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ABSTRAKT
Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra anorganické a organické chemie

Kandidat: Pavlina Sochova
Konzultant: PharmDr. Marcel Spulak, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Derivaty chinazolinu jako latky s potencidlni bronchodilatacni

aktivitou Il

Cilem mé diplomové prace bylo syntetizovat vybrané derivaty (-)vasicinu a
(-)vasicinonu a vyhodnotit jejich bronchodilata¢ni aktivitu. Dvé nejaktivnéjs$i molekuly
z predchoziho screeningu mi poslouzily jako modelové struktury, pii jejichz modifikacich
jsem sledovala vztah mezi bronchodilataénim efektem a a) poctem atoml dusiku
V heterocyklu, b) pfitomnosti benzenového kruhu v aromatické ¢asti sloucenin a c) susbtituci
benzenového kruhu v aromatické ¢asti sloucenin.

Predbézné vysledky testovani bronchodilatace ukézaly slibné hodnoty aktivity u
nekterych molekul, které, a¢ nedosahuji UCinku ipratropium bromidu, jsou vzhledem ke

svému dosud neur¢enému mechanismu plsobeni moznym odrazovym mustkem pro dalsi

vyvoj.



ABSTRACT
Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Inorganic and Organic Chemistry

Candidate: Pavlina Sochova

Consultant: PharmDr. Marcel Spulak, Ph.D.

Title of Thesis: Quinazoline derivatives as compounds with potential bronchodilatory
effect I

The aim of this thesis is to synthesize various derivatives of (-)vasicin and (-)vasicinone
and explore their bronchodilatory activity. Two most active compounds from previous
screening were selected as model structures and the relationship between the bronchodilatory
effect and a) the number of nitrogen atoms in heterocyclic core, b) the presence of benzene
ring and c) the substitution of benzene ring was investigated.

Preliminary results of bronchodilatory screening showed some promising effects of
certain compounds. Even though the activity of the most successful derivatives are not yet
comparable to ipratropium bromide, due to the fact that their mode of action is still not

explored, it renders them possible target for further development.
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1. UVOD

1.1. Chronicka obstrukcni plicni nemoc (CHOPN)

Chronicka obstrukéni plicni nemoc je chronické zanétlivé onemocnéni dychaciho
ustroji postihujici vice nez 80 milionti lidi na celém svéte a dle odhadu se v roce 2030 stane 3.
nejcastéjsi pricinou smrti. Onemocnéni je charakterizované bronchialni obstrukci (omezenym
pritokem vzduchu v priidduskach), ktera je vyvoldna kombinaci poruchy malych dychacich
cest (obstrukéni bronchiolitida) a destrukci plicniho parenchymu (emfyzém) a ktera neni plné
reverzibilni. Bronchialni obstrukce neustale progreduje a je spojena s abnormalni zanétlivou
odpovédi na skodlivé Castice a plyny. Dle vysledkil spirometrického vySetteni se CHOPN déli
na Ctyfi stadia — od mirné az po velmi zévaznou (tézkou) formu. Mezi nejCastéjsi priznaky
patii dusnost, kasel spojeny se zna¢nou produkei hlenu, sipani, bolest na hrudi, tinava, uzkost
a poruchy spélnku.l’2

Mezi pii¢inami vzniku CHOPN v prvni fad¢ stoji koufeni, dlouhodobé vystaveni
prasnému prostiedi a V neposledni fad¢ také geneticka predispozice. Cilem 1é¢by je prevence
a kontrola symptomt, snizeni frekvence a zdvaznosti exacerbaci (akutni zhorSeni pfiznak),

zlepseni pacientovi kvality Zivota a také vySsi tolerance zatéze .
1.2. Terapie CHOPN

Terapie CHOPN se lisi dle formy onemocnéni (podle Cetnosti a zavaznosti exacerbaci)
a zahrnuje jak farmakologické postupy tak ty nefarmakologické (pouceni pacienta o pfi¢inach
onemocnéni a jejich dlsledcich, zejména pak o dilezitosti odvykani koufeni, ve vyjimecnych
ptipadech kyslikova terapie), které jsou soucasti 1¢cby vzdy.

Soucasna terapie spociva predevs§im Vv podavani inhala¢nich bronchodilata¢nich latek
(kratkodob¢ a dlouhodobé pusobicich). Pouzivaji se bud’ v ¢as potieby ke zmirnéni akutnich
eventuelné rychle se zhorSujicich symptomi, anebo pravidelné k prevenci ¢i omezeni
piiznakd. 2

V piipadech tézkého nestabilizovaného stadia CHOPN nebo pii intoleranci
inhala¢nich bronchodilatancii je indikovano podavani methylxantini nebo inhalac¢nich
kortikosteroidi. Lécba sice nemize zabranit progresi nemoci, dokaze ji vSak vyrazné zpomalit

a zlepsit tak prognézu a kvalitu Zivota pacienta.”>



Kratkodobé a¢inna Br-adrenomimetika (SABAs — short-acting Br-adrenerqic receptor

agonists) - fenoterol, salbutamol, terbutalin, hexoprenalin
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salbutamol terbutalin

Tato 1éCiva relaxuji bronchidlni svalstvo bez ohledu na spazmogen. Maji také
antialergické t¢inky, snizuji uvolilovani mediatort z mastocytd a cévni permeabilitu.
Neaplikuji se pravideln¢, pouze dle potfeby pii exacerbacich, nastup ucinku je rychly (v fadu
minut) a trva 4-6 hodin.* V monoterapii se pouzivaji jen v prvnim stadiu nemoci, pfi¢emz
ptili§ Casté wuzivani svédéi o nestabilit¢ onemocnéni. Mnohem castéji se vyuzivaji

Vv kombinac¢ni 1&¢bé.

Dlouhodobé uc¢inna Br-adrenomimetika (LABAs — long-acting B,-adrenergic receptor

agonists) - salmeterol, formoterol, klenbuterol, prokaterol, bambuterol
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formoterol klenbuterol

Maji shodny uéinek jako kratkodobé putisobici Pp-sympatomimetika, ale s rozdilnou
délkou uginku, kterd mize byt 12 hodin i vice. Dlouhodobé trvani G&inku je zfejmé
zpusobeno jejich vysokou rozpustnosti v lipidech. V souvislosti s tim lze v odborné literatuie
nalézt dvé mozné teorie vysvétlujici tento jev. Podle prvni z nich se molekula 1é¢iva rozpousti
uvniti bunééné membrany hladkého svalu ve vysoké koncentraci, druha teorie hovoti o vazbé
1é¢iva na lipofilni kotvici struktury v blizkosti adrenoreceptoru. V obou piipadech by bylo

diisledkem vytvoreni kompartmentu slouZiciho jako depo 1é&ivé latky.”



Kratkodobé ucinna antimuskarinika (SAMAs — short-acting muscarinic antagonists)

- ipratropium bromid
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ipratropium bromid

Antimuskarinika kompetetivné inhibuji efekt acetylcholinu na muskarinovych
receptorech. V dychacich cestach je ACH uvoliovan z eferentnich zakonceni bloudivého
nervu a zpusobuje kontrakci hladkych svalii. Tento efekt dokdzi antagonisté muskarinovych
receptort efektivné blokovat.

Ipratropium se pfi inhalatnim podani téméf nevstiebava, takze ma minimalni
nezadouci uinky.> Néstup uéinku se pohybuje v rozmezi 30-60 minut a trva 4-6 hodin,
pti¢emz inhala¢ni aplikace puisobi u lidi n¢kolikanasobné vétsi bronchodilataci nez aplikace

i.v. Neziidka je pouZivano v kombinaci s B,-adrenomimetiky, nebot’ zesiluje jejich uginek.”

Dlouhodobé ucdinna antimuskarinika (LAMASs — long-acting muscarinic antagonists)

- tiotropium bromid
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tiotropium bromid

Dlouhodobé ucinné antimuskarinika maji stejny mechanismus uc¢inku jako kratkodoba
jen srozdilnou délkou puisobeni. Tiotropium se pouziva pro dlouhodobou terapii CHOPN

diky svému 24 hodinovému pisobent.*



Methylxantiny - teofylin, aminofylin, bemifylin, acebrofylin, doxofylin
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| |
teofylin doxofylin

Utinky spoéivaji v inhibici fosfodiesterazy I-IV a Vv antagonistickém pisobeni na
adenosinové receptory, zvysuji ucinky B,-adrenomimetik.*
Teofylin byl dlouhou dobu Siroce uzivany 1ék u CHOPN, nicméné jeho uzivani bylo
provazeno vyznamnymi nezadoucimi ucinky. Na fadu proto pfiSli jeho novéjsi derivaty,
zejména pak doxofylin s mnohem lepS§im bezpe€nostnim profilem, ktery je navic mozno

uzivat ve forms tablet.®
1.3. Nejnovejsi trendy v lécbe

Ultra dlouhodobé udinna B,-adrenomimetika (ULABAs — ultra-long-acting B,-adrenergic

receptor agonists)

Dlouhodobé uc¢inna B,-adrenomimetika jsou limitovana dvanactihodinovym trvanim
ucinku, z cehoZ vyplyvd nutnost podavat je dvakrat denné. Ve snaze zlepsSit pacientovu
compliance byla vyvinuta fada novych latek, u nichz si vystac¢ime s podavanim jednou denné.

Indakaterol ma mimotadné rychly nastup a dlouhé trvani acinku (24 hodin). Ukazalo
se, ze neantagonizuje u¢inky SABA (na rozdil napt. od salmeterolu), coz je dulezité pii rychle
se zhorSujici bronchokonstrikci. Terapeutickou moznosti ke zvladnuti takové situace je
ptidani n¢kterého SABA jako zachranného 1éku vedouci k rychlé tlevé od bronchospazmu.
Indacaterol je tolerovan ve vSech dosud testovanych davkdch a ma dobry celkovy
bezpetnostni profil.®

Olodaterol je témeéf uplny agonista na Pp-adrenergnich receptorech in vitro. Jeho
bronchodilataéni Gcinek pietrvava po dobu 24 hodin. Olodaterol je schopen na izolovanych
lidskych praduskach zvratit konstrikci zptisobenou riznymi podnéty jako je napi. histamin,

acetylcholin nebo elektrické pole. V testovanych davkéach je dobre snasen.®’



Vilanterol je derivat salmeterolu ur¢eny k monoterapii CHOPN nebo k terapii CHOPN
a astma bronchiale v kombinaci s inhalaénimi kortikosteroidy.” V lidské tkani predem
kontrahované histaminem vilanterol prokazal velmi rychly nastup bronchodilataéniho t¢inku

(3,1 min) a jeho trvani v délce 22 hodin.®
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indakaterol olodaterol

Dlouhodobé uéinna antimuskarinika (LAMAS — long-acting muscarinic antagonists)

Glycopyrronium je antagonista muskarinovych M; receptori s velmi rychlym

nastupem ucinku a 24hodinovym bronchodilataénim plsobenim. Na rozdil od dosud
pouzivanych antimuskarinik klinické studie prokazaly, Ze vedlejsi ucinky glycopyrronia jsou
srovnatelné s placebem.

Aclidinium ma srovnatelny nastup 0U¢inku jako ipratropium, ale del$i pusobenti,
zatimco v porovnani s tiotropiem ma rychlej$i nastup ucinku ale kratSi délku puasobeni.
Vyhodou je, Ze na rozdil od tiotropia je aclidinium rychle hydrolyzovano v plazmé a jeho
metabolity ztraci afinitu k muskarinovym receptorim, redukuji se tak nechténé vedlejsi

cinky.°
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glycopyrronium bromid aclidinium bromid

Inhibitory fosfodiesterazy 4

Pfi zanétu, obstrukci a jejich rozvoji u CHOPN hraji zasadni tlohu buiiky zanétu
v dychacich cestich. Vlivem inhalovanych Skodlivin dochazi ke stimulaci téchto bunék
(makrofagy, neutrofily, CDg+T-lymfocyty) a k uvolnéni prozanétlivych mediatord, napf.
interleukint nebo proteaz (u CHOPN je hlavnim izoenzymem uvolfiovanym z bunék zanétu a
z bun¢k hladké svaloviny fosfodiesteraza 4), které vyvolavaji bronchialni hypersekreci,
destrukci alveold, plicni fibrozu i systémovy zanét.

Mechanizmus G¢inku inhibitorii fosfodiesterazy 4 (PDE,) spociva v selektivni inhibici
pravé tohoto enzymu, nedochazi tak k odbouravani cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP)
a jeho zvySend koncentrace potlacuje imunitni a zanétlivou reakci imunokompetentnich
bunck.

Zastupcem uvedenym na trh i v Ceské Republice je roflumilast, ktery ptisobi zmirnéni
bronchidlni obstrukce sekundarné potlacenim zanétu. Ze studii s roflumilastem vyplynulo, Ze

1€k snizuje pocet exacerbaci CHOPN.®

roflumilast

1.4. Justicia adhatoda

Justicia adhatoda (syn. Adhatoda vasica, cesky Nesména cévnatd) je zeleny ket z

¢eledi Acanthaceae vyskytujici se zejména v Indii, Malajsii a na Sri Lance. Pro své 1éCivé
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ucinky je uzivan pres 2000 let a byl zaclenén do manualu WHO The Use of Traditional
Medicine in Primary Health Care jako rostlina urc¢ena k terapii kasle, astmatu a hemeroida.

Za jeho ucinky (expektoracni a antispastické) jsou zodpovédné piedevsim
chinazolinové alkaloidy (-)vasicin (obsazeny v listech, kvétech a kofenech) a (-)vasicinon
(listy).

OH

o

H

(-)vasicin (-)vasicinon

Kromé¢ alkaloidd byla z rostliny ziskana i silice s bronchodilata¢nimi a tokolytickymi
ucinky. Rostlinny extrakt vykazoval ucinky antitusické, antiastmatické, antiflogistické a
antiulcerdzni, pfi€emz u lihového extraktu bylo pozorovano 1 antioxidacni plisobeni a snizeni
mutagennich vlivii kadmia.

Vzhledem ke zminénému pisobeni (-)vasicinu a (-)vasicinonu na dychaci systém byly
tyto latky pouzity jako strukturalni ptredloha pro pfipravu jejich syntetickych derivati a
dalsich latek vychazejicich ze skeletu téchto alkaloidii. Pivodni alkaloidy i latky nové

ptipravené byly podrobeny testovani na bronchodilata¢ni aktivitu.
1.5. Alkaloidy (-)vasicin a (-)vasicinon a jejich syntetické derivdty
Prvni syntéza racemického vasicinu a jeho jednoduchych derivati byla publikovéna jiz
Vv padesatych letech minulého stoleti.’

K G¢inngjsim derivatim vedla trisubstituce na kruhu A pii soucasném odstranéni

hydroxylové skupiny z kruhu C.°

X N
/)3 X =F,Cl,Br, I
HO N
e

7-halogen-5-methoxy-1,2,3,9-tetrahydropyrrolo[2,1-b]chinazolin-6-ol
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Stejné jako vasicin, tak i vasicinon byl podroben pokusiim o totalni syntézu a syntézu
jeho derivati soustfed’ujici se na modifikaci kruhu C. Zajimavou bronchodilatacni aktivitu
vykazovala latka oznacovana jako RLX, kde je kruh C rozsifen na sedmiclenny (rovnéz bez

pritomnosti hydroxylové skupiny).9

Dalsi rozsifeni kruhu C (na deviticlenny) nevedlo k vyrazné$imu zvySeni
bronchodilata¢ni aktivity. Naopak dobrych uc¢ink bylo dosazeno obménou ptvodni latky
RLX a to na kruhu A (napt. 2,3-derivat RLX s vys$si bronchodilatac¢ni aktivitou nez teofylin i
samotny RLX). K G¢innym latkdm vedla i obména kruhu C, napt. substituce heteroatomem.

Byla zkoumana 1 nutnost pfitomnosti kruhu A ¢i C. Byly pfipraveny tii skupiny latek,
kde prvni méla zachovany vSechny tii kruhy A,B,C, ptfi¢emz kruh C byl s péti aZ sedmi atomy
uhliku a kruh A byl u nékterych latek dale substituovan. Dalsi skupina latek neobsahovala
kruh A, misto toho byl na kruh B navazan aryl v poloze 2. Tteti skupinu tvofily latky bez

kruhu C s alkylem v poloze 2 a s arylem v poloze 3.

i i 2
B N/C\CH N N
/)\/( 2 B | C(CHy), @ B |
N N N~ "R
n= 1a233 R = -CH3, -C2H5, -C3H7, 'C5H11

Vsechny nové vzniklé latky byly podrobeny zkousSeni jejich bronchodilatacni aktivity
na izolovanou tracheu potkana pfedem kontrahovanou histaminem nebo acetylcholinem.
Z vysledkll vyplynulo, Ze latky z druhé skupiny vykazovaly jen velmi slabou nebo vilibec
zadnou bronchodilatacni aktivitu. Byl vysloven zavér, Ze kruh A je pro zminény Uc¢inek
naprosto nezbytny. Nejslibn&j$imi latkami z prvni skupiny se jevily ty, které obsahovaly ve
své struktuie sedmiclenny kruh C. Latky ze tieti skupiny byly schopny dilatovat pouze
bronchospasmus navozeny histaminem. Jako nejvhodnéjsi se ukazaly derivaty s kratSim

alifatickym fetézcem (metyl, etyl) a bez substituce na fenylu v poloze 3.9

13



1.6. Strukturni revize a bronchodilatacni aktivita syntetickych derivati (-)vasicinonu

pripravenych na Farmaceutické fakulte v Hradci Kralové

Reakci chinazolin-4-olu (1) s alkylaénimi ¢inidly v acetonu za pfitomnosti uhli¢itanu
draselného nebyl ziskan, jak bylo pivodné predpokladano, O-alkylovany derivat (1), ale
chinazolin (I11), ktery byl substituovan na dusiku v poloze 3. Pozice alkylu byla ur¢ena
predeviim diky *C NMR experimentim, kde hodnota posunu atomu uhliku vézaného na

chinazolinovy skelet leZela v oblasti 45-50 ppm.*°

_R
OH (0] (0]
R-X, Nal, K,COs3, R
NN aceton, reflux NN N~
+

~ — ~

NJ 7 7
I n

R-X: CHj-I, Br-CH,-COOH

el
,L HCI /3 N cl” "N
>N N HCl
HCl cl

\j

Pii alkylaci chinazolin-4-thiolu (IV) tato situace nenastala, atom siry je dostate¢né

nukleofilni, aby alkylace vedla pouze k 4-alkylsulfanylchinazolinim (V).

OH SH S/R
SN P,Ss, reflux N ;;Qoﬁagﬁfg%’ SN

J = | ] )
N/ N/) N/

| v Vv
| N
HCI HCI c” "N
R-X: CI/\/N\ o Hal

Syntéza derivatt chinazolinu s alkylovym fragmentem vazanym ptes atom dusiku (V1)
V poloze 4 byla provadéna tosylaci hydroxylu vychoziho chinazolinu (1) a naslednym atakem
aminu. Jak bylo zjisténo z NMR a MS spekter, reakce vsak timto smérem viibec neprobéhla a

jediné izolované produkty odpovidaly N-alkylovanym derivatim (11 ).1°
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OH 1.TsCl, EtzN, DMAP, N
DCM
NN 2.R-NH,

Pro jejich vznik byla navrzena hypotéza zahrnujici otevieni a opétovné uzavieni kruhu
heterocyklu, které je provdzeno odstépenim molekuly sulfonamidu. Ta byla déale podpoiena
inkorporaci zna&eného dusiku (*°N) do molekuly vychoziho chinazolinu. Tosylace (podobng
jako alkylaéni reakce) probiha do polohy 3 (VII), nasledny atak aminu pak vede K otevieni

kruhu (VI11) a po odstoupeni tosylamidu (X) dochazi ke tvorb& derivati typu 111.1°

0] NH2R ©
< '/ 0 ENH,R
Ts

-

15 1 15N —
NH TsClI N \N-Ts
J T J T _

N N

15N-1 Vil Vil

0] 0]
U |
N NHR NHR
TTeNH, Y
N/J TS:NHZ %QL%”’NHTS (N)
] J IX
R= _\*N )

V nasledujici tabulce je uveden prehled dosud pfipravenych derivatd (-)vasicinonu

N

s opravenymi strukturami a jejich bronchodilatacni aktivita. Je zifejmé, Ze ke zvySeni
biologického efektu prispiva piedev§im alkylovy fragment s bazickou skupinou, jako
nejaktivné)si se ukazal piperidinpropylovy fetézec.
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Tab.1. Prehled dosud piipravenych derivata

Nazev Vzorec EDso (umol/T)
o)
(-)Vasicinon CEL/D 2864
N/ -
OH
OH
Chinazolin-4-ol \)N 1742
N/
OH
4-Hydroxychinazolin-1-oxid /j‘ 1313
N
0
Kyselina (4 3,4-dihyd i
yselina (4-0xo0-3,4-dihydro o
N neaktivni
-chinazolin-3-yl)octova 7 m
_ o)
3-Methyl-3,4-dihydro N £10
-chinazolin-4-on hydrochlorid N/) o
. . O |
3-(N,N-Dimethylaminoethyl)- A~ N 240
N
-3,4-dihydrochinazolin-4-on _
N
3-[2-(Morfolin-4-yl)ethyl] i i
. e NN 1699
-3,4-dihydrochinazolin-4-on J
N
3-[2-(Piperidin-1-yl)ethyl] i O
. . NN 186
-3,4-dihydrochinazolin-4-on B
N
o) N
3-[2-(1-Methylpyrrolidin-2-yl)ethyl]- &Q 102
-3,4-dihydrochinazolin-4-on ©\):N
N

3-[3-(Piperidin-1-yl)propyl]-
[3-(Pip yl)propyl] NN ’8
-3,4-dihydrochinazolin-4-on N/)
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1-[3-(4-Oxo0-3,4-dihydrochinazolin-

_ . NN 601
-3-yl)propyl]piperidin-1-oxid /) ©
4-0Ox0-[3-(piperidin-1-yl)-propyl]- N/\/\,\O 453
-3,4-dihydrochinazolin-1-oxid I}() '
o}
0
3-[2-(Pyrrolidin-1-yl)-ethyl]-
(2-(Pyrolcin 1)<ty ) -
-3,4-dihydrochinazolin-4-on N/)

4
4-(N,N-Dimethylamino- S -
-ethylsulfanyl)chinazolin \J“

N/
N
4-[2-(1-Methylpyrrolidin-2-yl) S/\/Q 69
ethylsulfanyl]-chinazolin SN
>
4-[3-(Piperidin-1-yl)- §TTN
. . SN 3,65
-propylsulfanyl]chinazolin P
N
1-[3-(Piperidin-1-yl)propyl]- "O
[ (_p _ y)p_ pyl] N(Vo 23
-1,2-dihydrochinoxalin-2-on @[ f
N/
2-[3-(Piperidin-1-yl O
3+ p _ yh _ Nap SN 3,26
propylsulfanyl]chinoxalin hydrochlorid /j/ Hel
N .
o)
H
Teofylin \NJ\[N> 2090
O/)\N/\N/
|
\,\I“ Br
Ipratropium bromid AR OH 0,0015
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2. CiL PRACE

vvvvvv

derivaty (-)vasicinonu, coz byl chinazolin a chinoxalin nesouci 3-(piperidin-1-yl)propylovy
fragment vazany na atom dusiku heterocyklu (1, 2) nebo pfes atom siry na uhlik tohoto
skeletu (3, 4). Mym cilem bylo nejprve syntetizovat piislusna analoga odvozena od
benzodiazinti se zminénym fragmentem, avSak obsahujici pouze jeden heteroatom, v tomto
ptipadé¢ chinolin (5, 6), a nasledné potvrdit nezbytnost pfitomnosti kruhu A (benzenové jadro)
Vv téchto slouceninach, coz by vedlo k syntéze derivati pyrimidinu (7, 8), pyrazinu (9, 10) a
pyridinu (11, 12).

N\WN\/\/O @ LO , @Q) 5
0 N

N

F o Sy P

N._S._~_N N
Wj Nig S/\/\NQ 12 Q
N A
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Pokud by vysledky in vitro testovani bronchodilata¢nich aktivit syntetizovanych latek
prokazaly vyrazngjsi snizeni jejich efektivity, dal§im krokem by pak mohl byt pokus o
modifikaci kruhu A chinazolinu zejména halogen nebo methoxy skupinami (R;) a vysledné
produkty by poté byly alkylovany fragmenty (R2), u nichz je mozno ptfedpokladat kladny

ptispevek k bronchodilata¢ni ucinnosti.

D
// N.

R, Ry

R, =7-Cl, 7-Br,7-MeO, 6 - MeO, 6,7 - diMeO

R, = /\/\,\O \/\,D \/\E\g
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3. VYSLEDKY S KOMENTAREM

3.1. Syntéza prvni série derivatii

Redukce poctu atomu dusiku ze dvou v molekule chinazolinu na jeden vede k piislusnym
derivatim chinolinu. Vychozi latkou byl komeréné dostupny chinolin-4-ol (13), ktery byl
alkylovan 1-(3-chlorpropyl)piperidin hydrochloridem (14) za podminek Williamsonovy
syntézy s pridavkem jodidu sodného z divodu urychleni reakce (in situ zaména atomu chloru
za atom jodu v alkylaénim ¢inidle). Reakce probihala v prostfedi acetonu za varu po dobu 24
hodin a produkt byl nésledné izolovan sloupcovou chromatografii s vytézkem 89 %
(Schéma 1). Jak jsme zjistili z namé&fenych **C NMR spekter, piperidinpropylovy fragment se
nenavazal na atom kysliku, ale na atom dusiku v poloze 1 chinolinu. Hodnota posunu pro
atom uhliku navazany na chinolin ¢ini 50.2 ppm, coz odpovida sousedstvi atomu dusiku.

Selektivita této alkylace je ekvivalentni alkyla¢ni reakei na chinazolinonu.™

(\/O
AN K,COj, Nal N
_—
= + Cl N |
aceton, reflux
.HCI

89 %
13 14 5 ©

Schéma 1

Pti syntéze derivatu chinolinu s alkylovym fragmentem vazanym pies atom siry bylo
nejprve zapotiebi piipravit odpovidajici thiol (15). Chinolin-4-ol byl podroben reakci
s ekvimolarnim mnozstvim sulfidu fosfore¢ného za varu v toluenu po dobu 12 hodin
(Schéma 2). Produkt byl piecistén sloupcovou chromatografii s vytézkem 85 %. Alkylaci
ziskaného chinolin-4-thiolu (15) jsme provedli 1-(3-chlorpropyl)piperidin hydrochloridem
(14) vySe popsanym zpusobem. Na rozdil od predchozi syntézy nedochazi k alkylaci na
atomu dusiku, ale na nukleofilngj$im atomu siry. Produkt (6) byl izolovan sloupcovou

chromatografii s vytézkem 91 %.
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.HCI
Cl_~_N
CPSs N KoCOg Nal
toluen reflux = aceton, reflux
85 % SH

91 %
15 6 S\/\/N

Schéma 2

U obou dvou piipravenych chinolini (5, 6) byla stanovena hodnota bronchodilataéni
aktivity. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 2.

Tab. 2. Bronchodilata¢ni aktivity pfipravenych latek a standardu

Nazev Vzorec Mr EDso (umol/l)
1-[3-(piperidin-1-yl)propyl]- Q 270,37 946
1,4-dihydrochinolin-4-on(5) N

.
o}
4-[3-(piperidin-1-yI) N 286,43 58,7
propylsulfanyl]chinolin(6) @ Q
Se_~_N
(-)Vasicinon O 202,21 2864
LD
NT
OH
Teofylin o H 180,16 2090
\N)krN
O//lel/l\N/>
Ipratropium bromid \ o 412,36 0,0015
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Z vysledkli bronchodilatacni aktivity vyplyvd, Ze snizeni poc€tu atomit dusiku
v heterocyklu ze dvou na jeden vedlo Kkvyraznému snizeni aktivity v porovnani

s pfedlohovymi strukturami chinazolinu (Tab. 1) a to v piipadé obou syntetizovanych latek.
3.2.  Syntéza druhé série derivatii

Odstranéni kruhu A u bronchodilatacné aktivnich derivatd chinazolinu vede
k 3-substituovanému pyrimidinu (7). Alkyla¢ni reakce (Schéma 3) byla provedena za
totoznych podminek (a podobného vytézku po piecisténi na sloupci silikagelu) jako u
predeslych syntéz a také vedla k N-substituovanému derivatu (45.3 ppm Vv uhlikovych
spektrech).

N K2003 Nal W
%N T CI N N
aceton, reflux ~N
93 % o)
7

Schéma 3

Také jako v pfipad¢ derivati chinolinu (kap. 3.1.) jsme sledovali vliv poétu atomut
dusiku v heterocyklu a alkylaci pyridin-4-olu (17) byl pfipraven odpovidajici pyridon 11
(Schéma 4).

AN K,COs, Nal N
| 7 . Cl N - | |
NN aceton, reflux
OH .HCI 89 % o)
17 14 11

Schéma 4

Bronchodilatacni aktivita obou latek je shrnuta v Tabulce 3. Je zfejmé, ze odstranéni
kruhu A u pifedlohové struktury méd za nésledek znatelny pokles biologického efektu,
v piipadé¢ pyridinu 11 jeho uplné vymizeni. Z tohoto diivodu nebyla syntéza plvodné

zamyslenych derivati 8,9,10,12 realizovana.
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Tab. 3. Bronchodilata¢ni aktivity pfipravenych latek a standarda

Nazev Vzorec Mr EDso (umol/l)
3-[3-(piperidin-1-yl)propyl]- | N\W O 220,31 1120
3,4-dihydropyrimidin-4-on Q(NV\/N

W ©
1-[3-(piperidin-1-yl)propyl]- O 221,30 4230
1,4-dihydropyridin-4-on (11) KVN
Q
0
(-)Vasicinon O 202,21 2864
LD
NT
OH
Teofylin O H 180,16 2090
\N)H/N
O/)\T/LN/>
Ipratropium bromid \N+ o 412,36 0,0015
A o
o}
o]

3.3. Syntéza tieti série derivati

Dalsi moznost, jak modifikovat strukturu vychoziho chinazolinu 1, spociva
v derivatizaci kruhu A. Syntéza vychazi zkomeréné dostupnych substituovanych
anthranilovych kyselin; vybrany byly pfedev§im methoxy- a halogenderivaty (Schéma 5).
Reakce byly provedeny zahiivanim pfislusné kyseliny s formamidem na 180 °C po dobu
nekolika hodin a po ochlazeni reak¢éni smési byl vznikly produkt pfecistén pomoci sloupcové

chromatografie.
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NH
| X 2 'HCONH, ﬁ
W I _OH  T1goec

Ry

o)

Schéma 5

18-22:

Ry=7-Cl, 7-Br, 7 -MeO,
6 - MeO, 6,7 - diMeO

Pichled ptipravenych derivata 3,4-dihydrochinazolin-4-onu a vytézku reakcei je uveden

Vv nésledujici tabulce (Tab. 4). 6,7-Dimethoxy derivat 22 se i ptes nckolikeré opakovani

reakce nepodatilo pfipravit, resp. reakce vedla ke smési produktu a dalSich latek, kterou

nebylo mozné Gc¢inné€ rozde€lit pomoci sloupcové chromatografie.

Tab. 4. Souhrn syntetizovanych derivatu chinazolinu

Nazev Vzorec Vytézek
Cl N\\’
7-chlor-3,4-dihydrochinazolin-4-on (18) NH 48 %
Br. N\j
7-brom-3,4-dihydrochinazolin-4-on (19) NH 87 %
N
6-methoxy-3,4-dihydrochinazolin-4-on (20) Meo/@(NH 55 %
O
MeO. N\W
7-methoxy-3,4-dihydrochinazolin-4-on (21) \CQ(NH 63 %
o
. . . . MeO. N
6,7-dimethoxy-3,4-dihydrochinazolin-4-on N 00
NH 0
(22) MeO I

K cili nevedly ani pokusy pfipravit 6,7-dimethoxy derivat z methylesteru pftislusné

anthranilové kyseliny 23 (Schéma 6), a i pfes dvoji opakovani reakce dle publikované

metody,11 bylo dosazeno podobnych vysledki jako pii predchozich syntézach.

O

MeO HCONHz, NaOMe
OMe MeOH, DMF, 150 °C
MeO NH,

23
Schéma 6
24

MeO N

MeO



Alkylaéni reakce ptipravenych chinazolinli probihaly podle stejného postupu jako
Vv ptedchozich ptipadech. Vybrany byly fragmenty, které prokazaly nejvyssi bronchodilatacni
aktivitu: 3-(piperidin-1-ylh)propyl, 2-(pyrrolidin-1-yl)ethyl a 2-(1-methylpyrrolidin-2-yl)ethyl
(Schéma 7). Vytézky reakci (Tab. 5.) ovSem nedosahovaly hodnot predeSlych syntéz
a nevedly pouze k jednomu produktu. V piipadé latky 28 byl uinén pokus o Separaci
minoritniho produktu, a ackoliv nebyl izolovan v dostate¢né Cistoté, NMR spektra naznacila,
7ze se pravdépodobné jedna o produkt O-alkylace. Na regioselektivité této nukleofilni
substituce by se tedy mohla podilet svymi elektronovymi vlastnostmi i skupina pifitomna

na kruhu A.

N R,—Cl, N
| NN K,CO3, Nal NN
—_—
A NH  aceton, reflux 5~ N‘R
R4 R4 2
18-22 24-29

Ry=7-CI,7-Br, 7-MeO, 6 - MeO, 6,7 - diMeO

R,= ~ > N S |\4.HCI
Schéma 7
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Tab. 5. Prehled ptipravenych latek

Nazev Vzorec Vytézek
Cl N
7-chlor-3-[3-(piperidin-1-yl)propyl]-3,4- \j
} . . N _~_N 51 %
dihydrochinazolin-4-on (24)
O
Cl N
7-chlor-3-[2-(1-methylpyrrolidin-2-yl)ethyl]- \©%: /
N N 51 %
3,4-dihydrochinazolin-4-on (25) m
O
Cl N
7-chlor-3-[2-(pyrrolidin-1-yl)ethyl]-3,4- \W
] ) ) N\/\N 47 %
dihydrochinazolin-4-on (26) Q
¢}
Br N
7-brom-3-[3-(piperidin-1-yl)propyl]-3,4- 3
. . . No~N 49 %
dihydrochinazolin-4-on (27)
O
Br N
7-brom-3-[2-(pyrrolidin-1-yl)ethyl]-3,4- N
_ ) ) N ~N 58 %
dihydrochinazolin-4-on (28) Q
N
6-methoxy-3-[3-(piperidin-1-yl)propyl]-3,4- N .
MeO N._~_N 49 %

dihydrochinazolin-4-on (29)

Nekteré z pripravenych derivati jiz byly testovany na bronchodilataéni aktivitu

(Tab 6.). Na rozdil od ptechozich sérii, kdy byla rozpustnost latek ve vodném médiu

dostacujici k provedeni in vitro testi, musely se tyto chinazoliny pfevést na hydrochloridy

30-32.

Vysledky biologického hodnoceni naznacuji, ze napf. pfitomnost atomu bromu

v poloze 7 chinazolinu dokaze zvysit bronchodilatacni aktivitu o jeden fad (viz Tab. 1.).

Zde je patrné, jakym zpiisobem by se m¢l ubirat smér dals$iho vyvoje ucinnych substanci.
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Tab. 6. Bronchodilata¢ni aktivity pfipravenych latek a standarda

6-methoxy-3,4-dihydrochinazolin-4-on

Ipratropium bromid

N
i MeO
hydrochlorid (30) ot
7-chlor-3-[2-(1-methylpyrrolidin-2- Cl N\W Hel
yl)ethyl]-3,4-dihydrochinazolin-4-on \©;(N I\{ 75,5
hydrochlorid (31) O V\Q
7-brom-3-[3-(piperidin-1-yl)propyl]-3,4- | Br N\j Hel
dihydrochinazolin-4-on hydrochlorid \©;W/N\/\/© 2,5
(32) o)
o)
(-)Vasicinon @f‘\'\' 2864
A
OH
i H
Teofyli \NJKFN 2090
eofylin
’ O/)\N/LN/>
I
\N+ Br
0,0015
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4. ZAVER

V ramci mé diplomové prace jsem provedla syntézu 14 derivati chinazolinu
strukturné odvozenych z molekul alkaloidi (-)vasicinu a (-)vasicinonu, latek pusobicich
relaxaéné
na hladkou svalovinu bronchii a trachey.

Redukce poc¢tu atomu dusiku V ptedlohovych strukturach ze dvou na jeden vedla
K prislusnym N- a S-alkylovanym derivatim chinolinu. Ob¢ latky byly testovany in vitro
na bronchodilata¢ni aktivitu. Vysledky ovSem naznacily znatelné snizeni biologického efektu.

Podobné byly pripraveny i derivaty druhé tfady. Zde byl odstranén kruh A
z predlohové struktury, ale stejné jako v predchozim ptipadé byla bronchodilata¢ni aktivita
latek vyrazné sniZena.

Naproti tomu, podle prvnich vysledki testovani derivatii chinazolinu substituovanych
na kruhu A, lze usuzovat, ze tyto latky by mohly byt vhodnym odrazovym mustkem pro dalsi

vyvoj potencidlnich bronchodilata¢né aktivnich sloucenin.
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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 piistroji STUART SMP 30 a nebyly korigovany. Méfeni IC
spekter vSech latek bylo provedeno na pftistroji NICOLET 6700 FT-IR. Hmotnostni spektra
latek byla méfena na hmotnostnim spektrometru AGILENT Technologies 500 lonTrap
LC/MS. NMR spektra byla méfena v roztocich DMSO-ds a CD30D pfi laboratorni teploté na
pristroji VARIAN MERCURY - Vx BB 300 pracujicim pti 300 MHz pro 'Ha pii 75 MHz
pro *3C. Chemické posuny byly zméfeny jako hodnoty & v parts per million (ppm) a byly
nepfimo vztazeny K tetramethylsilanu jako standardu pomoci zbytkového signalu
rozpoustédla. Data jsou prezentovana v nasledujicim potadi: chemicky posun (8), integrovana
intenzita (v protonovych spektrech), multiplicita a interakéni konstanty (Hz). VSechna
pfifazeni byla provedena na zakladé 1D experimentti. Prib¢h reakce a Cistota vyslednych
produktti byla kontrolovana 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. Pouzité experimentalni postupy pri biologickém hodnoceni

K hodnoceni  bronchodilata¢ni aktivity syntetizovanych latek byla pouzita
modifikovana in vitro metodika podle Castillo a de Beera. Testovani probihalo na izolované
trachee samci potkana kmene Wistar. Trachea byla z téla potkana pienesena do Schullerovy
nadoby naplnéné Krebs-Henseleitovym zivanym roztokem (pH 7,8) o slozeni (mM): NaCl
116.3, KCI 4.7, CaCl, 2.5, MgS0O4 1.2, KH,PO4 1.2, NaHCO3 25.0 a glukoza 11.1 a posléze
upevnéna pomoci ligatur jednim koncem k frit€ zasobujici Zivny roztok pneumoxidem
a druhym na izotonicky pfevodnik spojeny s registraénim zafizenim (zapisovacem).

Aparatura byla jiz diive kalibrovana pomoci dvou zavazi o hmotnosti 1 a 2 g.
Preparat byl zatizen na 2 g. Stabilizace trvala 30 min, pficemz kazdych 10 min byla
provadéna vymeéna zivného roztoku. Po uplynuti 30 min bylo zatiZzeni sniZzeno na 1 g. Preparat

byl ptipraven ve chvili, kdy se kfivka zaznamu stabilizovala ve fazi plato.
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Do lazné naplnéné Zivnym roztokem byl piidan karbachol o koncentraci 10° M
kontrahujici tracheu. Po dosazeni maximalni kontrakce byl proveden vyplach trachey a na 10
min byla ponechana mozZnosti vlastni relaxace. Dalsi davkou karbacholu (10 M) byla trachea
op¢t kontrahovédna. Nasledovalo pfidavani kumulativni davky vodného roztoku testované
latky ve vzrastajici koncentraci. Dals$i davka testované latky byla pridana vzdy az po
stabilizované odpovédi hladkého svalstva prudusnice na piedchazejici koncentraci. Na konci
experimentu byl pfidan teofylin v koncentraci 3x10° M, &¢imz doslo k uplné relaxaci hladkého
svalstva. Relaxace navozena jednotlivymi davkami testované latky byla porovnavana s touto
maximalni relaxaci navozenou teofylinem a vysledek byl vyjadien v procentech. Teofylin zde
slouzi jako pozitivni kontrola (koncentrace 10'7, 10'6, 10'5, 10'4, 2.5><10'4, 5X10'4, 7.5x10% a
10° M).

Ziskané hodnoty byly zadany do programu GraphPad Prism 5. Na osu X byl nanesen
log koncentrace testované latky, na osu Y procentudlni relaxace tkan¢€. Metodou nelinearni
regrese byla ziskana DRC kiivka a odectena hodnota EDsg (davka latky vyvolavajici polovinu
maximalni odpovédi). Vysledky jsou vyjadieny jako EDsg £+ SEM pro kazdou testovanou

latku. EDsp £ SEM pro teofylin, pouzivany jako standard, je 2090 + 43 umol/l.12

5.3. Obecny postup alkylacnich reakct

Syntéza latek 5-7, 11, 24-29 probéhla rozpusténim vychozi baze (0.50 mmol) (13,
15-22) v acetonu (5 ml), poté byl pfidan bezvody uhli¢itan draselny (2.5 mmol), jodid sodny
(0.05 mmol) a pftislusny alkylchlorid (0.50 mmol). Reak¢ni smés byla michdna za varu
rozpoustédla po dobu 24 hodin. Po jejim ochlazeni byl pfidan ethyl-acetat (10 ml) a smés byla
vytfepana s nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného (10 ml). Organickd faze byla
vysusena (NaySO4) a produkty byly CiStény pomoci sloupcové chromatografie
(gradientova eluce, EtOAc : MeOH (100 : 0 — 50 : 50)).

1-[3-(Piperidin-1-yl)propyl]-1,4-dihydrochinolin-4-on (5). Vytézek: 89 %; nazloutla
amorfni latka (lit.® zmitiuje olej); *H NMR: (300 MHz, CDs;OD) & 8.18-8.14 (1H, m, Ar),
7.95 (1H, d, J=7.7 Hz, Ar), 7.77-7.65 (2H, m, Ar), 7.38-7.32 (1H, m, Ar), 6.01 (1H, d, J=7.7
Hz, Ar), 4.24 (2H, t, J=7.1 Hz, NCHy), 2.28-2.18 (6H, m, 3xNCHy), 1.91-1.81 (2H, m, CH,),
1.52-1.30 (6H, m, 3xCH,); *C NMR: (75 MHz, CD;0D) & 176.5, 144.9, 139.9, 132.1, 127.0,
126.0, 123.3, 116.7, 108.7, 55.0, 54.1, 50.2, 25.8, 25.6, 24.3; IR: 1040, 1122, 1143, 1177,
1230, 1267, 1394, 1432, 1488, 1575, 1621, 2856, 2935 cm™; LRMS (APCI): m/z (relativni
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intenzita) 271.6 [M+H]" (21), 255.5 (3), 223.6 (5), 186.5 (2), 160.6 (7), 146.6 (6), 126.6 (61),
98.6 (100).
4-[3-(Piperidin-1-yhpropylsulfanyl]chinolin (6). Vytézek: 91 %; zluta amorfni latka
(lit.** 47-49 °C); *H NMR: (300 MHz, CDs;OD) & 8.67 (1H, d, J=4.9 Hz, Ar), 8.18-8.14 (1H,
m, Ar), 8.01-7.97 (1H, m, Ar), 7.80-7.76 (1H, m, Ar), 7.64-7.60 (1H, m, Ar), 7.52 (1H, d,
J=4.9 Hz, Ar), 3.35-3.14 (8H, m, 4xCH,), 2.52-2.45 (2H, m, CH,), 1.90-1.82 (4H, m, 2xCH,),
1.68-1.60 (2H, m, CH,); *C NMR: (75 MHz, CD;0D) & 150.3, 149.5, 147.8, 131.5, 129.7,
127.9, 127.7, 124.6, 117.5, 57.1, 54.5, 28.6, 24.4, 23.6, 22.9; IR: 1038, 1140, 1205, 1292,
1418, 1456, 1472, 1540, 1558, 1616, 2939 cm™; LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita)
287.6 [M+H]" (56), 222.6 (4), 202.5 (10), 174.5 (6), 158.6 (32), 126.7 (64), 98.6 (100).
3-[3-(Piperidin-1-yl)propyl]-3,4-dihydropyrimidin-4-on (7). Vytézek: 93 %; nazloutla
amorfni latka; 'H NMR: (300 MHz, DMSO-dg) & 8.41 (1H, bs, Ar), 7.86 (1H, dd, J;=6.6 Hz,
J,=0.6 Hz, Ar), 6.34 (1H, dd, J;=6.6 Hz, J,=0.9 Hz, Ar), 3.87 (2H, t, J=6.7 Hz, NCH,),
2.25-2.14 (6H, m, 3xNCH,), 1.90-1.79 (2H, m, CH,), 1.43-1.25 (6H, m, 3xCH,);
B3C NMR: (75 MHz, DMSO-dg) & 160.4, 153.7, 153.2, 114.9, 55.5, 54.0, 45.3, 25.7, 24.9,
24.3; IR: 995, 1015, 1048, 1082, 1131, 1149, 1172, 1205, 1223, 1263, 1304, 1400, 1432,
1527, 1584, 1655, 2764, 2939 cm™ LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita)
222.6 [M+H]" (100), 138.6 (15), 126.7 (12), 109.6 (8), 98.6 (27), 86.6 (2).
1-[3-(Piperidin-1-yl)propyl]-1,4-dihydropyridin-4-on (11). Vytézek: 89 %; nazloutla
amorfni latka; '"H NMR: (300 MHz, CD;0D) & 7.85 (2H, d, J=7.5 Hz, Ar), 6.44 (2H, d,
J=7.5 Hz, Ar), 4.06 (2H, t, J=7.2 Hz, NCH,), 2.76-2.48 (6H, m, 3xNCH,), 2.15-2.05 (2H, m,
CHy), 1.72-1.65 (4H, m, 2xCH,), 1.56-1.46 (2H, m, CH,); *C NMR: (75 MHz, CDs;0OD)
5 180.7, 143.2, 118.5, 55.7, 55.5, 54.9, 27.7, 25.7, 24.2; IR: 968, 1016, 1087, 1193, 1280,
1401, 1446, 1548, 1640, 2947 cm™; LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita)
221.6 [M+H]" (100), 195.6 (8), 127.6 (55), 110.6 (3), 82.6 (2), 70.6 (3).
7-Chlor-3-[3-(piperidin-1-yl)propyl]-3,4-dihydrochinazolin-4-on (24). Vytézek: 51 %j;
bila krystalicka latka, t.t. 93-96 °C; *"H NMR: (300 MHz, CD;0D) & 8.35 (1H, s, H2), 8.08
(1H, d, J=8.5 Hz, Ar), 7.57 (1H, d, J=1.6 Hz, Ar), 7.44 (1H, dd, J;=1.6 Hz, J,=8.5 Hz, Ar),
4.09-4.01 (2H, m, NCHy), 2.62-2.50 (6H, m, 3xNCHy), 2.10-1.98 (2H, m, CH,), 1.67-1.58
(4H, m, 2xCH,), 1.56-1.43 (2H, m, CH,); *C NMR: (75 MHz, CD;0OD) & 161.9, 150.5,
150.1, 141.4, 129.1, 128.7, 127.3, 121.6, 56.5, 55.1, 46.4, 26.1, 26.1, 24.7; IR: 996, 1045,
1065, 1088, 1124, 1165, 1246, 1257, 1318, 1378, 1462, 1556, 1604, 1666, 2851, 2935 cm™;
LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 306.6 [M+H]" (100), 221.6 (52), 193.5 (3), 163.6 (2),
124.7 (1), 98.6 (1).
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7-Chlor-3-[2-(1-methylpyrrolidin-2-yl)ethyl]-3,4-dihydrochinazolin-4-on (25).
Vytézek: 51 %; bila krystalické latka, t.t. 65-68 °C; *H NMR: (300 MHz, CDs0D) & 8.35
(1H, s, Ar), 8.16 (1H, d, J=8.3 Hz, Ar), 7.63 (1H, d, J=1.4 Hz, Ar), 7.49 (1H, dd, J;=1.4 Hz,
J,=8.3 Hz, Ar), 4.12-4.02 (2H, m, NCHy), 3.08-3.02 (1H, m, NCH), 2.32 (3H, s, NCH3),
2.23-2.10 (4H, m, 2xCH,), 1.78-1.58 (4H, m, 2xCH,); *C NMR: (75 MHz, CD;0D) & 161.9,
150.4, 150.2, 141.5, 129.2, 128.9, 127.4, 121.7, 65.3, 57.8, 45.8, 40.5, 33.6, 31.3, 22.7;
IR: 951, 1070, 1110, 1247, 1289, 1370, 1458, 1557, 1603, 1678, 2780, 2947 cm™; LRMS
(APCI): m/z (relativni intenzita) 292.6 [M+H]" (100), 249.5 (2), 181.5 (5), 112.7 (4), 81.6
(10).

7-Chlor-3-[2-(pyrrolidin-1-yl)ethyl]-3,4-dihydrochinazolin-4-on (26). Vytézek: 47 %;
bila krystalicka latka, t.t. 130-134 °C; *H NMR: (300 MHz, CD;0D) & 8.35 (1H, s, H2), 8.08
(1H, d, J=8.5 Hz, Ar), 7.57 (1H, d, J=1.6 Hz, Ar), 7.44 (1H, dd, J,;=1.6 Hz, J,=8.5 Hz, Ar),
4.09-4.01 (2H, m, NCHy), 2.62-2.50 (2H, m, NCH,), 2.10-1.98 (4H, m, 2xCH,), 1.67-1.58
(4H, m, 2xCH,), 1.56-1.43 (2H, m, CH,); *C NMR: (75 MHz, CD;0OD) & 162.0, 150.6,
150.2, 141.8, 129.3, 129.2, 127.5, 121.6, 68.9, 64.4, 43.6, 22.4; IR: 996, 1045, 1065, 1088,
1124, 1165, 1246, 1257, 1318, 1378, 1462, 1556, 1604, 1666, 2851, 2935 cm™;
LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 278.5 [M+H]" (8), 207.6 (100), 181.6 (7), 163.5 (5),
98.6 (3).

7-Brom-3-[3-(piperidin-1-yl)propyl]-3,4-dihydrochinazolin-4-on (27). Vytézek: 49 %;
bila krystalicka latka, t.t. 100-103 °C; *H NMR: (300 MHz, CD;0D) & 8.37 (1H, s, H2), 8.09
(1H, d, J=8.5 Hz, Ar), 7.75 (1H, d, J=1.7 Hz, Ar), 7.64 (1H, dd, J;=1.7 Hz, J,=8.5 Hz, Ar),
4.07 (2H, m, t, J=7.1 Hz, NCH,), 2.52-2.37 (6H, m, 3xNCH,), 2.04-1.96 (2H, m, CH,),
1.60-1.39 (6H, m, 3xCH,); *C NMR: (75 MHz, CDs0D) & 162.1, 150.7, 150.2, 131.6, 130.5,
129.9, 129.1, 122.0, 56.8, 55.3, 46.7, 26.5, 26.4, 25.1; IR: 951, 1045, 1054, 1178, 1233, 1246,
1315, 1377, 1460, 1599, 1668, 2777, 2851, 2935 cm™; LRMS (APCI): m/z (relativni
intenzita) 350.6 [M+H]" (100), 311.7 (2), 265.5 (62), 239.4 (5), 207.5 (3), 124.7 (2), 98.6 (2).

7-Brom-3-[2-(pyrrolidin-1-yl)ethyl]-3,4-dihydrochinazolin-4-on (28). Vytézek: 58 %;
bila krystalicka latka, t.t. 152-155 °C; *H NMR: (300 MHz, CD;0D) & 8.35 (1H, s, H2),
8.08 (1H, d, J=8.1 Hz, Ar), 7.84 (1H, d, J=1.7 Hz, Ar), 7.66 (1H, dd, J;=1.7 Hz, J,=8.1 Hz,
Ar), 456 (2H, t, J=6.4 Hz, NCH,), 3.92 (2H, t, J=6.4 Hz, NCH,), 3.70-3.55 (4H, m,
2XxNCH,), 2.18-2.04 (4H, m, 2xCH,); *C NMR: (75 MHz, CD;0D) & 168.1, 162.2, 150.2,
131.8, 130.8, 130.2, 129.1, 122.0, 69.0, 64.5, 43.7, 22.4; IR: 968, 1016, 1176, 1316, 1356,
1395, 1479, 1592, 1676, 2830, 2968 cm™; LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita) 322.6
[M+H]" (100), 285.7 (31), 203.7 (20), 145.6 (18), 99.4 (52).

32



6-Methoxy-3-[3-(piperidin-1-yl)propyl]-3,4-dihydrochinazolin-4-on  (29). Vytézek:
49 %:; bila amorfni latka; *H NMR: (300 MHz, CD3;OD) & 8.25 (1H, s, H2), 7.89 (1H, d,
J=8.4 Hz, Ar), 7.71 (1H, d, J=1.5 Hz, Ar), 7.55 (1H, dd, J;=1.5 Hz, J,=8.4 Hz, Ar),
456 (2H, t, J=6.6 Hz, NCHy,), 3.88 (3H, s, OCHy), 2.61-2.41 (6H, m, 3xNCH,), 2.09-1.99
(2H, m, CH,), 1.62-1.41 (6H, m, 3xCH,); **C NMR: (75 MHz, CD;0D) & 169.1, 160.2,
150.2, 131.9, 130.7, 130.2, 129.2, 121.9, 68.9, 65.0, 55.7, 46.8, 26.5, 26.4, 22.4;
IR: 968, 1016, 1176, 1316, 1356, 1395, 1479, 1592, 1676, 2830, 2968 cm™; LRMS (APCI):
m/z (relativni intenzita) 302.3 [M+H]" (100), 285.7 (31), 203.7 (20), 145.6 (18), 99.4 (52).

5.4. Priprava chinolin-4-thiolu (15)

AN P,Ss AN
_— >
= toluen, reflux Z

85 %
13 ©OH 15 SH

Smés chinolin-4-olu (13) (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
rozdélena mezi EtOAc (50 ml) a vodu (50 ml). Organicka vrstva byla vysusena (Na;SOy),
rozpoustédla byla odpatfena na vakuové odparce a produkt reakce 15 byl precistén pomoci
sloupcové chromatografie s pouzitim mobilni faze hexan : EtOAc (70 : 30). Vytézek: 85 %;
7luta krystalicka latka, t.t. 159-162 °C (lit.** 156-158 °C); 'H NMR: (300 MHz, CD;0D) &
8.65 (1H, d, J=43 Hz, Ar), 819-8.15 (1H, m, Ar), 8.00-7.96 (1H, m, Ar),
7.78-7.74 (1H, m, Ar), 7.65-7.61 (1H, m, Ar), 7.50 (1H, d, J=4.3 Hz, Ar).

5.5. Syntéza substituovanych chinazolinii

Smés vychozi anthranilové kyseliny (1,0 mmol) a formamidu (1,5 mmol) byla tavena
po dobu 14 hodin pii 180 °C. Po ochlazeni byla reak¢ni smés rozdélena mezi EtOAc (10 ml) a
vodu (10 ml). Organicka vrstva byla vysusena (NaySO.), rozpoustédla byla odpaiena na
vakuové odparce a produkty reakce (18-21) byly pfecistény pomoci sloupcové chromatografie
(gradientova eluce, EtOAc : MeOH (100 : 0 — 50 : 50)).
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7-Chlor-3,4-dihydrochinazolin-4-on (18). Vytézek: 48 %; nazloutla krystalicka latka,
tt. 250-253 °C (lit.”® 254-255 °C); 'H NMR: (300 MHz, DMSO-ds) & 12.37 (1H, bs, NH),
8.15-8.06 (2H, m, Ar), 7.70 (1H, d, J=1.5 Hz, Ar), 7.55 (1H, dd, J;=1.5 Hz, J,=8.4 Hz, Ar);
B3C NMR: (75 MHz, DMSO-dg) 5 160.3, 150.1, 147.1, 139.1, 128.1, 127.2, 126.6, 121.6.

7-Brom-3,4-dihydrochinazolin-4-on (19). Vytézek: 87 %; zluta krystalicka latka,
tt. 259-261 °C (lit.*® 259-260 °C); 'H NMR: (300 MHz, DMSO-ds) & 12.38 (1H, bs, NH),
8.13 (1H, s, H2), 8.03 (1H, d, J=8.5 Hz, Ar), 7.87 (1H, d, J=1.7 Hz, Ar), 7.68 (1H, dd,
J1=1.7 Hz, J,=8.5 Hz, Ar); **C NMR: (75 MHz, CDs;0D) & 162.7, 151.0, 147.8, 131.6, 130.6,
130.2, 125.0, 122.9.

6-Methoxy-3,4-dihydrochinazolin-4-on (20). Vytézek: 55 %; bila krystalicka latka,
t.t. 248 °C rozkl. (lit.'” 245-246 °C); *H NMR: (300 MHz, DMSO-dg) & 12.08 (1H, bs, NH),
7.99 (1H, s, H2), 7.61 (1H, d, J=8.9 Hz, Ar), 7.50 (1H, d, J=2.9 Hz, Ar), 7.39 (1H, dd,
Ji1=2.9 Hz, J,=8.9 Hz, Ar), 3.86 (3H, s, OCHs); *C NMR: (75 MHz, DMSO-dg) & 160.7,
157.9, 143.4, 143.3,129.1, 124.0, 123.6, 106.0, 55.8.

7-Methoxy-3,4-dihydrochinazolin-4-on (21). Vytézek: 63 %; bila krystalicka latka,
t.t. 253-256 °C (lit.*® 257-258 °C); 'H NMR: (300 MHz, DMSO-dg) & 12.10 (1H, bs, NH),
8.06-8.02 (2H, m, Ar), 7.13-7.09 (2H, m, Ar), 3.89 (3H, s, OCHs).

5.6. Obecny postup pripravy hydrochloridii
Pfislusna chinazolinova baze (20, 25 a 27) (0,5 mmol) byla rozpusténa v THF (3 ml) a

poté ochlazena v ledové l4dzni. Nasledné byl za michani opatrné ptfikapan roztok HCl (2 M

v diethyletheru, 1,0 ekv.) a vznikla sraZenina byla odsata a vysusena.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACH acetylcholin

APCI chemicka ionizace pfi atmosferickém tlaku
CHOPN chronickd obstruk¢ni plicni nemoc

DCM dichlormethan

DMAP 4-(N,N-dimethylamino)pyridin

DMF N,N-dimethylformamid

IR infracervena spektroskopie

(A2 intravenozni

LABA long-acting B,-adrenergic receptor agonist
LAMA long-acting muscarinic antagonist

LRMS hmotnostni spektrometrie s nizkym rozliSenim
NMR nuklearni magnetickd rezonance

SABA short-acting [3,-adrenergic receptor agonist
SAMA short-acting muscarinic antagonist

THF tetrahydrofuran
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