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1. Uvod

Tato bakalarska prace svym tématem navazuje na piedchozi vyzkum Katedry
organické chemie Univerzity Palackého v Olomouci, zabyvajici se syntézou chinazolint
ptes indazol-oxidy na pevné fazi. Prace je vénovana syntéze derivata 1,2-
dihydrochinazolin-2-karboxylatu a studiu jejich cyklizace na spiroslouc¢eniny. Ptiprava
sloucenin byla provedena metodou syntézy na pevné fazi kombinatorialnim piistupem.

Chinazoliny jsou farmakologicky zajimavymi latkami a vykazuji fadu
biologickych aktivit. Zjistény byly naptiklad protinddorové a antibakterialni ucinky,
dale byly také identifikovany jako antimalarika. Spiroslou¢enindm byla vénovana
pozornost vzhledem k souc¢asnému trendu medicinalni chemie, kterym je syntéza latek
s 3D architekturou. Pfitomny chiralni sp® hybridizovany uhlik v molekule vytvati dobré
vyhlidky ke vzniku nového potencialniho 1é¢iva.

Teoreticka cast prace popisuje problematiku syntézy chinazolint, ktera je dale
vyuzita v praktické ¢asti. Dale jsou uvedeny reSerSe publikaci, které ukazuji rtzné
zpusoby syntézy spirosloucenin. V kapitolach Vysledky a diskuze a Experimentalni ¢ast
detailné rozebirdm vlastni syntézu s tspésnymi i netspé$nymi pokusy o cyklizaci na
cilové latky a fesim jejich biologickou aktivitu i stereochemii nové vzniklého chiralniho

centra.
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2. Cil prace

Hlavnim cilem prace je ptiprava malé knihovny chinazolind s variabilni
substituci skeletu za pouziti alaninu, 2,4-diaminomaselné kyseliny, ornitinu a lysinu
jako vychozich latek a Wangovy pryskyfice jako polymerniho nosi¢e. K rozmanitosti
struktury byly vyuzity riizné substituované 2-nitrobenzensulfonylchloridy, bromoketony
a aromatické alkoholy.

Dalsim bodem prace je cyklizace vzniklych derivati chinazolini tvorbou
peptidové vazby na spiroslouceniny s laktamovym kruhem a vytvoreni malé knihovny
téchto latek. Zamérem bylo nalezeni vhodnych podminek pro cyklizaci a to predné
metodou cyklického $té€peni piimo z pryskyfice a potom pro cyklizaci v roztoku.

Soucasti prace je také studium vlivu elektronovych efektd substituentl na
zavéreCnou cyklizaci ale i na podminky celé syntézy a biologickou aktivitu cilovych
latek. Kromé toho se budu v této praci zabyvat také optickou aktivitou nové vzniklého

chiralniho centra.
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3. Teoreticka ¢ast

V této cCasti prace bude predstavena syntéza na pevné fazi a kombinatorialni
pfistup k syntéze, protoze Vramci experimentalni casti byla vyvinuta syntéza
aplikovatelnd pro kombinatorialni syntézu. Bude vysvétlena zvolena problematika
syntézy chinazolinl a blize popsany biologické ucinky téchto derivatd. Potom budou
pfedstaveny rizné zpusoby syntézy spirosloucenin. S ohledem na to, ze V praktické
Casti je cilem pfipravit spiroslouceniny s laktamovym kruhem, byly pro resersi zvoleny

syntézy molekul s podobnou strukturou.

3. 1. Syntéza na pevné fazi

Syntéza na pevné fazi byla pro tuto bakalaiskou praci zvolena kvili
jednoduchosti a rychlosti provedeni, které nevyzaduje izolaci meziproduktt. Jedna se o
znamou metodologii ve vyvoji novych 1é¢iv, kterd umoziuje rychlou ptipravu knihovny
latek. Z divodu rychlé syntézy vétsiho mnozstvi latek je zde také lepsi moznost studia
vztahu mezi jejich strukturou a biologickou aktivitou.

Vyhoda syntézy na pevné fazi spocivd piredevS§im ve snadnosti separace
meziprodukti navazanych na pevny nosi¢ od rozpustnych slozek v reakéni smési
jednoduchou filtraci a promytim pryskyfice. Rovnéz umoziiuje pouziti rozpoustédel
s vysokym bodem varu bez nutnosti jejich odpateni. Diky jednoduchému a opakujicimu

se procesu syntézy lze cely systém automatizovat.*

3. 1. 1. Princip syntézy na pevné fazi

Principem syntézy na pevné fazi je pouziti nerozpustného polymeru s reaktivni
funkéni skupinou, na kterou se kovalentni vazbou navazuje vhodny reaktant. Pfipojenim
prvni vychozi latky dojde k ukotveni na pryskyfici. Tento krok se nazyva imobilizace a
je urCujici pro dalsi prabéh syntézy. Ukotveni vychozi latky se provadi pies funkéni
skupinu. Mnozstvi aktivnich mist se definuje jako tzv. loading a udava se v mmol na
gram pryskyfice.? Néasledné je mozné pfipojovat dalsi reagencie az do vzniku cilové
latky bez nutnosti izolace a €isténi vzniklych meziprodukti.

Aby bylo mozné produkt po provedeni reakéni sekvence odstépit z polymerniho
nosice bez toho, aby se poSkodil $tépicim ¢inidlem, vsune se mezi pryskyfici a prvni
imobilizovanou latku tzv. linker. Vazba linkeru na polymer by neméla byt §tépitelna za
podminek $tépeni produktu. Druha vazba mezi linkerem a nové vznikajici strukturou je

za velmi specifickych podminek S$tépitelna. Dostupné jsou pevné nosice s raznymi
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linkery, k nejpouzivangjsim patii tzv. Wangova hydroxymethylova pryskyftice

(Obréazek 1), ktera byla pouzita v experimentélni ¢4sti prace.

Obrazek 1: Struktura Wangova hydroxymethylenového linkeru

ey

V minulosti se jako reakéni nadoby v syntéze na pevné fazi pouzivaly sklenéné
nadoby. Jednoduchou a levnou mozZnosti je pouziti polypropylenovych stiikacek s
porézni fritou uvnitf. Dale se pouzivaji také tzv. SynPhase lucerny. Unikatni tvar
luceren poskytuje maximalni povrchovou plochu. Jako dalsi reakéni nadoby se

pouzivaji i tzv. ¢ajové sacky, teflonové oplatky, kapsle, monolitické disky a dalsi.?

3. 1. 2. Vyvoj syntézy na pevné fazi

Pocatek syntézy na pevné fazi odstartovala v roce 1963 publikace Roberta Bruce
Merrifielda 0 novém piistupu K piipravé peptidt, ktery piedstavoval diky vynechani
izolace meziproduktii znaéné urychleni v syntéze peptidia.* Diky své praci na chemii
peptidi ziskal mnoho ocenéni a v roce 1984 mu byla udélena Nobelova cena.

Ve stejné dobé jako profesor Merrifield pracoval na podobném népadu Robert
Lewis Letsinger, ktery na pevné fazi syntetizoval nukleové kyseliny.® Jeho publikace o
polymernich nosi¢ich vysla ve stejném &asopise o par tydnii pozdg;ji.®

Po rozsifeni syntézy peptidi na pevné fazi bylo mnoho pokusti o tvorbu dalSich
latek timto zplisobem. Jednalo se zejména o oligonukleotidy a oligosacharidy.
Konstrukce oligosacharidii na pevné fazi byla iniciovana Frechetsovou syntézou di- a
trisacharidfi na polymernim nosiéi v roce 1971.7

Prvni piiklad syntézy heterocyklickych sloucenin s nepolymernim charakterem
na pevné fazi byl publikovan v roce 1992 Barry A. Buninem a Jonathan A. Ellmanem,
ktefi popsali syntézu knihovny 1,4-benzodiazepini. Na piikladu jedné
z nejvyznamngjSich skupin biodostupnych terapeutickych latek tak demonstrovali
pouziti syntézy na pevné fazi jako nastroj ve vyvoji novych 1é¢iv odvozenych od
malych organickych molekul. 8

Heterocyklické slouceniny jsou velice zajimavé z hlediska riznorodosti struktur
a terapeutickych uc¢inkt. Béhem hledani novych biologickych cilu tak doslo k velkému

rozmachu kombinatoridlnich knihoven heterocyklickych sloucenin pfipravovanych na
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pevné fazi, coz je na ptikladech rozmanitych heterocyklii obsahujicich jako heteroatomy

dusik, kyslik, siru zdokumentovéno naptiklad v review A. Nefziho.®

3. 1. 2. 1. Kombinatorialni chemie, high-throughput screening ve vyzkumu novych
1é¢iv

Na konci devadesatych let dvacatého stoleti se do popfedi v objevovani novych
struktur 1é¢iv dostala kombinatoridlni chemie. Kombinatoriadlni chemie je koncept pro
tvorbu chemickych knihoven sloucenin z daného poctu vychozich latek kombinacnim
zpusobem. Cilem je vytvofit velka mnoZzstvi chemickych sloucenin s pouzitim malého
mnoZstvi &inidel ve viech moznych kombinacich.? Casté je spojeni kombinatorialni
chemie se syntézou na pevné fazi.

V objevovani novych latek hraje velkou roli High-throughput screening (HTS),
ktery umoziuje rychlé provadéni milionti chemickych a farmakologickych testti diky
pouzivani screeningovych robotld. Vysledky téchto experimenti pomahaji pochopit
vztah mezi strukturou a biologickym ucinkem novych latek a pomaéhaji tak nalézt
screeningove hity ve vyvoji novych 1é¢iv. Tyto hity piedstavuji chemické vychozi body,
které je ovsem tieba dale optimalizovat.'

Testovani knihovny latek citajici 10 000 latek muze trvat tyden, 1 milionu
sloucenin pak muize byt otestovan v pribéhu 1-3 mésicii. Z toho plyne, Ze je potieba
generovat velké mnozstvi chemickych sloucenin pro testovani, a pravé to dokaze
syntéza na pevne fazi. V soucasnosti se tak spiSe nez samotna piiprava latek stava

hlavnim problémem to, jaké latky pro syntézu zvolit.!!

3. 1. 2. 2. Strategie ve vyhledavani novych 1é¢iv

Existuje celd fada strategii pro vyhledavani novych 1é€iv. Jednim z pfistupti je
Diversity-oriented synthesis (DOS), kterd popisuje syntézu strukturné riznorodych
sbirek molekul. VV DOS je rozhodujici variabitila skeletu molekuly, o které se uvadi, ze
poskytuje pozadovany biologicky uc¢inek. Prohledavani téchto knihoven mtze pomoci
identifikovat nové slouc¢eniny s danymi chemickymi a farmakologickymi vlastnostmi.*2

Dalsim pfistupem k objevu novych 1é¢iv je Functional-oriented synthesis (FOS).
Hlavni mySlenkou této metody je obejit nevyhody biologicky aktivnich pfirodnich
produktt. Ty je vétsinou obtizné ziskat z piirodnich zdroj.!t

Casto vyuzivanou strategii je také Biology-oriented synthesis (BiOS), kde

principem je pouziti skeletu biologicky aktivni pfirodni latky jako pocatecniho bodu
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syntézy knihovny latek. Zndmy jsou také dalsi principy vyhledavani novych 1é¢iv, jako
napiiklad Complexity to diversity (CtD) nebo Hybridni molekuly.!!

Pro svou praci jsem pouzila metodu privilegovanych struktur, kterymi jsou
V tomto ptipad¢ chinazoliny, a latek s 3D architekturou. Termin privilegovana struktura
byl poprvé pouzit Evansem v roce 1988 a byl definovan jako jeden molekularni
rdmec, ktery je schopny poskytnout ligandy pro rtuzné receptory. Jsou to struktury
s velkym potencialem v medicinalni chemii.**

Syntéza latek s 3D architekturou a sp® hybridizovanym chiralnim uhlikem je
soucasnym trendem v medicinalni chemii. Spiroslouceniny jsou idealnimi modelovymi
latkami a takovato struktura muze latce zvySit Sance k vyuziti jako potencidlniho
1é¢iva.t®
3. 2. Chinazoliny

Chinazolinovy skelet (11, Obrazek 2) je tvofen dvéma piikondenzovanymi 6-
¢lennymi aromatickymi kruhy — benzenem a pyrimidinem. Latky obsahujici tento
heterocyklus se vyskytuji v ptirodé naptiklad ve formé chinazolinovych alkaloidi a
byly izolovany z rostlin, bakterii i zvifat.®

Z hlediska medicindlni chemie se jednd o jeden z nejprostudovanéjSich

strukturnich motival’!®

a tyto derivaty vykazuji fadu biologickych vlastnosti. Naptiklad
jsou  protirakovinné,®2t  protinadorové,?>  antibiotické,>®>  protizanétlivé,?*
antimalarické,?® proti vysokému tlaku® a mnoho dalsich. Chinazoliny tedy mtizeme

pravem oznadit za privilegované struktury.

Obrazek 2: Chinazolinovy strukturni motiv
0

soloed

Prvni synteticky chinazolinovy derivat, 2-kyano-3,4-dihydro-4-oxochinazolin
(111, Obrazek 2), byl ptipraven P. Griessem jiz v roce 1869 z kyseliny anthranilové.?’
Od té doby bylo publikovano mnoho dalSich syntéz chinazolinovych derivata a existuje
velky pocet review zaméfenych na chemii, syntézu a biologickou aktivitu

chinazolin.1821,28,29
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Derivaty chinazolini se bé&zné& pfipravuji i pomoci syntézy na pevné fazi.??
Resersni ¢ast bakalaiské prace se bude dale zabyvat pouze syntézou chinazolinii na

pevné fazi ptes indazol-oxidy jako meziprodukty.

3.2.1. Syntéza chinazolini na pevné fazi s vyuZitim indazol-oxidu jako
meziproduktu reakce

V roce 2008 se v ramci spoluprace Dr. V. Krchiidka z Univerzity Notre Dame s
Katedrou organické chemie v Olomouci podafilo objevit zajimavou chemickou
transformaci derivatl nitrobenzensulfonamidd. Jednalo se o zdsadni rozdil v reaktivité
2- a 4-nitrobenzensulfonamidii vyvolanou pusobenim baze. Reaktivita 2-nitro
substituovanych derivati vedla k pfesmyku na indazol-oxidy*®® a tim se oteviela cela
kapitola chemie, kde 2-nitrobenzensulfonamidy hraly roli ,zvyhodnénych
)3t

meziprodukti* (advanced intermediates)®* v syntéze celé fady dusikatych heterocyklii

odvozenych od indazoldi, chinazolind, indolti, benzothiadiazepinont a thiazind.?

Tato bakalaiska prace rovnéz piispiva do této tématiky a to syntézou chinazolini
S kvarternim uhlikem, které mohou byt pfeménény ve spiro latky, farmakologicky
relevantni slouceniny. I v této chemii hraje stézejni roli bazicky katalyzovany piesmyk
derivati 2-nitrobenzensulfonamidii na indazol-oxidy a nésledné rozSifeni jejich

heterocyklického kruhu z 5 na 6-¢lenny.

3. 2. 2. Rozdil v reaktivité derivati 2- a 4-nitrobenzensulfonamidi

2-Nos (nitrobenzensulfonyl) a 4-Nos skupiny se bézné pouzivaji jako aktivacni
skupiny pro regioselektivni monoalkylaci sekunddrnich aminid podle Fukuyama
varianty Mistsunobu alkylace. Po provedeni alkylace se Nos skupina odstranuje
plsobenim smési merkaptoethanol/DBU.* Pti provedeni analogickych reakci na 2-
nitrobenzenesulfonylovanych a-aminoketonech (VI, Schéma 1) vsak doslo ke vzniku
indazol-oxidi (IX). Tato transformace zahrnovala tandem dvou reakci — vytvofeni
vazby C-C (C-aryl VIII) néasledované vznikem vazby N-N. Zatimco u 2-nitro
substituovanych derivati doslo ke vzniku heterocyklu, u 4-nitro substitovanych analog

doslo k o¢ekavanému odstépeni Nos skupiny (V).*°
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Schéma 1: Rozdil v reaktivité 2-Nos a 4-Nos-derivata a mechanismus tvorby indazol-

oxidu
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b:@ O,N
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3. 2. 3. Ziskani indazol-oxidi tandemovou reakci

Dipeptid Fmoc-Ala-Gly-NH-(4-CHs)Bn (XI, Schéma 2) byl pifipraveny na BAL
pryskyfici. Chranici skupina Fmoc (9-fluorenylmethyloxycarbonyl) byla odstépena a
volna aminoskupina potom reagovala s 2,4-dinitrobenzensulfonyl chloridem za vzniku
sulfonamidu (XI1). Dalsi reakci byla alkylace s bromoketonem za vzniku N-(2-o0xo-2-
arylethyl)-2,4-dinitrobenzensulfonamidu (X111). Bazicky katalyzovanou tandemovou
reakci, formujici vazbu uhlik - uhlik a nasledné dusik - dusik se ptevedl N-(2-oxo-2-
arylethyl)-2,4-dinitrobenzensulfonamid na 2H-indazol-1-oxid (XIV) za mirnych
podminek. Deoxygenaci mesyl chloridem v ptitomnosti triethylaminu bylo mozné

ziskat piislusny 2H-indazol.*
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Schéma 2: Syntéza 2H-indazol-1-oxida (15) tandemovou reakci

? " T

|
R * 005
X XI Xl :@\
O,N NO

X1

Podminky: (i) tradiéni Fmoc peptidova syntéza; (ii) 2,4-dinitrobenzensulfonyl chlorid, lutidin, DCM, 16
h; (iii) 2-bromo-4"-methylacetofenon, DIEA, DMF, 16 h; (iv) DBU, DMF, 30 min; (v) 50% TFA v DCM,
30 min

Vroce 2010 se védci difive popsanym zplisobem tvorby indazol-oxidd
inspirovali k tvorb¢ slozitéjsich struktur. U cilovych indazol-oxidi obsahujicich kysely
alfa vodik vedle karbonylové funkéni skupiny v poloze 2 indazolového kruhu doslo
pusobenim béaze k expanzi na derivaty chinazolinu.®*

K syntéze byla pouzita Rinkova pryskyfice acylovana Fmoc-Gly-OH. Pozdéji
byly vyuzity i alkylovand BAL pryskyfice a ethanolaminem derivatizovand Wangova
pryskyfice. Pfipravena byla fada modelovych sloucenin s riizné substituovanymi 2-Nos-

chloridy a bromoketony (Schéma 3).34
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Schéma 3: Syntéza chinazolinti na pevné fazi

L A Qo J M = o fog
O/ N Fmoc  nebo L \/\l}l \Fmoc_OL\R1 N\Fmoc
X Xvi X xXvil Xviil
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3, | VA 6/N\ \
RZ\ R2 " \\R2
XIX XX XXI
R _O R __O
A i XN
— el L @ e L
N L N “H
le} (6]
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Podminky: (i) piperidin, DMF, 15 min; (ii) 2-nitrobenzensulfonyl chlorid, lutidin, DCM, pfes noc; (iii)
bromoketon, DMF, 0,5-7 h; (iv) DBU, DMF, 30 min; (v) DBU, DMF, 10 min-cely den; (vi) 50% TFA
v DCM, 30 min

3. 2. 4. Mechanismus expanze indazol-oxidu na chinazolin

Preskupeni na chinazoliny je bazicky katalyzované. Zacind St€penim vazby
dusik — dusik, zpisobenym piitomnosti N-oxidu, ktery je odpovédny za aktivaci
elektron-deficitniho dusiku, a dale pisobenim DBU jako baze, ktera slouceniné odebira
proton. Tvorba N-hydroxy derivatu (XXla, Schéma 4) byla dilezita kvali nasledné

eliminaci vody, usnadiiujici formovéni vazby uhlik — dusik (XX1b).%*

3. 2. 5. Priklady chinazolini s terapeutickym tu¢inkem

Chinazolinové derivaty jsou atraktivni cile pro chemickou syntézu a tvofi
dilezitou soucast farmakologicky aktivnich latek.

Rada derivatl chinazolinGi se pouziva jako 1é¢iva. Mezi nejznaméjsi 1é¢iva
S touto strukturou patii terazosin (XXIV), ktery patii do skupiny 1é¢iv oznaCovanych
jako selektivni blokatory alfa-1 receptoru. Pouziva se k 16¢bé vysokého krevniho tlaku a

zévaznych ptiznakl vyvolanych zvétSenou prostatou, coz je onemocnéni zvané benigni
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hyperplazie prostaty. Stejné puasobi 1éCiva alfuzosin (XXV), prazosin (XXVI),
doxazosin (XXVI1). Sedativné-hypnotické Gi¢inky ma methakvalon (XXVI11).1

Schéma 4: Piedpokladany mechanismus tvorby chinazolinu
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Obrazek 3: Piiklady derivata chinazolind s terapeutickym t¢inkem
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3. 3. Spiroslouceniny

Bicyklické slou¢eniny sdilejici jeden atom uhliku spole¢ny pro dva kruhy jsou
znamy jako spiroslou¢eniny. Diisledkem tetrahedralniho uspotfadéani kvarterniho spiro
uhliku jsou roviny kruhti témét kolmé. Takové molekuly pak nejsou ploché a vykazuji
zajimavou 3D architekturu. Diky chirdlnimu spiro uhliku maji tyto molekuly
asymetricky charakter a ptedstavuji pozoruhodny strukturni motiv vyskytujici se
Vv ptirodnich latkach.

Tyto slou¢eniny se v posledni dobé staly zajimavym cilem v organické syntéze
vzhledem Kk jejich konforma¢nim vlastnostem a puasobeni na biologické systémy.
Charakteristické znaky molekuly vzhledem k chirdlnimu spiro uhliku jsou dtlezitymi
kritérii pro vznik biologické aktivity.®® Zajem o spiroslou¢eniny roste v celé¢ fadd
chemickych a technologickych procest, jako je napiiklad asymetricka syntéza nebo
organickd optoelektronika.®® Proto je Zzadouci hledat dalsi mozné syntézy
spiroslou¢enin, zejména pokud vedou k enantioselektivni tvorbé kvarterniho
stereocentra.’’

Spiroslouceniny fascinuji chemiky uZz vice neZz sto let. Prvni spiran vytvofil
Bayer uz v roce 1900.%® Do dnesni doby byla publikovéana fada review zabyvajici se
spiroslou¢eninami z hlediska syntézy, reaktivity i biologickych ucink.%°>%% Byla
zvefejnéna fada vyzkuml zahrnujicich r0zné syntetické postupy sméfujici
ke spiroslouc¢eninam. Velka pozornost je mifena k syntéze spiroheterocykli, které byly
studovany pro jejich zna¢nou biologickou aktivitu. Tvorba téchto latek je souCasnym
trendem v medicinalni chemii a sp® hybridizovany uhlik se stale ¢astgji stava centralnim
jadrem potencidlnich 1éciv.

Vzhledem ktomu, ze existuje obrovské mnozstvi zastupct spirosloucenin
(spirolaktony, spiroketaly, spiroacetaly, atd.) a s ohledem na téma této bakalaiské prace

byl pro resersi spiroslou¢enin vybran strukturni motiv laktamového kruhu (Obrézek 4).

Obréazek 4: Struktura cilovych latek této prace (XXIX) a obecny vzorec spirolaktamu
(XXX).

R2
R4 N/Ei:NH — 1 'NH
H ) )
XXIX XXX
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3. 3. 1. Biologicka aktivita spirosloucenin

Spirolaktamovy systém je stle se opakujicim strukturalnim motivem v celé fadé¢
prirodnich i syntetickych biologicky aktivnich latek.

Derivaty spiro-oxindolu maji $iroké pouziti jako antimikrobialni, protinadorova
a antibiotickd ¢inidla a inhibitory lidského NK-1 receptoru.?® Patii sem alkaloid
Horsfilin (XXXI, Obréazek 5)%, ktery se pouziva v tradi¢ni mediciné v Malajsii. Déale
se jedna o alkaloid Spirotryptostatin A (XXXI1)*, formalné odvozeny od tryptofanu a
nesouci pyrrolovy kruh piikondenzovany k diketopiperazinu, u n¢hoz byla zjisténa
protinddorova aktivita. Toxické vlastnosti vykazuje CNS stimulant Gelsemin
(XXXI11)* a plisiovy metabolit Paraherkvamid B (XXXIV)*, majici potencialni
antiparazitickou aktivitu. Hydantocidin (XXXV)* tvofeny unikatni spironukleosidovou
strukturou ma herbicidni U¢inky. Z&skupce skupiny piperidinovych alkaloida
Pandamarin (XXXVI1)* obsahujici ve své struktufe rovn&z spirolaktamovou
podjednotku a byl u n&j zjistén antihyperglykemicky efekt.*8

Ze syntetickych latek je na misté zminit spirobenzopyrany odvozené od
sukcinimidu (XXXVII) a pyridazinu (XXXVIID*, které byly studovany jako
inhibitory aldosareduktasy a ukézaly se jako vhodné pro 1é¢bu diabetes. Spirobicyklicka
peptidomimetika (XXXIX)* moduluji aktivitu dopaminového receptoru. Ke Klinicky
pouzivanym syntetickym 1é¢ivim zaloZenych na struktufe spirolaktamu patii

Fluspirilen (XL)*, majici antipsychotické ucinky.
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Obrézek 5: Vybrané biologicky aktivni spirolaktamy — piirodni i syntetické

H,CO

H,CO
XXXl

XXXI

XXXIX XL

XXXVl XXXVIII

3. 3. 2. Syntéza vybranych spirolaktamovych slou¢enin

Nedavna izolace biologicky aktivnich ptirodnich latek na bazi spirolaktamt
vedla k intenzivnimu vyzkumu syntéz vedoucich k témto slouéeninam. Casto se tyto
syntézy zaméruji na piistup ke spiro-oxindolim, protoze se jedna o analoga Horsfilinu,
Spirotryptostatinu, Gelseminu a dal§ich. Vychozim materialem tak Casto byva isatin.
Byly popsény syntézy zaloZené na kaskadovych reakcich, pouzivani katalyzator(i, na
cyklizaénich reakcich a mnoha dalSich. VétSinou se jedna o syntézy v roztoku, ale

existuji i piiklady syntéz na pevné fazi.

3. 3. 2. 1. Kaskadové multikomponentni reakce

V syntéze dispiroslouc¢enin (XLVII, Schéma 5) vychazel Feng s kolegy ze 3
komponent -isatinu (XLI), 2,3,5-trisubstituovaného 4-thiazolidinonu (XLV) a
sarkosinu (XLII). Autofi predpokladaji nejprve vznik azomethin ylidu (XLV1), ktery

nasledné reaguje 1,3-dipolarni cykloadici s thiazolidinonem (XLV).%
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Schéma 5: Syntéza dispirosloucenin metodou 1,3-dipolarni cykloadice
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H4C. 0
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Ar2 NH
XLV XLVI

XLVl

V roce 2009 Bencivenni et. al popsal vyuziti reaktivity chiralnich amint (L,
LVI; Schéma 6 a 7) vasymetrické organokaskadové katalyze vedouci ke
spirocyklickym oxindolim. Vyzkum byl zaméfen na aktivaci karbonylovych slouéenin,
jako jsou ketony (Schéma 6) a aldehydy (Schéma 7).

V prvnim ptipadé (Schéma 6) latka XLVIII vystupovala podle o¢ekavani jako
Michaeliv akceptor, ktery zachytil nukleofilni dienaminovy intermediat (LlI),
generovany kondenzaci katalyzatoru L s a,p-nenasycenym ketonem, za tvorby
meziproduktu LII. Vznikly nukleofil (LIl) se pak selektivné zapojil do
intramolekularni, iminium-katalyzované reakce za vzniku spiro-oxindolového derivatu
(L.

V druhém ptipadé (Schéma 7) se jedna o trojitou organokaskadu enaminem
katalyzované Michaelovy adice (LVII) a nasledné iminiem zprosttedkované
Michaelovy intramolekularni aldolové reakce za tvorby meziproduktu LVIII.

Poslednim krokem reakce je dehydratace za tvorby finalni spiroslou¢eniny (L1X).%!
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Schéma 6: Tandem dvojité Michaelovy adice se spiro-oxindoly jako cilovymi latkami

b f RO @fé‘

0-FCgH4CO,H; toluen; 60 °C; 72 h
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Schéma 7: Trojita organokaskada zprostfedkovana chiralnim sekundarnim aminem

L VI cestou enamin-iminium-enaminové aktivace aldehydu

LIV oh
2
RVCHO x\ CHO LVI Mph
R’ N\ 0 R3
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Presset et al. se ve své publikaci zabyval syntézou a-spiro-d-laktamut ptisobenim
mikrovinného zatreni. Vyuzil Wolffova presmyku 2-diazo-cykloalkan-1,3-diont (LX,
Schéma 8) jako velmi dobrého zdroje cyklickych acylketenti. Pisobenim mikrovinného
zafeni na primarni aminy a o,B-nenasycené aldehydy autofi generovali in situ 1-
azadieny, které nasledné reagovaly s acylketenovym dienofilem cykloadi¢ni reakci za

vzniku a-spiro-8-laktamu jako jediného diastereomeru ve vysokém vytézku (LXI11).>2

Schéma 8: Syntéza a-spiro-J-laktamii podle Presseta

N 4
o 2 o R* 140°C (uW), toluen, o r3 R
+ R2ZNH, + RS\/\‘;&O 15 min - &
) 5 N
" LXI R N
1
R R O
L LXII LXIII

Syntézu spiro-oxindolovych derivati horsfilinu (LXXIVc, Schéma 9) a
koerulescinu (LXXIVd) publikoval Lizos a Murphy. Jednalo se o tandemovou
radikdlovou cyklizaci jodoaryl alkenyl azidd. U tfi derivati byla nalezena velka

selektivni aktivita proti rakovinnym buné¢nym liniim.>

Schéma 9: Syntéza horsfilinu a koerulescinu

Bn 0
NHt-Boc NHR N
i iv
I CO,CH
CloC 2CH3
CO,CH; X
X X \ﬂﬂ e LXIX
LXIV LXVIII
ii |: LXV, R = t-Boc
X=OCH; H i LXVLR=H v
|: LXVIIl, R =Bn Viii\
Y Bn\ O Bn\ o)
N0 § N vii N SPh
- -
X 3
NR I R
| CH,R? H3CO R
. LXXII, R?=OH vi LXX, R'=CO,CH,
LXXIVa, R3H, Y=Bn [ LXXIIl, R2=N — LXXI, R'=CH,0H

LXXIVb, R®=CHj, Y=Bn
LXXIVe, R3=CHj, Y=H, X=OCHj (horsfilin)
LXXIVd, R3=CHj3, Y=H, X=H (koerulescin)
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Podminky: (i) t-BuLi, Et0, -20 °C, potom ICH2CHGal; (ii) TFA, DCM, 0°C; (iii) ZnClz, PhACHO, MeOH,
NaCNBHjs; (iv) EtsN, PhH; (v) PhSH, DBU, THF, A; (vi) DIBAL-H, PhMe, -78°C; (vii) m-CPBA, DCM,
potom PhMe, A, 72 h; (viii) LiCI, NaBH4, EtOH, THF; (ix) PPhs, (PhO),P(O)N3, DEAD, THF; (x)
(MesSi)sSiH, AIBN, PhH

3. 3. 2. 2. Katalyzované reakce 2 komponent

Pomérné¢ nedavna studie X. Ronga se zabyva enantioselektivni syntézou
spirolaktamti. V této syntéze, zaméfené na spirooxindoly dochazi k aktivaci y-
disubstituovanych enalti prostiednictvim N-heterocyklického karbenu (NHC) jako
organokatalyzatoru. NHC organokatalyza ma zvlastni schopnost potlacit piirozenou
reaktivitu funk¢nich skupin. Studie tedy ukazuje chiralni NHC katalyzovanou anulaci -
methyl substituovanych enald s isatiny vedouci K piipravé Sesti¢lennych spirolaktamu
(Schéma 10).>

Schéma 10: Enantioselektivni syntéza spirolaktami

R3
74%0
0O 052CO3, /”. ()
50 X J\/\ oxidant R2_| ~ o
N 1 katalyzator, THF, rt, 12 h L
R
LXXV LXXVI LXXVII

Kvarterni spirouhlik mtize byt vytvofen také asymetrickou Heckovou cyklizaci.
Spiro-oxindoly byly vytvoteny podle nasledujiciho schématu (Schéma 11). V reakci
doslo k cyklizaci jodidu s pouzitim Pd(OAc)2 a enantiomerné ¢istého chiralniho

difosfinu.%®

Schéma 11: Heckova cyklizace na spiro-oxindoly
CHs
0
CH N

O O
O dIfOSfIn Q
Co

LXXVIII LXXIX
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3. 3. 2. 3. Cyklizacni reakce

Bailey ve své publikaci popsal a,0-cyklizaci N-acyliminiovych iontl
s aromatickym kruhem jako m-nukleofilem. Spiro 2-pyrrolidin-5-ony (LXXXII,
Schéma 12) byly ziskany z N-substituovanych sukcinimida (LXXX) dvoustupfiovym

postupem.>®

Schéma 12: Syntéza spiro-2-pyrrolidin-5-ont z N-substituovanych sukcinimida

A Ph(CH,),MgBr MH TFA., reflux
| n

R R R
LXXX LXXXI LXXXII

Al-Thebeiti publikoval syntézu 1',2',3',4'-tetrahydrospiro[indoline-3,2'-chinolin]-
2,4-diond (LXXXVIII, Schéma 13) jako dalsi piiklad spirocyklickych oxindolu.
Derivaty byly ptipraveny interakci mezi p-substituovanymi aniliny (LXXXVI) a
derivaty isatinu (LXXXV). Ziskané produkty byly cyklizovany na spirocyklické

chinoliny pomoci kyseliny trifluormethansulfonové.>’

Schéma 13: Syntéza 1',2',3',4'-tetrahydrospiro[indoline-3,2'-chinolin]-2,4'-diont

HOzC HO,C
0O
_COOH ethanol/pyrldln
N COOH
H
XLI LXXXIII LXXXIV LXXXV

(0]
ethanoI/NaOH \©\ CF3303 R O O
N
5 NH
LXXXVII
LXXXVII

NH,
LXXXVI

Syntézu S-analogii publikoval stejny autor, zde ovSem misto anilind pouzil

arylthioly a finalni cyklizace byla provedena v kyseling sirové.>®
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3. 3. 2. 4. Syntéza vybranych spirosloucenin na pevné fazi

Syntézou novych spiroimidazolidinonovych derivata (XCIII, Schéma 14) na
SynPhase lucernach se zabyval P. Bedos se svymi kolegy ve Francii. Spiropiperidiny
patii do skupiny molekul rizné spfazenych s G-proteinem. V této publikaci se védci
zabyvali piipravou derivata 1,4,8-triazaspiro[4.5]dekan-2-onu reakci cyklickeho ketonu
a N-chranéného amidu aminokyseliny. Derivaty byly syntetizoviny na pevné fazi.
Prvnim krokem bylo odstranéni protektivni skupiny Fmoc a nasledna reakce
s karboxylovou kyselinou (XC), potom doslo k reduktivni aminaci za vzniku latky XCI.
Nasledujicim krokem byla cyklizace na slou¢eninu XCII, ktera byla odstépena z pevné
faze (XCII1).%

Schéma 14: Syntéza spiroimidazolidinond XCI11 na pevné fazi

0
Fmoc-Phe-Ala-NH—E e /©)kPhe-Ala-NH—E
OHC XC

LXXXIX
P O
iii l:' v o ;\
o] Phe-Ala-NH |:| >\.\‘_H Phe-Ala-N
HN
HoN™ > N

N

XCI [ XCIl
i o
o I
>X\\"-H Phe-Ala-NH,
v HN_ N

O -

Podminky: (i) 20% piperidin/DMF, 20 min pro polyamid a 60 min pro polystyrenové lucerny; (ii)
HOOC-CgHs-CHO/HBTU/DIEA, 3 h; (iii) H-Phe-NH2/NaBH3CN/1% AcOH/DMF, 60°C, pies noc; (iv)
N-benzyl-4-piperidon, toluen/DMP (95/5), 1% p-TsOH, 80°C, 10 days; (v) TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5).

ZT

Syntézou spirohydantoini a spiro-2,5-diketopiperazini se zabyval Kuster se
svymi kolegy. N¢&které derivaty spirohydantoini vykazuji antidiabetickou a
antiepileptickou aktivitu, jiné antidepresivni, anxiolytickou a antipsychotickou aktivitu.
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Autofi v publikaci popisuji syntézu na hydroxymethylenové pryskyftici vazanych
nitroalkend a jejich pouziti v syntéze aminoesteru, které byly pfevedeny na cyklické
arylethylaminy a aminoalkoholy. Hlavnim bodem syntézy je reakce na pryskyfici
vazanych nitroalkeni (XCV, Schéma 15) jako dienofilu s 2,3-dimethylbutadienem
(XCVIII) Diels-Alderovou reakci za vysokého tlaku. Sledem dalSich reakci vznikaji
spirohydantoiny (C11) a spiro-2,5-diketopiperaziny (CV) ve vysokém vytézku.%°

Schéma 15: Syntéza spirohydantoint a spiro-2,5-diketopiperazini na pevné fazi

+ )?\/NO i i ! i
()—OH 2 — NO, —>
HO O\OJ\/ 2 O\O)Hl/Noz
XCIV XcV XCVI |
XCVIl “’Ph
X o
0 o OHN
XCVii )| NO, iv )| NH, v O\ /U (6]
0 ~0 t I - o~ - o
1
Ph" Ph" PR G
XCIX c
_ Ph
Vi N\*f
vii o=<X_ :
N
P e
H
o)
Fmoc/NI HoN
viii -
0 ix NH
Q- o jHN o HN .
A oMy
PR Ph" PR cv
cli civ

Podminky: (i) DIC/HOBT, rt, 18 h; (ii) PhCH=NHPh, Ac,0, 60°C, 24 h; (iii) 15 kbar, CH:Cly, rt, 16 h;
(iv) SnCl22H,0, THF/H,0, rt, 22 h; (v) PhAN=C=0, CHClIy, rt, 18 h; (vi) KOtBu, THF, rt, 16 h; (vii)
Fmoc-Ala, PYBOP/HOBT, rt, 4 h; (viii) 20% piperidin, DMF, rt, 20 min; (ix) 5% HOACc, toluen, reflux,
4 h.
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4. Vysledky a diskuze

Syntetickd cesta k derivatim chinazolini vychazi z vysledki ptfedchoziho
vyzkumu, vzniklych ve spolupréci Katedry organické chemie Univerzity Palackého
v Olomouci s Dr. V. Krchiidkem z Univerzity Notre Dame v Indiané¢ (USA). Tato
kapitola bakalaiské prace popisuje vlastni syntézu chinazolini expanzi indazol-
oxidového skeletu s moznosti odlisné substituce na 3 centrech a dale hledani podminek
pro zavérecnou cyklizaci téchto latek na spiroslouceniny. Popsany jsou jak netspésné
pokusy o cyklické $tépeni, tak uspéSna cyklizace v roztoku. Diskutovano je také

zachovani optické integrity chiralniho centra.

4. 1. Popis syntetické cesty

4. 1. 1. Reak¢ni schéma a pouzité reaktanty

Pro syntézu vsech sloucenin byla pouzita Wangova® pryskyfice s kapacitou 0,9
mmol/g. Syntéza byla zahajena ukotvenim prvniho reaktantu na Wangovu pryskyfici
(Schéma 16). Dalsim krokem byla esterifikace a-aminokyselinou, chranénou na N-
konci Fmoc protektivni skupinou za vzniku latky 3 (R?). Nasledovala deprotekce Fmoc
skupiny a sulfonylace rizné substituovanymi 2-nitrobenzensulfonyl chloridy za tvorby
derivatd 4 (R?). Poté byla provedena reakce s bromoketony nebo alkoholy s riznou
substituci za vzniku slou¢enin 5 (R®). Poslednim krokem byla cyklizace v bazickém
prostedi na chinazoliny 7 pifes indazol-oxidy 6 jako meziprodukty reakce. Optimalizace

podminek vedoucich ke vzniku koneénych spirosloucenin je popsana v dalsi ¢asti prace.
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Schéma 16: Popis navrzené syntetické cesty

o) R’ o)
L aktivace esterifikace
. F N ) L
HO 0 T e HO\/\NJJ\O/L\O - > moc N/k”/ \/\NJJ\O \o
H H o 2 H

L=Wang linker 1

R!
02 o,
deprotekce L aIkyIace
ij *W"“N* oyt

sulfonylace

R3

cykllzace
Cﬁ *W i @
+

R3 R3
@N " cyklizace @N )
_—
R2 N);O R" = (CHy)1.3-NH, R? N/tjiNH
H H i
N
HN— 8
7 o-L

Pro syntézu byly pouzity ruzné substituované reaktanty za Gcéelem vytvoieni
rozmanité substituce na 3 mistech v molekule (R, R?, R®). Substituenty R (Obrézek 6)
predstavuji postranni fetézec enantiomerné Cisté L-a-aminokyseliny alaninu (Ala), 2,4-
diaminomaselné kyseliny (Dab = diaminobutyric), ornitinu (Orn) a lysinu (Lys),
pfi¢emz délka postranniho fetézce alkyl-amino substituovanych aminokyselin pfimo
souvisi s velikosti zamy$leného laktamového kruhu ve finalni spirosloucening. K
diverzité koneCnych produkti pfispiva dale substituce na 2-nitrobenzensulfonyl
chloridech (R?, Obréazek 7) a na bromoketonech ¢&i alkoholech (R, Obréazek 8).
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Obrazek 6: Struktury pouzitych aminokyselin

R

O O O O

H H H H
Fmoc/N\)J\OH Fmoc/N\)J\OH Fmoc/N\:)J\OH Fmoc/N\)J\OH

Fmoc-Ala-OH f
Boc” HN

{1} '
Fmoc-Dab(Boc)-OH Boc HN<50c

£\,

. Fmoc-Orn(Boc)}-OH ¢ | vs(Boc)-OH

{3} 4}

Obréazek 7: Struktury pouzitych 2-nitrobenzensulfonyl chlorida

R2:
_Cl _Cl _Cl
1) S/C' OZS OzS 028
2 NO, NO, NO,
™
CF; Cl OCHjs
{1} {2} {3} {4}

Obréazek 8: Struktury pouzitych bromoketonu a alkoholt

R3:

O O 0}
HsCO FsC F4C O,N
(1) & 3 ) (5}

4. 1. 2. Ukotveni na Wangovu prysky¥ici

Ukotveni aminti na Wangovu pryskyfici se provadi pies karbamatovou vazbu.5!
Pryskytice byla v prvnim kroku aktivovana 1,1"-karbodiimidazolem (CDI) v bazickém
prostiedi pyridinu. Po ukonéeni reakce se piebyteéné Cinidlo vymylo a k aktivované

pryskyfici byl ptidan roztok ethanolaminu za vzniku karbamétu (1, Schéma 17).
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Schéma 17: Ukotveni ethanolaminu na Wangovu pryskyfici

1.) CDI; pyridin; DCM; 2 h

0]
L
HO" Hoo_~ JL L
\O 2.) ethanolamin; DCM; 3 h H 0 \O
1

L=Wang linker

4. 1. 3. Esterifikace Fmoc-aminokyselinou

Esterifikace probéhla navazanim aminokyseliny pies jeji C-konec na
hydroxyskupinu ethanolaminu. V syntéze byly pouzity chranéné aminokyseliny, u nichz
a-aminoskupina byla chranéna bazicky labilni protektivni skupinou Fmoc a druha
aminoskupina na konci postranniho alkylového fetézce (Dab, Orn a Lys) byla chranéna
kysele labilni skupinou tert-butyloxykarbonyl (Boc).

Samotna esterifikace byla provedena pomoci 1-hydroxybenzotriazolu (HOBU),
N,N”-diisopropylkarbodimidu (DIC) a bazického katalyzatoru 4-dimethylaminopyridinu
(DMAP) v prostiedi dichlormethanu (DCM) a dimethylformamidu (DMF) v poméru
1:1 (Schéma 18). Mnozstvi navazané aminokyseliny (kvantifikace) bylo zjisténo
pomoci metody vnéjsiho standardu. Hodnoty loadingu se pohybovaly v zavislosti na

pouzité aminokyselin¢ v rozmezi 0,28-0,4 mmol/g.

Schéma 18: Esterifikace ethanolaminu Fmoc-aminokyselinou (Fmoc-amk)

0 R’ 0
HO\/\NJ\O/L Fmoc-amk; HOBt, DMAP; DIC FmOC\N/kH/O\/\N)J\O/L
H O DCM/DMF (1:1); rt; 12 h H o H O
1 2

4. 1. 4. Deprotekce a sulfonylace

Odstranéni protektivni skupiny Fmoc bylo provedeno pusobenim roztoku 50%
piperidinu v DMF. Odchranéna aminoskupina byla podrobena sulfonylaci pomoci rizné
substituovaného 2-nitrobenzensulfonyl chloridu (2-Nos-Cl) v poloze 4 za ptitomnosti
baze (Schéma 19). Uspé&snost tohoto reakéniho kroku byla verifikovana reakci
analytického vzorku s Fmoc-N-hydroxysukcinimidem (Fmoc-OSu). Pouzité derivaty 2-
nitrobenzensulfonyl chloridu s vysledky jednotlivych reakci jsou prezentovany
v Tabulce 1.
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Schéma 19: Deprotekce a sulfonylace

1.) piperidin; DMF;

1 1
R O rt; 20 min R j\
F ~
moe NJ\I( o 0 2.) 2-Nos-Cl; lutidin; HNJ}(OV\N o/"\o
H o9 DCM; 1, 2 h ' H
S0, O

2 O: 3
R2 NO,

Tabulka 1: Vysledek reakci s 2-Nos-Cl

3{R%,R%} R R? Cistota [%]?
311} CHs H 99
3{2,1} (CH2)2-NH: H 85
3{2,2} (CH2)2-NH: CFs 65
3{2,4} (CH2)2-NH: OCHs 84
331}  (CH2)s-NH; H 94
3{32}  (CH2sNH,  CFs 71
3{3,3} (CH2)s-NH; Cl 70
3{3,4} (CH2)4-NH; OCHs 89
341} (CH2)a-NH; H 99

4 procentualni istota vypocitana z UV-Vis spektra

4. 1.5. N-alkylace

Dalsim krokem byla N-alkylace pomoci halogenidd, konkrétné bromoketontl.
Reakce byla provedena v bazickém prostiedi N,N’-diisopropylethylaminu (DIEA)
v DMF (Schéma 20). Reakce ne vzdy probihala kvantitativné a vétSinou bylo nutné ji
opakovat.

Schéma 20: Alkylace s bromoketonem

HN/k”/ O
| \O DIEA; DMF /'\”/O\/\
|

L
S0, © t, 16 h QD
S0, O
R2 NO, C[

Po provedeni alkylace bromoketonem a néasledném $tépeni analytického vzorku
Stépicim koktejlem (50% TFA/DCM) za tGcelem zjisténi konverze mohly byt s pouZitim
LC-MS detekovany tyto latky (Schéma 21): nezreagovana vychozi latka (10,), produkt
alkylace (11), C-aryl (12), indazol-oxid (13), chinazolin (14). Alkylace byla opakovéana,
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dokud vychozi latka nebyla kompletné alkylovana. Diky bazickému prostiedi alkylace
vsak jiz byly nastartovany i nasledujici reakce — tandem tvorby vazby C-C za vzniku C-
arylu nasledované vytvofenim nové vazby N-N za vzniku indazol-oxidu. Pfitomnost
kyselého alfa vodiku v bazickém prostfedi navic umoznila expanzi kruhu na
chinazoliny. Pouzité derivaty bromoketond, zastoupeni produktt bazicky katalyzované

alkylace, pocet opakovani alkylacniho kroku a surovou ¢istotou shrnuje Tabulka 2.

Schéma 21: Mozné produkty po provedeni alkylace bromoketonem a odstépeni

z pryskyfice

R 0
HN /'\”/O\/\NJ\O/ L \O 1.) alkylace bromoketonem
! H

O:SOZ © 2.)50% TFA/DCM
3
R? NO,

10 1 12
R3 R
0
O R O 0
o +
R2 N)<H/ " NH
R? H o
13 14
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Tabulka 2: Ptehled produktt alkylace bromoketonem v zavislosti na substituentu

Pfitomnost danych
Rl R?2 R3 produktt po alkylaci n? | [%]°
10 | 11 | 12 | 13 | 14
3{1,1,1} CHs H H - + - — - 11| 86
3{211’1} (CHZ)Z'NHZ H H + + — — — 2 89
3{2,1,2} | (CH2)2-NH: H OCHs | — | + | + | =] = 12| 93
3{2,2,1} | (CH2)>-NH; CFs H — T+ 1T+ 1+ =711 73
3{2,4,1} | (CH2)2-NH: OCHj3 H - |+ + | - | - 121 a1
3{311’1} (CH2)3'NH2 H H + + — — — 2 83
3{3,1,2} (CH2)3-NH: H OCH3 | — + - - — 111 89
3{3,1,3} | (CH2)s-NH> H CFs3 -+ ]+ ]+ =121 55
3{3,21} | (CH2)s-NH> CFs H - |+ + + | — | 2] 83
3{3,3,1} | (CH2)s-NH: Cl H — |+ + + | — 1| 87
3{3,4,1} (CH2)3-NH: OCHs H — + + — — 131 70
3{411’1} (CH2)4'NH2 H H + + — - — 1 90
3{4,1,2} | (CH2)a-NH: H OCHs | - | + | - | - | - [1]| 8

an je pocet opakovani alkylace

b Cistota smési produktl viigi jingm necistotam vypoéitana z UV-Vis spektra

Z Tabulky 2 vyplyva, Ze substituenty maji vliv na produkt reakce jiz v kroku N-
alkylace. Reakce s vyuzitim latek se substituci {RY,1,1} tvofily pouze alkylovany
produkt 11, zatimco pii pouziti reaktanti s elektrondonorovym substituentem OCHs
v poloze R? byl detekovan také produkt 12 a byla vyzadovana opakovana alkylace.
Substituci skupinami Cl a CF3 s elektronakceptorovym efektem bylo alkylaci dosazeno
dokonce produktu 13 a ¢asto stacilo provést alkylci jen jednou. Kone¢ny chinazolin (14)
vSak nebyl v zZddném z piipadii detekovan.

Tento reakéni krok byl vyzkouSen také s primarnimi alkoholy za Fuakuyama-
Mitsunobu podminek.® Do reakce vstupuje jako aktivaéni ¢inidlo trifenylfosfin (PPhs)
a diethyl azodikarboxyladt (DEAD) vV prostiedi bezvodého tetrahydrofuranu (THF)
(Schéma 22). Reakce je vyhodna oproti klasické alkylaci bromoketonem svoji
rychlosti. Kdyz byl substrat aktivovan ptitomnosti chloro substituentu jako R?, probéhla
konverze kvantitativné jiz pii prvnim provedeni alkylace. Na rozdil od reakce
s bromoketony vSak nebyly detekovany meziprodukty cyklizace na chinazoliny.

Vysledky alkyla¢niho kroku jsou shrnuty v Tabulce 3.
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Schéma 22: Alkylace za Fukuyama-Mitsunobu podminek

R3

O
O\/\ )J\ /L R1
LU S T ¢ SN, )\Wo\/\NJ\

SO, O PPhs; DEAD;
3 bezvody THF; 2 h S
R? NO,

Tabulka 3: Ptipravené derivaty za Fukuyama-Mitsunobu podminek

R! R? R3  Konverze 3:15%  Konverze 3:15° ne
15{3,1,4} (CH2sNH2 H CFs 46:54 13:87 2
15{3,1,5} (CH2)sNH2 H NO; 23:77 9:91 2
15{3,1,5} (CH2)3-NH>, H CFs 11:89 - 1

4 Konverze reakce po standardni dobé alkylace vypocitana z UV-Vis spektra
b Konverze reakce po opakované alkylaci vypogitana z UV-Vis spektra

°n je pocet opakovani alkylace

4. 1. 6. Expanze cyklu na chinazoliny

Tvorba chinazolind (18, Schéma 23) probiha pfes meziprodukty C-aryl 16 a

indazol-oxid 17. Mechanismus byl popsan vV teoretické casti. Reakce probiha
Vv ptitomnosti baze 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) a v DMF jako

rozpoustédle. Tabulka 4 popisuje uspésné piipravené derivaty chinazolini vcéetné

podminek, které byly pouzity k jejich tvorbé. Tento krok byl v nékterych ptipadech

opakovan a to kvuli detekci latky 17 jako intermediatu.
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Schéma 23: Cyklizace s DBU

Q

g
DBU; DMF

—_—

R2

NO,

16

R3
o

’ R1 JOJ\
O\/\ /L —_—
H)\g o0

o)
0 M — SN
- /@j\o I \/\” o \O - O ”)i?o\/\”io/L\o
R2
17 18
Tabulka 4: Usp&sna cyklizace na chinazoliny
R? R? RS Podminky T[°C]? [%]°

18{1,1,1} CHs H H  02MDBU;30min 1t 67
18{2,1,1} (CH2)2-NH> H H 0,5M DBU; 3 dny 50 79
18{2,1,2} (CH2)2-NH> OCHs 0,5M DBU; 3 dny 50 67
18{2,2,1} (CH2)>-NH2  CFs H 0,1 M DBU; 2 dny rt 98
18{2,4,1} (CHz)>-NHz  OCHs H 0,5M DBU; 2 dny 50 59
18{3,1,1} (CH2)s-NH> H H 0,5M DBU; 3 dny 50 81
18{3,1,2} (CH2)s-NH> H OCHs 0,5M DBU; 3dny 50 75
18{3,1,3} (CH2sNH. H CFs  0,5M DBU; 3 dny It 20
18{3,2,1} (CH2)s-NH2  CFs H 0,5M DBU; 3 dny 50 85
18{3,3,1} (CH2)s-NH: Cl H 0,5 M DBU; 6 dnt 50 71
18{3,4,1} (CH2)s-NH2 OCHs H 0,5 M DBU; 5 dnt 50 15
18{4,1,1} (CH2)4NH>  H H  05MDBU;8dni r;;50 84
18{4,1,2} (CH2)4-NH: H OCHz  0,5M DBU; 4 dny 50 89

2rt je pokojova teplota

b procentualni ¢istota vypocitand z UV-Vis spektra
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Z Tabulky 4 je patrné, ze doba reakce do zna¢né miry zavisela na délce fetézce
substituentu R! a zaroven na elektrondonornich a elektronakceptornich substituentech
na R? a R3. Reakéni &as se zvySoval s rostouci délkou fetézce do Fadu dnil, pro urychleni
reakce bylo nutné zvyseni teploty na 50°C. Mirnéjsi podminky a kratSi dobu reakce
umoziovaly reakce se substituci CF3 skupinou a to zejména v R® pozici.

Netspésny pokus o cyklizaci na chinazoliny byl zaznamenén, pokud pokud byl
misto bromoketonu pouzit alkohol. Reakce bézela jen do vzniku C-arylu (19, Schéma
24), ktery se vsak tvofil ve velmi dobré Cistoté. Na derivatech 15{3,1,4} a 15{3,1,5} byla
testovana dal$i cyklizace za drsnéjSich podminek (0,5 M DBU, 70 °C, 5 dnid; MW: 70
°C, 30 min). Bohuzel ani za ptsobeni mikrovinného zafeni a vysoké teploty nebyly
detekovany dalsi meziprodukty cyklizace. Zaroven si vSak latka zachovavala svou
Cistotu, pravdépodobné se vSak vzhledem k nizkému vytézku v prubéhu cyklizaéni
reakce Caste¢né odstépovala z pryskyfice. Ziskané C-aryly byly odstépeny z pryskyfice
a purifikovany za pouziti 0,1% TFA jako kyselého pufru a struktura téchto latek byla
prokazana pomoci H a C NMR a HRMS. Vzhledem k neochoté cyklizovat na
indazol-oxid a protoze v *H NMR spektru chybél chakteristicky singlet CH skupiny C-
arylu, kde aryl by byl vazan na methylen (19), domnivame se, Zze ve skute¢nosti bézela
C-arylace na a uhliky aminokyseliny (22). Jedna se totiz o dualni substrat, kde je
arylace mozna dvéma sméry.3!

ProtoZe u bromoketont byla pozorovana zvySena rychlost cyklizace zavedenim
elektronakceptornich skupin do molekuly, bylo dalsim pokusem o cyklizaci zavedeni
chloru jako elektronakceptorni skupiny za vzniku derivatu 15{3,3,4}. | takto aktivovany
derivat vsak pti ptisobeni 0,5 M DBU pti 50 °C po 5 dnl nereagoval dale nez na C-aryl
a zatim nebyl izolovan, zfejmé se vSak také jedna o arylaci na o uhliky. Pfipravené

derivaty a jejich Cistota je shrnuta v Tabulce 5.
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Schéma 24: Neuspésna cyklizace na chinazoliny
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Tabulka 5: Ptipravené C-aryly

21

R! R? RS [%]?
22{3,1,4}  (CH2)3-NH: H CF3 96
22{3,1,5}  (CH2)s-NH; H NO; 89
22{3,34}  (CH2)s-NH; cl CF3 96

4 procentualni Cistota vypocitand z UV-Vis spektra

4.1.7. Zavérecna cyklizace na spiroslouceniny

Pocatecni pokusy o kysele katalyzovanou cyklizaci byly neuspésné a to jak

metodou cyklického Stépeni, tak cyklizaci v roztoku po odstépeni produktu z pryskytice

(Schéma 25). Spirosloucenina (25) se ve vysoké Cistoté tvofila az bazicky

katalyzovanou cyklizaci v roztoku. Jako modelova latka pro testovani byl pouzit derivat
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{3,1,1}. Ptimé ukotveni aminokyseliny (24) bez pouziti aminoethanolového linkeru se

zamérem ziskéani acyl chloridu, ktery by mohl byt aktivovanéjsi pro cyklizaci, bylo

N 24

Schéma 25: Pokusy o cyklizaci na spiroslouc¢eniny

R3
R3
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SN (-NH 30 min Boc
> NN NH
R? N n
" O\—\ 0 R® N o
H
HNJ{O L ° NH
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18: R' = (CH,),-NH,-Boc 23
cyklicke cyklizace
Stepeni v roztoku

1. TFA/DCM; 30 min

2. SOCl,; CHCl, O SN
R2 /tf/NH

4.1.7.1. Cyklické Stépeni

Prvnim pokusem o tvorbu spiroslou¢enin byla snaha o cyklické Stépeni
pusobenim kyseliny octové, které se inspirovalo u podobné prace, kde ovSem byly
pripravovany 3,4-dihydrochinoxalin-2(1H)-ony.%? Za vhodnych podminek by mohlo
dojit k nukleofilni adici aminoskupiny na konci fetézce R* substituentu na karbonylovy
uhlik za samovolného odstépeni z pryskyfice do reak¢éniho roztoku. Ukazalo se vSak, Ze
aby bylo mozné tento krok uskutecnit, bylo tfeba odstranit chranici skupinu Boc na
aminoskupiné. Ta se pfi syntéze v roztoku odstranuje kyselinou trifluoroctovou, ale
v tomto ptipadé by doslo k okamzitému odstépeni chinazolinu z pevné faze.

Prvni zkousky byly provedeny s cilem termické deprotekce prostym zahievem
v DMSO a déle také v mikrovinném reaktoru. Po netspéchu tohoto testu byly
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provedeny dalsi zkousky za kyselé katalyzy Kk usnadnéni odstupu Boc skupiny.
Testovani cyklického $tépeni zahifevem a kyselou katalyzou je shrnuto v Tabulce 6.

Po téchto nevydafenych pokusech byly vyzkouSeny i jiné zplsoby odstranéni
skupiny Boc, popsané v odbornych publikacich. Jednou z vyzkousenych metod byla
reakce s tetrabutylamonium fluoridem (TBAF) v THF pod refluxem.®® Vysledek reakce
byl kontrolovan reakci produktu sFmoc-Cl a Fmoc-Osu. Dal$im vyzkouSenym
zpusobem deprotekce Boc byla reakce s jodem v DCM.*° Vysledek reakce byl taktéz
kontrolovan pomoci Fmoc-Cl a Fmoc-Osu. Cilem bylo ziskat zpét vychozi latku,
namisto toho ale vznikla slozita smés produkti. Ani jedna z téchto metod tedy nebyla

uspésna. Testované podminky jsou zahrnuty do Tabulky 6.

Tabulka 6: Testovani cyklického Stépeni

Rozpoustédlo Cas Teplota [°C] Dalsi podminky [%]2
DMSO 2 dny 50 - nd®
DMSO 30 min 150 MW, 100 W nd
DMSO 1 den 60 5% CH3COOH nd
DMSO 3 dny 60 5% CH3COOH nd
DMSO 2 dny 80 5% CH3COOH nd

THF 4h 80 0,5M TBAF nd
THF 1den 80 0,5M TBAF nd
DCM 4 h rt 0,1IM I, nd
DCM 1 den rt 0,5M I, nd

& procentualni Cistota vypocitana z UV-Vis spektra
b nd je nedetekovano

¢ rt je pokojova teplota

4.1.7.2. Cyklizace v roztoku

Po netspéSnych pokusech o cyklické Stépeni byla dale sméfovana pozornost k
cyklizaci v roztoku po odstépeni produktu z pryskyfice kyselinou trifluoroctovou, ¢imz
zaroven doSlo k odstranéni chranici skupiny Boc. Cyklizace v roztoku byla testovana v
kyselém i bazickém prostfedi (Schéma 26). Zatimco v kyselém prostfedi nebyly
zaznamenany zadné stopy po finalni spirosloucening, tak po ptidani malého mnozstvi

baze (0,3 M TEA) vznikaly ihned cilové spiroslouceniny s 5- a 6-¢lennym kruhem ve
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velmi dobré Cistoté. Proto byly vSechny derivaty 22 nejprve odstépeny z pryskyfice a
purifikovany vcetné esteroveé vazaného aminoethanolového linkeru s pouzitim kyselého
pufru. Kysely pufr byl volen ztoho divodu, Ze hrozil ,,O-N shift62%3 tedy
transformace esterové vdzaného aminoethanolu na amid, ktery by pak uz nebylo mozné
pouZit na tvorbu spirosloucenin (24). Ty byly izolovany pomoci semipreparativni HPLC
za pouziti neutralniho pufru. Knihovna ziskanych chinazolini s kvarternim uhlikem
(22) i cilové spiroslouceniny (24) ziskané jejich cyklizaci byly pIn¢ charakterizovany s
pouiitim 'H a 13C NMR a HRMS. Pouze derivat 24{3,4,1} se projevil jako smés dvou
Chinazolin nebyl pfecistén na HPLC kvili nemoZnosti separace smési produkti s
blizkym retencnim casem, byl rovnou podroben plsobeni baze. VSechny pfipravené

latky jsou shrnuty v zavéreéné Tabulce 8.

Schéma 26: Cyklizace chinazolint na spiroslou¢eniny v roztoku

0
SN TFA/DCM
/iﬁ' 30min__ \/Nin— TEA; DMSO/DMF S N

O—L 25
18: R' = (CH,),-NH,-Boc

4.1.7.3. Pokusy o0 tvorbu 7-¢lenného cyklu

testovana nejprve za podminek jako pii vzniku mensich cykld, tedy plisobenim 0,3 M
TEA v DMSO/DMF. Nasledné byla cyklizace testovana s vétsi koncentraci baze TEA a
po nelspéchu byla zvysena také teplota. Cilova spiroslou¢enina vSak vétSinou nebyla
vibec detekovana nebo byla pfitomna pouze ve stopovém mnozstvi a to se po delSim

stani produktu za pokojové teploty rozlozilo (Tabulka 7).
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Tabulka 7: Pokusy o tvorbu 7-¢lenného cyklu

Rozpoustédlo Podminky Teplota [ °C] [%]?
DMSO/DMF 0,3M TEA rt? nd
22{4,1,1} DMSO/DMF 0,6 M TEA rt nd
DMSO/DMF 09MTEA rt nd
DMSO/DMF 0,9 M TEA, pies noc 50 stopy

& procentualni Cistota vypocitana z UV-Vis spektra
b rt je pokojova teplota

“nd je nedetekovano

Z dtivodu netspéchu predchozich pokust o cyklizaci byl syntetizovan derivat
(23, Schéma 27) s jinym ukotvenim na pryskyfici a to konkrétné piimou imobilizaci
aminokyseliny na pryskyfici. Cilem bylo ziskat po odstépeni derivatu z pryskyfice
chinazolin s volnou karboxylovou skupinou (25), ktera by se aktivovala tvorbou
chlorderivatu (26) reakci s SOCI2.%* Cyklizace by tedy méla probihat snadnéji.

Prvnim problémem byla caste¢na dekarboxylace derivatu pii Stépeni
z pryskyfice piisobenim trifluoroctové kyseliny.%® Nasledné byla provedena reakce
pasobenim 20% SOCI; za teploty 50 °C a vysledky byly sledovany na LC-MS v ¢ase

(10 min, 30 min, 1 h), ale cyklizace na spiroslou¢eninu nebyla isp&sna.
Schéma 27: Pokus o cyklizaci reakci s SOCI»

Boc

T R3 R?
NH
TFA/DCM: ‘ o) M2 20% soc,; ‘ 0 NHz
30min CHCl3; 50°C
- - SN - = O XN
2 2
R ‘ R N )—ci
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N »—oH
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24 26 27
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4. 2. Pripravené slouceniny
Ptipravené derivaty byly po ¢isténi na semipreparativnim HPLC lyofilizovany a
poté charakterizovany pomoci NMR a HRMS. Z protonovych spekter NMR byl také

vypocten vytézek reakce porovnanim se standardem — kyselinou 4-methoxybenzoovou.

RZ
NO,
R1
O~
HN NH,
/©) (0]

Tabulka 8: Piehled ptipravenych derivati

R3 R3
O O O o
e O
R? ”);0 R2 H&NH
J \_\ In

23 NH, 25 R® 28
R R? RS 23° 252 28°
{111} CHs H H 67/45 - -
{211}  (CH2)2-NH H H 79/21  63/49 -
{21,2}  (CH2)2-NH; H OCHs  67/31  76/63 -
{221} (CH2)2-NHz  CFs H 98/33  66/59 -
{2,41} (CH2)2-NHz  OCHs H 59/7 - -
{31,1}  (CH2)3-NH; H H 81/35  93/80 -
{312}  (CH2)3-NH> H OCHs  75/30  80/73 -
{3,1,3}  (CH2)3-NH; H CFs 20°/4¢ - -
{314}  (CH2)3-NH> H CF3 - - 96/21
{315}  (CH2)s-NH; H NO> - - 89/7
{321} (CH2)s:-NHz  CFs H 85/20 - -
{331} (CH2s-NH,  ClI H 71/37  98/52 -
{341} (CHz)s-NH2  OCHs H 15/x¢ 70/y® -
{411}  (CH2)s-NH H H 84/21 - -
{412}  (CH2)s-NH> H OCHs  89/30 - -

& procentualni ¢istota vypocitana z UV-Vis spektra / procentudlni vytézek vypocitany
zZ NMR spekter
byznikla bohatd smés produktii, ze které byla izolovana cilova slouéenina

¢ problémy s ¢istotou produktu
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9 x je smé&s produktii, neizolovano

¢y je smés 2 latek

4. 2. 1. Biologicka aktivita

Findlni spiroslouceniny byly testovany na Katedfe organické chemie
Prirodovédecké fakulty na antimikrobialni aktivitu proti bakterialnim kmenim Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus, Mycobacterium vaccae, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli snegativnim vysledkem. Piipravené
chinazoliny, spiroslou¢eniny a C-aryly byly v dob¢ odevzdani bakalaiské prace dany na
testovani na protirakovinné linie na Ustav molekulérni a translaéni mediciny Lékai'ské

fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

4. 2. 2. Zachovani integrity chiralniho centra
V ramci bakalaiské prace bylo zamysleno zjistit, jestli ma synteticky prubéh vliv na
zachovani chirality u asymetrického uhliku. Bylo planovano provést syntézu
vychazejici z opticky ¢istého L- a D-ornithtinu a s pomoci chiralni separace urdit
zachovani integrity chiralniho centra spirosloucenin. V dobé odevzdani bakalaiské
prace se vSak nepodafilo provést cely sled reakci vychazejici z D-aminokyseliny a bude
tak dokon¢eno az v 1ét€ 2017 v rdmci letnich studentskych aktivit.

Vzhledem k tomu, ze u pfipravenych latek nebyla chiralita studovana, jsou
vzorce chinazolini a od nich odvozenych spirosloucenin ptipravené v ramci této

bakalarské praci zndzornény bez uréeni konfigurace na chiralnim centru.
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5. Experimentalni ¢ast
V této Casti jsou kratce predstaveny piistroje, které byly béhem prace vyuzity.

Déle jsou zde popsany postupy k syntéze cilovych latek.

5. 1. Reakéni nddoby a pristroje

Pro syntézu na pevné fazi byly pouzity polypropylenové stiikacky s fritou,
umoziujici prostupnost rozpoustédla a vymyti intermediati nevdzanych na pryskyfici.
K zahievu byly pouzity specialni sklenéné vialky. Déle jsou specifikovany pouzité
pfistroje.

e Domino block syntetizér (Torviq) — reak¢ni a promyvaci zafizeni

e Paralelni reaktor (Blchi) — zahtfev reak¢ni smési

e Mikrovinny reaktor (CEM Discover)

e HPLC-MS - Vysoce uc¢inny kapalinovy chromatograf Accela ve spojeni s
hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrupdlem Quantum Access (oboji
Thermo Scientific) — analyza vzorkud

e UPLC-MS - Acquity Waters SQ Detector 2 (Waters) — analyza vzorki

e (Semi)preparativni HPLC (1200 Series, Agilent Technologies) — piecisténi
produkti

e Lyofilizator (Scanvac CoolSafe) — odstranéni zbytkovych rozpoustédel ze
vzorkl

e NMR —Jeol 400, identifikace slou¢enin

e HRMS (Thermo) - Orbitrap Elite high-resolution hmotnostni spektrometr

5. 2. Stépeni produktu z pevné faze a piiprava vzorku na analyzu

Po wukonceni kazdé reakce byla pryskyfice vzdy promyta vhodnym
rozpouStédlem. Malé mnozZstvi pryskyfice (cca 5 mg) s produktem bylo odebrano do
ependorfky a po piidani asi 1 ml $té€piciho koktejlu — 50% TFA v DCM byl produkt
$tépen 30 minut na laboratorni tfepacce. St&peni koneéného chinazolinu z pevné faze
k piecisténi trvalo 1 hodinu. Roztok byl potom odpafen v proudu dusiku a odparek
rozpu$tén v 1 ml MeOH. Pied analyzou byl roztok zfiltrovan do plastove analytické

vialky a poté proméfen na UPLC-MS.
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5. 3. Syntéza derivati 1,2-dihydrochinazolin-2-karboxylatu

5. 3. 1. Reakce s CDI a ethanolaminem

Wangova pryskyfice (0,9 mmol/g; 1 g) byla promyta 3xDCM. K nabobtnané
pryskyfici byl ptidan roztok CDI (5 mmol, 810 mg) a pyridinu (5 mmol,400 ul) v 10 ml
DCM. Reakéni smés byla tiepana 2 h za laboratorni teploty. Poté byla pryskyfice
promyta 3xDCM a byl pfidan roztok ethanolaminu (5 mmol, 300 ul) v 10 ml DCM. Vse
bylo tfepano 3 h za laboratorni teploty a pryskyfice potom byla promyta 5xDCM.
Pryskyfice byla rozdélena na 2 ¢asti a dalsi krok byl proveden s 500 mg pryskyfice.

5. 3. 2. Esterifikace ukotveného ethanolaminu aminokyselinou

Pryskyfice byla promyta 3xDCM. K nabobtnané pryskyfici byl pfidan roztok
Fmoc-aminokyseliny (1 mmol), HOBt (1 mmol, 153 mg) a DMAP (0,25 mmol, 30 mg)
v 5 ml DCM/DMF (1:1) a DIC (1 mmol, 156 pl). Pryskytice byla tfepana za laboratorni
teploty do druhého dne. Potom byla promyta 3xDMF a 3xDCM. Nakonec byla
provedena kvantifikace — vypocitani loadingu. Po tomto kroku byla pryskyfice

rozdélena na 2 ¢asti a dalsi kroky byly provedeny s 250 mg pryskyfice.

5. 3. 3. Deprotekce skupiny Fmoc

Pryskyfice byla promyta 3xDCM a 3XDMF a poté byl ptidan roztok 50%
piperidinu v DMF. Reak¢éni smés byla tfepana 20 minut pii laboratorni teploté.
Pryskyfice byla promyta 5XDMF a 3xDCM.

5. 3. 4. Reakce s 2-nitrobenzensulfonyl chloridem

Pryskyfice byla promyta 3xDCM a byl pfidan roztok derivatu 2-Nos-Cl (0,75
mmol) a 2,6-lutidinu (0,82 mmol, 95 pl) v 2,5 ml DCM. Reakéni smés byla tfepana 2 h
za laboratorni teploty. Poté byla promyta 5xDCM. Verifikace reakce byla provedena
reakci analytického vzorku pryskytice s Fmoc-Osu (1 mmol, 169 mg) v1 ml DCM.
Pryskyfice byla tfepana 40 minut.

5. 3. 5. Alkylace bromoketonem
Pryskyfice byla promyta 3XxDCM a 3xDMF. Potom byl pfidan roztok derivatu
bromoketonu (1,25 mmol) a DIEA (1,25 mmol; 218 pl) v 2,5 ml DMF a reak¢ni smés

byla tfepana pies noc za laboratorni teploty.
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5. 3. 6. Alkylace za Fukuyama-Mitsunobu podminek

Pryskyfice byla promyta 3xbezvodym THF. Roztok alkoholu (2 mmol) a PPhs
(2 mmol) v 2,5 ml bezvodého THF byl pfidan k pryskyfici a celd reakéni smés byla
ponechdna v mrazaku 30 minut. Do plastové stiikacky byl pfidan roztok DEAD (2
mmol) v 1 ml bezvodého THF. Tento roztok byl také dan do mrazéku na 30 min. Po
vytahnuti obou stiikacek z mrazaku byly reakéni smési spojeny a tiepany za laboratorni

teploty 2 hodiny.

5. 3. 7. Cyklizace s DBU

Pryskyfice byla promyta 3xDCM a 3xDMF. Poté byl pfidan roztok DBU o
rizné koncentraci v 2,5 ml DMF. Reak¢ni podminky se liSily v zavislosti na typu
pouzitého derivatu. Po ukonceni reakce byla pryskyfice promyta 5xDMF, 3xMeOH,
3xDCM.

5. 3. 8. Purifikace na semipreparativnim HPLC a p¥iprava vzorku na NMR

Produkt byl pied samotnou purifikaci nejprve odStépen z pryskyfice plisobenim
50% TFA v DCM po dobu 1 hodiny. Vznikly roztok byl potom pienesen do sklenéné
vialky a pryskyfice byla vymyta jesté cca 2 ml zfedéného $t&piciho koktejlu. Stpici
koktejl byl odpatren v proudu dusiku. Odparek byl rozpustén ve 3 ml MeOH a zfiltrovan
do cisté sklenéné vialky.

K piecisténi byl zvolen semipreparativni HPLC s acetonitrilem jako mobilni fazi
a 0,1% TFA/H2O jako pufrem. Po purifikaci byl nadbytek acetonitrilu redukovan
proudem dusiku a vodna slozka potom byla odstranéna pomoci lyofilizatoru.

Vzorek byl rozpustén v 600 ul deuterovaného DMSO a piendan do NMR
kyvety.

5. 4. Syntéza spirosloucenin odvozenych od derivati 1,2-dihydrochinazolin-2-
karboxylatu

K ptecisténému produktu, rozpusténému v 600 ul DMSO bylo ptfidano 1,5 ml
DMF a TEA (0,6 mmol; 84 pul). Vysledné spiroslouceniny byly pieéistény na
semipreparativnim HPLC s acetonitrilem jako mobilni fazi a 0,1% octanem amonnym v

H20 jako pufrem.
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5. 5. Analytick4 data

2-aminoethyl 4-benzoyl-2-methyl-1,2-dihydrochinazolin-2-karboxylat 23{1,1,1}

o
L)
)
NK( \/\NHz

Ho o

Vytdzek 15,2 mg (45 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-dg) & = 8,11 (br. s.;
2 H); 8,05 (d; J=7,4 Hz; 2 H); 7,77 - 7,70 (m; 1 H); 7,63 - 7,55 (m; 2 H); 7,34 (br. s.; 1
H); 7,30 - 7,23 (m; 1 H); 6,92 (d; J=7,3 Hz; 1 H); 6,79 (d; J=8,2 Hz; 1 H); 6,57 (t; J=7,5
Hz; 1 H); 4,27 (dt; J = 2,1; 5,1 Hz; 2 H); 3,21 - 3,05 (m; 2 H); 1,74 (s; 3 H) ppm. 3C
NMR (101 MHz; DMSO-ds) 6 =192,9; 171,6; 163,6; 145,3; 134,8; 134,3; 130,0; 129,0;
126,6; 117,5; 114,4; 112,9; 81,3; 73,2; 61,9; 37,9; 26,5 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z
vypocitano pro C19H19N3O3 [M+H]* 338,1499; nalezeno 338,1498.

2-aminoethyl 2-(2-aminoethyl)-4-benzoyl-1,2-dihydrochinazolin-2-karboxylat

23{2,1,1}
o
NH,
)
N O™ NH,
H o

Vytézek 5,6 mg (17 %) amorfni latky. tH NMR (400 MHz; DMSO-ds) & = 8,20 (br. s.;
2 H); 8,06 (t; J=1,0 Hz; 2 H); 7,97 (br. s.; 2 H); 7,76 (t; J = 7,5 Hz; 1 H); 7,60 (t; J =
7,8 Hz; 2 H); 7,54 (s; 1 H); 7,30 (ddd; J =1,0; 7,3; 8,3 Hz; 1 H); 6,95 (dd; J=1,0; 7,8
Hz; 1 H); 6,83 (d; J = 8,3 Hz; 1 H); 6,64 - 6,59 (m; 1 H); 4,29 (t; J =5,4 Hz; 2 H); 3,11
(d; J =5,2 Hz; 2 H); 3,01 (br. s.; 1 H); 2,93 - 2,82 (m; 1 H); 2,47 - 2,28 (m; 2 H) ppm.
13C NMR (101 MHz; DMSO-ds) & = 192,7; 170,3; 165,0; 145,1; 134,9; 134,6; 129,9;
129,1; 126,7; 118,0; 114,6; 112,9; 74,4; 62,1; 37,7; 35,5; 34,7 ppm. HRMS (ESI-TOF)
m/z vypo¢itano pro C2oH22N4O3 [M+H]" 367,1765; nalezeno 367,1766.
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2-aminoethyl 2-(2-aminoethyl)-4-(4-methoxybenzoyl)-1,2-dihydrochinazolin-2-

karboxylat 23{2,1,2}
0
o
NH,
I
N O™ NH,
H o

Vytézek 8,4 mg (24 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-dg) & = 8,17 (br. s.;
2 H); 8,07 - 8,02 (m; 2 H); 7,93 (br. s.; 2 H); 7,48 (s; 1 H); 7,29 (ddd; J = 1,6; 7,3; 8,3
Hz; 1 H); 7,15 - 7,10 (m; 2 H); 6,91 (dd; J =1,6; 7,8 Hz; 1 H); 6,81 (d; J = 7,8 Hz; 1 H);
6,64 - 6,59 (m; 1 H); 4,29 (t; J=5,7 Hz; 2 H); 3,87 (s; 3 H); 3,17 - 3,06 (m; 2 H); 3,05 -
2,96 (m; 1 H); 2,94 - 2,84 (m; 1 H); 2,46 - 2,29 (m; 2 H) ppm. *C NMR (101 MHz;
DMSO-de) 6 = 191,1; 170,4; 165,3; 164,5; 145,1; 134,4; 132,4; 127,5; 126,7; 117,9;
114,5; 113,0; 74,4; 62,0; 55,8; 37,7; 35,5; 34,7 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypo&itano
pro Co1H24N4O4 [M+H]" 397,1870; nalezeno 397,1870.

2-aminoethyl 2-(2-aminoethyl)-4-benzoyl-7-(trifluoromethyl)-1,2-
dihydrochinazolin-2-karboxylat 23{2,2,1}

o
NH,
SN
O\/\
F4C N NH,
H (0]

Vytezek 15,1 mg (33 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-ds) & = 8,24 (br. s.;
2 H); 8,07 (dd; J=10,9; 8,2 Hz; 2 H); 8,01 (br. s.; 3H); 7,77 (t; J = 7,6 Hz; 1 H); 7,62 (t;
J=78Hz;2H); 7,22 (d; J=7,8Hz; 1 H); 7,13 (s; 1 H); 6,91 (d; J = 8,2 Hz; 1 H); 4,34
(t; J =53 Hz; 2 H); 3,15 (br. s.; 2 H); 3,01 (br. s.; 1 H); 2,89 (br. s.; 1 H); 2,46 - 2,32
(m; 2 H) ppm. ¥C NMR (101 MHz; DMSO-dg) & = 191,9; 169,6; 163,9; 145,4; 135,1;
134,4; 134,3; 134,1; 133,8; 133,5; 130,1; 129,2; 128,2; 127,6; 124,9; 122,2; 119,5;
114,69; 113,8; 113,7; 111,0; 74,7; 62,5; 37,7; 35,6; 34,5 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z
vypocitano pro C21H22F3N2O3z [M+H]" 435,1639; nalezeno 435,1638.
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2-aminoethyl 2-(2-aminoethyl)-4-benzoyl-7-methoxy-1,2-dihydrochinazolin-2-

karboxylat 23{2,4,1}
Lo

O XN NH,
~
o u%

0] \—\

NH,

Vytézek 1,9 mg (7 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-ds) & = 8,11 (br. s.; 2
H); 8,04 (dd; J =1,4; 8,2 Hz; 2 H); 7,86 (br.s.; 2H); 7,78 - 7,72 (m; J=1,0; 1,0 Hz; 1
H); 7,60 (t; J =7,8 Hz; 2 H); 7,52 (s; 1 H); 6,89 (d; J=8,7 Hz; 1 H); 6,34 (d; J = 2,3
Hz; 1 H); 6,22 (dd; J = 2,3; 8,7 Hz; 1 H); 4,28 (t; J = 5,5 Hz; 2 H); 3,74 (s; 3 H); 3,11
(br.s.; 2 H); 3,04 -2,94 (m; 1 H); 293 -2,82 (m; 1 H); 2,44 -2,34 (m; 1 H); 2,34 - 2,24
(m: 1 H) ppm. 3C NMR (101 MHz; DMSO-ds) & =192,8; 170,5; 164,3; 164,2; 147,1:
134,8; 134,6; 129,9; 129,1; 128,6; 106,9; 105,6; 98,0; 74,4; 62,0; 55,3; 37,7; 35,5; 34,7
ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypocitano pro C21H24NsO4 [M+H]* 397,1870; nalezeno
397,1872.

2-aminoethyl 2-(3-aminopropyl)-4-benzoyl-1,2-dihydrochinazolin-2-karboxylat

23(3,1,1}
O O NH,
I
N O ™NH,
H o

Vytézek 13,1 mg (35 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-dg) & = 8,19 (br. s.;
2 H); 8,11 - 8,06 (m; 2 H); 7,83 (br.s.; 2 H); 7,78 - 7,72 (m; 1 H); 7,60 (t; J = 7,8 Hz; 2
H); 7,36 (s; 1 H); 7,27 (dt; J=1,3; 7,7 Hz; 1 H); 6,91 (dd; J = 1,0; 7,8 Hz; 1 H); 6,81 (d,
J=8,3Hz; 1 H); 658 (t; J=8,0Hz; 1 H); 432 - 4,21 (m; 2 H); 3,18 - 3,05 (m; 2 H);
2,87 - 2,77 (m; 2 H); 2,22 - 2,10 (m; 1 H); 2,07 - 1,97 (m; 1 H); 1,85 - 1,73 (m; 1 H);
1,70 - 1,56 (m; 1 H) ppm. *C NMR (101 MHz; DMSO-ds) § = 192,9; 171,2; 164,6;
145,5; 134,8; 134,7; 134,4; 130,0; 129,2; 126,7; 117,6; 114,4; 112,8; 75,6; 61,9; 37,8;
34,9; 22,0 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypo¢itano pro C21H24N4O3 [M+H]" 381,1921;
nalezeno 381,1922.
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2-aminoethyl  2-(3-aminopropyl)-4-(4-methoxybenzoyl)-1,2-dihydrochinazolin-2-

karboxylat 23{3,1,2}
0
o
)
N O ™NH,
H o

Vytézek 9,5 mg (30 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-dg) & = 8,19 (br. s.;
2 H); 8,09 - 8,03 (m; 2 H); 7,82 (br. s.; 2 H); 7,33 (s; 1 H); 7,26 (t; J = 7,3 Hz; 1 H);
7,15-7,10 (m; 2 H); 6,88 (d; J=7,8 Hz; 1 H); 6,80 (d; J=8,3Hz; 1 H); 6,57 (t; J=7,5
Hz; 1 H); 4,32 - 4,20 (m; 2 H); 3,87 (s; 3 H); 3,19 - 3,04 (m; 2 H); 2,89 - 2,77 (m; 2 H);
2,20 - 2,10 (m; 1 H); 2,06 - 1,96 (m; 1 H); 1,85 - 1,74 (m; 1 H); 1,70 - 1,56 (m; 1 H)
ppm. ¥C NMR (101 MHz; DMSO-ds) & = 191,4; 171,3; 164,8; 164,5; 145,5; 134,3;
132,5; 127,6; 126,7; 117,6; 114,5; 114,3; 112,9; 99,5; 75,5; 61,8; 55,8; 37,8; 35,0; 22,0
ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypo¢itano pro C22H26NsO4 [M+H]* 411,2027; nalezeno
411,2030.

2-aminoethyl 2-(3-aminopropyl)-4-benzoyl-7-(trifluoromethyl)-1,2-
dihydrochinazolin-2-karboxylat 23{3,2,1}

O O NH,
~N
O\/\
FsC N NH,
H o

Vytézek 6,5 mg (29 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-dg) & = 8,14 (br. s.;
2 H); 8,08 (d; J=7,3Hz;2H); 7,83-7,75(m; 4H); 7,62 (t; J =7,8 Hz; 2 H); 7,19 (d; J
=7,8Hz; 1 H); 7,11 (s; 1 H); 6,87 (dd; J=0,9; 8,2 Hz; 1 H); 4,37 - 4,25 (m; 2 H); 3,19
- 3,10 (m; 2 H); 2,88 - 2,78 (m; 2 H); 2,25 - 2,15 (m; 1 H); 2,09 - 2,00 (m; 1 H); 1,83 -
1,70 (m; 1 H); 1,68 - 1,57 (m; 1 H) ppm. *C NMR (101 MHz; DMSO-ds) & = 192,0;
170,3; 163,3; 145,7; 135,0; 134,3; 133,7 (q; J=32,6 Hz; 1 C) 130,1; 129,1,; 128,1,; 123,5
(g; J=272,2 Hz; 1 C); 114,4; 113,3; 110,6; 75,9; 62,2; 38,7; 37,7; 35,1; 21,7 ppm.
HRMS (ESI-TOF) m/z vypo¢itano pro C22H2sFsN4O3 [M+H]"  449,1795;  nalezeno
449,1795.
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2-aminoethyl 2-(3-aminopropyl)-4-benzoyl-7-chloro-1,2-dihydrochinazolin-2-

karboxylat 23{3,3,1}
O O NH
SN
O ONGZQ
Cl N NH,
H oo

Vytézek 11,3 mg (37 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-dg) & = 8,15 (br. s.;
2 H); 8,07 (dd; J=1,0; 8,3Hz; 2 H); 7,78 (br.s.; 2 H); 7,77 - 7,74 (m; 1 H); 7,64 (s; 1
H); 7,61 (t; J = 7,8 Hz; 2 H); 6,97 (d; J = 8,3 Hz; 1 H); 6,85 (d; J = 2,0 Hz; 1 H); 6,61
(dd; J =2,2; 8,5 Hz; 1 H); 4,36 - 4,23 (m; 2 H); 3,19 - 3,09 (m; 2 H); 2,87 - 2,77 (m; 2
H); 2,22 - 2,12 (m; 1 H); 2,06 - 1,96 (m; 1 H); 1,82 - 1,69 (m; 1 H); 1,67 - 1,54 (m; 1 H)
ppm. C NMR (101 MHz; DMSO-ds) & = 192,3; 170,6; 163,5; 146,6; 138,7; 134,9;
134,4; 130,0; 129,1; 128,6; 117,4; 113,5; 111,0; 75,7; 62,1; 38,8; 37,7; 35,0; 21,8 ppm.
HPLC-MS m/z pro C21H23CIN4Os [M+H]" 415.

2-aminoethyl 2-(4-aminobutyl)-4-benzoyl-1,2-dihydrochinazolin-2-karboxylat

23{4,1,1}
O o) NH
@
N On™NH,
H o

Vytézek 6,8 mg (21 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-ds) & = 8,18 (br. s.;
2 H); 8,10-8,05(m; 2H); 7,81 (br.s.;2H); 7,75 (t; J=7,4 Hz; 1 H); 7,60 (t; J=7,8
Hz; 2 H); 7,30 (s; 1 H); 7,26 (ddd; J =1,4; 7,5; 8,3 Hz; 1 H); 6,91 (d; J = 7,0 Hz; 1 H);
6,80 (d; J =8,0 Hz; 1 H); 6,59 - 6,54 (m; 1 H); 4,32 - 4,19 (m; 2 H); 3,11 (br. s.; 2 H);
2,78 (br.s.; 2 H); 2,17 - 2,05 (m; 1 H); 2,04 - 1,94 (m; 1 H); 1,64 - 1,46 (m; 3 H); 1,42 -
1,29 (m; 1 H) ppm. 3C NMR (101 MHz; DMSO-dg) § = 192,8; 171,4; 164,2; 1455;
134,7; 134,2; 129,9; 129,0; 126,5; 118,6; 117,3; 114,3; 112,7; 75,7, 61,7; 40,4; 37,8;
37,6; 27,0; 20,6 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypocitano pro C22H26N4Oz [M+H]*
395,2078; nalezeno 395,2077.
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2-aminoethyl 2-(4-aminobutyl)-4-(4-methoxybenzoyl)-1,2-dihydrochinazolin-2-

karboxylat 23{4,1,2}
0
O o) NH:
o8
N O NH,
H o

Vytézek 7,9 mg (30 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-dgs) & = 8,18 (br. s.;
2 H); 8,08 - 8,03 (m; 2 H); 7,81 (br. s.; 2 H); 7,27 (s; 1 H); 7,26 - 7,22 (m; 1 H); 7,15 -
7,09 (m; 2 H); 6,87 (d; J=7,3Hz; 1 H); 6,79 (d; J=7,8Hz; 1 H); 6,56 (t; J=7,3Hz; 1
H); 4,31 - 4,19 (m; 2 H); 3,87 (s; 3 H); 3,11 (br. s.; 2 H); 2,79 (br. s.; 2 H); 2,14 - 2,05
(m; 1 H); 2,03 - 1,93 (m; 1 H); 1,61 - 1,51 (m; 3 H); 1,42 - 1,30 (m; 1 H) ppm. 3C
NMR (101 MHz; DMSO-ds) 6 = 191,3; 171,5; 164,5; 164,4; 145,5; 134,1; 132,4; 127,6;
126,5; 117,3; 114,4; 114,2; 112,9;75,6; 61,7; 55,7; 41,1; 37,7; 37,6; 27,0; 20,6 ppm.
HPLC-MS m/z pro C23HzsN4O4 [M+H]* 425,

4'-benzoyl-1'H-spiro[pyrrolidin-3,2°'-chinazolin]-2-on 25{2,1,1}
Lo
LA
N%NH
H

Vytszek 2,3 mg (49 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-ds) & = 8,02 (dd; J =
1,0; 8,3 Hz; 2 H); 7,81 (s; 1 H); 7,75 - 7,70 (m; L H); 7,57 (t; J = 7,8 Hz; 2 H); 7,17 -
7,12 (m; 1 H); 6,93 (s; 1 H); 6,73 (dd; J = 1,0; 7,8 Hz; 1 H); 6,56 (d; J = 7,8 Hz; 1 H);
6,42 (dt; J=1,0; 7,5 Hz; 1 H); 3,23 (t; J = 6,5 Hz; 2 H); 2,46 - 2,38 (m; 1 H); 2,15 (td; J
=7,5; 13,0 Hz; 1 H) ppm. 3C NMR (101 MHz; DMSO-dg) & = 193,5; 173,2; 163,9;
146,4; 135,3; 135,2; 134,5; 130,3; 129,5; 126,7; 116,7; 113,8; 112,8; 76,5; 38,4; 37,34
ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypocitano pro Ci1sHisN3O2 [M+H]" 306,1237; nalezeno
306,1236.
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4'-(4-methoxybenzoyl)-1'H-spiro[pyrrolidin-3,2*-chinazolin]-2-on 25{2,1,2}

0
0
O A
H

Vytezek 4,5 mg (63 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-ds) & = 8,02 - 7,97
(m; 2 H); 7,79 (s; 1 H); 7,16 - 7,11 (m; 1 H); 7,10 - 7,06 (m; 2 H); 6,90 (s; 1 H); 6,70
(dd; J=1,0; 7,8 Hz; 1 H); 6,54 (d; J =7,8 Hz; 1 H); 6,43 - 6,38 (m; 1 H); 3,86 (s; 3 H);
3,23 (t; J =6,5Hz; 2 H); 2,41 (td; J =5,4; 13,0 Hz; 1 H); 2,15 (td; J =7,5; 13,0 Hz; 1
H) ppm. C NMR (101 MHz; DMSO-ds) § = 191,5; 172,7; 164,3; 163,7; 146,0; 133,9;
132,2; 127,7; 126,2; 116,2; 114,4; 113,2; 112,4; 76,0; 55,8; 37,9; 36,8 ppm. HRMS
(ESI-TOF) m/z vypogitano pro C1eH17N3O3 [M+H]" 336,1343; nalezeno 336,1343.

4'-benzoyl-7'-(trifluoromethyl)-1'H-spiro[pyrrolidin-3,2'-chinazolin]-2-on 25{2,2,1}

o
CIA
FaC N%NH

H

Vytézek 7,4 mg (59 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-ds) & = 8,02 (dd; J =
1,4;8,2Hz; 2H); 7,94 (s; 1L H); 7,74 (t; J=7,8 Hz; 1 H); 7,58 (t; J = 7,8 Hz; 2 H); 7,38
(s; 1 H); 6,99 (d; J=8,2 Hz; 1 H); 6,82 (d; J=0,9 Hz; 1 H); 6,73 (dd; J=0,9; 8,2 Hz; 1
H); 3,25 (t; J = 6,4 Hz; 2 H); 2,54 - 2,45 (m; 1 H); 2,18 (td; J = 7,6; 13,3 Hz; 1 H) ppm.
13C NMR (101 MHz; DMSO-dg) & = 192,2; 172,2; 162,4; 146,4; 134,9; 134,5; 133,5 (q;
J=31,3Hz;1C); 129,9; 129,1; 127,3; 123,6 (q; J = 272,8 Hz; 1 C); 114,7; 112,4 (q; J
= 3,8 Hz; 1 C); 109,4 (q; J = 3,8 Hz; 1 C); 76,3; 37,6; 36,9 ppm HRMS (ESI-TOF) m/z
vypocitano pro CigH14F3N302 [M+H]* 374.1111; nalezeno 374,1108.

4'-benzoyl-1'H-spiro[piperidin-3,2'-chinazolin]-2-on 25{3,1,1}

o
)
NH
N

57



Vytezek 8,8 mg (80 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-ds) & = 8,04 (dd; J =
1,0; 8,3 Hz; 2 H); 7,74 - 7,69 (m; 1 H); 7,57 (s; 1 H); 7,55 (t; J = 7,8 Hz; 2 H); 7,13 -
7,08 (m; 1 H); 6,80 (s; 1 H); 6,69 (dd; J=1,3; 7,5 Hz; 1 H); 6,53 (d; J = 7,3 Hz; 1 H);
6,37 (dt; J = 1,0; 7,3 Hz; 1 H); 3,19 - 3,13 (m; 2 H); 2,23 - 2,16 (m; 1 H); 2,04 - 1,87
(m:; 2 H); 1,83 - 1,74 (m; 1 H) ppm. *C NMR (101 MHz; DMSO-ds) & = 193,1; 169,7;
163,0; 146,2; 134,9; 134,6; 133,8; 129,9; 129,0; 126,2; 115,8; 113,1; 112,2; 72,8; 41,4;
37,3; 18,3 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéitano pro C19H17N3O2 [M+H]* 320,1394;
nalezeno 320,1394.

4'-(4-methoxybenzoyl)-1'"H-spiro[piperidin-3,2'-chinazolin]-2-on 25{3,1,2}

_0O
0]
9@’
/EJ\/,TH
N
H

Vytézek 5,9 mg (73 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-dg) & = 8,03 - 7,99
(m; 2 H); 7,54 (s; 1 H); 7,12 - 7,04 (m; 3 H); 6,76 (s; 1 H); 6,67 (dd; J =1,6; 7,8 Hz; 1
H); 6,52 (d; J =7,8 Hz; 1 H); 6,39 - 6,34 (m; 1 H); 3,86 (s; 3 H); 3,19 - 3,14 (m; 2 H);
2,23 - 2,14 (m; 1 H); 2,04 - 1,89 (m; 2 H); 1,85 - 1,74 (m; 1 H) ppm. *°C NMR (101
MHz; DMSO-ds) & = 191,7; 169,8; 164,2; 163,3; 133,7; 132,3; 127,9; 126,2; 115,7;
114,3; 113,0; 112,3; 72,7; 55,7; 41,4; 37,4; 18,3 ppm. HRMS (ESI-TOF) m/z
vypocitano pro C20H19N303 [M+H]" 350,1499; nalezeno 350,1502.

4'-benzoyl-7'-chloro-1"H-spiro[piperidin-3,2'-chinazolin]-2-on 25{3,3,1}

l O
O NH
Cl N/E;
H

Vytszek 5,0 mg (52 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-ds) & = 8,02 (dd; J =
1,1;8,5Hz; 2H); 7,75 - 7,70 (m; 1 H); 7,67 (s; 1 H); 7,56 (t; J =7,8 Hz; 2 H); 7,09 (s; 1
H); 6,74 (d; J =8,2 Hz; 1 H); 6,56 (d; J=1,8 Hz; 1 H); 6,41 (dd; J = 1,8; 8,2 Hz; 1 H);
3,19 - 3,14 (m; 2 H); 2,24 - 2,16 (m; 1 H); 2,03 - 1,88 (m; 2 H); 1,83 - 1,72 (m; 1 H)
ppm. 3C NMR (101 MHz; DMSO-ds) § = 192,6; 169,4; 162,1; 147,6; 138,1; 134,7;
134,7; 129,9; 129,0; 127,9; 115,6; 112,1; 111,0; 72,9; 41,4; 37,2; 18,3 ppm. HRMS
(ESI-TOF) m/z vypocitano pro C19H16CIN3O2 354,1004; nalezeno 354,1008.
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2-aminoethyl 5-amino-2-(2-nitrophenyl)-2-((4-(trifluoromethyl)benzyl)amino)
pentanoat 28{3,1,4}
NO, NH,

o)
HN " NH,

o
FsC

Vytézek 8,2 mg (20 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-ds) & = 8,15 - 8,04
(m; 2H); 8,00 (dd; J=14;79Hz;1H); 7,97 (dd; J=1,4;8,2Hz; 1 H); 7,81 - 7,74 (m;
3H); 7,71 -7,67 (m; J =8,2 Hz; 2 H); 7,64 - 7,58 (m; 3 H); 4,30 - 4,18 (m; 2 H); 3,18 -
3,02 (m; 2 H); 2,87 - 2,66 (m; 2 H); 2,42 - 2,30 (m; 2 H); 1,82 - 1,66 (m; 1 H); 1,28 -
1,14 (m; 1 H) ppm. 3C NMR (101 MHz; DMSO-ds) & = 169,9; 149,1; 144,8; 133,7;
132,9; 129,9; 129,2; 128,7; 127,2 (q; J= 32,6 Hz; 1 C); 125,5; 125,0 (q; J = 3,8 Hz; 1
C); 121,7 (g; J = 272,2 Hz; 1 C); 66,3; 61,2; 46,0; 37,8; 32,0; 21,6 ppm. HRMS (ESI-
TOF) m/z vypoéitano pro C21H2sF3sN4O4 [M+H]" 455,1901; nalezeno 455,1905.

2-aminoethyl 5-amino-2-((4-nitrobenzyl)amino)-2-(2-nitrophenyl) pentanoat
28{3,1,4}

NO2 NH2

0
HN ~"NH,

oy °
O,N

Vytezek 2,2 mg (7 %) amorfni latky. *H NMR (400 MHz; DMSO-ds) & = 8,37 - 8,31
(m; 2 H); 8,14 (br. s.; 2 H); 7,81 (br, s; 2 H); 7,79 - 7,74 (m; 2 H); 7,34 - 7,27 (m; 1 H);
7,26 (s; 1 H); 6,94 (d; J =7,3Hz; 1 H); 6,86 (d; J =7,8 Hz; 1 H); 6,67 - 6,61 (m; 1 H);
4,25 - 4,14 (m; 2 H); 3,20 - 3,00 (m; 2 H); 2,92 - 2,77 (m; 2 H); 2,48 - 2,36 (m; 2 H);
2,23 - 2,12 (m; 1 H); 2,06 - 1,93 (m; 1 H); 1,65 (br. s.; 1 H); 1,59 - 1,47 (m; 1 H) ppm.
HPLC-MS m/z pro CooH25Ns0g [M+H]" 432.
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6. Zavér

Bakalaiska prace se zabyva syntézou derivatd 1,2-dihydrochinazolin-2-
karboxylatu s kvarternim uhlikem v poloze 2 a jejich cyklizaci na spiroslouéeniny
s vyuzitim kombinatoridlni chemie a syntézy na pevné fazi. Teoretickd Cast se vénuje
obecnému piedstaveni metodiky syntézy na pevné fazi a syntéze chinazolini pies
indazol-oxid jako meziprodukt reakce. Kapitola o spiroslouc¢enindch je zpracovana jako
reSerSe védeckych ¢lankd, zabyvajici se syntézou spirosloucenin s laktamovym kruhem.
Je popsana také biologicka aktivita vybranych chinazolini a spirosloucenin. Ve
Vysledcich a diskuzi je popsdna samotna syntéza cilovych latek véetné problému a
uspeésné optimalizace podminek. V experimentalni ¢asti jsou shrnuty pouzité ptistroje,
jednotlivé postupy syntézy a analyticka data.

V ramci bakalarské prace byla pfipravena mald knihovna novych derivata
chinazolin@ s variaci substituce na 3 mistech v molekule (R!, R?, R®). Byly diskutovany
vlivy elektronovych efektli substituenti na pribéh reakce. Na prib&éh N-alkylace
bromoketony mély velky vliv elektronakceptorni skupiny CFsz a Cl, kdy se v jejich
pfitomnosti b&hem toho kroku jiz tvorily dalsi meziprodukty cyklizace.
Elektronakceptorni skupiny ovlivnily dale i cyklizaci na chinazoliny. Na tento krok
méla nejvétsi vliv skupina CFs, a to zejména v poloze R® kdy doslo k velkému
urychleni reakce. Ani vlivy téchto skupin v§ak nepomohly pii N-alkylaci za Fukuyama-
Mitsunobu podminek, kdy se v pribéhu alkylace nejen netvorily dal$i meziprodukty
cyklizace, ale ani po nasledné reakci s bazi nebylo dosazeno pozadovanych chinazolint.
Tyto derivaty byly tedy izolovany a dale popsany ve formé& C-aryld. Vliv délky
postranniho fetézce R* se projevil jiz pfi tvorbé chinazolind, reakéni doba se zvySovala
srostouci délkou fetézce. Délka fetézce méla také vliv na finalni cyklizaci na
spiroslouceniny, kdy se nepodatilo za zddnych podminek ptipravit derivat se 7-Clennym
laktamovym kruhem. Derivaty s 5- a 6-Clennym kruhem se za vhodnych podminek
tvorily ihned a byla vytvofena mala knihovna téchto latek.

Biologicka aktivita finalnich spirosloucenin byla testovana na Katedfe organické
chemie Pfirodovédecké fakulty na antimikrobidlni aktivitu proti bakteridlnim kmendm
Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Mycobacterium vaccae, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli s negativnim vysledkem. Ptipravené

chinazoliny, spiroslouceniny a C-aryly byly v dobé odevzdani bakalaiské prace dany na
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testovani na protirakovinné linie na Ustav molekularni a translaéni mediciny Lékai'ské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Bylo planovano dale provést syntézu vychdazejici z opticky c¢istého L- a D-
ornitinu a spomoci chiralni separace urCit zachovani integrity chiralniho centra
ziskanych chinazolint. V dob¢ odevzdani prace vSak nebyl dokoncen sled reakci s D-

aminokyselinou a bude tak uc¢inéno az v 1ét¢ 2017.
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Piiloha I — NMR spektra

'H a BC NMR spektra (de-DMSQO) 2-aminoethyl 4-benzoyl-2-methyl-1,2-
dihydrochinazolin-2-karboxylatu 23{1,1,1}
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'H a 3C NMR spektra (ds-DMSQO) 2-aminoethyl 2-(2-aminoethyl)-4-benzoyl-1,2-

dihydrochinazolin-2-karboxylatu 23{2,1,1}
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'H a BC NMR spektra (de-DMSQ) 2-aminoethyl 2-(2-aminoethyl)-4-(4-

methoxybenzoyl)-1,2-dihydrochinazolin-2-karboxylatu 23{2,1,2}
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'H a 13C NMR spektra (ds-DMSO) 2-(2-aminoethyl)-4-benzoyl-7-(trifluoromethyl)-

1,2-dihydrochinazolin-2-karboxylatu 23{2,2,1}
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'H a 3C NMR spektra (ds-DMSO) 2-aminoethyl 2-(2-aminoethyl)-4-benzoyl-7-

methoxy-1,2-dihydrochinazolin-2-karboxylatu 23{2,4,1}
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'H a 3C NMR spektra (ds-DMSO) 2-aminoethyl 2-(3-aminopropyl)-4-benzoyl-1,2-

dihydrochinazolin-2-karboxylatu 23{3,1,1}
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'H a BC NMR spektra (ds-DMSO) 2-aminoethyl 2-(3-aminopropyl)-4-(4-

methoxybenzoyl)-1,2-dihydrochinazolin-2-karboxylatu 23{3,1,2}

ES-JP21-F2_Proton-1-1.esp
O
-~ M10(s)
(0] NH, 5
o
SN
0.454 o)
3 MO8(t) ~N
E Mo4(br. s.) N NH;
0.404 (br.s)
> E MO5(d) H o)
— n
2 E MO3(br. .)
£ 0.353 M02(m)
= E MOL™  y100(s)Mos(d
8 0.303 o 9(s)MOS(d)
© 3 o —
£ 0.253 ST R
2 E 2 ey M17(m)
O-ZOE g MO7(t) M12(m) M16(m)
0.153 3 % L . ;-g' 2 ML3(m) | ML4(m)
= (=] 0 5 ©O ©
! © P s M15(m)
0.103 | 0 i RS ENENEY ~ -
ls 27 SafTaszstes
0.0543 ‘L‘CLNNN fHH
0 7 pe e R b (e (e
2.251.862.511.000.911.820.850.850.84 1.77 3.00 1.911.910.910.89 0.90 1.00
[ T T T TR TR TR TR Hou [ Y Y R I I
R R o e e e A
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)
JES-JP21-F2_Carbon-1-1.esp
0.20-] _O
] O NH2
] N
0.15 0
= ]
g ] N " NH,
Q 4
g ] H o
= ]
o ]
N g
‘© e ™
£ 0.104 @ 3
(=] : N n
S 2 3
] © & 8
] 0 TR
R ‘L‘r") N < in N T o8& S
0.054] > = : < 8|2 S{ ™ b7 0
. — 7=
17 T 9¢ 718 5 c Pg o
] | 3 \ o — S ~ < N
] ) 8 g | 9
] i / > /
] — |
0

o i . o AR (Ui e st it At kot b ol il Lt i L

180 160 140 120 100 80 60 40 20
Chemical Shift (ppm)



'H a 13C NMR spektra (ds-DMSQ) 2-aminoethyl 2-(3-aminopropyl)-4-benzoyl-7-

(trifluoromethyl)-1,2-dihydrochinazolin-2-karboxylatu 23{3,2,1}
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'H a C NMR spektra (ds-DMSO) 2-(3-aminopropyl)-4-benzoyl-7-chloro-1,2-

dihydrochinazolin-2-karboxylatu 23{3,3,1}
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'H a C NMR spektra (de-DMSQ) 2-aminoethyl 2-(4-aminobutyl)-4-benzoyl-1,2-

dihydrochinazolin-2-karboxylatu 23{4,1,1}
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H a

13C NMR spektra (de-DMSO) 2-aminoethyl

2-(4-aminobutyl)-4-(4-

methoxybenzoyl)-1,2-dihydrochinazolin-2-karboxylatu 23{4,1,2}
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'H a BC NMR spektra (de-DMSO) 4'-benzoyl-1'"H-spiro[pyrrolidin-3,2'-

chinazolin]-2-onu 25{2,1,1}
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'H a BC NMR spektra (ds-DMSO) 4'-(4-methoxybenzoyl)-1"H-spiro[pyrrolidin-

3,2'-chinazolin]-2-onu 25{2,1,2}
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'H a BC NMR
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spektra (ds-DMSQO) 4'-benzoyl-7'-(trifluoromethyl)-1'H-
spiro[pyrrolidin-3,2'-chinazolin]-2-onu 25{2,2,1}
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'H a 13C NMR spektra (de-DMSQ) 4'-benzoyl-1"H-spiro[piperidin-3,2'-chinazolin]-

2-onu 25{3,1,1}
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'H a 3C NMR spektra (ds-DMSO) 4'-(4-methoxybenzoyl)-1'H-spiro[piperidin-3,2'-
chinazolin]-2-onu 25{3,1,2}
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'H a 3C NMR spektra (ds-DMSO) 4'-benzoyl-7'-chloro-1'H-spiro[piperidin-3,2'-

chinazolin]-2-onu 25{3,3,1}
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'H a 3C NMR spektra (ds-DMSO) 2-aminoethyl 5-amino-2-(2-nitrophenyl)-2-((4-

(trifluoromethyl)benzyl)amino)pentanoatu 28{3,1,4}
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'H spektrum (ds-DMSO) 2-aminoethyl 5-amino-2-((4-nitrobenzyl)amino)-2-(2-

nitrophenyl)pentanoatu 28{3,1,5}
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