
O_

Postup ptipravy:

Smés N-(2-kyanfenyl)-3-methoxybenzamidu (7.3 g; 28.9 mmol), hydroxidu sodného
(32 g) a H,0, (30 %; 48 ml) ve vode (200 ml) byl po dobu 1 hodiny zahtivan pod zpétnym
chladicem na 100°C. Poté byla reakéni smés ochlazena a okyselena 36% HCIl do pH=4.
Vysledny produkt precipitoval a poté byl zfiltrovan, promyt vodou a vysuSen. Reakce
probéhla s vytézkem 58 %.

Charakteristika:

Bila krystalické latka; t.t. 214 °C; t.t. v literatufe®® 209-210 °C.

'H NMR: (300 MHz, DMSO-dg) § 12.52 (1H, s, OH), 8.14-8.18 (1H, m, Ar), 7.85-
7.71 (4H, m, Ar), 7.54-7.21 (2H, m, Ar), 7.15-7.11 (1H, m, Ar), 3.83 (3H,5,0CH).

3C NMR: (75 MHz, DMSO) & 162.5, 159.5, 152.3, 148.8, 134.8, 134.2, 129.9, 127.7,
126.8, 126.1, 121.2, 120.3, 117.8, 112.7, 55.6.

IC: 1047, 1148, 1223, 1251, 1267, 1286, 1310, 1445, 1471, 1482, 1586, 1612, 1670,
3038 cm™.

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 253.6 [M+H]" (100), 130.6 (3), 88.6 (1.5),
87.6 (6), 73.6 (8).
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6.3. Syntéza derivatd prvni série

6.3.1. 4-Methoxy-2-(3-methoxyfenyl)chinazolin
Sumarni vzorec: C16H14N>O,
Molekulova hmotnost: 266.29

Schéma piipravy:
OH
@N | CH3| K2CO3 d
N/ 0 aceton )\©/

Postup pripravy:

2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-ol (200 mg; 0.79 mmol) byl rozpustén v acetonu
(10 ml) a k roztoku byl pfidan uhli¢itan draselny (550 mg; 4 mmol). K vzniklé suspenzi byl
ptikapan methyljodid (2 ml; 32 mmol) a reak¢éni smés byla po dobu 30 hodin pod zpétnym
chladi¢em zahfivana na teplotu 55 °C. Reakéni smés byla poté vytfepana nasycenym
roztokem chloridu sodného (20 ml) a ethylacetatem (20 ml). Organické faze byly spojeny
a vysuSeny bezvodym siranem sodnym. Vysledny produkt byl ziskdn sloupcovou
chromatografii s pouZitim silikagelu jako pevné fdze a smési hexan/EtOAc 9:1 jako eluentu.

Reakce probéhla s vytézkem 53 %.
Charakteristika:

Nazloutla krystalick4 latka; t.t. 92-94 °C.

IH NMR: (300 MHz, CDCl3) & 8.22-8.15 (3H, m, Ar), 8.03-7.99 (1H, m, Ar), 7.86-7.8
(1H, m, Ar), 7.55-7.41 (2H, m, Ar), 7.08-7.03 (1H, m, Ar), 4.3 (3H, s, OCH3), 3.96 (3H, s,
OCHs).

3C NMR: (75 MHz, CDCl3) § 167.0, 159.8, 159.8, 151.7, 139.6, 133.5, 129.4, 127.9,
126.4,123.4, 121.0, 116.6, 115.3, 113.4, 55.4, 54.1.

IC: 1047, 1108, 1184, 1195, 1282, 1327, 1355, 1380, 1443, 1453, 1509, 1561, 1574,
1620, 2966 cm .

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 267.6 [M+H]" (100), 252.6 (7.5), 224.6 (7),
223.6 (2.5), 148.6 (7).
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6.3.2. 2-(3-Methoxyfenyl)-4-(propyloxy)chinazolin
Sumarni vzorec: C1gH18N>O,

Molekulova hmotnost: 294.35

Schéma piipravy:

OH O/\/

@N | CH3CH2CHzBr, K2CO3, Nal @N |
N/)\©/O aceton N/)\©/O

Postup ptipravy:

2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-ol (100 mg; 0.4 mmol) byl rozpustén v acetonu
(15 ml) a k tomuto roztoku byl pfidan uhli¢itan draselny (304 mg; 2.2 mmol) a jodid sodny (6
mg; 0.04 mmol). K vzniklé suspenzi byl ptikapan propylbromid (2.2 mmol; 0.2 ml) a reakéni
smés byla za stdlého michani 24 hodin pod zpétnym chladicem zahtivdna na teplotu 55 °C.
Poté byla prefiltrovana, zbytek na filtru byl promyt acetonem, rozpoustédlo bylo odpaieno
a ziskany surovy produkt byl purifikovan za pouziti sloupcové chromatografie se silikagelem

s mobilni fazi hexan/EtOAc 9:1. Reakce prob&hla s vytéZzkem 88 %.
Charakteristika:

Nazloutla olejovita latka.

'H NMR: (300 MHz, CDCls) & 8.24-8.17 (3H, m, Ar), 8.02-7.98 (LH, m, Ar), 7.83-
7.78 (1H, m, Ar), 7.53-7.41 (2H, m, Ar), 7.07-7.03 (1H, m, Ar), 4.65 (2H, t, J=7.0 Hz,
OCH,), 3.93 (3H, s, OCHg), 2.06-1.93 (2H, m, CH,), 1.15 (3H, t, J=7.0 Hz, CHy).

C NMR: (75 MHz, CDCl3) 6 166.7, 159.7, 151.7, 139.6, 133.3, 129.3, 127.8, 126.2,
123.4,121.0, 116.4, 115.3, 113.3, 68.3, 55.3, 22.1, 10.6.

IC: 1046, 1105, 1162, 1252, 1279, 1346, 1363, 1421, 1499, 1561, 1575, 1965 cm™.

LMRS (APCI): m/z (relativni intenzita) 295.6 [M+H]" (16), 254.4 (12.5), 253.6 (100),
238.6 (3), 210.6 (3).
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6.3.3.  4-lIsobutoxy-2-(3-methoxyfenyl)chinazolin
Sumarni vzorec: C19gH2oN,O,
Molekulova hmotnost: 308.37

Schéma piipravy:

OH
B
@N | W/\/ ' , Ko,CO3, Nal @f%
N/J\©/O aceton J\@/

Postup ptipravy:

2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-ol (100 mg; 0.4 mmol) byl rozpustén v acetonu
(20 ml) a k tomuto roztoku byl ptidan uhli¢itan draselny (280 mg; 2 mmol) a jodid sodny
(6 mg; 0.04 mmol). Ke vzniklé suspenzi byl piikapanl-brom-2-methylpropan (0.62 ml;
0.78 g; 5.7 mmol) a tato reakéni smés byla po dobu 24 hodin zahfivdna pod zpétnym
chladi¢em na teplotu 55 °C. Poté byla reak¢ni smés prefiltrovana, zbytek na filtru byl promyt
acetonem a rozpoustédlo bylo odpateno. Vysledny produkt byl ziskan po provedeni sloupcové
chromatografie za pouZiti silikagelu jako pevné faze a smési hexan/EtOAc 9:1 jako mobilni

faze. Reakce probé¢hla s vytézkem 78 %.
Charakteristika:

Nazloutla olejovita latka.

'H NMR: (300 MHz, CDCls) & 8.23-8.15 (3H, m, Ar), 8.01-7.97 (LH, m, Ar), 7.82-
7.77 (1H, m, Ar), 7.52-7.41 (2H, m, Ar), 7.07-7.03 (LH, m, Ar), 449 (2H, d, J=6.8 Hz,
OCH,), 3.95 (3H, s, OCH3), 2.35-2.22 (1H, m, CH), 1.14 (6H, d, J=6.8 Hz, CHs).

3C NMR: (75 MHz, CDCls) & 166.7, 159.8, 159.7, 151.7, 139.7, 133.3, 129.3, 127.9,
126.2, 123.4,121.0, 116.4, 115.4, 113.3, 72.8, 55.3, 27.9, 19.3.

IC: 1047, 1107, 1162, 1253, 1280, 1344, 1385, 1421, 1461, 1499, 1561, 1575, 1620,
2959 cm™.

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 309.6 [M+H]" (7.5), 255.5 (2), 254.4 (16),
253.6 (100), 238.6 (2.5), 210.6 (3).
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6.3.4. 2-(3-Methoxyfenyl)-4-(prop-2-en-1-yloxy)chinazolin
Sumarni vzorec: C1gH16N,O,
Molekulova hmotnost: 292.33

Schéma piipravy:

OH O/\/
@N | /\/Br’ K2CO3, Nal N @N |
N/)\©/O aceton N//K©/O

Postup ptipravy:

2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-ol (200 mg; 0.8 mmol) byl rozpustén v acetonu
(10 ml) a k tomuto roztoku byl ptidan uhli¢itan draselny (552 mg; 4 mmol) a jodid sodny
(12 mg; 0.08 mmol). Ke vzniklé suspenzi byl ptikapan 3-brompropen (0.68 ml; 960 mg;
8 mmol) a tato reak¢éni smés byla za stalého michani 24 hodin zahtivana k varu pod refluxem
na teplotu 55 °C. Reak¢ni smés byla prefiltrovana, zbytek na filtru byl promyt acetonem
a rozpoustédlo bylo odpafeno. Surovy produkt byl poté purifikovan sloupcovou
chromatografii. Pouzit byl silikagel jakozto pevnd faze a smés hexan/EtOAc 95:5 jako
mobilni fize. Vytézek této reakce byl 58 %.

Charakteristika:

Nazloutla krystalicka latka; t.t. 50-52 °C.

'H NMR: (300 MHz, CDCl3) & 8.22 (3H, m, Ar), 8.02-7.98 (1H, m, Ar), 7.82-7.77
(1H, m, Ar), 7.52-7.4 (2H, m, Ar), 7.07-7.03 (1H, m, Ar), 6.31-6.18 (1H, m, CH), 5.56 (1H,
d, J=17.2 Hz, =CH, A), 5.37 (1H, d, J=10.4 Hz, =CH, B), 5.21 (2H, d, J=5.5 Hz, OCH)),
3.95 (3H, s, OCHs).

3C NMR: (75 MHz, CDCls) § 166.1, 159.7, 159.5, 151.7, 139.5, 133.4, 132.6, 129.3,
127.9, 126.3, 123.4, 120.9, 118.3, 116.5, 115.2, 113.3, 67.3, 55.3.

1C: 1001, 1052, 1109, 1217, 1280, 1317, 1339, 1355, 1408, 1457, 1500, 1561, 1574,
1619, 2939 cm™,

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 293.6 [M+H]" (100), 291.7 (2.5), 265.6 (3),
264,6 (11), 253.6 (50), 250.7 (9), 210.6 (2).
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6.3.5. 4-Benzyloxy-2-(3-methoxyfenyl)chinazolin
Sumarni vzorec: CyoH18N>O,
Molekulova hmotnost: 342.39

Schéma piipravy:
OH @)
Cl
NN | s KzCO3, Nal‘ NN |

Postup ptipravy:

2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-ol (200 mg; 0.8 mmol) byl rozpustén v acetonu
(2 ml) a k tomuto roztoku byl pfidan uhli¢itan draselny (552 mg; 4 mmol) a jodid sodny
(12 mg; 0.08 mmol). K vzniklé suspenzi byl pfikapan benzylchlorid (0.94 ml; 1.36 g; 8 mmol)
a reakéni smés byla pod zpétnym chladicem za stalého michani 24 hodin zahtivana na teplotu
55 °C. Reak¢ni smés byla zfiltrovana, filtr byl promyt acetonem, organické rozpoustédlo
odpateno a produkt byl izolovan za pomoci silikagelového sloupce a smési hexan/EtOAc 9:1

jako mobilni faze. Vysledny produkt byl ziskan s vytézkem 78 %.
Charakteristika:

Bil4 krystalicka latka; t.t. 109-111 °C.

'H NMR: (300 MHz, CDCls) & 8.32-8.17 (3H, m, Ar), 8.07-8.03 (LH, m, Ar), 7.84-
7.78 (1H, m, Ar), 7.64-7.6 (2H, m, Ar), 7.52-7.37 (5H, m, Ar), 7.13-7.08 (1H, m, Ar), 5.76
(2H, s, OCH,), 3.97 (3H, s, OCHs).

3C NMR: (75 MHz, CDCls) § 166.2, 159.7, 159.5, 151.7, 139.4, 136.4, 133.3, 129.3,
128.4,128.1, 128.0, 127.8, 126.3, 123.4, 120.9, 116.5, 115.1, 113.2, 68.2, 55.2.

IC: 1041, 1091, 1222, 1255, 1280, 1331, 1342, 1356, 1416, 1459, 1500, 1563, 1575,
1600, 1619, 2940 cm™.

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 343.6 [M+H]" (65), 253.5 (1), 92.5 (7.5), 91.5
(100).
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6.3.6.  4-Ethoxy-2-(3-methoxyfenyl)chinazolin
Sumarni vzorec: C17H16N-,O,
Molekulova hmotnost: 280.32

Schéma piipravy:

OH

N CH3CH2Br, K2CO3‘ Nal‘ ©\)§N
N/)\Q/O\ aceton N/)\©/O\

Postup ptipravy:

2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-ol (200 mg; 0.8 mmol) byl rozpustén v acetonu
(10 ml) a k tomuto roztoku byl pfidan uhli¢itan draselny (552 mg; 4 mmol) a jodid sodny
(12 mg; 0.08 mg). K vzniklé suspenzi byl piikapan ethylbromid (0.3 ml; 436 mg; 4 mmol),
a po dobu 24 hodin byla za stadlého michani zahtivana pod zpétnym chladicem na teplotu
55 °C. Poté byla smés zfiltrovana, filtr byl promyt acetonem a rozpoustédlo bylo odpaieno.
Surovy produkt byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (pevna faze — silikagel,

mobilni faze - smés hexan/EtOAc 9:1). Hlavni produkt byl obdrZen s vytézkem 55 %.

Charakteristika:

29

Nazloutla krystalicka latka; t.t. 93 °C, t.t. v literatufe™ neuvedena.

'H NMR: (300 MHz, CDCls) & 8.24-8.14 (3H, m, Ar), 8.02-7.97 (1H, m, Ar), 7.84-
7.77 (1H, m, Ar), 7.5-7.41 (2H, m, Ar), 7.08-7.03 (1H, m, Ar), 4.8-4.72 (2H, g, J=7.2 Hz,
OCH;), 3.94 (3H, s, OCHs), 1.56-1.51 (3H, t, J=7.2 Hz, CH).

3C NMR: (75 MHz, CDCls) § 166.5, 159.7, 159.7, 151.6, 139.6, 133.2, 129.3, 127.8,
126.2, 123.4, 120.9, 116.4, 115.3, 113.3, 62.7, 55.3, 14.3.

IC: 1023, 1050, 1105, 1161, 1282, 1322, 1346, 1356, 1380, 1426, 1458, 1507, 1561,
1575, 2989 cm .

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 281.5 [M+H]" (24), 255.5 (2), 254.4 (13),
253.6 (100), 238.5 (4), 210.5 (6), 91.5 (1.5).
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6.4. Syntéza derivati druhé série

6.4.1. 2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-thiol
Sumarni vzorec: Ci15H1oN>0OS
Molekulova hmotnost: 268.33

Schéma piipravy:

OH SH
©\)§ N | P,Sg ©ﬁ§ N |
—_—
(0]
N/)\©/O N/)\©/
Postup ptipravy:

Smés 2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-olu (1 g; 4 mmol) a sulfidu fosfore¢ného
(880 mg; 4 mmol) v toluenu (10 ml) byla zahtivana pod refluxem po dobu 4 hodin. Poté byla
reakéni smés nalita na led a vytfepana do chloroformu (3x20 ml). Organické faze byly
spojeny a vysuSeny bezvodym siranem sodnym. Vysledny produkt byl ziskdn po provedeni
sloupcové chromatografie s pouzitim silikagelu jako pevné faze a smési hexan/EtOAc 1:1

jako faze mobilni. Reakce prob¢hla s vytézkem 83 %.
Charakteristika:

Zluta krystalick4 latka; t.t. 222-225 °C.

'H NMR: (300 MHz, DMSO — dg) 5 8.64-8.57 (1H, m, Ar), 7.92-7.86 (1H, m, Ar), 7.8-
7.63 (3H, m, Ar), 7.6-7.55 (1H, m, Ar), 7.48-7.43 (1H, m, Ar), 7.16-7.12 (1H, m, Ar), 3.87
(3H, s, OCHy).

3C NMR: (75 MHz, DMSO) & 188.0, 159.4, 151.5, 144.4, 135.6, 133.6, 129.8, 129.5,
128.4, 128.2, 127.8, 121.0, 118.0, 113.3, 55.6.

IC: 1029, 1040, 1154, 1189, 1222, 1252, 1263, 1339, 1492, 1508, 1570, 2985 cm™.

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 269.9 [M+H]" (100), 253.6 (9), 235.5 (19), 226.5
(6), 210.6 (3).
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6.4.2. 2-(3-Methoxyfenyl)-4-(methylsulfanyl)chinazolin
Sumarni vzorec: C16H14N>0OS

Molekulova hmotnost: 282.36

Schéma piipravy:

SH
@ N | CH3| KzCO3 (j\/L
N/ o aceton )\©/

Postup ptipravy:

2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-thiol (100 mg; 0.37 mmol) byl rozpustén v acetonu
(10 ml) a nasledn¢ byl pfidan uhli¢itan draselny (260 mg; 1.85 mmol). K vzniklé suspenzi byl
piikapan methyljodid (0.44 ml; 1 g; 7.4 mmol) a reakéni smés byla po dobu 16 hodin
zahtivana pod zpétnym chladi¢em na teplotu 55 °C. Poté byla rozdélena za pomoci sloupcové

chromatografie (silikagel, hexan/EtOAc 9:1) a hlavni produkt byl ziskéan s vytéZzkem 31 %.
Charakteristika:

Nazloutla krystalicka latka; t.t. 89-91 °C.

'H NMR: (300 MHz, CDCls) § 8.28-8.21 (2H, m, Ar), 8.11-8.01 (2H, m, Ar), 7.86-7.8
(1H, m, Ar), 7.56-7.41 (2H, m, Ar), 7.09-7.4 (1H, m, Ar), 3.95 (3H, s, OCH3), 2.83 (3H,
5,SCHs).

3C NMR: (75 MHz, CDCls) & 171.4, 159.8, 158.6, 148.6, 139.5, 133.6, 129.5, 129.0,
126.7, 123.7, 122.6, 121.1, 116.7, 113.4, 55.4, 12.6.

IC: 1039, 1217, 1249, 1328, 1348, 1429, 1483, 1494, 1559, 1600, 2924 cm™.

LMRS (APCI): m/z (relativni intenzita) 283.6 [M+H]" (100), 268.5 (7), 250.6 (3.5),
236.5 (5.5), 235.6 (38), 192.6 (1).
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6.5. Syntéza derivatu tieti série

6.5.1. 2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-amin
Sumarni vzorec: CisH13N30

Molekulova hmotnost: 251.28

_ tBuOK _ =N
/
NH2

Smés anthranilonitrilu (1.180 g; 10 mmol), 3-methoxybenzonitrilu (1.22 ml; 1.333 g;

Schéma piipravy:

Postup pfipravy:

10 mmol) a t-butanoatu draselného (112 mg; 1 mmol) byla zahtata na teplotu 140°C a
ponechana reagovat po dobu 3 hodin (bez pouziti rozpoustédla). Nasledn€ byla reakéni smés
ochlazena, zfedéna ethylacetatem (20 ml) a vytiepana vodou (20 ml). Organicka vrstva byla
vysu$ena (bezvodym siranem sodnym) a byla provedena sloupcova chromatografie s pouzitim
silikagelu jako pevné faze a smési hexan:ethylacetit v poméru 7:3 jako -eluentu.

2-(3-methoxyfenyl)chinazolin-4-amin byl ziskan s vytézkem 4 %.
Charakteristika:

Zluté krystalick4 latka; t.t. 168-173 °C.

'H NMR: (300 MHz, CDCls) § 8.11-8.06 (2H, m, Ar), 7.97-7.93 (1H, m, Ar), 7.8-7.73
(2H, m, Ar), 7.05-7.01 (1H, m, Ar), 5.77 (2H,bs, NH,), 3.93 (3H, s, OCH).

3C NMR: (125 MHz, CDCl3) & 161.4, 160.6, 159.8, 150.9, 140.0, 133.2, 129.4,
128.8, 125.8, 121.6, 120.9, 116.7, 113.0, 112.9, 55.4.

IC: 1043, 1234, 1264, 1315, 1264, 1279, 1315, 1366, 1382, 1437, 1466, 1508, 1543,
1575, 1601, 1618, 1643, 2921, 3001, 3209, 3324, 3414 cm™.

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 252.6 [M+H]* (100), 238.5 (2.5), 237.5 (16),
235.5 (11), 210.6 (2.5), 209.6 (17).
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6.5.2.  4-Butylamino-2-(3-methoxyfenyl)chinazolin
Sumarni vzorec: C1gH21N3O

Molekulova hmotnost: 307.39

Schéma piipravy:

OH 1. FBSCI, TEA, DMAP, DCM NN

Postup ptipravy:

2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-ol (250 mg; 0.99 mmol), p-fluorbenzen-
-sulfonylchlorid (292 mg; 1.5 mmol), triethylamin (0.12 ml; 87 mg; 1.2 mmol) a katalytické
mnozstvi DMAP byly pfevedeny do vysusené a argonem naplnéné banky a rozpustény
V bezvodém dichlormethanu (10 ml). Roztok byl za stalého michani ponechan reagovat pii
pokojové teploté¢ po dobu 24 hodin. Poté byl k reakéni smési ptfidan butylamin (0.99 ml;
731 mg; 10 mmol) a reakéni smés byla 24 hodin michana pii pokojové teploté. Rozpoustédlo
bylo odpafeno a surovy produkt byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie. Jako
pevna faze byl pouzit silikagel, jako mobilni faize smés hexanu a ethylacetatu v poméru 8:2.

Reakce prob¢hla s vytézkem 84 %.
Charakteristika:

Nazloutla krystalick4 latka; t.t. 94 °C.

'H NMR: (300 MHz, CDCl3) & 8.2-8.14 (2H, m, Ar), 7.97-7.93 (1H, m, Ar), 7.73-7.67
(2H, m, Ar), 7.44-7.37 (2H, m, Ar), 7.05-7.01 (1H, m, Ar), 5.95 (1H, bs, NH), 3.94 (3H, s,
OCHs), 3.84-3.76 (2H, m, NCH;), 1.83-1.72 (2H, m, CHy), 1.56-1.2 (2H, m, CHy), 1.03 (3H,
t, J=7.3 Hz, CHa).

3C NMR: (75 MHz, CDCls) § 1597, 159.6, 132.5, 129.8, 129.7, 129.2, 128.4, 125.4,
121.0, 120.6, 116.6, 116.4, 116.1, 113.6, 113.2, 55.4, 41.1, 31.5, 20.3, 13.9.

IC: 1041, 1228, 1261, 1315, 1327, 1363, 1427, 1453, 1465, 1494, 1533, 1572,
2958 cm™.

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 308.6 [M+H]" (100), 293.6 (2), 265.6 (1.5),
252,5 (7), 237.5 (1.5), 209.5 (1.5).
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6.5.3.  4-lsobutylamino-2-(3-methoxyfenyl)chinazolin
Sumarni vzorec: C1gH21N3O

Molekulova hmotnost: 307.39

Schéma piipravy:

1. FBSCI, TEA, DMAP, DCM

Oy, =T
N" RN

Postup ptipravy:

Experimentalni cast

HN/\(

2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-ol (250 mg; 0.99 mmol), FBSCI (292 mg; 1.5 mmol),
triethylamin (0.12 ml; 87 mg; 1.2 mmol) a katalytické mnozstvi DMAP byly pievedeny do

vysusené a argonem naplnéné banky a rozpustény v bezvodémém dichlormethanu (10 ml).

Roztok byl za stdlého michéni ponechan reagovat pii pokojové teploté po dobu 24 hodin. Poté

byl k reakéni smési ptidan isobutylamin (0.99 ml; 731 ml; 10 mmol) a michani pti pokojové

teploté pokracovalo po dalSich 24 hodin. Poté byl dichlormethan odpafen a byla provedena

sloupcova chromatografie. Jako pevna faze byl zvolen silikagel, jako faze mobilni smés

hexanu a ethylacetditu v poméru 8:2. Vysledny produkt byl nésledné rekrystalizovan

zZ ethanolu. Vytézek této reakce byl 33 %.
Charakteristika:

Bila krystalicka latka; t.t. 125-127 °C.

IH NMR: (500 MHz, DMSO) 5 8.72 (1H, s, Ar), 8.64-8.6 (1H, m, Ar), 8.43-8.36 (2H,
m, Ar), 8.12-8.07 (2H, m, Ar), 7.83-7.7 (2H, m, Ar+NH), 4.17 (3H, s, OCHs), 3.82 (2H, t,
J=6.5 Hz, CH,), 2.53-2.43 (1H, m, CH), 1.33 (6H, d, J=6.5 Hz, (CHx)y).

BC NMR: (125 MHz, DMSO) & 160.0, 159.4, 159.1, 150.1, 140.5, 132.8, 129.4,
128.0, 125.4, 122.9, 120.4, 115.9, 114.1, 113.0, 55.2, 48.4, 27.8, 20.6.

IC: 1043, 1151, 1228, 1331, 1363, 1384, 1427, 1450, 1465, 1501, 1536, 1573, 1599,

2905 cm™.

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 308.6 [M+H]* (100), 253.5 (2.5), 252.5 (11),

237.5 (1), 209.6 (1).
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Experimentalni cast

6.5.4. 4-Benzylamino-2-(3-methoxyfenyl)chinazolin
Sumarni vzorec: CooH19N3O
Molekulova hmotnost: 341.41

Schéma piipravy:

OH 1. FBSCI, TEA, DMAP, DCM HN/\©
e |
Postup pfipravy:

2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-ol (250 mg; 0.99 mmol), FBSCI (292 mg; 1.5 mmol),
triethylamin (0.12 ml; 87 mg; 1.2 mmol) a katalytické mnozstvi DMAP byly pievedeny do
vysusené a argonem naplnéné banky a rozpuStény ve bezvodém dichlormethanu (10 ml).
Roztok byl za stdlého michéni ponechan reagovat pii pokojové teploté po dobu 24 hodin. Poté
byl k reakéni smési piidan benzylamin (1.1 ml; 1.0715 g; 10 mmol) a michani pii pokojové
teplot¢ bylo zachovano po dobu 24 hodin. Nésledn¢ byl zreakéni smési odpaien
dichlormethan a pro separaci byla provedena sloupcova chromatografie (pevnou fazi byl
silikagel, mobilni fazi smés hexanu a ethylacetatu v poméru 8:2). Vysledny produkt byl

ziskan s vytézkem 47 %.
Charakteristika:

Nazloutla krystalicka latka; t.t. 130-132 °C, t.t. v literatuie® neuvedena.

IH NMR: (300 MHz, DMSO) 5 8.95 (1H, t, J=5.8 Hz, NH), 8.32 (1H, d, J=8.2 Hz,
Ar), 8.06-8.02 (1H, m, Ar), 7.98-7.96 (1H, m, Ar), 7.80-7.76 (2H, m, Ar), 7.55-7.42 (3H, m,
Ar), 7.41-7.26 (3H, m, Ar), 7.25-7.17 (1H, m, Ar), 7.02 (1H, ddd, J;=0.9 Hz, J=2.7 Hz,
J3=8.2 Hz, Ar), 4.90 (2H, d, J=5.8Hz, CH,), 3.81 (3H, s, CHy).

B3C NMR: (75 MHz, DMSO) & 159.7, 159.4, 159.1, 150.1, 140.3, 140.1, 133.0, 129.4,
128.5, 128.1, 127.5, 127.0, 125.7, 122.9, 120.5, 116.1, 114.1, 113.0, 55.2, 44.1.

IC: 1041, 1096, 1155, 1165, 1237, 1292, 1325, 1358, 1419, 1429, 1453, 1464, 1493,
1533, 1561, 1599, 1634, 3129, 3273, 3403 cm™.

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 342.6 [M+H]" (100), 92.5 (2), 91.5 (27).
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Experimentalni cast

6.5.5. 2-(3-Methoxyfenyl)-4-[2-(piperidin-1-yl)ethylamino]chinazolin
Strukturni vzorec: DyyHosN4O
Molekulova hmotnost: 362.47

Schéma piipravy:

OH 1. FBSCI, TEA, DMAP, DCM O
O s
N
N 2. HZN’\/N XN
— 0O >
N~ \[ j/ ~N
Postup pfipravy:

2-(3-Methoxyfenyl)chinazolin-4-ol (250 mg; 0.99 mmol), FBSCI (292 mg; 1.5 mmol),
triethylamin (0.12 ml; 87 mg; 1.2 mmol) a katalytické mnozstvi DMAP byly pievedeny do
vysusené a argonem naplnéné bariky a rozpustény v bezvodém dichlormethanu (10 ml). Smés
byla za stalého michani ponechana reagovat pii pokojové teploté po dobu 24 hodin. Poté byl
k reakéni smési piidan 1-(2-aminoethyl)piperidin (1.42 ml; 1.28 g; 10 mmol) a reakce byla
opét ponechana michat 24 hodin pii pokojové teploté. Z reakéni smeési byl odpafen
dichlormethan a pro ziskdni Cistého produktu byla provedena sloupcovd chromatografie
s pouzitim silikagelu jako pevné faze a smési hexan:ethylacetat 8:2 jako faze mobilni. Reakce

probéhla s vytéZzkem 76 %.
Charakteristika:

Zlutooranzova olejovita latka.

'H NMR: (300 MHz, CDCl3) § 8.23-8.15 (2H, m, Ar), 7.92-7.88 (1H, m, Ar), 7.81-
7.77 (1H, m, Ar), 7.69-7.62 (1H, m, Ar), 7.42-7.3 (2H, m, Ar), 7.03-6.94 (2H, m, Ar+NH),
3.87 (3H, s, O-CH3), 3.84 (2H, m, NH-CH,-), 2.7-2.62 (2H, m, -CH,-N), 2.55-2.37 (4H, m,
N-(CH5)2), 1.66-1.52 (4H, m, (CH,)2), 1.52-1.38 (2H, m, CH,).

3C NMR: (75 MHz, CDCls) & 160.1, 159.4, 159.3, 150.1, 140.5, 132.1, 129.0, 128.3,
125.1, 120.9, 120.8, 115.8, 113.8, 113.1, 56.7, 55.1, 54.0, 37.2, 25.7, 24.0.

IC: 1043, 1093, 1126, 1154, 1167, 1227, 1328, 1361, 1455, 1494, 1533, 1574, 2854,
2936 cm™.

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 363.7 [M+H]" (100), 287.5 (12.5), 278.6 (43),
1125 (5), 98.5 (2).
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Experimentalni cast

6.6. Syntéza derivata ¢tvrté série

6.6.1. 3-Methyl-3,4-dihydrochinazolin-4-on

Strukturni vzorec: CgHgN,O
Molekulova hmotnost: 160.17
Schéma piipravy:

OH O

SN CHsl, K;,CO45 _ N/CH3
N/) aceton N/)

Ke smési chinazolin-4-olu (1.46 g; 10 mmol), hydroxidu sodného (0.6 g; 15 mmol)

Postup ptipravy:

a katalytického mnozstvi tetrabutylamonium jodidu ve vodé (20 ml) a toluenu (20 ml) byl
ptidan methyljodid (6.23 ml; 14.2 g; 100 mmol). Reakéni smés byla za stalého michani po
dobu 5 hodin zahfivana pod zpétnym chladicem na teplotu 55 °C, prubéh reakce byl
kontrolovan pomoci TLC. Po odstranéni vodné faze byl toluen odpafen a produkt byl
izolovan s pouzitim sloupcové chromatografie, jako stacionarni fize byl zvolen silikagel,

smés ethylacetat:hexan 3:7 jako faze mobilni. Reakce probéhla s vytézkem 47 %.
Charakteristika:

Bil4 krystalicka latka; t.t. 99-103 °C, t.t. v literatuie®! 104-105 °C.

'H NMR: (300 MHz, CDCl3) & 8.3-8.26 (LH, m, Ar), 8.03 (1H, s, N-CH-N), 7.75-
7.66 (2H, m, Ar), 7.51-7.46 (1H, m, Ar), 3.57 (3H, s, CH3).

3C NMR: (75 MHz, CDCl3) 5 161.5, 148.2, 146.7, 134.1, 127.4, 127.2, 126.5, 121.9,
34.0.

IC: 1068, 1155, 1189, 1266, 1297, 1324, 1341, 1471, 1562, 1612, 1667, 2911 cm™,

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 161.6 [M+H]" (68.1), 130.5 (3.8), 121.6 (3.1),
120.6 (38.1), 93.5 (7.5), 92.5 (100), 65.5 (4.4).
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Experimentalni cast

6.6.2. 3-Benzyl-3,4-dihydrochinazolin-4-on

Strukturni vzorec: C15H15N-0

Molekulova hmotnost: 236.27

OH 5 O
SN r/\© , KoCO3 . @fj\ N
N/) aceton N/) /\©

Chinazolin-4-ol (1.46 g; 10 mmol) byl rozpustén v acetonu (50 ml) a do tohoto

Schéma priipravy:

Postup ptipravy:

roztoku byl pfidan uhli¢itan draselny (13.8 g; 100 mmol). Nasledné byl do této reakéni smesi
ptikapan benzylbromid (1.19 ml; 1.7 g; 10 mmol). Roztok byl za stalého michani po dobu
4 hodin zahtivan pod zpétnym chladi¢em na teplotu 55 °C, prib¢h reakce byl kontrolovan
pomoci TLC. Vysledny produkt byl izolovan s pouzitim sloupcové chromatografie, jako
stacionarni faze byl zvolen silikagel, smés ethylacetat:hexan 3:7 jako faze mobilni. Reakce

probéhla s vytézkem 86 %.
Charakteristika:

Bila krystalické latka; t.t. 115-118 °C, t.t. v literatuie® 117-119 °C.

'H NMR: (300 MHz, CDCls) & 8.36-8.22 (1H, m, Ar), 8.12 (1H, s, N-CH-N), 7.78-
7.67 (2H, m, Ar), 7.54-7.47 (1H, m, Ar), 7.37-7.28 (5H, m, Ar), 5.2 (2H, s, CHy).

B3C NMR: (75 MHz, CDCl3) & 161.0, 147.9, 146.3, 135.7, 134.3, 129.0, 128.3, 128.0,
127.5,127.4,126.9, 122.2, 49.6.

IC: 1078, 1150, 1163, 1291, 1321, 1354, 1366, 1475, 1604, 1672, 2905 cm™.

LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 237.5 [M+H]" (100), 91.5 (8.1).
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