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1. UVOD

Flavonoidy pedstavuji rozsahlou skupinu deb znamych firodnich latek
vykazujicich Siroké spektrum biologickycRiika, mezi €z pati predevSim cytostatické a
antileukemické vlastnostiSloweniny obsahujici 3-hydroxychinolin-#)-onovy skelet jsou
isosterické s firodnimi flavonoidy, proto se pro svou potencidhmlogickou aktivitu staly
prednétem intenzivniho vyzkumu. Studiu jsou podrobovamynmzna derivaty 2-fenyl-3-

hydroxychinolin-4{H)-ona 1 jakozto azaanaloga flavoria (Obr. 1)

Ir=

1

Obr. 1. Porovnani struktury 2-fenyl-3-hydroxychinolini4{)-ona s grirodnimi flavonoly.

Sloweniny odvozené od 2-substituovaného-3-hydroxycimad(LH)-onoveho skeletu
reprezentuji iidu slowenin se zajimavymi biologickymi vlastnostifi. Tyto latky byly

studovany jako inhibitory topoisomerasy Il, DNA ggy a inosinmonofosfat dehydrogenasy

(IMPDH).® Mezi jejich zndmé &inky pati antiprotozodlni, imunosupresivni a cytotoxicka
aktivita (Obr. 2)°

O (0]
OH OH
|
H
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Obr. 2. Friklady rekterych znamych 2-aryl-3-hydroxychinolin#{)-oni s cytotoxickou
aktivitou.

Syntéza 2-substituovanych-3-hydroxychinolid#)-oni se z&ala rozvijet od
pocatku 70. let minulého stoleti, kdy byla poprvé pops jejich struktura. Z gatku byly
metody pipravy €chto slodenin vysoce specifické a reakce probihaly s nizkytdzkem.
Teprve v polovig 90. let minulého stoleti byla popsana syntéza umed SirSi vyuziti. Az
na samotném konci minulého stoleti, v roce 199% lpppsana Siroce vyuzitelna reakce s
dobrym vytZkem vedouci K fpraw pozadovanych 2-substituovanych-3-hydroxychinolin-
4(1H)-oni.?

Jednou z moznych modifikaci 2-substituovanych-8rbyychinolin-4@H)-oni je
substituce vodikového atomu chinolinonového skelstupolohach 5, 6, 7 a 8
karboxamidovou funéni skupinou, ficemz derivaty 2-substituovanych-3-hydroxychinolin-
4(1H)-on-5-karboxamid nebyly doposud popsény. Nahrazeni vodikového atomu
karboxamidovou  skupinou je snahou docilit fippavy latek  obsahujicich

./ viv s

Skupina latek odvozenych od 2-substituovanych-@xychinolin-4(H)-ona
substituovanych v poloze 6, 7 a 8 karboxamidovookdni skupinou byla studovana za
Gcelem zjiséni jejich biologické aktivity. Testy cytotoxicity Wy provadny in vitro na
vybranych nadorovych bgdnych liniich. Nekteré z derivat vykazovaly vyznamné

biologické vlastnosti se submikromolarni cytotoxiakaktivitou®

Krome biologickych &inkd jsou tyto slodeniny zajimavé také z pohledu fyzikalnich

vlastnosti, protoZe se vyzhai vyraznymi fluorescemimi viastnostmi®

-10 -



2. CiL

Cilem pedloZzené bakataké prace je pokus o vyvoj syntetické metody vedduc
derivatim 2-substituovanych-3-hydroxychinolind)-on-5-karboxamid (Obr. 3).
3-hydroxychinolin-4{H)-ony substituované v poloze 5 karboxamidovou &k

skupinou se doposud nepdita pripravit.

\.

Obr. 3. Obecna struktura cilovych derivat

Cile préace lze shrnout do nasledujicichtbod

» Oweteni navrhnuté syntetické metofBchéma 1)

» Optimalizace reatnich podminek.
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Schéma 1Navrzena fiprava cilovych latek.
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3. TEORETICKA CAST

Teoretickacast [fedlozené bakataké prace je&leréna do i ¢asti. Prvni z nich je
vénovana metodamiprav 3-hydroxychionolin-4(H)-ona (dale jen ,,hydroxychinolony"),
druhd se zabyva jejich biologickou aktivitou a eosli spektralnimi vlastnostmi se

zametenim na fluoresceémi (inky.
3.1. Metody priprav vedouci k derivatim hydroxychinolonu

Prvni syntéza vedouci ke stmmninam obsahujicim hydroxychinolonovy skelet byla
popsana v roce 1971. Modifikaci Darzensovy reakdez [2-nitrobenzaldehydé pies (3-(2-

nitrofenyl)oxiran-2-yl)(fenyl)methanor? piipraven 1,3-dihydroxy-2-fenylchinolin-4H)-on
8, ktery byl nasledqpieveden na vysledny 2-fenyl-3-hydroxychinotb(Schéma 23*

CHO i
D
NO,

i) BrCH,COPh, CH;ONa: ii) THF, HCI, hydrochinon: iii) Na;S,0,4

Schéma 2 Priprava hydroxychinolainz 2-nitrobenzaldehydu.
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Tato metoda ijpravy je vSak pao¥kud nevyhodna z iovodu Spatné dostupnosti
substituovanych 2-nitrobenzaldetliyd

DalSi varianta, jak ifpravit hydroxychinolony, byla popsana v roce 1992 je
zaloZzena na roz&ni pticlenného kruhu derivatu indolu9 vedouci pes aza-

cyklopropa[a]inderi0 k pozadovanému hydroxychinolofifSchéma 3)?

0] O
i X H i
— — e
N Ar N X Ar
Ac Ac
9 10
0]
OR
|
N~ "Ar
O
12 H
OCH,
N H 0
Ar OH
11 |
X = halogen ” Ar
Ar = aryl 1

i) Xa, CHCIj; i) CH30H, CH3ONa; iii) RONa, ROH; iv) AcOH; v) HCI
Schéma 3 Priprava hydroxychinoloinz derivati indolu.
DalSi moznosti ippravy latek obsahujicich hydroxychinolonovy skgketzavedeni

hydroxy skupiny do polohy 3 oxidaci 2-aryl-4-chioou 13 (Schéma4).®® Tento zfisob

piipravy neni Siroce vyuzitelny, pouziti reakce paitovano nizkymi vygzky.
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i) S,0g, OH"; ii) H,0, H*
Schéma 4 Priprava hydroxychinolainz 2-aryl-4-chinolof.
V polovire devadesatych let byla vyvinuta Siroce vyuZiteln&toda cyklizace
fenacylestar anthranilové kyselinyl7 pripravovanych alkylaci anthranilové kyselidy s

bromoacetofenony6 (Schéma 53*

COCH,Br 0
COOH N i o
N A - = 0
NH, NH,
15 16 17
0
OH

i) baze, DMF

Schéma 5FPriprava hydroxychinoloinz kyseliny anthranilové.

Pivodré byla tato reakce provéda zakivanim bez rozpou&tla nebo
zahrivanim v kyselig polyfosfor&né. Postupentasu byly popsany i cyklizace v kysalin
octovéci trifluoroctové. Vyhodou této syntetické metodyjgelnoduchost, dostupnost velkého
poctu vychozich latek a vysoky wek.

Siroce vyuzitelna syntéza hydroxychinalobyla popsana v roce 1999, kdy se
cyklizaci podrobuiji derivaty alkyl(2-aminofenyl)let 18 (Schéma 6).Vychozi latky jsou

snadno dostupnéigminou 2-halogenketdn v pontrné dobrém vygZzku. Tato metoda
-15-



piipravy byla ¥tSinou vyuzita pro fipravu 3-alkyl derivét, ale giprava hydroxychinoloinl
demethylaci HBr nebo pyridinium chloridem vhodny:imethoxy derivét je také mozZna.

Ri O
OCHs Ry O
i i OH
R; NH — |
R N X
0 N 2 H | _R3
| TR =
3
=
18 1

R1’ R2 = H, OH, CH3, F
R3 = OH, halogen, CF3 NH,, alkyl, COOH, COOEt

i) NaOEt; ii) HBr
Schéma 6 Priprava hydroxychinolainz alkyl(2-aminofenyl)ketoin

DalSi moznosti jak ziskat hydroxychinolon 1 je  presmyk
tetrahydrochinazolinovych derival9 v kyselirs octové(Schéma 75°

O 0

. OH
@* > [
— |
N
N N O

19 4

i) AcOH, reflux

Schéma 7 Priprava hydroxychinolainz tetrahydrochinazolinovych derivéat

Vytézek reakceini 56%. Obecné vyuZziti této metodyigravy je znané limitovano,
jelikoz vytezek je silk ovlivnén substituci a vhodné vychozi latky nejsou jednedus$
dostupné.

DalSi popsanou metodotiipravy je reakce, kdy Ki-substituovanych acetofenb20
vznika (2-amino-fenyl)-(3-fenyl-oxiranyl)-methanol, ktery se ponecha refluxovat v

-16 -



ethanolu. Produktem n&sledné oxidace je poZadovsmijoxychinolonl (Schéma 8)°
Nicmére tato syntéza nema praktické vyuZziti vzhledem lo&rd dostupnosti vychozich latek

a vytzku reakce okolo 1%.

o) o)
CH i = i
3 . —
NHR NHR
20

21

i) PhCH=0; ii) H,O, /OH; iii) EtOH, reflux; iv) H,O, /OH"

Schéma 8Priprava hydroxychinolainz acetofenoin

3.2. Biologicka aktivita vybranych derivati hydroxychinoloni

Hydroxychinolony se staly v poslednich lete¢bdmétem cetnych studii zagtenych
na biologické vlastnosti éthto latek. Intenzivnimu vyzkumu jsou tyto sleainy

podrobovany zejména z pohledu antibakterialnictataxickych &inka.

Prvni zminka o biologické aktivittéchto slodenin pochazi z roku 1986, kdy byl

izolovan 3-hydroxygraveoli@4 (Obr. 4)z nadzemnéasti rostlinyRuta chalapensi¥.

-17 -



Beéhem devadesétych let minulého stoleti byly testgvaasterické flavony, u nichz
byla pozorovana biologick& aktivita. Bylo zfiab, Ze od nich odvozené derivatylK)-
chinolinoni pasobi jako inhibitory gyrasy s antibakterialnimiinky. Naslednymi testy se
prokazalo, Ze zaroviepisobi jako inhibitory topoisomerasy, dioxygenasy@sinmonofosfat
dehydrogenasyg¢imz se staly zajimavymi z pohledu potencialnich yebv I&iv. Byly
studovany také jejich protinadorové a antibaktafiglastnosti’

Obr. 4. 3-hydroxygraveolin.
3.2.1. Protinadorova aktivita

Testovani protinadorové aktivity zalozené na MTyfotoxickém testu probihalo na
buréénych linich K562 (lidska myeloidni leukemie), K5&« (lidska myeloidni leukemie
rezistentni na paclitaxel)), CEM (T-lymfoblastickéeukemie), CEM-DNR-bulk (T-

lymfoblasticka leukemie rezistentni na doxorubi@m549 (adenokarcinom plic).

Protinadorova aktivitén vitro byla testovana na derivatech 2-fenyl-3-hydroxy)¢

chinolon-7-karboxylové kyseling5 (Obr. 5).

HOOC N
H |

25

Obr. 5. Struktura derivat 2-fenyl-3-hydroxy-4{H)-chinolon-7-karboxylové kyseliny

studovanych na protinadorovou aktivitu na &tnych liniichin vitro.

-18-



R A 549 CEM CEM-DNR bulk | K 562 K562-tax
R=H 236,2 223,4 171,2 198,9 196,3
R =2-NG, 226,1 100,8 153,5 130,0 183,0
R=2-| 191,8 124,4 134,1 129,0 174,9
R=2-Cl 201,9 156,1 149,7 161,1 167,5
R =3-Cl 239,1 2249 163,4 190,0 197,5
R =2-Br 192,4 117,0 145,5 146,3 160,6
R =4-CH; 190,7 195,2 158,6 172,0 172,0
R = 3,5-diCl-4-NH, 9,83 12,3 12,0 11,0 11,7
R =3-NG, 250 227,2 166,1 200,1 197,1
R =4-NG, 250 235,6 167,2 208,8 192,9

Tab. 1. Prehled substitueit 25 a hodnoty |Go.

Z vysledkKi in vitro cytotoxického MTT testu vySe zngimych derival slowteniny 25

vyplyva, Ze nevykazuji fiiliS vysokou cytotoxickou aktivitu (I > 100 uM na gt

buréénych liniich). Jako nefinngjSi se ukézala byt 2-(4-amino-3,5-dichlorophenyl)-3
hydroxy-4(H)-chinolon-7-karboxylova kyselind6 (Obr. 6) s hodnotami 1g, = 9,83-11,98

UM (Tab. 1).Ostatni vysoké hodnoty mohou byt vydeny nizkou propustnosti sléenin

skrze busi¢nou membrand.

O |
HOOC N
H

26

OH
l Cl
NH,

Cl

Obr. 6. NejinngjSi derivat z testovanych 2-fenyl-3-hydroxy-4(1Hjwolon-7-

karboxylovych kyselin.
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U vSech slotenin byla naslednkarboxylova kyselina substituovana fenacylestenovo

skupinou (Obr. 7) Aktivita nekterych derival vyrazré vzrostla oproti pedchozim
testovanym slateninam(Tab. 2).

Obr. 7. Struktura derivdt studovanych na protinadorovou aktivitu na &unych liniichin
vitro (R viz. Tab. J.

Nekteré z testovanych derivabyly neaktivni wici vSem ¢étyrem burénym liniim.
NejlepSich vysledk v testovani dosahly derivaty 2-jodo, 2-bromo, ®oty 4-methyl a 3,5-
dichloro-4-amino derivaty, které vykazovaly dobraktivitu va¢i buné¢nym liniim CEM a
K562 (IGo = 0,76-8,0 uM). Réemz 4-methyl a 3,5-dichloro-4-amino derivaty navic
prokézaly aktivitu i proti bu&nym liniim s lIékovou rezistenci K562-tax a CEM-DNig

(Tab. 2)?

R A 549 CEM CEM-DNR bulk | K 562 K562-tax
R=H 120,2 147,0 128,0 132,4 141,8

R =2-NG, 46,6 25,6 105,2 28,9 40,3
R=2-| 11,3 5,5 12,0 5,0 8,5

R =2-Cl 38,2 17,4 36,3 15,7 79,3
R =3-Cl 4,5 8,0 11,5 5,6 10,7
R =2-Br 10,4 4,9 12,3 5,2 8,5
R =4-CH; 2,8 3,8 4,9 2,9 2,8
R = 3,5-diCl-4-NH, 0,68 0,76 3,6 11 1,2
R =3-NG, 162,5 102,0 189,8 26,1 43,2

R =4-NG, 151,7 182,6 174,6 48,6 96,5

Tab. 2. Pfehled substitueta dosazenych hodnotd&

-20-




DalSimi in vitro cytotoxickymi testy na reprezentativnich Bémych liniich prosla
tiéida latek 2-fenylsubstituovanych-3-hydroxychindi(i-H)-oni substituovanych v polohach
6, 7 a 8 karboxamidovou futiki skupinou. Uvedené sléeniny byly testovany na baénych
liniich CEM (T-lymfoblasticka leukemie), K562 (likd myeloidni leukemie) a HCT116
(karcinom tlustého gtva).

Jako prvni byly testovany derivaty 2-fenylsubstitanych-3-hydroxychinolin-4H)-
on-7-karboxamid 28 (Obr. 8). Sloweniny s karboxamidovou skupinou substituovandi- v
poloze hydrofilnimi ligandy nevykazovaly Zadnou ieiti. Naopak karboxamidyN-
substituované lipofilnimi skupinami vykazaly slihnoytotoxicitu (IGo = 2,2-3,1 uM).

Obr. 8. Struktura derivat studovanych na protinadorovou aktivitu na &unych liniichin

vitro.

DalSimu detailgySimu testovani byly podrobeny derivaty 2-(4-am$)b-
dichlorofenyl)-3- hydroxychinolin-4(H)-on-7-karboxamid 29 (Obr. 9), které vykazaly

bylo vypozorovano, Ze zakomponovanim delSiho &kého uhlikatéhdettzce nebo &Siho

karbocyklu dochazi k mirnému ri&tu aktivity Tab. 3.°

Obr. 9. Struktura derivat studovanych na protinadorovou aktivitu na &unych liniichin

vitro.
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R1 CEM K562 HCT116
cyklopropyl S0 16,9 15,1
cyklopentyl 1,1 15,3 12,9
cykloheptyl 1,0 9,5 10,9

cyklododecyl| 0,45 2,1 4,1
methyl 3,9 25,8 32,1
pentyl 1,0 7,5 5,6

dodecyl 0,7 3,9 10,4

benzyl 0,94 6,5 6,6
indan-2-yl 0,93 3,2 6,9

2,2-difenylEt | 0,74 2,5 5,3

Tab. 3. Prehled substituefittestovanych 7-karboxamich dosaZzenych hodnotd&£

DalSi vyzkum byl zagien na vliv polohy karboxamidové skupiny na vysladno
cytotoxicitu studovanych latek. Testovani byly puukny derivaty 2-(4-amino-3,5-
dichlorofenyl)-3- hydroxychinolin-4(H)-on-6-karboxamid (Tab. 4) a 2-(4-amino-3,5-
dichlorofenyl)-3- hydroxychinolin-4(H)-on-8-karboxami@l (Tab. 5) Odpovidajici 5-

karboxamidy se nepotlbp syntézou na polystyrenové prysloy pripravit.

R1 CEM K562 HCT116
cyklopropyl 1,7 2,6 2,8
cyklopentyl 2,0 2,5 2,2
cykloheptyl 0,77 0,79 0,59
cyklododecyl 0,26 0,77 0,69

methyl 2,8 2,9 2,9
pentyl 3,1 2,3 1,8
dodecyl 0,25 0,37 0,56
benzyl 3,1 2,8 2,5
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indan-2-yl 2,6 2,7 2,7
2,2-difenylEt 0,84 0,8 1,4

Tab. 4.Prehled substituefittestovanych 6-karboxamich dosaZzenych hodnotd&£

R1 CEM K562 HCT116
cyklopropyl 4,7 51 33,1
cyklopentyl 8,7 9,0 9,7
cykloheptyl 3,9 9,7 10,9
cyklododecyl 2,2 3,0 29,4

methyl 18,5 11,3 48,3
pentyl 2,5 5,3 6,8
dodecyl 2,5 3,0 42,9
benzyl 4,9 55 14,6
indan-2-yl 2,4 4.8 11,4
2,2-difenylEt 2,6 3,6 11,3

Tab. 5. Prehled vybranych substituéntestovanych 8-karboxamidch dosazenych hodnot
ICs0.

Studiem &chto slogenin bylo zjis&no, Ze derivaty substituované delSim uhlikatym
fettzcem nebo &Sim karbocyklem dosahovaly vyrazlepSich vysledk u 6-karboxamid v

porovnani se 7- a 8-karboxamidy. Odpovidajici B&mamidy vykazovaly srovnatelnou
aktivitu na bugcnych liniich CEM.

Vysledky ukazaly, Ze aktivita sléenin je zavisla fedevSim na substituentech
karboxamid, ale zavisi také na jeji poloze.

DalSi testovanou skupinou latek byly derivaty adbueé od skeletu sléenin 30 (Obr.

10), jenz v kombinaci substituainhitro v poloze 3 a amino skupiny v poloze 4 nayfemém

zbytku prokézaly zajimavé vysledkyi pestovani protinadorové aktivify.
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30
Obr. 10. Struktura derivat studovanych na protinddorovou aktivitu na &unych liniichin

vitro.

VSechny studované derivaty vykazovaly aktivitu bargénych liniich CEM v
mikromolarnich ¢i dokonce submikromolarnich koncentracich. Nictngouze derivaty
nesouci hydrofobni substituent byly aktivni protun&Enym liniim s rezistenci na
daunorubicin CEM-DNR-bulk a to v mikromolarnich kemtracich,

Nej&inngjSim ze vSech testovanych derivdtyl 2-(4-(dipropylamino)-3-nitrofenyl)-
3-hydroxychinolin-4{H)-on 31 (Obr. 11), ktery dosahl nejlepSich vysledkémst na vSech
burg¢nych liniich. Ze vSech testovanych stenin dosahl nejvyssi aktivity proti b&gnym

linifm s Iékovou rezistendirab. 6)°

Obr. 11. Nej&inngjSi z testovanych derivia2-(4-amino-3-nitrofenyl)-3-hydroxychinolin-

4(1H)-onu.
1C 50 [UM]
CEM CEM-DNR-bulk K 562 K 562-tax A 549
0,7 2,2 0,6 1,2 1,1

Tab. 6. Cytotoxicke aktivity nejainn¢jSiho testovaného derivatu.
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DalSimi latkami podrobenymi tésh byly sloweniny s hydroxylovymi
skupinami jako substituentyfipemz nejvy3si aktivity dosahl deriva2 (Obr. 12)°

32 OH
Obr. 12. Nej&inngjSi testovany derivat.

Mechanismus dinku 2-fenyl-3-hydroxychinoloé nebyl prozatim zcela objasn Na
zaklac vysledk in vitro cytotoxického testovani Izeéqrpokladat, Ze testované latky mohou

pusobit zarové na vice molekularnich @il nejen jakozto inhibitory topoisomerasy.

3.2.2. Antibakterialni aktivita

U vybranych derivdit obsahujicich 3-hydroxychinolonovy skelet byla égahain
vitro aktivita proti rEkterym grampozitivnim a gramnegativnim bakterialnkmenim
(Enterococcus faecalE8CM 4224 Staphylococcus aure®CM 3953 Escherichia colCCM
3954 a Pseudomonas aeruginos@CM 3955). Déle byly tyto latky testovany proti
grampozitivnim a gramnegativhim bakterialnim kifiman (methicillin  rezistentni
Staphylococcus aureus MRSA, Staphylococcushaemolyticus Escherichia coli a
Pseudomonas aerugingseezistentnim na fluorochinolony uzivané v kliréckraxi. Valna
vétSina z nich v8ak nevykazala zadnou aktivitu.

Studiu byly podrobeny taktéz derivaty 2-fenyl-3dhyxychinolorii se substituovanym
fenylovym zbytkem. Jako negjinngjSi z testovanych sl@enin se ukazal byt 2-(3,4-
dihydroxyfenyl)- 5,7-difluoro-3-hydroxychinolin-4H)-on 33 (Obr. 13)s aktivitou 190 pM.
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Obr. 13. Struktura nejéinn¢jSiho derivatu testovaného jakoZzto inhibitoru tsoonerasy.

Prestoze 3-hydroxychinolony nevykazaly Zzadnou vyrazaatimikrobialni aktivitu,
existuji slodeniny s chinolonovym skeletem substituované v pml& karboxylovou
skupinou, které jsou znamé pro své antibakteri@mky. Na trhu je k dostani skupinaie s
antibakterialni aktivitou na bazi chinobrNagiklad preparaty Gatifloxaci84 a Norfloxacin
35 (Obr. 14) obsahuijici tuto &nnou latku. Mechanismusgiinku je zaloZzen ve &Sing
piipadi na inhibici gyrasy.

F A COOH - Q coon
N, J o A :I\Q J

34 35

Obr. 14. Komegné dostupné preparaty na bazi chinolid-4j-ona.
3.2.3. DalSi dinky

2-fenyl-3-hydroxychinolony byly studovany jakozZtahibitory inosinmonofosfat
dehydrogenasy (IMPDH) - jeden z ddivych enzymi v regulaci bus¢né proliferace a
diferenciace.

3,5,8-trihydroxychinolin-4{H)-on 36 (Obr. 15)izolovany poprvé z houby Verongia
aerophoba® prokazal vyznamnou aktivitu proti viru HIY?. Proto jsou slogeniny s 3-

hydroxychinolonovym skeletem zkoumany pro svou patni antiviralni aktivitu.
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Obr. 15. 3,5,8-trihydroxychinolin-4{H)-on vykazujici aktivitu proti viru HIV.

Nekteré derivaty 3-hydroxychinoldn se strukturou 30 (Obr. 10) vykazuji

imunosupresivni &inky.*

3.3. Fluorescegini vlastnosti vybranych derivati hydroxychinolonu

Diky svym fluorescetnim vlastnostem byly hydroxychinolony studovany(Zalem
jejich potencialniho vyuziti jakozto molekularnickond. Fluoresceéni metody jsou
vyznamnym nastrojem uzivanymiipstudiu biomolekularnich interakci. VyZaduji vSak
vhodné fluorescemi znaky s optimalnimi vlastnostmi. Pomoci fluores¢eich sond Ize
detekovat jednotlivécasti komplex biomolekul, napiklad Zivé buky, nebo sledovat

biologické procesy.

V ptipad fluorescefinich zng&ek s jednim emisnim maximem je intenzita
fluorescence zavisla na jejich koncentraci. Td&Zen kolisat v zavislosti natznych
biologickych procesech ve vzorku. U dudlnich flemestnich znaek, které vykazuji dv
dolie oddlena emisni pasma, neni fluorescence zavisla i@ jkpncentraci, protoze jako
signal je vyuzit porr intenzit €chto dvou maxim. To je vyhodou u komplexnich
biologickych systérin jako jsou biiky nebo tkag, kde neniZze byt jednoduSe kontrolovana

koncentrace zriky v daném mist

Nejzajima¥jSi skupinou latek s dudlni fluorescenci jsou d#siv3-hydroxyflavoi.
Jejich pouZiti je v8ak limitovano jejich relativmizkou fotostabilitou a nizkym kvantovym
vytszkem?® Proto za&aly byt zkoumany 2-aryl-3-hydroxychinolony jako&Aiwukturni analoga
3-hydroxyflavorii. Divodem jejich dualniho charakteru je intramolekoig¥enos protonu v

excitovaném stavu molekufy.
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DuleZitou sowdasti fluorescetni zna&ky je spacer, ktery redukuje potencialni
nezadouci interakce mezi fluoreséen zna&kou a biomolekulou. Spacery mohou byt
piipojeny ve dvou tznych polohach: na karboxamidové sképirv poloze 6-8
hydroxychinolonového skeletu nebo na fenylu v pel@zBylo zjiS&no, Ze hydroxychinolony
mohou byt vazany k biomolekule skrze spadgrgyeny ke karboxamidové skugiv poloze
7 nebo 6 bez ztraty dualnich vlastnosti. Ve drulpéipact vysledky ukazaly, Zze zavedenim
substituované alkylové skupiny se zvysi fluoresoérkvantovy vygézek. Tvar emisniho

spektra byl ovliviin délkou uhlikatéheetzce®

Hydroxychinolony byly zkoumany jakozto fluores¢éahznaky nukleovych kyselin.
Excitatni maxima hydroxychinolanse pohybuji v rozmezi vinovych délek 350 az 420 nm
Zvolenim vhodnych substituene mozné dosahnout SirSiho rozsahu vinovych délek,

kterych jsou hydroxychinolony excitovany.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Jak jiz bylo zmigno dive, cilem bakai&ké prace bylo fpravit derivaty 2-aryl-3-
hydroxychinolin-4{H)-on-5-karboxamid, které se doposud nepdidia syntézou na
polystyrenové pryskyci piipravit. Z tohoto dvodu byl pokus o fipravu tchto latek
realizovan pomoci tradii syntézy v roztoku.

0.0 Oy_OMe Oy OMe
o HO HO
NO NO NH,
2 —— W —
I [ n
Oy OMe Os_OMe
Cl Cl
NO, NH,
o} o
v v

Schéma 9Navrzena fiprava prekurzdr pro syntézu cilovych latek.

Je znamo, Zeffprava analogickych hydroxychinoldrobsahujicich karboxamidovou
skupinu v polohach 6-8 z odpovidajich prekubzaéypu Il (prislusné polohové izomery)
funguje velice dote pomoci syntézy v roztoku i na pevné fati¢gmz vSechny reakcesh
jednozné&né a ve vysokych vycich. Otazkou tedy bylo, zda bude tato syntetic&sta
pouzitelna i pro fipravu cilovych sloéenin X.
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X=0H,Cl Vi Vil

Schéma 10Navrzena fiprava cilovych latek.

4.1. Fiprava prekurzora pro syntézu cilovych latek

4.1.1. Kiprava vychozi latky

Jako vychozi latka pro syntézu cilovych skenin byla vybrana 2-(methoxykarbonyl)-

3-nitrobenzoova kyselink pripravovana z 3-nitroftalanhydridu(Schéma 11).
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00 O.__OMe
i NO,

i) CH30H, reflux, 48h

Schéma 11P¥iprava slodgeninyll.

VySe uvedend reakce je v litersupopsana®?® 3-Nitroftalanhydrid byl rozpush v
methanolu a reaki snes byla refluxovana na olejové lazni. Pra&eni optimalni reakni
doby byly z rea&ni snesi odebirany vzorky v &kolikahodinovych intervalech. Prvni z nich
po jedné hodi& posledni poté ¥ase 72 hodin. Bb¢h reakce byl sledovan za pomoci TLC a
LC-MS. Bylo vypozorovano, Ze nejlepSi konverze ldesdhnout, kdyZz jsou reé&k
komponenty michany za refluxu po dobu 48 hodies®ze vychozi latka po uplynuti této
doby nebyla zcela zreagovana, reakce isagSi reakni dol& jiZ neposunula vyraznve

prosgch produktu.

Surovy produkt byl zpgatku ¢istén pomoci sloupcové kapalinové chromatografii se
systtmem mobilni faze EtOAc:toluen:HCOOH (25:25:Pozdji se ukazalo, ze pro
purifikaci produktu je dostaujici rekrystalizace z vody figem?zgistota vysledného produktu

¢inila 99%. Celkovy vytZek reakce sefpreprodukcich pohyboval okolo 60 %.

Z davodu dlouhé reaini doby vySe zmiiného postupu byla vyzkouSena alternativni
metoda pipravy, kterd mila zajistit jeji zkraceni. Reakci 3-nitroftalanhighlr | s
methanolatem sodnyigschéma 124loSlo k vyraznému zkraceni réak doby na 8 hodin. V
tomto gipack se podélo ténetr vSechnu vychozi latku zreagovat, nicrd@omer zastoupeni
vedlejSich produki byl znatel@ vysSi a celko¥ doslo k vyraznému snizeni ¥gku na 21 %.

Z tohoto divodu i pes dlouhou reaki dobu byla 2-(methoxykarbonyl)-3-nitrobenzoova
kyselinall piipravovana prvnim zmémym zpsobem. Struktura produktu byla potvrzena
metodou NMR.
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00 O.__OMe
i NO,

i) CH30H, Na, reflux, 8h
Schéma 12Alternativni giprava slodgeninyll .
4.1.2. Redukce

3-amino-2-(methoxykarbonyl)benzoova kyselild byla gipravovana redukci 2-
(methoxykarbonyl)-3-nitrobenzoové kyselimly (Schéma 13)Za vhodnou metodu redukce

byla zvolena katalyticka hydrogenace, ktera je popsy literatie **

Os_OMe O+_OMe

HO : HO
NO, i NH,
o] > 3

i) CH30H; 10% Pd/C; Hy; p; rt
Schéma 13Katalyticka hydrogenace.

Reakce byla prov&da v autoklavu za pouziti 10% Pd/C jakoZto hydrageiino
katalyzatoru. Délka re&hi doby a volba tlaku byla zavisla na mnoZstvi kedané latky. S
piibyvajicim mnoZstvi latky se re&ki doba prodluZovala a tlak pebny pro redukci se
navysoval. Zavislost ptgbného tlaku¢asu a mnozstvi katalyzatoru na hmotnosti navazky je

shrnuta v Tab. .7

Pri vyvinutych podminkach byla vS8echna vychozi latkeagovana, reakce probihala
bez vzniku vedlejSich produkiza vysokych vyiZzka okolo 93 %. Struktura produktu byla
opét potvrzena metodou NMR.
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Navazka | Cas Tlak | MnozZstvi kat.
VL [hod] [atm] [mg]

100 mg 1 0,25 10

200 mg 2 05 20

300 mg 2,5 0,5 30
29 24 25 200
99 96 10 1 800

Tab. 7. Prehled reaknich podminek pro redukci.
4.1.3. Chlorace
4.1.3.1. Chlorace slageniny Il

Jednou z moznosti, jak transformovat karboxylokggelinu na amid, je ffprava
odpovidajiciho acylchloridu. Chlorace 2-(methoxyaryl)-3-nitrobenzoové kyselinyl
(Schéma 14byla provadna podle postupu popsaného v litefafii?®

0]

O~__OMe OMe
HO Cl
NO, i NO,
o) —X—> O
I v

i) SOClj, reflux

Schéma 140becné schémaipravy slodeninylV.

Vychozi latkall byla rozpu&tna v thionylchoridu a michana za refluxu po dobu 24
hodin. Pro kontrolu mibéhu reakce byly z reg&hki snesi odebirany vzorky v rozmezi
n¢kolika hodin. Pébeh byl sledovan pomoci TLC a LC-MS. Ani jednou z pitych metod se

nepoddilo prokazat pitomnost slotieniny IV. Ziskané informace na&kovaly tomu, Ze
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reakce wibec neprokhla, coZ se naslednpo izolaci potvrdilo. Vysledek reakce nikterak
neovlivnil ani gidavek rtkolika kapek DMF jakoZto katalyzatoru.

PestoZe literatur@?popisuje reakci 2-(methoxykarbonyl)-3-nitrobenzodwyseliny
s thionylchloridem ve vysokém W#ku, v naSem ifjpact se za danych podminek vysledna

sloweninalV pripravit nepodéla.
4.1.3.2. Chlorace slageniny I

AlternativnimieSenim tedy bylo pouZit prdipravu acylchloridu redukovany derivat

[ll. Chlorace 3-amino-2-(methoxykarbonyl)benzoové kyselll (Schéma 15y literatue

O~__OMe O~__OMe
HO Cl
NH, i NH,
@) —XK—> o
n Vv

i) SOClj, reflux

popsana neni.

Schéma 150becné schémaipravy slodeninyV.

Reakce byla prov@&da za stejnych podminek jak jiz bylo popsano v ppitkole
4.1.3.1. Vychozi latkdéll byla rozpusina v thionylchoridu, nasledrbyl pridan katalyzator a
realkéni smeés byla michana za refluxu po dobu 24 hodin. Jakkéadtalyzatory byly postugn
vyzkousSeny latky: DMF, triethylamin a pyridin. Koota reakce byla provéda pomoci
TLC. Nasledg bylo provedeno i rfeni na LC-MS. U reakci katalyzovanych DMF a
triethylaminem stej#jako v gedchozim fipact nedoslo ubec ke zreagovani vychozi latky.

Zadna z pouzivanych analytickych metod neposkyitkar o vzniku latkyv.

P¥i katalyze reakce pyridinem reak smés znenila po rékolika minutach zbarveni.
TLC potvrdilo vznik snési latek. Podle LC-MS byla vysledkem reakce taldéEs latek,

avSak bez fitomnosti poZzadovaného produktu. Za danych podmgsekoviZz nepodalo
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pozadovany produkt iravit. Chlorace fpravenych slotenin I, IlI  nevedla k
poZzadovanym intermedién, proto se od ni upustilo.

4.2. Hiprava cilovych latek
4.2.1. Reakce s aminy

Sloweninyll alll , které se poddo pripravit, byly postupa podrobovany reakcim s
vybranymi aminy. ProtoZze se nepétta pripravit odpovidajici acylhalogenidy, byly pro
piipravu amid testovany jiné metody zaloZzené na aktivaci karbmsé/skupiny.
4.2.1.1. Reakce 2-(methoxykarbonyl)-3-nitrobenzoéyéeliny s propylaminem

Priprava methyl-2-nitro-6-(propylkarbamoyl)benzodl byla zaloZzena na acylaci
propylaminu s 2-(methoxykarbonyl)-3-nitrobenzoovgeselinoull , respektive jejinin situ

piipravenym HOBLt esterem. Vychozi latka byla nejpsw@chana s HOBt a DIC v DMF a po
patnécti minutach byl do re&ki snesi piidan propylamin.

O~_OMe o NH OMe
OH HN HN 0
NO, )J\
+ >—N N‘<
H H
Xl

A

i) DMF, DIC, HOBY; i) propylamin; rt; 24h
Schéma 16Reakce sloteninyll s propylaminem.
Reakce byla nejprve prové&th v nadbytku propylaminu (1,3 ekvivalent).uBth

reakce byl monitorovan za pomoci TLC. NejvysSi kemxe vychozi latky se dosahlo v

piipadt, kdy se reaéni snts ponechala reagovat po dobu 24 hodin.
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Analyzou LC-MS vSak bylo fekvapiw zjisttno, Ze pevaZzujicimu produktu
neodpovid4 fislusnd molekulovA hmotnost. Hmotnost majoritnirodpktu byla o 27
jednotek vySSi, coz vedlo k dogmcte, Ze by se mohlo jednat o dianXd vznikajici
konkurergni aminolyzou esterové skupiny. Produkt byl izolova vyuzitim sloupcové
kapalinové chromatografie a struktura skewniny XI byla nasledé potvrzena pomoci NMR.
DalSim identifikovanym produktem by, N -diisopropylm@ovinaXIl (Schéma 16).

Snaha o optimalizaci podminek gpala v Upra¥ mnozstvi pidaného propylaminu.
Misto 1,3 ekv. byl do reakcefigan pouze 1 ekv. propylaminu. Vysledkem vSak nebyl
dosazeni pozadovaného produktu v do&teieistott. Nepomohlo ani zkracenim reak
doby. Je ovSem zajimave, Zz& peakci vychozi latkyll s propylaminem bez pouziti DIC a
HOBt reakce na methylesterové skupinibec neprothla. Tento fakt lze vysilit
nésledujici teorii: id vzniku sloweniny XI reakci HOBLt esteru vychozi latky s propylaminem
dochazi vlivem kombinovaného —M efektu amidické pky a nitroskupiny ke zvySené
reaktivit  karbonylové skupiny methylesteru, figgmz néasledh snadno dochazi
k nukleofilnimu ataku propylaminem. BeZitomnosti couplingovyckinidel (HOBt, DIC)
vSak dochdzi ip reakci vychozi latky s propylaminem pouze k tworkoli karboxylove
kyseliny, kde —M efekt na sousedni karbonyl¢fst&né kompenzovan +l, coz snizuje
aktivaci methylesteru a k ataku propylaminem nedathrato teorie jéast&n¢ znazorgna

ve schématu nizg&chéma 17).

Metoda pipravy nevedla k poZzadovanému produktu v do&tgt&stote, proto se od

ni upustilo.
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11 VI XI

kompenzace -M vlivem +I

iy DMF, HOBY, DIC; ii) propylamin; rt; 24h

Schéma 17Vliv couplingovychcinidel na reakci s propylaminem.

4.2.1.2. Reakce 3-amino-2-(methoxykarbonyl)benzokyseliny Il s propylaminem

Reakce byla provéda za stejnych podminek, jak jiz bylo popsano vkapdiole
4.2.1.1. Z pedchoziho vyzkumu provédeho na katee organické chemie vyplyva, Ze pro
piipravu amid analogickych kyselin (tj. 3-amino-4-(methoxykarlgbhhenzooveé kyseliny, 3-
amino-2-(methoxykarbonyl)benzoové kyseliny a 4-a¥Ba(methoxykarbonyl)benzoové
kyseliny) tato metoda funguje ve vysokych&agich ic¢istote, bez vzniku vedlejSich produkt
Vychozi latka tedy byla nejprve rozpésa v DMF a naslednsmichana s couplingovymi
¢inidly HOBt a DIC. Po patnacti minutach byloik situ vzniklému HOBt esteru vychozi
latky Il pridano 1,3 ekv. propylamin{schéma 18).
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Xt

i) DMF, DIC, HOBY; ii) propylamin; rt; 24h

Schéma 18Reakce sloteninylll s propylaminem.

Kinetika reakce byla sledovana za pomoci TLC aMS§- Jiz po hodi& probihajici
reakce byla vychozi latka z poloviny zreagovanaakwychlost reakce se v nasledujicich
hodinach znén¢ zpomalila. K Uplné konverzi doslo po 24 hodinach.

Slowenina lll se g acylaci propylaminem chovala odliSnod sloweniny II.
Vysledkem reakce byla s, kde hlavnim produktem byla pozadovana &aina VI .
Mimo ni vSak byl v reakni snesi prekvapiv opet identifikovan diamid této latkyIIl ,
nicméreé pouze v obsahu cca 11 %NaN"-diisopropylm@ovina Xll . DalSi vedlejSi produkty
se identifikovat nepod#o. Surovacistota produktu ve siési se i reprodukcich pohybovala
okolo 50 %.

| zde byla snaha o optimalizaci podminek reakceo?dtvi gidaného propylaminu se
z pavodnich 1,3 ekv. snizilo na 1 ekv. Vysledkem byhdzeni zastoupeni diamidkill a
narist pozadovaného produkill . Po Upraw¥ reaknich podminek dosahovala surasstota
produktu ve srési 68 %.

Purifikace byla provasha s vyuzitim kapalinové chromatografie v systémbini

faze EtOAc:toluen (1:1), iifemZ se nepodio izolovat zcelagisty produkt. Cistota po
purifikaci dosahovala 89 %. Celkovy ¥yek reakce dosahoval 56 %.
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4.2.1.3. Reakce 3-amino-2-(methoxykarbonyl)benzokyseliny Ill s cyklohexylaminem

Jako druhy modelovy amin byl testovan cyklohexylfanReakce byla provéda
obdobnym zfisobem. 3-Amino-2-(methoxykarbonyl)benzoova kyselifla byla nejprve
smichana s 1 ekv. HOBt a DIC v DMF a po patnactiutdch byl do reati snesi piidan 1
ekvivalent cyklohexylamingSchéma 19)

O O.~__OMe
HO o

OMe
NH,
NH i NH
o ° . @ —>» HN 2
XV

1] XV

i) DMF, DIC, HOB; rt; 24h
Schéma 19Reakce sloteninylll s cyklohexylaminem.

Surovacistota methyl-2-amino-6-(cyklohexylkarbamoyl)benzo&V v reakéni snesi
dosahovala pouhych 28 %. Z tohotGvddu nebyla purifikace redhki snesi provadna.
Podle LC-MS se nepo#ip dalSi vznikajici sloteniny identifikovat.

4.2.1.4. Reakce 3-amino-2-(methoxykarbonyl)benzokyseliny 11l s benzylaminem

3-Amino-2-(methoxykarbonyl)benzoova kyselilh byla nejprve smichana s 1 ekv.
HOBt a DIC v DMF a po patnacti minutach byl do r&a@ksnesi piidan 1 ekvivalent
benzylaminuSchéma 20)

@) OMe
HO

NH, i o Ox,OMe
O * NH
NH, N 2
H
mn XVI XVII

i) DMF, DIC, HOBE; rt, 24h

Schéma 20Reakce sloteninylll s benzylaminem.
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Surova &istota pozadovaného produktureakini snisi dosahovala 75%Cisteni
produktu bylo realizovano pomoci preparativni kapalé chromatografie se systémem
mobilni faze EtOAc:toluen v po¥ru 1:1. Cistota vysledného produktu dosahovala 90 %.
Celkovy vygzek reakce byl 62 %.

4.2.2. Hydrolyza

Ziskané sloéeniny VII a XVII byly podrobeny pdanim hydroxidu sodného
rozpuséného v methanolu. Tato metoda byl&ivd UsgSné vyvinuta pro hydrolyzu
analogickych  isomernich  sléenin, nap. pro amidy kyseliny 3-amino-4-
(methoxykarbonyl)benzoové, kde byly ziskany odpayal karboxylové kyseliny ve

vynikajici ¢istote.
4.2.2.1. Hydrolyza slageniny VII

Methyl-2-amino-6-(propylkarbamoyl)benzodfll byl smichan s methanolickym
roztokem NaOHSchéma 21).

Prib¢h reakce byl monitorovan za pomoci TLC. R&dkkomponenty byly zreagovany po 6
hodinach. Podle LC-MS kroin poZzadovaného produktlll vznikala i slodenina
s molekulovou hmotnosti o jednotku vyssi, kterouzadm nepoddo blize identifikovat.

Tato latka byla ve s#si zastoupena z 50 %.

go OMe go OH

HN . HN
NH, : 3 NH,
O 0

A Vil

i) NaOH, MeOH; rt; 6h

Schéma 21Hydrolyza slodeniny VIl .
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Purifikace byla provasha s vyuZitim kapalinové chromatografie v systénmbimni
faze se slozenim EtOAC:toluen:HCOOH v pom 25:25:1. Celkovy vyek reakceginil
35%.

4.2.2.2. Hydrolyza slageniny XVII

Methyl-2-amino-6-(benzylkarbamoyl)benzo&iVIl byl smichan s methanolickym
roztokem NaOH rozpu&ého v MeOHSchéma 22).

<P o O+_OMe i CP o O+_OH
N NH, + N NH,
H H
XIX

Xvii

i) NaOH, MeOH; rt; 3h
Schéma 220becné schéma hydrolyzy steminy XVII .

IntermediatXVIl se choval b hydrolyze gekvapiw jinak nez v pedchozim gipad
sloweniny VII . Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC. Vychozi latkayhelletekovana
jiz po 3 hodinach. Analyzou LC-MS se vSak nepgddaprokazat vznik pozZadovaného
produktu. Roviz se nepoddo identifikovat ani Zadnou ze vznikajicich stemin. Za danych

podminek se nepotlep cilovou slodeninuXIX pripravit.

4.2.3. Esterifikace

SloweninaVIll byla podrobena reakci s 2-bromo-4"-methylacetofenoX&fil (0,8
ekv.) (Schéma 23)dle standardniho postupu pouzivaného prgpravu fenacylastér

karboxylovych kyselin.
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g O~__OH NH,
O * ———>»
\\V/A\H o 0]

Vil XVl IX

i) DMF, diisopropylethylamin; rt; 1h
Schéma 230becné schéma esterifikace.

Vychozi latka VIII byla nejprve rozpudha v DMF a nasledn smichana
s diisopropylethylaminem. Po patnacti minutach raigtza laboratorni teploty byfigan 0,8
ekv. 2-bromo-4"-methylacetofenodiVIll (Schéma 23)Pribeh reakce byl sledovan pomoci
TLC v mobilni fazi EtOAc:toluen:HCOOH v pafru 25:25:1. Reaki komponenty byly
michany po dobu 1 hodiny. Po uplynuti této dobylaldSuplné konverzi latek. Vysledek
tenkovrstevné chromatografie vSak indikoval vznékeho mnoZstvi produkt které bylo
nasledg potvrzeno i pomoci LC-MS analyzy. Reakce vedlakaiku pestré sisi produki,
Z nichZ se nepodito podle LC-MS identifikovat latku s odpovidajieimotou pozadovaného
produktu. Rovez se nepoddo identifikovat Zadny z vedlejSich produkireakce. DalSi

optimalizace reakce nebylaasovych dvoda provadna.
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5. EXPERIMENTALNiI CAST

5.1. Metody

TLC chromatografie byla provéda na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60
F254 znaky Merck. M&ieni NMR spekter bylo provedeno v roztoku DMS@6-na Varian
400 MHz, resp. JEOL, 500 MHz spektrometru s iwirh standardem TMS. Hodnoty
chemického posunu jsou udany v ppm jednotkachrakiei konstanty v Hz. Neni
hmotnostnich spekter bylo realizovano na hmotnossgektrometru TSQ Quantum ACCES,
THERMO SCIENTIFIC, USA. Preparativni kapalinovastiachromatografie byla provéch
S pomoci pistroje Sepacore zdley BUCHI. K odstraiovani vySevroucich rozpoustel byl
pouzit lyofilizator Scanvac CoolSafe. Teploty tdmyly méieny na Boetio¥ bloku a nejsou
korigovany.

5.2. Ripravy

2-(methoxykarbonyl)-3-nitrobenzoova kyselina [l1]

a) 3-Nitroftalanhydrid (1 g, 5.18 mmol) byl rozpudt v MeOH (10 ml). S byla michana
za refluxu po dobu 48 hodin, naslédbyla odp&na ve vakuové ratai odparce a
rekrystalizovana z vody. Vznikla srazenina byldtzfvana a vysuSena ve vakuové suSarn
Vznik bilé krystalické latky ve vg¥ku 735 mg (63 %).

UPLC-UV-MS: MS [M-HJ = 223.89gistota suroveho produktu 79 %, po purifikaci 98%.
'H NMR (500 MHz, DMSOds) 3 ppm 3.80 (s, 3 H) 7.80 (#=8.25 Hz, 1 H) 8.27 (d]=7.34
Hz, 1 H) 8.32 (dJ=8.56 Hz, 1 H)!*C NMR (100 MHz, DMSQOdg) 5 ppm 53.5, 128.1, 129.9,
131.6, 133.5, 136.1, 146.6, 165.9, 166.2.

Teplota tani: 120 - 12°C.

b) Do MeOH (1 ml) byl pdan Na (0.03g, 1.3 mmol). Ke vzniklému roztoku piidan 3-
nitroftalanhydridl (0.2 g, 1.04 mmol). Sés byla michana za refluxu po dobu 8 hodin,
nasleds byla odpéena ve vakuové ratai odparce a rekrystalizovana z vody. Pro vysrazeni

krystalki bylo piidano par kapek HCl o koncentraci 1 rtitl Vznikla sraZenina byla

-43-



zfiltrovana a vysuSena ve vakuové su8aiiznik bilé krystalické latky ve vyEku 50 mg
(21%).

3-amino-2-(methoxykarbonyl)benzoova kyselina [ll1]
2-(methoxykarbonyl)-3-nitrobenzoova kyselina (0,10gt4 mmol) byla rozpu&a v MeOH

(2 ml). Ke vzniklému roztoku byl fdan 10% Pd/C (0.01 g). Roztok byl michan za
laboratorni teploty za tlaku 1.5 atm po dobu 1 hgdr autoklavu. Roztok byl zfitrovan a
filtrat nasled® odpaen na RVO. Vznik Zluté sl@eniny ve vy¢zku 81 mg (93%).
UPLC-UV-MS: MS [M-HJ = 193.94istota surového produktu 98%.

'H NMR (400 MHz, DMSO#ds) 3 ppm 3.70 (s, 3 H) 5.81 (br. s., 2 H) 6.80 (@l7.43, 1.17

Hz, 1 H) 6.87 (ddJ=8.22, 1.17 Hz, 1 H) 7.19 (d&:8.22, 7.43 Hz, 1 H}*C NMR (100

MHz, DMSO-Ug) 6 ppm 52.3, 113.2, 116.4, 119.1, 131.6, 134.6, 1488.5, 169.6.

Teplota tani: 131.2 - 132°€.

3-Nitro- N,N -dipropylftalamid [XI]

2-(methoxykarbonyl)-3-nitrobenzoova kyselina (0, Dgl4 mmol) byla rozpu&ta v DMF (1
ml). Poté bylo idano HOBt (0.069 g, 0.513 mmol) a DIC (0.077 mBAB mmol). Roztok
se nechal za laboratorni teploty michat 15 minote Byl gidan propylamin (0.042 ml, 0.513
mmol). Reakni snes se michala za laboratorni teploty po dobu 24mddidanim rékolika
ml destilované vody doslo k vysrazeni produktu. kRea smés se naslednzlyofilizovala.
Produkt byl purifikovdn pomoci preparativni kapak® chromatografie (DAVISIL LC60A

40-60 pm) se systémem mobilni faze EtOAc:toluen v gaml:1. Vznik Zluté latky ve

vytéZku 87 mg (66 %).

UPLC-UV-MS: MS [M+H] = 293.99istota surového produktu 76 %.

'H NMR (400 MHz, DMSO¢s) & ppm 0.87 (q,)=7.34 Hz, 6 H) 1.46 (dg}=10.56, 7.14 Hz, 4
H) 3.03 - 3.17 (m, 4 H) 7.61 - 7.68 (m, 1 H) 7.@d,(J=7.92, 1.17 Hz, 1 H) 8.07 (d&:8.22,
1.17 Hz, 1 H) 8.24 (4=5.58 Hz, 1 H) 8.39 (1}=5.58 Hz, 1 H):*C NMR (100 MHz, DMSO-
ds) d ppm 11.9, 22.6, 41.4, 125.3, 130.1, 131.2,0,338.2, 147.4, 164.3, 166.3.

Methyl-2-amino-6-(propylkarbamoyl)benzoat[VII]
3-amino-2-(methoxykarbonyl)benzoova kyselina (Q.0.§13 mmol) byla rozpuSta v DMF

(1 ml). Poté bylo pdano HOBt (0.069 g, 0.513 mmol) a DIC (0.077 mi51B mmol).
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Roztok se nechal za laboratorni teploty michat IfutnPoté byl fidan propylamin (0.042
ml, 0.513 mmol). Reaini smés se michala za laboratorni teploty po dobu 24rhddlidanim
nékolika ml destilované vody doSlo k vysrazeni promukReakni snmés se nasledn

zlyofilizovala. Produkt byl purifikovan pomoci pragativni kapalinové chromatografie

(DAVISIL LC60A 40-60 um) se systémem mobilni faze EtOAc:toluen v gaml:1. Vznik

Zluté latky ve formt medu ve vyzku 68 mg (56 %).
UPLC-UV-MS: MS [M+H]" = 236.99; cistota surového produktu 68 %, po

chromatografickéndisteni 89 %.

Methyl-2-amino-6-(cyklohexylkarbamoyl)benzoat[ X V]
3-amino-2-(methoxykarbonyl)benzoové kyselina (Q.0.§13 mmol) byla rozpudta v DMF

(1 ml). Poté bylo pdano HOBt (0.069 g, 0.513 mmol) a DIC (0.077 mi51B mmol).
Roztok se nechal za laboratorni teploty michat 1®Butn Poté byl fidan cyklohexylamin
(0.059 ml, 0.513 mmol). Reaki snts se michala za laboratorni teploty po dobu 24rhodi
Pridanim rekolika ml destilované vody doslo k vysrazeni pradulReakni snes se nasledn
zlyofilizovala. Vznik Zluté latky ve fortamedu ve vyZzku 101 mg (71 %).

UPLC-UV-MS: MS [M+H] = 277.11gistota surového produktu 28 %.

Methyl-2-amino-6-(benzylkarbamoyl)benzoat X VIl ]
3-amino-2-(methoxykarbonyl)benzoova kyselina (Q.0.§13 mmol) byla rozpu&ia v DMF

(1 ml). Poté bylo pdano HOBt (0.069 g, 0.513 mmol) a DIC (0.077 mi51B mmol).
Roztok se nechal za laboratorni teploty michat IftumPoté byl pidan benzylamin (0.056
ml, 0.513 mmol). Reaii smés se michala za laboratorni teploty po dobu 24rhddiidanim
nékolika ml destilované vody doSlo k vysrazeni promukReakni snmés se nasledn
zlyofilizovala. Produkt byl purifikovan pomoci pragtivni kapalinové chromatografie se
systémem mobilni faze EtOAc:toluen v pomn 1:1. Vznik zluté latky ve fortnmedu ve
vytéZku 89 mg (62 %).

UPLC-UV-MS: MS [M+H] = 284.94gistota surového produktu 75 %.

2-amino-6-(propylkarbamoyl)benzoova kyselingViIil]

NaOH (0.075 g, 0.0019 mmol) byl rozp&stv MeOH (3 ml). K methyl-2-amino-6-

(propylkarbamoyl)benzoétu (0.1 g, 0.424 mmol) bkitign tento methanolicky roztok (2.5
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ml). Za laboratorni teploty se r&k snmts nechala michat po dobu 6 hodin, poté byla
odpdena na RVO do sucha, pH bylo upraveno pomoci 1@zde@é 35% HCI na mimh
kyselé. Vysrazené krystalky se Zzfiltrovaly. Purdfde byla provasha pomoci preparativni
kapalinové chromatografie v systému mobilni fazeAxt:toluen:HCOOH v porru 25:25:1.
Vznik krystalické s¥tle Zluté krystalické latky ve v§zku 33.5 mg (35 %).

UPLC-UV-MS: MS [M-HJ = 220.89istota surového produktu 42 %.
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6. ZAVER

Predlozena bakatgka prace je zadhena na 2-substituovai3ehydroxychinolin-
4(1H)-on-5-karboxamidy. Uvodnéast bakaléské prace je dnovana teoretickéasti, ktera
shrnuje syntetické ifstupy vedouci k 3-hydroxychinolint@H)onam, zabyva se jejich
biologickou aktivitou, picemz diraz je kladen na protinadorovou aktivitu, a pojedntaké o

fluorescefkinich vlastnostechéthto latek.

Cilem bakaléské prace bylo pokusit se o vyvoj syntetické metaaddouci k
derivatim 2-substituovanych-3-hydroxychinolini)-on-5-karboxamid. Behem feSeni
bakal&ské prace se potle piipravit nékteré prekurzory vhodné profipravu cilovych
slowenin. Intermediatyl alll se pod#lo po optimalizaci reaknich podminek fipravit v
dobrém vygzku i cistot. Transformace karboxylové kyseliny na odpovidagicylchloridy
pomoci thionylchloridu se nezila ani katalyzovanymi reakcemi. ProtoZe se nefitmla
piipravit odpovidajici acylhalogenidy aV, byly pro gipravu amid testovany jiné metody
zaloZzené na aktivaci karboxylové skupiny. Acylacbgylaminu se slateninou Il se
nepodailo selektivre pripravit sloweninuVI. | pres snahu optimalizace vzdy vznikal&tsi
mnozstvi diamiduXl nez pozadovaného produkwd, jelikoz sloweninall vykazovala
zvySenou reaktivitu &i reakci s propylaminem. Za stejnych podminek bgtavadna
reakce sloteniny Il s vybranymi aminy, i)emZ v tomto pipac nedochézelo k
dvojnasobné substituci a bylyfipraveny slodeniny VII, XV a XVII. Vzhledem ke
skute&nosti, Zze @i reakci vznikala bohata sfm produki, bylo ciSténi tchto latek
problémové. Ziskané sloeniny VII a XV byly poté podrobeny hydrolyze. Zatimco
hydrolyzou slodeniny XV nevznikl poZzadovany produltlX , za stejnych podminek reakci
se slodeninou VII byl produktem reakce pozadovany intermedidtl , ktery byl po
purifikaci ziskan v dobre&istot. Posledni studovanou reakci byla esterifikace ¢gloumny
VIII sXVIII , kter& poskytovala pestrou &snlatek, z nichZz Zadné nebyla identifikovana jako
pozadovany produkiX . Z ¢asovych dvodi se reakci jiz nepodido optimalizovat.

Do budoucna tedy bude peba zaniit se na owrovani alternativnich postippro
piipravu fenacylestérspaivajicich v pouziti jinych rozpoufdel a bazi, respektive hledani

N

jinych syntetickych fistupi pro gipravu amid ve vyssiistott a vyezku.
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