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1. Uvod

Oxidativnim stresem mUzZeme nazyvat stav, kdy se v prostfedi organismu tvofi

velké mnozstvi volnych kyslikovych radikall, nebo lépe tzv. ROS (reactive oxygen
species — reaktivnich kyslikovych €astic), tento nazev zahrnuje nejen volné radikaly
atomarniho kysliku, ale i radikaly molekularniho Kkysliku, hydroxylové radikaly,
peroxidické radikaly, superoxidy atd. Definici oxidativniho stresu odpovidaji i stavy, kdy

v organismu selhavaji mechanismy k odstrarfiovani zplodin oxidativniho stresu.’

m M
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Obrazek 1: Vznik peroxylipidi s konjugovanymi dvojnymi vazbami

V poslednich desetiletich byla objevena Fada souvislosti mezi oxidativhim
stresem a nejrozSifené&jSimi onemocnénimi ve vyspélych zemich (pfikladem mohou byt
onemocnéni centralni nervové soustavy, onemocnéni obéhové soustavy, cukrovka a
dokonce i nékteré druhy rakoviny). Ztohoto duvodu je vhodné mit nastroje pro
stanoveni miry poskozeni oxidativnim stresem.’

Jednim z prostudovanych destruktivnich mechanismi oxidativniho stresu je
tvorba tzv. peroxylipidl. Peroxylipidy vznikaji reakci kyslikovych radikall s mastnymi
kyselinami obsazenymi v bunéCnych membranach; soufasné dochazi k pfeméné

izolovaného systému dvojnych vazeb na systém konjugovany (Obrazek 1).
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Soucasné metody pro ureni miry peroxidace mastnych kyselin jsou zaloZzeny
zejména na stanoveni mnozstvi rozkladnych produktl vznikajicich z peroxylipidu.
Oproti tomu vhodné oznacené hydroxylaminové slou¢eniny mohou byt pusobenim
peroxylipidi oxidovany na odpovidajici nitrososlou¢eniny, které mohou nasledné
podléhat hetero-Diels-Alderové reakci s konjugovanym systémem dvojnych vazeb
peroxylipidu za vzniku oxazinového cyklu. Tato metoda by pak mohla slouZit pro pfimé

stanoveni peroxylipidd v organismu.
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2. Cil prace

Cilem predlozené diplomové prace bude syntéza hydroxylaminovych derivata

vhodné znacenych fluorescenéni znackou (Obrazek 2).

0]

X .
M SPACER J—[ Fluorescencni znacka )
HO. =

N X

H

X= N, C-N02

SPACER = ethylendiamin

Fluorescencni znacka = Rhodamin B, Fluorescein

Obrazek 2: Obecna struktura znateného hydroxylaminového derivatu

U pfipravenych derivatd budou nasledné studovany tyto vlastnosti:

- Spektralni vlastnosti pfipravenych hydroxylamint
- Oxidovatelnost hydroxylaminové skupiny peroxidem vodiku (Obrazek 3)
- Reaktivita vzniklé nitrososkupiny s konjugovanymi dieny (Obrazek 3)

- Priprava a izolace jednotlivych oxazinG
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Obrazek 3: Ukazka moznosti oxidace a nitroso-Diels-Alderovy reakce
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3. Teoreticka cast

Teoreticka €ast predlozené diplomové prace bude rozdélena na dvé diléi ¢asti.
V prvni Casti budou shrnuty dosud popsané poznatky tykajici se hetero-Diels-
Alderovych reakci nitrososlou€enin. Druha ¢ast bude pojednavat o moznostech
peroxidace mastnych kyselin, o vlastnostech a moznostech identifikace vzniklych

peroxylipidu.

3.1 Hetero-Diels-Alderovy reakce nitroso sloucenin

Pokud mluvime o hetero-Diels-Alderovych reakcich, nemizeme opomenout
vysvétleni pojmu Diels-Alderova reakce.

Obecné se jedna o [4+2] cykloadi¢ni reakci, kdy do reakce vstupuje
konjugovany dien a dienofil. Produktem reakce je cyklohexen &i pfibuzné derivaty.
Reakce byla prvné provedena v roce 1928 dvojici Otto Diels a Kurt Alder. Jako vychozi
latky pro reakci byl pouzit cyklopentadien (jako dien) a 1,4-benzochinon | (jako
dienofil), kdy reakce probiha do druhého stupné (Schéma 1). Reakce se vyuziva pfi

syntéze $Sesti¢lennych cykll s moznosti rizné substituce.?

(@] HO @ HOI;|
de g e aflo

Schéma 1: Diels-Alderova reakce chinonu | s cyklopentadienem?

3.1.1. Hetero-Diels-Alderovy reakce

Jak jiz nazev napovida, hetero-Diels-Alderova reakce je taktéz [4+2] cykloadicni
reakce, ve které se vyskytuje alespori jeden heteroatom v molekule dienu &i dienofilu.
NejCastéji se vyskytujici heteroatomy jsou dusik a kyslik (z dvodu pouziti HDA reakci
pfi syntéze biologicky aktivnich latek). Pfikladem muze byt tzv. Aza-Diels-Alderova
reakce vyuzivajici iminl IV jako dienofil v reakci s dieny V, kdy dochazi ke vzniku

rizné substituovanych tetrahydropyridinti VI (Schéma 2).3
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| — |

Schéma 2: Pfiklad aza-Diels-Alderova reakce®

DalSim pfikladem jsou tzv. oxo-diels-Alderovy reakce, kdy se vyuziva
karbonylovych slou¢enin VII jako dienofili v reakci s dieny VIII. Produkty téchto reakci

jsou razné substituované dihydropyranové cykly IX (Schéma 3).*

0 7 0
oo .

H™ O H
Vil Vil IX

Schéma 3: Priklad oxo-Diels-Alderova reakce?*

3.1.2. Nitroso-Diels-Alderovy reakce

Nitrososlouceniny jsou vysoce reaktivni a uzite¢né dienofily pro hetero-Diels-
Alderovu reakci. Tato reakce (Schéma 4) umoziiuje jednoduchy jednokrokovy pfistup
k cennym 3,6-dihydro-1,2-oxazinonovym slou¢eninam XIl. Takto ziskané latky mohou
slouzit napfiklad k pfipravé 1-amino-4-hydroxyent XIlll, které mohou byt pouzity jako
intermediaty pro Sirokou S$kalu naslednych reakci, zejména v organické syntéze

biologicky aktivnich latek napf.: Mannostatinu® A ¢i Lycoricidinu®.

R? R?

= R3 0O R2
+ N~ e | | —_— RH/\)\ RS
X Il N. N~
(@) R3
H
R2 R2 OH
X Xi Xl Xl

Schéma 4: Nitroso-Diels-Alderova reakce

Velice zajimavé je i vyuziti nitroso-Diels-Alderovy reakce pro Upravu prirodnich

latek obsahujicich konjugovany systém dvojnych vazeb.
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Vybornym pfikladem muize byt syntéza derivatl ergosterolu XIV (Obrazek 4),
ktery je nejen dulezitym provitaminem Zivocichd, ale i nedilnou soucasti metabolismu
hub, u kterych se podili se na stavbé jejich bunééné stény. Vyskyt v bunééné sténé
hub ve spojeni sjeho absenci v ZivoCiSné, déla zergosterolu vhodny cil pro
antifungalni terapii’.

Xiv

Obrazek 4: Ergosterol’

Vychozi hydroxamové kyseliny XVa-f byly ziskany reakci pfislusnych anhydridd
Ci esterl kyselin s hydroxylaminem. Nasledna oxidace hydroxylaminové skupiny na
nitrososkupinu  XVla-f byla provedena pomoci tetrabutylamonium perjodatu
v pfitomnosti ergosterol acetatu.® Tato reakce poskytuje 5R-N-8R-O-adukty XVila-f
s pfisluSnou substituci ve vytéZcich okolo 25% v pfipadé substituci a a b a ve
vytéZcich okolo 95% v pfipadé substituci c-f (Schéma 5). V pfipadé derivati XVla a
XVIb dochazelo souasné se vznikem oxazinového produktu XVlla,b i ke vzniku
dioxazinového vedlejSiho produktu XVllla,b (vysledek sigmatropniho presmyku). U

ostatnich substituentt nebyl vedlej$i produkt detekovan.”

R =Ac
K,CO
J?\ nBuNIO, o) MeOH
oH — %
RN i~ T
H DCM/MeOH | R'™ N R=H
0°C P2 =
XV (a-f) XVI (a-f) “N-© XVII (a-f)
o)\w
£y N &,
el ealiv L
OMe .
(@) (b) (c) p R=Ac
K,COs
rf“ \4/ MeOH
% O
e s ROT R=H
(d) (e) 1P0C ) o) XVIIl (a, b)

0 %
)¢

Schéma 5: Priprava ruznych derivat ergosterolu®
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Nitroso-Diels-Alderova reakce s ergosterolem byla rovnéZz provedena
s nitrosobenzenem. V reakéni smési byl sice detekovan produkt, ktery se ale
nepodafilo z reakéni smési izolovat.” Dale byla reakce provedena na
iminonitrososlouceninach, hlavné na 2-nitrosopyridinovych derivatech XX (Schéma 6).
Vytézky produktd XXI (a-k) se pohybovaly v rozmezi 82-98%. PFisluSné nitrosoderivaty
XX byly pfipraveny z aminoheterocyklickych slou¢enin XIX ve dvou krocich (nejprve
pfiprava N,N-dimethylsulfiliminového intermediatu a nasledna oxidace pomoci m-

CPBA) a nasledné podrobeny reakci s ergostrerol acetatem.’

1. DMS, NCS, NaOMe

or DMSO, TFA 0 gr(g:&stgccéle (A¢)
- NH, ——— _oemee
2. m-CPBA, DCM

XIX (a-k) XX (a-k)

- O, L4, G, ()

- H
RO XXI (a-k)
.0

(@)

TTNHUU

(d) (e) (f)

B
WNEJ, A S mﬁ
(i)

N
(9) (h)
FsCoCl N
L OO
N7 N7

)] (k)

Schéma 6: Priprava derivatu ergosterolu s heterocykly’

Nékteré z pfipravenych oxazind XXI byly nasledné podrobeny §tépeni N-O
vazby za vzniku slou€enin XXII (Schéma 7), coz vede k dalSim moznostem modifikace
téchto molekul. Po optimalizaci byla zvolena metoda za vyuziti sodného amalgamu
jako redukéniho Einidla.®
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/
“aay

Na(Hg)
Na,HPO,

EtOH/THF
0°C-RT

Schéma 7: Stépeni N-O vazby oxazind XXI°

DalSim cilem bylo vytvofit derivat podobny ergosterol peroxidu XXIIl (Obrazek
5). Ten je pfirodnim sterolovym derivatem s velkou a pestrou biologickou aktivitou jako
je napf.: antitumorova a imunosupresivni aktivita'®. Jednoduchym odstran&nim Boc
skupiny z aduktu XVIIf dostavame izoelektronovy analog XXIV ergosterol peroxidu

(Schéma 8).7

~

iy,

1. TFA
—_—
2. Na,CO3(aq)

Schéma 8: Priprava analogu ergosterol peroxidu XXIV'°
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3.1.3. Asymetrické nitroso-Diels-Alderovy reakce

Intermediaty ziskané asymetrickou nitroso-Diels-Alderovou reakci s 1,3-
cyklodieny jsou atraktivnimi prekurzory pro cyklické polyhydroxy slouceniny. Pfikladem
muZe byt vyuziti této reakce pro syntézu (+)-6-epitrehazolinu XXVIII (Schéma 9), kdy
reakci [(benzyloxy)methyllcyklopentadienu XXV s nitrosoderivatem (S)-mandlové
kyseliny XXVI vznika intermediat podléhajici roz&tépeni vazby N-O pomoci sodikového

amalgamu. Dal$im kroky je dosazeno finalniho produktu XXVIII."

BnO OH
o)
CH,OBn o) Ho HOH,C, OH
.0 0o <
Ph 2 0 N
. N E— 7 ; . HO y
N py — HN— OH

(6] OH OH

XXV XXVI XXVII XXVII

Schéma 9: Synteza (+)-6-epitrehazolinu®’

Pouziti symetricky substituovanych symetrickych diend pro nitroso-Diels-
Alderovy reakce muze poskytovat vice stereocenter v jednom reakénim kroku. Tohoto
faktu bylo vyuZito pfi syntéze (+)-calysteginu B2 XXXII, ktery je potencialnim inhibitorem
B-glukosidazy a a-galaktosidazy (Schéma 10).'? Reakci pfislusného substituovaného
cykloheptadienu XXIX s cukernym a-chlornitrosoderivatem XXX dochazi ke vzniku
produktu XXXI s kompletnim diastereoselektivnim pokrytim v§ech stereocenter.’® DalSi

transformace jiz vedou k finalnimu produktu XXXII.

OBn 0 >< BnO o

\ 0 0 N:=0 TBSO / oH
osBT +  O7\_[|-O~ -, NH —=,

s BnO / - OH OH

ZT

‘OBn (o] OH

XXIX XXX XXXI XXXl

Schéma 10: Syntéza (+)-calysteginu B,"

Adukt XXXI vznikly nitroso-Diels-Alderovou reakci 1,3-cyklohexadienu je taky

vhodnym prekurzorem pro syntézu 7-azabicyclo[2.2.1]-heptanovych derivata. '3
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Na schématu 11 vidime totalni syntézu (-)-epibatidinu XXXVI™ s vyuZitim
asymetrické nitroso-Diels-Alderovy rekce s N-acylnitrosodienofilem XXXIIl odvozenym
od mentolu.'” Reakce s 2-chloro-5-(1,5-cyclohexadienyl)pyridinem XXXIV poskytuje
meziprodukt se spravnou diastereoselektivitou XXXV. Naslednymi reakcemi
dosahneme produktu XXXVI.”

+ | X
c” N7 e
N
XXX XXXIV XXXV
H = Cl
N ]
XN
XXXVI
Schéma 11: Pfiprava (-)-epibatidinu™
Zajimavosti muze byt metoda enzymatického rozdéleni

aminocyklopentanolovych produktt acylnitroso-Diels-Alderovy reakce,'® které bylo
vyuZito pfi kinetickém déleni racemického ()-cis-4-aminocyclopent-2-en-1-olu XL
pomoci imobilizovaného enzymu z C. Antartica B (Schéma 12). Cisté enantiomery (-)-
acetatu XLII a (-)-alkoholu XLI byly ziskany rekrystalizaci.'”

Mo(CO)g
. N//O 0 NaBH, HO NHBoc
Boc BOC/ CH3CN/H20 (i)-XL

XXXVII XXXVl XXXIX

C. Antartica B

vinylacetate
heptane/DCM

AcO@»NHBoc . BocHNgOH

(-)-XLII (-)-XLI

Schéma 12: Déleni racematu za vyuziti bakteridlnich enzymu’®
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Vyuziti takto ziskaného amino alkoholu muize byt demonstrovano na jednoduché

syntéze (+)-streptazolinu XLV (Schéma 13), ktery byl syntetizovan z XLI."®

OH OH

/ /

OEt OFEt
XLI XL XLIV

Schéma 13: Synteza (+)-streptazolinu™®

Zajimava je téZ reakce vedouci k D-5 a D-6 aminoallosovym derivatim. Tyto
derivaty, napf.: nojirimycin, vykazuji schopnost inhibovat glykosidazy. Jejich funkce
spocCiva v blokovani enzymdu, jejichz pfirozenym substratem jsou pfislusné pyrandézy.
Konkrétné nojirimycin, ktery je 5-azaderivatem D-glukopyranézy, silné inhibuje a a B-

glykosidazy.® Jejich syntéza je uvedena ve schématu 14.

0 O
Wlopwo s 13 5
s 0 o NJ\ - osognmo Ho, A
§
N\
N

o 0O HOY

e N
N
OMe OMe
XLVI XLVl IL

Schéma 14: Syntéza nojirimycinu™®

PFfi reakci chiralniho nitrosodienofilu XLVIlI s dienem s vazanou methoxy
oximovou skupinou XLVI (jsou zastoupeny jak EE tak EZ izomery) dochazi primarné
ke vzniku cis izomeru produktu az z 80%.?° Déle je cela reakéni smés podrobena
reakci s benzylchlormravenéanem, coz poskytne meziprodukt XLVIII. Pdsobenim oxidu
osmiCelého za pfitomnosti N-methylmorfolinu jako reoxidantu vznika substituovany cis
glykol IL (trans izomer nereaguje).’® Naslednou redukci vodikem vznika D5 produkt L.
Syntéza D6 derivatu probiha obdobné, s rozdilem ve struktufe vychoziho dienu XLVI,

ktery ma namisto oximové skupiny navazanou COOMe skupinu.'®
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3.1.4. Intramolekularni nitroso-Diels-Alderova reakce

Tato reakce je cennou metodou pro syntézu latek obsahujicich ve své molekule
piperidinovy nebo pyrrolidonovy cyklus se stereocentry.

Z literatury je znamo mnoho pfikladu pouziti chiralnich substratd v asymetrické
syntéze pfirodnich latek, diastereoselektivnich je znamo méné. Jako priklad
diastereoselektivni syntézy mulze poslouzit totalni syntéza (-)-lepadini A, B a C
(Schéma 15),2" kdy reakci chiraini slou¢eniny LI dochazi ke vzniku bicyclo[4.4.0]1,2-
oxazinu LHII a LIV. Pfi pouziti HoO / DMF v poméru 50:1 jako rozpoustédla, dochazi
primarné ke vzniku Zadaného izomeru LIIl a to v poméru 6,6:1, pfi vytéZku cca 90%.

Dal$imi kroky bylo dosazeno finalnich produkt(i LV.?

BnO BnO, BnO
H H/
OMOM OB "
"oy nPrgNIO, Z NSO NSO N"So
NN N. - 1l - s | | | )
OH 0°C x O o] o]
: o
LIV

O :
LI OMOM ~_OMOM MOM

o L Li | L
(-)-lepadine A: X =H, H; R=_I_OH

B:X=H,H;R=H R

0]
CZX=O;R=)1\/OH NH

Schéma 15: Synteza lepadin(i??

Bohuzel distereoselektivita nefunguje ve vodném prostfedi pokazdé stejné,
¢ehoz dukazem muze byt syntéza (+)-lolinu (Schéma 16).2 Ve vodnych roztocich
nedochazelo ke vzniku primarné Zzadaného izomeru nebo reakce probihala ve
prospéch nezadouciho izomeru LIX. Nejlepsi moznosti se ukazalo pouziti benzenu,

kde dochazelo ke vzniku 71% zadaného izomeru LVIII.
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a0
LX

Schéma 16: Synteza (+)-lolinu??

3.1.5. Enantioselektivni nitroso-Diels-Alderova reakce

Tento typ reakci byl dlouhou dobu povazovan za témér nemozny. Divodem je
velmi vysoka reaktivita nitrososloucenin, které podléhaji 1,3 cykloadici s dieny i bez
aktivace. Z vysokeé reaktivity logicky vyplyva prakticky nemoznost jejich dlouhodobého
uchovavani. Na druhou stranu napf. acylnitroso slouéeniny Ize velmi snadno ziskat in
situ oxidaci pfislusnych hydroxamovych kyselin, které jsou nesrovnatelné stabilngjsi.?*

Prvni enantioselektivni nitroso-Diels-Alderova reakce byla zvefejnéna v roce
2003 (Schéma 17) a vyuzivala stechiometrického mnozstvi zine€natého komplexu
esteru kyseliny vinné?® Dvoujaderny zine¢naty komplex a (cyklohex-1,3-
dienyl)methanol vytvofi zine€naty alkoxid LXIII, ktery dale reaguje s nitrosobenzenem

poskytujice produkt LXIV s odpovidajici diastereoselektivitou ve vytéZzku 94%.2

N HO “1eo00mt /
' 0., ©
0 PrZnBr Zn

iProZn
tBuOMe

HO COOBuU!
OH j/
_Ph '
.

LXI LXIl

LX1

Schéma 17: Prvni enantioselektivni NDA reakce?®
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Pro poskytnuti produktu enantioselektivni nitroso-Diels-Alderovy reakce je
nezbytné, aby doslo k chelataci nitrososlou¢enin s vhodnym ligandem.?’

Reakce 6-methyl-2-nitrosopyridinu LXVI s cyklickym 1,3 dienem LXV byla
provedena v pfitomnosti médného komplexu (S)-SEGPHOS (Schéma 18). Prislusné
produkty reakce byly ziskany ve vysokém vytéZzku okolo 99% a enentiomerni Cistoté
pres 90%. V tomto pfipadé vznika chelataci substituovaného pyridinu LXVI monomerni
nitrosopyridin-katalyzatorovy komplex LXVI, ktery neprodlené reaguje s dienem za

vzniku pfislusného produktu reakce LXVIII.?

0

0 O PPh, CuPFg(MeCN),
0 O PPhy  cH.,CI,

) R % 8510 -20°C
e no+ | Ao

NN
LXV LXVI
}@ ya
" P %
7 h
R? N ) '/
N S AT g Cu~— P,
RS /O // /
/__\ R? N Ph' "
N
1
v R o
LXVII R

Schéma 18: Médnym komplexem katalyzovana enantioselektivni NDA reakce?’

Také 6-methyl-2-nitrosopyridin LXX reaguje s alifatickym 2-
triisopropylsilyloxy(OTIPS)-1,3-butadienem LXIX poskytujice pfislusny produkt LXXI
s vytézkem pres 90% a s vynikajici regio a enatioselektivitou (>95%).2” V této reakci
byl pro katalyzu pouzit (S)-DIFLUORPHOS (Schéma 19), se kterym bylo dosazeno
lepSich vysledk(, nez s vy$e zmifiovanym (S)-SEGPHOSem'. Dieny odvozené od
OTIPS vykazovaly vySsi aktivitu a enantioselektivitu nez odpovidajici trimethylsilyloxy-
(OTMS) nebo terc-butyldimethylsilyloxy- (OTBDMS) dieny. Vysoka reaktivita prameni
z objemnosti triisopropylsilylskupiny (TIPS), ktera nuti dien k pfijeti s-cis konformace ve

prospéch koordinované [4+2] cykloadice.?®
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Schéma 19: Reakce s vyuzitim OTIPS skupiny a (S)-SEGPHOS?

Pokud je nasledujici reakce 2-nitrosopyridinu LXXIIl s racemickym dienem
LXXII provedena za vyuziti chiralniho médného komplexu s Walphos-CF3, dochazi ke
vzniku pouhych dvou izomerd z osmi moznych (Schéma 20).2° Produkty LXXIV a
LXXV jsou ziskany ve vysokém vytéZku (>95% pro produkt LXXIV a okolo 50% pro
LXXV) s vysokou enantioselektivitou (>90% pro oba produkty). Zejména vyuziti

stericky branéného substituentu, napt.: arylt, Uplné potlaéi vznik ostatnich izomera. %

FsC CF3;

@'Q\F'P CF; CUPFg(MeCN), 1

o Fg) O CH,Cl, y o R

e < L, 78t0-20°C O\ 2 . Q?/N
pZ .0 N 7 G =

N” N R? o \/
LXXII LXXII LXXIV LXXV

Schéma 20: Reakce s vyuzitim Walphos-CF;?°

Tato metoda se osvédCila pfi totalni syntéze (+)-trans-dihydronarciclasinu
LXXVIIl s potencialnim protinadorovym a antivirotickym G¢inkem.* Reduktivni
roz8tépeni vazby N-O aduktu LXXVI pomoci Mo(CO)s a NaBHi, provazené
diastereoselektivni dihydroxylaci a ochranénim vzniklych hydroxy skupin, poskytuje
produkt LXXVII. Pyridylova skupina této latky je odstranéna kvarterizaci s methyl
triflatem a naslednou bazickou hydrolyzou. V naslednych péti krocich dostavame (+)-
trans-dihydronarciclasin LXXVIII (Schéma 21).3"

[Mo(Co)g] (_)TBDMS OH
NaBH, OTBDMS : OH
MeOH

~~ YOTBDMS —><o " “OH

HN N

o NH

\ OH O
LXXVI LXXVII LXXVIII

Schéma 21: Syntéza (+)-trans-dihydronarciclasinu®'
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3.2. Peroxylipidy

Peroxidace lipidd muze byt zhruba definovana jako proces zavadéni
hydroperoxidické skupiny do molekuly lipid.%? Polynenasycené mastné kyseliny
(PUFA)  vyskytujici se  ve fosfolipidech, glycerolipidech a  cholesterolu,
nepostradatelnych soucastech bunécné membrany, jsou nejCastéjsi cile peroxidace.
Dal$i dulezitou funkci fosfolipidl je jejich role zasobarny vychoziho materialu pro
signalni molekuly (oxidované derivaty volnych mastnych kyselin apod.). Peroxidicka
skupina ma svudj pavod v molekule kysliku nebo peroxidu vodiku.®? Polynenasycené
mastné kyseliny obsahuji dvé a vice izolovanych dvojnych vazeb, oddélenych
methylenovymi mustky. Allylické vodiky, vazané na uhlicich sousedicich s dvojnou
vazbou, jsou velmi snadno odStépitelné a tim ¢&ini tyto uhliky velmi nachylné
k peroxidaci.®?> Jak jiz bylo feCeno vySe, nenasycené mastné kyseliny jsou diky své
vysoké flexibilité nedilnou soucasti bunécné stény (tvofi az 50% vSech mastnych
kyselin ve sténé).®®  Vlidském organismu je zastoupeno S$iroké spektrum
polynenasycenych mastnych kyseliny, které se vruznych typech tkané vyskytuji
vrizné koncentraci. Napfiklad, w-6 polynenasycené mastné kyseliny (hlavné
arachidonova a linolenova) je mozné detekovat napfi€ membranami napfi¢ celym
organismem, na druhou stranu w-3 polynenasycené mastné Kkyseliny (hlavné
dokosahexaenova kyselina) se vyskytuji v kife mozku a tkanivu nervového systému.
Ona vSudypfitomnost polynenasycenych mastnych kyselin je jednim z duvodu jejich
tak Castého poskozeni oxidativnim stresem.

Oxidované lipidové mediatory jsou nezbytné pro udrzovani homeostatické
rovnovahy v lidském organismu. Bohuzel zvySena produkce téchto molekul a s tim
souvisejici vyCerpani zasoby antioxidantovych rezerv vede kzanétu nebo
programované bunéc¢né smrti.>* Vedle mistnich projevu peroxidace, jako jsou zmény
v propustnosti, integrité a funkénosti bunécné stény jsou produkty peroxidace aktivni

v iniciovani sekundarni buné&éné imunitni odpovédi.®®
3.2.1. Mechanismus peroxidace lipidU

Bézné popisovany fetézovy mechanismus peroxidace polynenasycenych
mastnych kyselin obsahuje tfi zakladni kroky a to: iniciaci, prolongaci a terminaci
(Schéma 22). Iniciaci je vlastné odStépeni vodiku z allylického uhliku a vytvoreni
radikalu lipidu. Poté dochazi k pfesmyku, pfi kterém molekula zaujme vyhodnéjsi
postaveni konjugovaného dienu (radikalu konjugovaného dienu). Takto vznikly radikal
nasledné pfitahuje rozpustény Kkyslik ze svého okoli a dochazi k formovani

peroxylipidového radikalu.
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Schéma 22: Mechanismus peroxidace lipid(36:37:38

Peroxylipidovy radikal nasledné iniciuje dalSi odstépeni vodiku z nové molekuly
lipidu a sam pfijima odtrzeny vodik za vzniku hydroperoxylipidu. Poslednim krokem,
neboli terminaci, je slou¢eni dvou radikali a ukonéeni fetézové reakce.36:37-38

Kromé hydroperoxylipidi vznika béhem Fetézové reakce i spousta dalSich
produktl, pfikladem mohou byt isoprostany, neuroprostany, aldehydy, ketony, alkany,

lyso-fosfolipidy a aldehydy modifikované proteiny.3°
3.2.1.1. Enzymaticka peroxidace lipidu

Hydroperoxidy fosfolipidu jsou primarnimi produkty fosfolipidové oxidace a jejich
vznik je zprostfedkovan hlavné enzymatickou cestou v burikach. Enzymy obsahuijici
zelezo v hemové ¢i nehemové formé mohou snadno katalyzovat peroxidaci fosfolipidu.
Cyklooxygenazy (prostaglandin-endoperoxidazové syntazy nebo COX) jsou hlavni

enzymy oxidace fosfolipidll a produktem jejich katalyzy jsou prostanoidy, napfiklad:
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prostaglandiny, prostacykliny nebo tromboxany.*%4142 COX primarné pusobi na volnou
arachidonovou kyselinu produkujice pestrou S$kalu prostanoidd. Bohuzel bylo
prokazano, ze COX miize pusobit i na jiné polynenasycené mastné kyseliny jako je
linolova, gama-linolova, eikosadienova, eikosatrienova, eikosapentaenova,
dokosapentaenova a dokosahexaenova kyselina.*3444% Enzymova aktivita COX byla
plvodné popisovana jako prostfedek oxidace volnych mastnych kyselin, pozdéji se ale
ukazalo, Ze oxidaci na fosfolipidy podléhaji i esterifikované mastné kyseliny.
Mechanismus jakym reakce probiha neni bohuZzel stale znamy.*¢ V savéim organismu
se vyskytuji tfi druhy COX, a to COX1, COX2 a COX3. COX1 je produkovan prakticky
neustale, zatimco COX2 a COX3 jsou produkovany na zakladé specifické indukce. 4

Dal§i skupinou enzymu podilejicich se na oxidaci mastnych kyselin jsou
lipoxygenazy (LOX). Zatimco COX produkuji cyklické produkty oxidace, LOX produkuiji
linearni produkty.*® Lipoxygenazy jsou odpovédné za produkci hydroperoxy, hydroxy,
epoxy a ketoxy kyselin, leukotrient, hepoxilint, a lipoxinu. 4505 Lipoxygenazy mohou
oxidovat jak volné kyseliny, tak i pfisluSné estery. Na zakladé pozice peroxidické
skupiny na produktu enzymatické reakce délime savci lipoxygenazy na LOX3, LOX5,
LOX8, LOX12, LOX15. LOX3 ma primarni funkci izomerazy, ostatni jsou
peroxidazamy.>?

Kromé& COX a LOX, které hraji hlavni roli ve fosfolipidové oxidaci, mohou
oxidaci fosfolipidd provadét i ostatni enzymy, jako napf. enzymy metabolismu
xenobiotik z rodiny cytochromt P450.5* Cytochromy P450 patfi do skupiny w-
hydroxyldaz, epoxygenaz a bisallylické hydroxylazy, které produkuji koneéné
hydroxylované mastné kyseliny, epoxykyseliny a hydroxyeikosatetraenovou kyselinu.>*

Vedle COX, LOX a cytochrom( P450, mohou lipidperoxidazovou aktivitu ziskat i
rizné Zelezo obsahujici proteinové struktury.®® Jednim z proteint, ktery vzbudil
pozornost na poli peroxidace lipidd je mitochondridlni elektrontransportni Fetézovy
komplex cytochromu C. Vedle proapoptotické stimulace, cytochrom C umi také
selektivné oxidovat anionicky fosfolipid kardiolipin v mitochondriich a fosfatidylserin
v plazmatické membrané.®556.57 Stejné jako cytochrom C, i dal§i membranové proteiny
s hemovym katalytickym centrem byly identifikovany v peroxidaci lipidu, pFikladem

mohou byt: myeloperoxidaza, cytoglobin, myoglobin a hemoglobin.%8:59.60.61
3.2.1.2. Neenzymaticka peroxidace lipidu

Neenzymaticka peroxidace lipidu je primarné zaloZena na reaktivité volnych
radikall. Hydroxylovy radikal vznikly interakci pfechodného kovu s reaktivni kyslikovou

slouéeninou je hlavnim radikalem vyskytujicim se vtomto procesu.®? Reaktivni
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kyslikové slou€eniny jsou odvozeny od molekularnino kysliku, peroxidu vodiku Cci
organickych peroxidu.®® Ackoli i molekularni kyslik je silnym oxida¢nim ¢inidlem, nebylo
pozorovano jeho pfimé zapojeni se do peroxidace lipidu. Pfijetim elektronu se ale
z molekularniho kysliku stava superoxidovy aniontovy radikal ( Oz ). Za normalnich
okolnosti je vznikly superoxidovy radikal zredukovan pomoci superoxid dismutaz za
vzniku peroxidu vodiku.®* Peroxid vodiku reaguje s Zeleznatym iontem (Fentonova
reakce) (Obrazek 6) za vzniku hydroxylového radikalu, hydroxylového aniontu a
Zelezitého kationtu.%® Superoxid muze byt vyuZit pro redukci Zelezitého kationtu na

Zeleznaty v prvnim kroku Haber-Weissovy reakce (Obrazek 7).
Fe?* + H,0p —» Fe3* + OH + OH:

Obrazek 6: Fentonova reakce®®

Fe¥* + Oy —» Fe? + O
Obrazek 7: Haber-Weissova reakce®®

Nejen Zzelezo ale i dvojmocné ionty jinych pfechodnych kovl mohou iniciovat
vznik hydroxylového radikalu skrze Fentonovu reakci, a to médnaté (Cu?*), kobaltnaté
(Co?*) a nikelnaté (Ni?*), reakce ale probiha pomaleji a s mensi Géinnosti (Obrazek 8).
Zeleznaté a médnaté kationty se také G&astni degradace organickych hydroperoxidii
na organické peroxyradikaly a hydroxylové radikaly.®> MnoZstvi volnych Zeleznatych a
médnatych kationtll v organismu je za normalnich okolnosti velmi malé, vzhledem
k velmi efektivnimu zachazeni s témito ionty uvnitf i mimo buriku.®® Mohou se ale
vyskytnout stavy, kdy se koncentrace téchto iontd nebezpecné zvySuje vlivem
poskozenych mechanism, prikladem muze byt hemochromatéza.®” Volné pfechodné

kovy mohou hrat vyznamnou roli v syntéze hydroperoxidaz lipidu.
Men+ + H202 —_— Me(n+1)+ + OH + OH-

Obrazek 8: Fentonova reakce s prechodnymi kovy®®

DalSi moznosti vzniku hydroxylového radikalu je rozklad peroxodusité kyseliny,
vznikajici reakci superoxidového radikalu s oxidem dusnatym (Obrazek 6).58%° Takto
vzniklé hydroxylové radikaly mohou byt iniciatory peroxidace lipid.”® Celkové Ize fici,
Ze neenzymaticka peroxidace lipidu je tézko terapeuticky zacelitelna, nebot reakce je

velmi intenzivni a vznika obrovské mnozstvi nespecifikovanych produkt.
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NO + Oy —»  ONOO’
ONOO~ + H* —>»  ONOOH

ONOOH ——» OH * NO,
Obrazek 9: Vznik radikalu z peroxodusité kyseliny®®

3.2.2. Stanoveni produktd peroxidace lipidu

Velka vétSina analytickych metod je zalozena na stanoveni produktd
vznikajicich rozkladem peroxylipidového radikalu. Tato molekula podléha rozkladu za
vzniku pestré Skaly produktd, hlavni sledované produkty jsou malondialdehyd a 4-

hydroxy-2-nonenal (Obrazek 10)."

Radical® 2(32
W
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Obrazek 10: Pfehled moznosti vzniku malondialdehydu, jeho metabolizace a mozna

Skodlivost’"
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Nejpravdépodobnéjsi cesta vzniku malondialdehydu je pfi rozkladu
arachidonové kyseliny (AA) a dalSich nenasycenych mastnych kyselin s delSim
fetézcem (PUFAs). Malondialdehyd vznikéa jako vedlejSi produkt pfi enzymatické
biosyntéze tromboxanu A> (TXAz) a 12-L-hydroxy-5,8,10-heptadekatrienové kyseliny
(HHT). K jeho vzniku muze také dochazet pfi neenzymatickém procesu z bicyklickych
endoperoxidl vzniklych béhem peroxidace lipidt (Schéma 23).72

DalSimi produkty peroxidace lipidd mohou byt napfiklad konjugované dieny,
hydroperoxidy lipiddl, isoprostany, isofurany, lipid-DNA adukty, lipid-protein adukty a
plyny (napf. pentan). "3

00
CH3(CH2)n\/:\)j\ﬂ(CH2)nCOOH
LXXXV
0—0
CHa(CH,)N fv—\ﬂ(CHz)nCOOH
LXXXVI
Q CH,)nCH
0 (CH2NCHy b (CHz)nCH,
© - (CH2)NCOOH A (CH2)nCOOH
OOH OOH
LXXXVII LXXXVII

Schéma 23: Vznik bicyklickych endoperoxid(l z peroxylipidového radikalu’?

3.2.2.1. TBARS (2-Thiobarbituric acid reactive substances)

Tato metoda je zaloZzena na reakci vySe zminovaného malondialdehydu XC
s thiobarbiturovou kyselinou LXXXIX, kdy produktem je adukt XCI (Cerveny pigment),
ktery ma absorpéni maximum pfi 532 nm (Schéma 24). Nasledné je mnoZstvi

vzniklého pigmentu kvantifikovano pomoci fluorescenéni spektrofotometrie.”
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Schéma 24: Reakce thiobarbiturové kyseliny s malondialdehydem?

TBARS metoda se vyuziva in vitro. Nevyhodou této metody je, Ze TBA reaguje i

s jinymi latkami v organismu, ¢imzZ se sniZuje pfesnost analytické metody.

3.2.2.2. NMPI (N-methyl-2-fenylindol)

NMPI je dal§i metodou, pfi které reakci malondialdehydu XC s &inidlem XCII
vznika adukt XCIlI se specifickym absorpénim maximem pfi 586 nm. Cinidlem je N-
methyl-2-fenylindol XCII a reakce probiha v kyselém prostiedi.”® Kvantifikace je opét

provedena metodou fluorescenéni spektroskopie.

N\ H - 2 A\
2 Ph + O ~_0 Ph \ N \ Ph
N
/ \

\
XCli XC XCil

Schéma 25: Reakce NMPI s malondialdehydem

3.2.2.3. DNPH (2,4-dinitrofenylhydrazin)

Dal§i metoda stanoveni karbonylovych produktt (aldehyd( a ketonu) pomoci
Cinidla XCV, jehoz reakci dochazi ke vzniku produktu se specifickym absorp&nim
maximem pfi 370 nm. Vznikly hydrazon XCVI ma intenzivné Zluté zbarveni. Reakce

probiha in vitro (Schéma 26).7

H,N
27 °NH ON
2
Y~o + ——=  ©=N-N NO,
R2 RZ
NO,
XCIV XCV XCVi

Schéma 26: Reakce DNPH s karbonylovymi slou¢eninami’®
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3.2.2.4. Analyza pomoci GC-MS

Jak bylo zminéno vySe, jednim zhlavnich produktld peroxidace lipidu je
cytotoxicky 4-hydroxynonenal XCVII (Schéma 27), coz je a,B-nenasyceny aldehyd.
Jeho cytotoxicita spoCiva v moznosti provedeni Michaelovy adice za tvorby thioether(
nebo tvorby Schiffovych bazi s volnymi aminokyselinami a s e-amino skupinou lysinu a
imidazolovou skupinou na histidinu obsazenych v proteinech.””

PFi pouziti GC-MS je nejprve tfeba provést sérii separacnich operaci a nasledné
reagovat vzorek s pentafluorbenzylhydroxylaminem (PFB) za soucasné sililace
pfitomné hydroxyskupiny pomoci N,O-Bis(trimethylsilytrifluoracetamidu (Schéma 27).
Vznikly derivat XCVIII je vlivem trimethylsililové skupiny tékaveéjsi a tudiz pouzitelny pro

plynovou chromatografii.”®

H F
H3C\(';. 3
'Si. F F
OH PFB, BSTFA HC™ 0
/\/\)WO > /\/\)WN\O F
XCVII XCVIil F

Schéma 27: Uprava 4-hydroxynonenalu XCVII pro GC-MS7®

PFB skupina propujcuje molekule XCVIIl diky své vysoké elektronegativité
schopnost zachytavat elektron a molekula tudiz maze byt podrobena negativni iontové
chemické ionizaci (NICI). Hmota iontového $tépu analytu je 152, pokud PFB skupina

disociuje za mékkych ionizaCnich technik.

3.2.2.5. Analyza vznikajiciho pentanu

Jednim z vedlejSich produktd peroxidace lipidQ jsou i plynné alkany s kratkym
fetézcem (ethan, pentan). Plyny vznikaji zejména pfi tepelném ¢&i kovem
katalyzovaném rozkladu hydroperoxylipidi. Tyto vzniklé plyny mohou byt stanoveny
pomoci GC-MS ve vydechovaném kondenzatu.” Diky své neinvazivnosti je metody
vyuzivano pro in vivo analyzu lipidové peroxidace.”

Tato metoda je ale nepfesna z divodu zavislosti tvorby pentanu na kysliku ve
tkanich. Kromé toho je pentan metabolizovan cytochromy p450, pokud se tedy
v organismu vyskytuji induktory cytochromu p450, pentan nemusi byt zachycen.® Dalsi
nepresnosti mize zplsobovat pentan produkovany bakteriemi, pfi jejich premnozeni &i
infekci. Tyto problémy vedly k velkému Ustupu pentanu jako ukazatele peroxidace
lipid(.8°
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3.2.3. Dusledky peroxidace lipidu

Hromadici se dikazy podporuji hypotézu, Zze oxidativni stres, peroxidace lipidQ
a oxidativni poSkozeni bunék vorganismu ma za nasledek rozvoj se starnutim
souvisejicich onemocnéni.?’ Oxidativni stres je zplUsoben nerovnovahou v produkci
volnych radikali a mife jejich odstrafiovani diky sniZzené aktivité obrannych
mechanisml organismu.?’ Nejvétsi problém nastava ve tkanich s pomalou ¢i Uplné
chybéjici buné¢nou pfeménou (bunécnym cyklem) jako je napf. mozek, srdce a kosti.
Tyto tkdné maiji tendenci zadrZovat Skodlivé produkty peroxidace lipidu.8! Produkty
peroxidace se v malém mnozstvi chovaji jako bunétné mediatory a az pozdéji se
projevi starnutim tkani, onemocnénim jater, ledvin, nervového a kardiovaskularniho

systému, rakovinnym bujenim, metabolickymi a endokrinnimi poruchami a cukrovkou.?'

3.2.3.1. Vliv peroxidace lipidd na vznik Alzheimerovy

choroby

Oxidativni stres se podili na vzniku vSech neurodegenerativnich onemocnéni a
zda se byti obzvlasté dulezity pfi vzniku a rozvoji Alzheimerovy choroby.®? Toto
onemocnéni se projevuje vypadky paméti, v pozdéjsich fazich i dysfazii (porucha feci)
a dyspraxii (poruchy pohybu). Alzheimerova choroba je jednou z nejrozSifenéjSich
neurodegenerativnich chorob, postihuje az 10% populace po 80. roce véku. U pacientl
s Alzheimerovou chorobou byly pozorovany specifické mutantni geny pro membranovy
amyloidovy prekurzorovy protein.®2 Alzheimerova choroba je morfologicky
prezentovana amyloid obsahujicimi plaky a neurofibrilarnimi uzly hlavné v oblasti
hippokampu a frontalniho kortexu.®? Jadro téchto plakil je tvofeno amyloidnim B-
proteinem, ktery je proteolyticky vystépen zdaleko vétSiho amyloidového
prekurzorového proteinu. Amyloidni B-protein je toxicky a jeho akumulace tvofi jiz
zminované plaky. ZvySena aktivita proteolytického enzymu (BACE1) tvoficiho
amyloidovy B-protein je pak pozitivné ovliviiovana oxidativnim stresem. Vysvétlenim
muzZe byt aktivace drahy c-Jun N-terminalni kindzy vlivem oxidativniho stresu, ktera

zvysi expresi BACE1.82
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3.2.3.2. Vliv peroxidace lipidd na vznik Parkinsonovy

choroby

Parkinsonova choroba je druhé nej¢astéjSi neurodegenerativni onemocnéni na
svété. Hlavnim projevem nemoci jsou snizené motorické funkce pacient(, tfes, poruchy
chize a rovnovahy a obecné zpomalené pohyby. Této chorobé jsou pficitany
proteinové agregaty s a-synukleinem, coz je protein, ktery je odpovédny za
mitochondridlni funkce a tvorbu synaptickych vezikul.88 Jednim z produktd
peroxidace lipidu je i akrolein, u kterého byla objevena schopnost modifikovat a-
synuklein v dopaminergnich neuronech, coz vede k naruseni mitochondrialni funkce.
Tyto proteinové agregaty jsou hlavni soucasti Lewyho télisek kumulovanych primarné
v putamenu a ¢erné substanci. Tyto dvé ¢asti mozku jsou dulezité pro koordinaci
pohybu a uceni se. Hlavni motoricky neurotransmiter, dopamin, je v téchto oblastech
vyznamné ztracen a dochazi k Ubytku neuront.®?

Jiz bylo v literatufe popsano, Ze 4-hydroxynonenalové a malondialdehydové
adukty byly nalezeny Lewyho téliscich v neokortexu a mozkovych kmenovych
neuronech.®#" 4-hydroxynonenal byl také shledan jako &initel pozméniujici transport
dopaminu.® Tato fakta mohou byt pfi¢inou snizené hladiny dopaminu, coz je nejvétsim
problémem tohoto onemocnéni. Ztrata dopaminu spfazena s proteinovou agregaci a
narastem 4-hydroxynonenalu ma obrovsky vliv na pohybové a u¢ebni schopnosti osob

trpicich Parkinsonovou chorobou.?

3.2.3.3. Vliv peroxidace lipida na vznik kardiovaskularnich

onemocnéni

Atheroskleréza a s ni souvisejici komplikace jsou jednim z nej¢astéjSich divodu
umrti u lidi Zijicim zapadnim stylem Zivota. Role vysokych hodnot cholesterolu je
potvrzena, nicméné neni jedinym faktorem vzniku téchto onemocnéni. DalSim
mechanismem, pohanéjicim patologické zmény v chronické onemocnéni jsou ty, které
predstavuji akutni zanétlivé odpovédi.®® Pfirozené se v krvi vyskytujici lipoproteinové
Castice (LDL a VLDL) mohou pronikat do subendotelové vrstvy, tzv. intimy. V dalSim
kroku mohou byt vlivem oxidativniho stresu pfeménény na pestrou $kalu produktd.
Takto modifikované lipoproteiny mohou interagovat v mezibunééné matrix
s proteoglykany a zpusobovat jak strukturni zmény proteind, tak i crosslinking. Nejen

ze dochazi ke zvétSeni endotelového matrix a tim ztluSténi endotelu, ale dochazi i
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k jeho poSkozeni a tim padem k adhezi a agregaci trombocytl. V tomto misté dochazi
k zanétlivé reakci, tim je zablokovana syntéza oxidu dusnatého a tim padem nedochazi
k vasodilataci. Naslednou tvorbu aterovych platli, zplsobujicich finalni ucpavani cév
maji na svédomi pozménéné makrofagy tzv. pénové burky, které je formuji

z akumulovaného cholesterolu.®®

3.2.3.4. Vliv oxidativniho stresu na vznik rakoviny

Obecné Ize o rakoviné mluvit, jako o nekontrolovaném rlstu bunék vlastniho
organismu. Za normalnich okolnosti je burika schopna mutaci detekovat a spustit
proces opravy. Dal$i moznosti je apoptdza buriky. Bohuzel tyto mechanismy viivem
mutaci selhavaji a vtomto pfipadé dochazi ke vzniku rakoviny. Rakovina muze
vzniknout prakticky v jakékoli tkani téla. Nej¢astéji byvaji zasazeny tkang, kde dochazi
k intenzivnimu bunécnému déleni (plice, stfeva apod.) nebo ve tkanich podiéhajicich
hormonalni stimulaci (vaje¢niky, §titna Zlaza).®! Pfikladem mutaci vedoucich ke vzniku
rakoviny muze byt oxidace adeninu hydroxylovym radikalem, kdy aminoskupina
adeninu podléha oxidaci na hydroxy skupinu. Tato zména poté zplsobuje, Ze se
adenin neparuje s thyminem, ale cytosinem, ¢imz dochazi k mutaci. Obdobné probiha
oxidace guaninu, ktery se nasledné paruje s adeninem namisto cytosinu. %

Problémem reaktivnim kyslikovych slouCenin neni jen mutagenita, ale i
suplovani funkce signalnich molekul, coz se muaze projevit antiapoptoticky, nebo se
mUze vytracet bunécény kontakt, dokonce je mozna i podpora angiogeneze. %

Paradoxem je, Ze jiz vzniklé rakovinné bunky ve své membrané neobsahuiji tak
velké mnozstvi polynenasycenych mastnych Kkyselin, jako zdravé burky, tudiz

nepodléhaiji tak intenzivné oxidativnimu stresu.%
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4. \/ysledky a diskuze

Cilem predlozené diplomové prace bylo pfipravit hydroxylaminové derivaty
nesouci fluorescenéni znacku. U téchto derivati pak byla studovana moznost oxidace
hydroxylaminové skupiny pomoci peroxidu vodiku a nasledné hetero-Diels-Alderovy
reakce in situ generované nitrososlouceniny s konjugovanymi dieny (Schéma 28). U

derivatd hydroxylaminu byly studovany take jejich spektralni vlastnosti.

1 2 3

H20,

R4
N \ 4— N=0
\
e}
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5

Schéma 28: Obecné schéma pfipravy oxazinu

Jako vychozi substraty pro pfipravu cilovych slou€enin byly zvoleny kyselina 4-
fluor-3-nitrobenzoova a kyselina 6-fluornikotinova (Obrazek 11). Rhodamin B a
Fluorescein byly zvoleny jako fluorescenéni znacka. Jako linker pro propojeni

fluorescencni znacky se zbytkem molekuly byl pouzit ethylendiamin.

H/\/
HO.
N 6
NO,
T
HO. (N7 7
H

Obrazek 11: Obecna struktura pfipravovanych hydroxylamini 6 a 7.
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4.1. Pfiprava hydroxylaminovych derivatl znacenych

Rhodaminem B

4.1.1. Priprava Rhodaminem B znaeného hydroxylaminu

odvozeného od kyseliny 4-fluor-3-nitrobenzoové

Pro pfipravu Rhodaminem B 2znaeného hydroxylaminu odvozeného od
kyseliny 4-fluor-3-nitrobenzoové 14 (Schéma 29) byla navrzena synteticka cesta, kdy
by vychozi kyselina 8 méla byt pfevedena reakci s ethylendiaminem na odpovidajici
amid 10. Nasledné by mél byt pfipraven substituci fluoru hydroxylaminovy derivat 12 a
acylaci druhé aminoskupiny ethylendiaminu Rhodaminem B cilovy produkt 14 (Schéma
30). Struktura Rhodaminu B bude v dalSich schématech pro zjednoduseni nahrazena
zkratkou Rho B.

0
OH N/\/NH2 NH OH
NH2 _—
F "N ——— Ho.
N
H

NO,
8

Schéma 29: Navrh syntetického postupu pro pfipravu hydroxylaminu 14

4.1.1.1. Pfiprava amidu kyseliny 4-fluor-3-nitrobenzoové

Pro pfipravu amidu kyseliny 4-fluor-3-nitrobenzoové byla kyselina nejprve
pfevedena na odpovidajici chlorid 15. Pro tuto reakci byl jako chloracni €inidlo zvolen

oxalyl chlorid. Jako rozpoustédlo byl zvolen bezvody dichlormethan, reakce byla
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katalyzovana pomoci dimethylformamidu (Schéma 31). Reakce probihala 22 hodin; na

zékladé LC/MS analyzy dochazi po této dobé ke 100% konverzi.

o 0
OH (COCI), Cl
—_—
F DCM, DMF
NO, rt, 22 hod NO,
8 15

Schéma 30: Chlorace 4-fluor-3-nitrobenzoové kyseliny 8

Pro optimalizaci podminek reakce chloridu kyseliny 15 s aminem byla nejprve
provedena modelova reakce s piperidinem (Schéma 32). Bohuzel za laboratorni teploty
dochazi kromé vzniku produktu 16 i ke vzniku znacného mnozstvi slouceniny 17,
vzniklé substituci fluoru piperidinem (Tabulka 1). Jak vyplyva ztabulky 1, této

nezadouci substituci se da vyhnout chlazenim reakéni smési.

o) 0 O
. +
NO, NO, NO;
15 17

16

Schéma 31: Optimalizace podminek pfipravy amidu s vyuzitim piperidinu

Tabulka 1: Pfehled podminek a vysledku reakce chloridu kyseliny 15 s piperidinem

Piperidin | Rozpoustédlo | Teplota Cas 16 [%] 17[%]
A 1,5 ekv DCM rt 22 h 29 20
B 1 ekv DCM rt 22 h 18 22
Cc 1 ekv DCM Led 22 h 77 0
D 1 ekv DCM rt 30 min 31 19
60 min 21 11

Optimalizované podminky byly nasledné pouzity pro reakci s ethylendiaminem
9. Za laboratorni teploty dochazelo primarné k substituci fluoru. Navic byl pozorovan
vznik slouceniny 18 a to jak za laboratorni teploty, tak za chlazeni. Pfi reakci dochazelo

i k masivni hydrolyze chloridu kyseliny zpét na kyselinu. (Schéma 33, Tabulka 2).
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Z tohoto dadvodu byl pro dalSi optimalizace pfipraven Boc skupinou chranény

ethylendiamin.

NO,
o) 0 o F
EDA A NH: N
Cl N . N/\/
F DCM F E 0
NO, NO, NO,
15 18

10

Schéma 32: Reakce chloridu kyseliny 15 s ethylendiaminem

Tabulka 2: Prehled podminek a vysledk reakce chloridu kyseliny 15 s
ethylendiaminem

EDA Rozpoustédlo | Teplota cas 10 [%] 18 [%]
A 2 ekv DCM RT 22 h 0 2
B 1 ekv DCM RT 22 h 9 12
Cc 2 ekv DCM Led 22 h 28 10
D 1,5 ekv DCM Led 22 h 4 29

Chranény ethylendiamin 21 byl pfipraven reakci ethylendiaminu s Boc-

anhydridem podle v literatufe popsaného postupu (Schéma 34).%°

O O NH DCM, 22 hod H o
>L0J\ A J< T HNTTE HoN™ > T \]<

0°C
19 20 21 ©

Schéma 33: Priprava Boc chranéného EDA 21°

Pfipraveny Boc-ethyleniamin 21 byl nasledné pouzit pro reakci s chloridem
kyseliny 15 (Schéma 33). Reakce byla provedena v bezvodém DCM za chlazeni
ledem. Po 22 hodinach bylo v reakéni smési pfitomno 71 % produktu 22. Surovy
produkt byl nasledné odchranén plsobenim 4 M roztoku kyseliny chlorovodikové
v dioxanu. Po 4 hodinach byl z reakéni smési odparen dioxan, zbytek byl neutralizovan
nasycenym roztokem hydrogenuhli€itanu sodného a produkt extrahovan do DCM
(Schéma 35). Produkt 10 byl ziskan ve vytézku 84%.
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Schéma 34: Reakce chloridu kyseliny 15 s chranénym EDA 21 a nasledné
odchranéni

4.1.1.2. Substituce fluoru hydroxylaminem

Pro substituci fluoru byla zvolena reakce s hydroxylaminem v pyridinu pfi 80 °C
(Schéma 36). Jelikoz je fluor diky sousedni nitroskupiné pomérné reaktivni, k Upinému
odreagovani vychozi latky 10 dochazelo jiz po 3 hodinach. Hydroxylaminovy derivat 12
byl ziskan ve vytézku 74%.

0
(o~ NH2  NHOH N NH
H 80°C, pyr  HO. H

F 3h N

Schéma 35: Priprava hydroxylaminu 12

4.1.1.3 Navazani Rhodaminu B na ethylendiaminovy linker

Tato reakce byla z dlivodu Uspory hydroxylaminového derivatu kyseliny 4-fluor-
3-nitrobenzoové 12 optimalizovana za pouziti propylaminu 23 (Schéma 37). Pro reakci

byly zvoleny podminky s vyuzitim €inidel pouzivanych v peptidové chemii.
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Schéma 36: Optimalizace pfipravy amidu Rhodaminu B 13 s propylaminem

Jak vyplyva ztabulky 3, pomérné uspokojivych konverzi bylo dosazeno
v pripadé pouziti HOBt/DIC a EDC*HCI. Naopak Cinidlo HATU se ukazalo jako zcela
neucinné, jelikoz ani po 22 hodinach nebyl pozorovan vznik produktu 24.

Tabulka 3: Prehled pouzitych podminek a vysledku pfipravy amidu Rhodaminu B 13 s
propylaminem

23 Cinidla

Rozpoustédio Cas 24 [%]

13 [%]

A 1,2 ekv

1,2 ekv HATU
2 ekv DIEA

DMF

22 h

0

80

B 1,2 ekv

1,2 ekv HOBt
1,2 ekv DIC

DMF

22 h

87

13

C 1,1 ekv

1,1 ekv

DMF

22 h

68

32

EDC*HCI
1,1 ekv HOBt
2 ekv DIEA

V dal8i sérii optimalizaci bylo do reakéni smési za stejnych podminek pfidano
katalytické mnozstvi DMAP. Tato udprava pozoruhodné nastartovala reakci za
podminek A (Tabulka 4), ale v pfipadé podminek B a C nebyl pozorovan zadny efekt.
Jelikoz nejlepSich vysledkl bylo dosazeno za pouziti podminek B a C, byly dalsi

optimalizace zaméfeny pouze na né.
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Tabulka 4: Prehled vysledku
propylaminem

optimalizace pfipravy amidu Rhodaminu B 13 s

Po 22 hod Produkt [%] Vychozi latka [%]
A 43 53
B 87 6
C 53 47

S cilem dosazeni co nejvyssi konverze byly v dalSi optimalizaci pouzity vétsi
mnozstvi Cinidel. Jak je vidét z tabulky 5, pouzitim HOBt/DIC bylo po 22 hodinach
v reakéni smési pfitomno 90% produktu. Z tohoto divodu byla tato metoda (B) zvolena
jako optimalni.

Tabulka 5: Pfehled pouzitych podminek a vysledku pfipravy amidu Rhodaminu B 13 s
propylaminem

27 Cinidla Rozpoustédlo éas 28 [%] | 13 [%]

B 1,3 ekv | 1,3 ekv HOBt DMF 22 h 90 3

1,3 ekv DIC

C 1,3 ekv 1,3 ekv DMF 22 h 45 55
EDC*HCI
1,3 ekv HOBt

2,5 ekv DIEA

Jak je zfejmé zvySe uvedenych optimalizaci, pro reakci Rhodaminu B
s pfipravenym hydroxylaminovym derivatem 4-fluor-3-nitrobenzoové kyseliny 12 byly
zvoleny podminky B (Schéma 38) vyuzivajici HOBt/DIC. Za téchto podminek byla
nasazena série reakci, kdy v prvnim pfipadé byly uzity podminky B v nezménéné

podobé a pro dalSi reakce byly podminky upraveny (Tabulka 6). Bohuzel ani v jednom

pfipadé nedochazelo ke vzniku zadaného produktu.

Schéma 37: Navazani Rhodaminu B 13 na hydroxylaminovy derivat 12
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Tabulka 6: Prehled pouzitych podminek a vysledk( optimalizace navazani
Rhodaminu B 13 na hydroxylaminovy derivat 12

19 HOBt/DIC Baze | Rozpoustédio cas 14 12 [%]
[%]

B 1,3 1,3 ekv DMAP DMF 22 h 0 100
ekv

B2 1,3 1,3 ekv DIEA DMF 22 h 0 100
ekv

B3 1,3 1,3 ekv DIEA DMSO 22 h 0 100
ekv DMAP

Jelikoz reakce s vyuzitim couplingovych Ccinidel neprobihala, byl proveden
pokus o prevedeni Rhodaminu B na odpovidajici chlorid 25 (Schéma 39). Pro chloraci
byl zvolen thionylchlorid, reakce byla provedena pod refluxem (85°C) a trvala 1 hodinu.
Reakéni smés byla po odstaveni zbavena pfebytecného thionylchloridu na vakuové
odparce a nasledné reagovana s 1,3 ekv. hydroxylaminového derivatu 12 v DMSO s 1
ekv. pyridinu po dobu 22 hodin. A¢koli na zakladé LC/MS analyzy chlorace probéhla
kvantitativné, nebyl pozorovan vznik amidu 14 (Schéma 37). Nereaktivita
hydroxylaminového derivatu 12 je pravdépodobné zpusobena jeho nerozpustnosti
v pouzitych rozpoustédlech. Kromé toho je mozné, Ze se tato slou€enina vyskytuje ve

formé vnitfni soli (Obrazek 12).

pyr, DMSO
rt, 22 h

pyr, DMSO
rt, 22 h

Schéma 38: Syntéza hydroxylaminového derivatu s fluorescenéni znackou s vyuzitim
chlorace Rhodaminu B
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(@)
N/\/NH3+
_ H
NO,

Obrazek 12: Sloucenina 12 ve formé vnitini soli

4.1.1.4 Priprava Rhodamin B ethylendiaminu

Jelikoz nebylo mozné Zzadnym zpusobem navazat Rhodamin B na
ethylendiaminovy linker molekuly 12, byl navrzen alternativni zpusob pfipravy. V tomto
pfipadé mél byt Rhodamin B nejprve navazan na Boc-ethylendiamin 21. Po odchranéni
mél byt vytvofen amid s kyselinou 4-fluor-3-nitrobenzoovou 28 nasledovany substituci

fluoru hydroxylaminem 14 (Schéma 40).
~_N

(0]
NH-Boc O O
HaN"T >
2 N\/\

.

Q NH-Boc

(0]

26

13
HCI, dioxan
% 4
OH

o N~

Schéma 39: Navrh syntetické cesty pro pfipravu hydroxylaminu 14
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Pro reakci Rhodaminu B s Boc-ethylendiaminem bylo vyuzito vyzkouSenych
postupl z optimalizace reakce Rhodaminu B s propylaminem. Za téchto podminek
bohuZel nedochazelo ke vzniku vice nez 25% produktu. Proto byly podminky opét
EDA 21. Reakce byla provedena za laboratorni teploty v DCM (Schéma 38). Po 1
hodiné dochazi ke vzniku 77% produktu. DCM byl poté odpafen a odparek byl
podroben reakci se S$tépici smési (4M HCI v dioxanu). Po 1 hodiné dochazi ke

kvantitativnimu odchranéni a produkt 27 (Schéma 41) byl ziskan ve vytéZku 69%.

N [ N r
\/N o /N\/ \/N N\/

O
§ LI
HZN/\/NH-BOC !
> ~
H EDC*HCI, DCM, Q

rt, 1h O
26

NH-Boc

HCI, dioxan
rt, 1 h

~_N l ¢ N_-
o

@)
27

Schéma 40: Pfiprava Rhodamin B ethylendiaminu 27

4.1.1.5. Priprava hydroxylaminu znaCené 4-fluor-3-

nitrobenzooveé kyseliny

Abychom mohli pfipravit cilovy hydroxylaminovy derivat, bylo nejprve nutné
navazat kyselinu 4-fluor-3-nitrobenzoovou na pfipraveny Rhodaminem B substituovany
ethylendiaminem 27. P¥i této reakci bylo vyuzito vySe optimalizovaného postupu, kdy
byla v prvnim kroku provedena chlorace kyseliny 4-fluor-3-nitrobenzoové pomoci
oxalylchloridu v bezvodém DCM. Po odpafeni rozpoustédel byl surovy chlorid kyseliny

15 podroben reakci s Rhodamin B ethylendiaminem 27 v bezvodém DCM za chlazeni
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(Schéma 42). Po 22 hodinach dochazi ke vzniku 72% produktu 28, ktery byl izolovan
ve vytéZku 63%.

\/N
DCM, 22 h NH-Rho B
" NH,

o7 15 28

Schéma 41: Navazani Rhodamin B ethylendiaminu 27 na kyselinu 4-fluoro-3-
nitrobenzoovou

Poslednim krokem pak byla substituce atomu fluoru hydroxylaminem. Opét bylo
vyuzito optimalizovanych podminek. Tzn., ze jako rozpoustédlo byl pouzit pyridin,
hydroxylaminu bylo pouzito 1,5 ekvivalentu a reakce probihala pfi 80°C. Reakce byla
monitorovana pomoci LC-MS a reakéni doba se pohybovala vrozmezi 1-3 hodin
(Schéma 43). Finalni produkt 14 byl po odlyofilizovani pyridinu precistén pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu s pouzitim 5% roztoku methanolu v DCM jako
mobilni faze. Vytézek €inil 55%.

(@] (@]
NH-RhoB  NH,0H NH-Rho B
—_—
F pyr, 80°C \N
NO, 3h NO,
28 14

Schéma 42: Pfiprava hydroxylaminu znacené 4-fluoro-3-nitrobenzoové kyseliny 14

4.1.2 Priprava hydroxylaminového derivatu odvozeného od

kyseliny 6-fluornikotinove

Pfi pfipravé tohoto derivatu byla navrzena syntetickd cesta analogicka ke
kyseliné 4-fluor-3-nitrobenzoové. Prvnim krokem byla tvorba amidu kyseliny nikotinové
29 s pfedem pfipravenym ethylendiaminem nesoucim Rhodamin B 27. Nasledujicim
krokem byla substituce atomu fluoru hydroxylaminem za vzniku finaini slou¢eniny 33
(Schéma 44).
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33

Schéma 43: Navrhovana cesta k syntéze hydroxylaminového derivatu 33

4.1.2.1. Optimalizace syntézy amidu kyseliny 6-

fluornikotinové

Nejprve byla analogicky ke kyseliné 4-fluor-3-nitrobenzoové vyzkousena
chlorace oxalylchloridem nasledovana reakci s Boc-ethylendiaminem. Problémy se
vyskytly jiz pfi pfipravé chloridu, kdy nebylo mozné pomoci LC/MS ovéfit, zda reakce
probéhla, jelikoZz na zaznamu z hmotnostniho spektrometru nebyla pozorovana Zadna
ionizace. | pfesto byl ale proveden pokus o naslednou reakci s Boc-ethylendiaminem,
ktery ale nevedl ke vzniku pozadovaného produktu 29 (Schéma 41).

0]

0
X lylchlorid /\/N"' -Boc NH-B
| OH oxayc ori H2N N N oc
E-SNT DOM. 1t 221 F | H

DCM 0°C,22h g~ N\
31 32 29

Schéma 44: Chlorace kyseliny 6-fluornikotinové 31 a navazani Boc-ethylendiaminu 21

Z tohoto dlivodu byly hledany alternativni podminky. Nejprve byla vyzkousena
reakce s HOBt a DIC nebo DCC (tabulka 7). V tomto pfipadé sice dochazelo ke vzniku
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produktu, byl ale zastoupen ve smési s vychozi latkou v poméru cca 1:1. Podobné

probiha reakce, ve které byl nejprve pfipraven chlorid kyselin reakci s thionyl

dochazi k uplnému odreagovani vychozi latky 31.

Tabulka 7: Prehled pouzitych metod a vytéZk( pro navazani Boc ethylendiaminu na
kyselinu 6-fluoronikotinovou

21 Cinidla Rozpoustédio Cas 29 [%] 31 [%]
A 1,2 ekv | 1,2 ekv HOBt DMF 22 h 49 40
1,2 ekv DIC
B 1,1ekv | 1,1 ekv HOBt DMF 22 h 44 41
1,2 ekv DCC
2 ekv DIEA
C 1 ekv 1,2 ekv DCM 22 h 63 0
EDC*HCI
D 1 ekv i) 50 ekv DCM 22 h 41 28
SOCl,
ii) 2,1 ekv EtsN

4.1.2.2. Priprava hydroxylaminu odvozeného od 6-

fluornikotinové kyseliny

Na zakladé optimalizovaného postupu pro navazani Boc-ethylendiaminu 21 byl
nejprve pfipraven amid kyseliny 6-fluorniktoinové znaceny Rhodaminem B 29 (Schéma
46) pusobenim ¢inidla EDC*HCI. Po 22 hodinach bylo v reakéni smési pozorovano
62% produktu, ktery byl nasledné izolovan ve vytéZzku 32%.

DalSim krokem byla snaha o substituci fluoru za hydroxylamin. Jelikoz je
v tomto pfipadé atom fluoru méné reaktivni, nez v pfipadé 4-fluor-3-nitrobenzooveé
kyseliny, ukazala se reakce s 1,5 ekvivalenty hydroxylaminu pfi 80°C v pyridinu jako

neucinna (Tabulka 8). Z tohoto divodu musela byt provedena optimalizace podminek.
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EDC*HCI, DCM, rt, 22 h

~_-NH-Boc
H2N 21 /(ﬁ)J\N/\/NH-RhOd
\J o) HO. | ~ H
NH/\/NH-Rhod NH,OH (DBU) u .
“ Pyridin/DMSO 0

F7ON
AN NH-Rhod
29 | H
—
HN" N
34

Schéma 45: Priprava Rhodaminem B znaéené 6-fluornikotinové kyseliny 29 a reakce
s hydroxylaminem

Nejprve byl pouze zaménén pyridin za DMSO, opét ale nebyl pozorovan vznik
hydroxylaminu 33. Nasledné bylo k reakci pfidano DBU, kdy dochazelo ke vzniku
produktu, ktery byl ale Caste¢né rozkladan na aminoderivat 34. ZvySeni mnozstvi
hydroxylaminu a DBU sice vedlo k mirnému narustu produktu v reakéni smési (Tabulka
7), ale i tak nebyla konverze povazovana za uspokojivou.

Tabulka 8: Prehled pouzitych metod a vytézka pro pfipravu hydroxylaminu 33 (80 °C,
3 h)

NH.OH Baze Rozpoustédlo | 33 [%] | 34 [%] | 29 [%]

A | 1,5ekv - Pyridin 0 0 100
B | 1,5ekv --- DMSO 0 0 100
C | 1,5ekv | 1,5 ekv DBU DMSO 18 10 72
D 3ekv | 1,5ekv DBU DMSO 28 9 63

DalSi pokusy o zvySeni konverze byly provedeny v mikrovinném reaktoru
nastaveném na 100 °C a 300W. Pfi pouziti 1 ekvivalentu hydroxylaminu a DBU
dochazelo po 1 hodiné ke vzniku pouze 2% produktu. NavySeni mnozstvi Cinidel na 3
ekvivalenty vedlo ke zvySeni vytézku 33 na 53 % po 1 hodiné. (Tabulka 8). Prodlouzeni
reakcni doby, stejné tak pfidani dal8i porce €inidel nevedlo ke zvySeni takto dosazené
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konverze, byl pozorovan pouze rozklad produktu 33 na aminoderivat 34. Uplného
odreagovani vychozi latky ve prospéch produktu pak bylo dosaZeno az pouzitim 20
ekvivalentl hydroxylaminu a DBU (Tabulka 9). Hydroxylamin 33 byl ziskan ve vytézku
85%.

Tabulka 9: Pfehled pouzitych metod a vytézkl pro pfipravu hydroxylaminu 33 (DMSO,
100 °C, 300 W, 1h).

NH20OH Baze 33 [%] | 34[%] | 29 [%]
A 1 ekv 1 ekv DBU 2 2 96
B 3ekv | 3ekvDBU 53 21 32
C | 10ekv | 10 ekv DBU 54 14 25
D | 20 ekv | 20 ekv DBU 85 15 0

4.2. Pfiprava hydroxylaminovych derivatl znacenych

fluoresceinem

Synteticka cesta vedouci k cilovym slou¢eninam méla byt analogicka, jako
v pfipadé derivatd s Rhodaminem B. Prvnim krokem méla byt pfiprava Fluorescein-
ethylendiaminu nasledovana tvorbou amidu pfislusnych kyselin. Poslednim krokem

pak méla byt substituce atomu fluoru hydroxylaminem (Schéma 47).

HO
/\/NH -Boc O O O O

H2N HCI, dioxan

NH Boc —_—

EDC*HCI DCM
HO O OH O O
l \ l 9 _NHO0H
8,38,40: X = C-NO, Q ~ "N X
31,39,41: X =N 5 Ho
X

38 39

40,41

Schéma 46: Strategie pfipravy derivatd 40 a 41 znacenych Fluoresceinem
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4.2.1. Optimalizace podminek navazani ethylendiaminu na

Fluorescein s vyuZzitim propylaminu

Pro optimalizaci syntézy amidu Fluoresceinu byl zvolen jiz dfive vyzkouSeny
propylamin 23 (Schéma 48). Podminky reakce byly nejprve zvoleny na
zakladé pfipravy Rhodamin B-ethylendiaminu. Jelikoz ale nedochazelo ke vzniku
produktu, byly tyto podminky dale modifikovany (Tabulka 10). Pfekvapivé ani v jednom

z uvedenych pfipadu nedochazelo ke vzniku produktu.

Schéma 47: Optimalizace reakce Fluoresceinu 35 s propylaminem 23

Tabulka 10: Prehled pouzZitych metod a vytéZk( reakce Fluoresceinu 35
s propylaminem 23
Propylamin Cinidlo Baze Rozoustédlo | Teplota
A 2 ekv HOBt (1,3 ekv)/DIC DIEA (3 ekv) DMF RT
(3 ekv)
B 2 ekv HOBt (1,3 ekv)/DIC DIEA (3 ekv) DMF 55 °C
(3 ekv) (reflux)
1,3 ekv EDC*HCI (1,3 ekv) - DCM RT
1,3 ekv EDC*HCI (1,3 ekv) - DCM 55 °C
(reflux)

Jelikoz nebylo mozné prevést fluorescein na odpovidajici amid pomoci
couplingovych ¢inidel, byl proveden pokus, ve kterém byl fluorescein pfeveden na
aktivovany ester pomoci N-hydroxysukcinimidu na zakladé postupu uvedeného

v literatufe (Schéma 49).%
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DCC, DMF
N-OH
N, 80°C
0
35 43 44

Schéma 48: Reakce Fluoresceinu 35 s N-hydroxysukcinimidem 43

Fluorescein-sukcinimid 44 byl poté podroben reakci s 2 ekvivalenty propylaminu
s pouzitim triethylaminu jako baze. Po 1-2 hodinach dochézelo ke vzniku az 70%
produktu 42 (Schéma 50).

HO o) OH
Et;N I'ED “'ii

-_— N
DMF, AcCN, Q N
Voda o)
42

Schéma 49: Optimalizani reakce Fluorescenu 44 s propylaminem 23

4.2.2. Priprava fluorescein ethylendiaminu

Jelikoz se se podminky reakce Fluorescein-sukcinimidu 44 s propylaminem
ukazaly jako vhodné, byla provedena analogicka reakce s chranénym ethylendiaminem
21 (Schéma 51). O¢ekavany produkt 36 vznikal z 82%. Po odlyofilizovani rozpoustédel
byl surovy produkt 36 podroben $tépeni Boc skupiny 4M HCI v dioxanu (Schéma 51).
Po 2 hodinach byla reakéni smés zneutralizovana nasycenym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného, coz vedlo k vysrazeni produktu 37, ktery byl po filtraci
jesté precistén pomoci sloupcové chromatografie mobilni fazi slozené z 12% MeOH

v DCM a izolovan ve vytéZzku 70%.
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Schéma 50: Priprava Fluorescein-ethylendiaminu 37

4.2.3. Priprava Fluoresceinem znaCenych amidu kyselin

4.2.3.1. Syntéza amidu kyseliny 4-fluor-3-nitrobenzoové

Pro pfipravu amidu kyseliny 4-fluor-3-nitrobenzoové byly pouzity podminky
optimalizované pfi reakci s Rhodamin B-ethylendiaminem. Kyselina 6 byla nejprve
pfevedena na chlorid kyseliny 15, ktery byl nasledné reagovan s fluorescein-
ethylendiaminem 37 v pfitomnosti pyridinu za chlazeni (Schéma 52). V tomto pfipadé
ale k reakci nedochazelo. Proto byl dalSi pokus proveden za laboratorni teploty, kdy
sice dochazelo ke vzniku produktu, ale pouze z 5%, kromé& toho vznikalo velké

mnozstvi necistot.

Z Casovych davodu nebyla reakce dale optimalizovana a proto se cilovy

fluoresceinem znaceny hydroxylaminovy derivat nepodafilo pfipravit.
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Schéma 51: Navazani Fluorescein-ethylendiaminu 37 na 4-fluor-3-nitrobenzoovou
kyselinu

4.2.3.2. Syntéza amidu kyseliny 6-fluornikotinove

Pro pfipravu amidu kyseliny 6-fluornikotinové byly opét pouzity podminky
optimalizované pfi reakci s Rhodamin B-ethylendiaminem. Kyselina 31 reagovana
s Fluorescein-ethylendiaminem 37 v pfitomnosti EDC*HCI za laboratorni teploty
(Schéma 50). OcCekavany produkt 39 bohuZel vznikal pouze z27% doprovazeny
velkym mnoZstvim necistot. Podobného vysledku bylo dosaZeno i v pfipadé postupu,
ve kterém byla kyselina 31 nejprve pfevedena na chlorid 32 pusobenim oxalylchloridu.
Naslednou reakci se slou€eninou 37 vznikalo pouze 5% produktu (Schéma 53). |

v tomto pfipadé nebyla z Casovych divodl reakce dale optimalizovana.

HO OH EDC*HCI DCM 9 NH-F| .
N N~ NH-Fluorescein
45° C 22 hod | H
/

~">NH-Boc F7ON 39
0
(COCI),, DCM 37
DCM, RT, 22 hod
HO l l OH
M NH Boc
0
37

Schéma 52: Navazani Fluorescein-ethylendiamunu 37 na 6-fluornikotinovou kyselinu
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4.3. Oxidace hydroxylaminové skupiny a hetero-Diels-

Alderova reakce

Pripravené hydroxylaminové derivaty 14 a 33 byly pouzity pro studium moznosti
jejich oxidace pomoci peroxidu vodiku na odpovidajici nitrososlouceniny, které
nasledné mohou podléhat hetero-Diels-Alderové reakci rGznymi dieny za vzniku
oxazinovych derivatl (Schéma 54).

0] 0]
2

N NH-Rho B RN R N NH-Rho B

H —_— 2 H
NO, AN R’ NO,
14

45
O

0]

o _R? NH-Rho B
/(j)LN/\/NH-RhOB RN N”/\/ i
- )
HO. |N/ " e R\QO;NK v
H DS R']

33 46

Schéma 53: Obecné schéma oxidace hydroxylamint 14 a 33 a nasledna hetero-Diels-
Alderova reakce

4.3.1. Optimalizace oxidace hydroxylaminid pomoci

peroxidu vodiku

Studium oxidace peroxidem vodiku a reaktivity s dieny bylo provedeno
s hydroxylaminovym derivatem 14. Jako dieny byly pouzity kyselina sorbova 47 a
cyklohexadien 48 (Schéma 55).
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Schéma 54: Obecna rovnice oxidace hydroxylaminu 14 a nasledné reakce s dieny 47
a48

Oxidaéni reakce byly nejprve studovany v DCM jako rozpoustédle se 2
ekvivalenty peroxidu vodiku a 1,5 ekvivalentem dienu. V pfipadé kyseliny sorbové
nedochazelo po 48 h ke vzniku produktu 45 (Tabulka 10), v pfipadé cyklohexadienu
bylo v reakéni smési pfitomno 20 % produktu 46 vedle znaéného mnozstvi vychoziho
hydroxylaminu a Fady nedcistot. Z tohoto dlvodu byl proveden pokus s pouzitim
heterogenniho systému rozpoustédel (DCM/voda) a fazového katalyzatoru TBAHS

(Tabulka 10). Ani v tomto pfipadé ale nebylo dosazeno uspokojivé konverze a Cistoty
produktui 45 a 46.

Tabulka 11: Zkouska oxidovatelnosti hydroxylaminu 14 peroxidem vodiku

X Produkt Vychozi
Cinidla Dien Rozpoustédlo | Reakéni .
] [%] latka [%]
cas
1,5 ekv
2 ekv H202 kyseliny DCM 48 h 0 71
sorbové
1,5 ekv
5 ekv HzOz
kyseliny DCM/H20 1:1 48 h 5 24
TBAHS ]
sorbové
1,5 ekv
2 ekv H2O; _ DCM 48 h 20 45
cyklohexadien
5 ekv HzOz 1,5 ekv
DCM/H20 1:1 48 h 19 69
TBAHS cyklohexadien
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JelikoZz oxidace peroxidem vodiku mohou byt zavislé na pH roztoku, nasledujici
pokusy byly provedeny v kyselém, neutralnim a alkalickém pH ve smési DMSO/voda
1:1 (Tabulka 11). V pfipadé kyseliny sorbové nedochazelo ani v jednom pfipadé ke
vzniku pozadovaného produktu. Ztohoto dlvodu byly dalSi optimalizacni reakce
provedeny jen s cyklohexadienem.

Tabulka 12: ZkousSka zavislosti oxidovatelnosti hydroxylaminu 14 na pH s kyselinou
sorbovou

Vychozi
Cinidla Dien Rozpoustédio | Reakéni | pH Proodukt latka
cas [%] [%]
1,5 ekv
2 ekv
kyseliny DMSO/H20 48 h 4 0 57
H.02
sorboveé 1:1
1,5 ekv
2 ekv
kyseliny DMSO/H0 48 h 7 0 79
H202
sorbové 11
1,5 ekv
2 ekv
kyseliny DMSO/H,0 48 h 10 0 20
H202
sorbové 11

V pfipadé cyklohexadienu dochazelo pfi pH 4 k Uplnému odreagovani vychozi
latky, nicméné produkt byl kontaminovan velkym mnozstvim necistot (Tabulka 13)
V alkalickém pH potom dochazelo k rozkladu vychoziho hydroxylaminu 14.

V dalSich experimentech bylo zvySeno mnozstvi oxidacniho Cinidla a reakce
byly provedeny v uz§im rozsahu pH (Tabulka 13). Z tabulky 13 je patrné, Ze nejvice

produktu vznika pfi pH 3, bohuzel dochazi také ke vzniku znaéného mnozstvi nedistot.
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Tabulka 13: zkouSka zavislosti oxidovatelnosti hydroxylaminu 14 na pH
s cyklohexadienem
Vychozi
. ox _ Produkt
Cinidla Dien Rozpoustédlo | Reakcni | pH ) latka
cas [%] [%]
2 ekv 2 ekv
_ DMSO/H;0 48 h 4 22 0
H.O. | cyklohexadien 11
2 ekv 2 ekv
_ DMSO/H.0 48 h 7 13 44
H.O. | cyklohexadien 11
2 ekv 2 ekv
. DMSO/H20 48 h 10 --- rozklad
H.O2 | cyklohexadien 11
4 ekv 2 ekv
. DMSO/H20 48 h 1 23 10
H.O2 | cyklohexadien 11
4 ekv 2 ekv
_ DMSO/H.0 48 h 3 29 1
H.O. | cyklohexadien 11
4 ekv 2 ekv
_ DMSO/H.0 48 h 4 21 14
H.O. | cyklohexadien 11
4 ekv 2 ekv
. DMSO/H20 48 h 6 10 37
H.O2 | cyklohexadien 11
4 ekv 2 ekv
. DMSO/H20 48 h 10 14 35
H.O2 | cyklohexadien 11
S cilem minimalizovat mnozstvi necistot vznikajicich béhem reakce pfi

optimalnim pH 3, byla provedena zména rozpoustédla z DMSO na MeOH. Plasobenim

4 ekvivalentd peroxidu vodiku a 2 ekvivalentd cyklohexadienu na slouceninu 14

v roztoku MeOH/voda 1:1 o pH 3 byl produkt 46 vreakéni smési pfitomen z 73%

(Schéma 56). Tyto podminky byly tedy zvoleny jako optimalni.
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Schéma 55: Optimaliza¢ni reakce hydroxylaminu 14 s cyklohexadienem 48

4.3.2. Prtiprava derivatl oxazinU

Vzhledem k uspé&sné optimalizaci reakce hydroxylaminu 14 s cyklohexadienem
48 byly optimalizované podminky otestovany i pro jiné dieny (kyselinu sorbovou 47,
isopren 55 a 2,3-dimethylbuta-1,3-dien 56) (Schéma 57). Stejné tak byla provedena

oxidace a nasledna hetero-Diels-Alderova reakce u hydroxylaminu 33 (Schéma 57).

0]

N N A~ NH-Rho B
48 H

T oyl

X
H,0;
46,51

o] 47 o)
| N N~ NH-Rho B XX COCH NN/\/NH—Rho B
H ~ HooC._O. H

HO.
ON X~ 1433 H,0, (/NK N
" CH,

14,45,46,49,50: X = CH-NO,
33,61,53,53,54: X =N 45,52
=
55

0
H202 NN/\/NH-R'TO B
H
O X7
NS
H,0, I"’G

49,53
o
~ ”/\/NH-RhoB
X
50,54

Schéma 56: Pouziti hydroxylamint 14 a 33 k pfipravé oxazinu 45,46 a 49-54
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Reakce byly provedeny v analytickém mnozZstvi a ve vSech pfipadech byl
pozorovan vznik oxazinovych derivatd z51-74% (Tabulka 14). V pfipadé
hydroxylaminu 14 dochazelo kromé tvorby produktu také ke vzniku neidentifikovanych
nedistot, v pfipadé hydroxylaminu 33 pak dochazelo ve vSech reakcich ke vzniku

majoritniho vedlejSiho produktu, pravdépodobné N-oxidu pfislusné latky.

Tabulka 14: Prehled pouzitych dienl a vytéZka jednotlivych reakci

Hydroxylamin Dien Produkt [%] Vychozi latka [%)]
14 Cyklohexadien 73 0
14 Kyselina sorbova 70 0
14 Isopren 62 0
14 2,3-dimethylbuta-1,3-dien 51 0
33 Cyklohexadien 74 0
33 Kyselina sorbova 59 0
33 Isopren 60 0
33 2,3-dimethylbuta-1,3-dien 66 0

Nasledné byly v8echny vySe uvedené reakce provedeny v preparativnim
mnozstvi s cilem izolovat a pIné identifikovat jednotlivé oxazinové derivaty 45,46 a 49-
54. Bohuzel pfi pouziti hydroxylaminu 14 dochazelo v preparativhim mnozZstvi ke
vzniku vétSiho mnozstvi nedistot, nez v pfipadé experimentl provadénych
v analytickém mnoZstvi. Reakce s derivatem 33 probihaly témér identicky jako
v analytickém mnozstvi. Pfipravené oxaziny byly nasledné precistény pomoci
semipreparativni HPLC a byly ziskany ve vytézku 7-49% (Tabulka 15).

Tabulka 15: Prehled Cistot a vytézku finalnich produktd

Oxazin Surova cCistota [%] | Izolovana cCistota [%] Vytézek [%]

45 21 84 11
46 28 94 7

49 48 91 48
50 36 75 13
51 80 80 15
52 42 85 13
53 74 96 9

54 73 95 49
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4.4. Spektralni vlastnosti

U nami pfipravenych hydroxylaminovych derivatt 14 a 33 (Obrazek 13) byly

studovany jejich spektralni vlastnosti.

\/N \)“ o N~
O O LI
O

o N-OH

33

Obrazek 13: Derivaty u nichz byly studovany spektralni vlastnosti

4.4.1. FluorescencCni vlastnosti

Nejprve byly studovany fluorescenéni vlastnosti obou pfipravenych
hydroxylamin( 14 a 33. Zakladni excitacni a emisni spektra byla méfena v methanolu,
nasledné byla studovana zavislost jejich fluorescence na pH ve fosfatovém pufru. Na
obrazku 14 mizeme vidét excitaCni spektrum derivatu 14 s maximy v cca 460 a 535

nm, v oblasti cca 700 nm je vidét pik methanolu.

intenzita
w

300 400 500 600 700 800 900

vinova délka (nm)

Obrazek 14: Excitacni spektrum derivatu 14
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Emisni spektrum bylo nasledné méfeno po excitaci pfi 525 nm. Na obrazku 15

je patrné emisni maximum pfi 540 nm. Kvantovy vytéZzek ® = 0,31%.

40
35
30
25
20

15

intenzita

10

500 550 600 650 700 750 800 850

vinova délka (nm)

Obrazek 15: Emisni spektrum derivatu 14

Nasledné bylo zméfeno emisni fluorescenéni spektrum v zavislosti na zméné
pH. Jako excita¢ni vinova délka bylo pouzito 525 nm. Z obrazku 14 je patrné, Ze pfi pH
1-4 se nachazi emisni maximum pfi cca 580 nm, navic pfi pH 3 a 4 dochazi
k dramatickému narustu intenzity fluorescence. Emisni maximum pfi pH 6 — 12 je pak

mirné posunuto k 550 nm.

——pH1
—pH2
——pH3
—pH4
——pH5

pH 6

intenzita

pH 7
——pHS8
—pHI9
—pH10

500 gso ——PpHIL

—pH 12

vinova délka (nm)

Obrazek 16: pH zavislost derivatu 14 pro excitaci pfi 525 nm
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V pfipadé hydroxylaminu 33 nebylo zneznamého didvodu mozné naméfit

excitatni a tim padem ani emisni fluorescenéni spektra.

4.4.2. Absorpéni spektra

U pfipravenych hydroxylamini 14 a 33 byla méfena také zavislost jejich
absorpénich spekter na pH. Z obrazku 17 je zfejmé, ze zména pH nema vliv na
absorpéni vlastnosti derivatu 33 a kfivka zavislosti je pfi v8ech hodnotach pH témér
totozna. Jina situace panuje v pfipadé zavislosti u derivatu 14, kdy je z obrazku 18
vidét, Ze v zasadité oblasti (pH 9-12) dochazi k zaniku maxima pri cca 420 nm a
dochazi ke vzniku nového absorpéniho maxima s hodnotou odpovidajici cca 580 nm.

intenzita

200 300 400 500 600 700 800

-0,2 vinova délka (nm)

Obrazek 17: Zavislost absorbance na pH derivatu 33
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intenzita

300 400 500 600

vinova délka (nm)

Obrazek 18: Zavislost absorbance na pH derivatu 14
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5. Experimentalni cast

5.1. Metody

HPLC/MS analyzy byly provedeny za pouziti UHPLC/MS systému, slozeného z
UHPLC chromatografu Acquity s detektorem fotodiodového pole a jednoduchého
kvadrupélového hmotnostniho spektrometru Waters, za pouziti kolony X-Select C18 pfi
teploté 30 °C s prutokovou rychlosti 600 pl/min. Mobilni faze se skladala z (A) octanu
amonného ve vodé (0,01 mol/dm®) a (B) acetonitrilu s linearné programovanym
gradientem rostoucim v prabé&hu 2,5 minut a udrzovanym po dobu 1,5 minuty. Kolona
byla ekvilibrovana pouzitim 10 % roztoku (B) po dobu 1 minuty. Zdroj APCI byl
nastaven na vybijeci proud 5 pyA, odparovaci teplotu 350 °C a kapilarni teplotu 200 °C.

Cistota slougeniny byla stanovena jako pomér plochy daného piku k celkové
ploSe vSech pikl v dané reakéni smési.

Cisténi bylo provedeno pomoci semipreparativni HPLC, Waters 1500 vybavené
Autosamplerem 2707, binarnim HPLC Cerpadlem 1525, Waters detektorem diodového
pole 2998 a Waters shératem frakci lll s kolonou s reverzni fazi YMC C18 o velikosti
20 x 100 mm s priimérem ¢astic o velikosti 5 um. Mobilni faze se skladala z acetonitrilu
a octanu amonného ve vodé (10 mmol/dm?) s gradientem rostoucim po dobu 6 minut.

NMR spektra byla méfena v roztoku DMSO — d6 na spektrometru Jeol ECX —
500 (500 MHz). Hodnoty chemického posunu & jsou vyjadfeny v jednotkach ppm a
hodnoty interakéni konstanty J v Hz.

Fluorescencni spektra byla méfena na pfistroji Cary Eclipse Varian.

Podrobny postup pfipravy pro slouéeniny 21% a 44% je popsan v literature.

5.2. Pripravy

2-(2aminoethyl)-3",6 -bis(diethylamino)spiro[isoindoline-1,9 -xanthen]-3-on (27)

Rhodamin B 13 (1 g, 2,10 mmol) byl rozpustén v. DCM (40 ml). Do roztoku byl pfidan
EDC*HCI (520 mg, 2,73 mmol) a Boc-EDA 21 (435 mg, 2,73 mmol). Reakce probihala
za stalého michani pfi laboratorni teploté 2 hodiny. Po odstaveni bylo DCM odpafeno a
odparek podroben odchranéni pomoci 4M HCI v dioxanu (25 ml). Po 2 hodinach
michani za laboratorni teploty byla reak&ni smés zneutralizovana nasycenym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného a produkt byl extrahovan do DCM. Po vysuSeni bezvodym
siranem sodnym byl DCM odparen. Produkt byl ziskan ve formé fialové pevné latky ve
vytéZku 700 mg (69%).
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.07 (t, J=7.02 Hz, 12 H) 3.03 - 3.09 (m, 2 H)
3.14 -3.20 (m, 2 H) 3.29 (q, J=7.45 Hz, 8 H) 3.55 (br. s, 2 H) 6.32 (dd, J=9.00, 2.60 Hz,
2 H)6.37 (d, J=2.43 Hz, 2 H) 6.38 (d, J=8.90 Hz, 2 H) 6.97 - 6.99 (m, 1 H) 7.47 - 7.50
(m, 2 H) 7.78 - 7.81 (m, 1 H); ®C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & ppm 12.41, 37.57,
40.42, 43.62, 64.23, 97.26, 104.71, 108.06, 122.30, 123.56, 128.20, 128.22, 129.94,
132.72, 148.32, 152.54, 153.93, 167.60. MS m/z pro C3oH3sN4O2: 484.63, nalezeno
485.81 [M+H]".

N-(2-(37,6 -bis(diethylamino)-3-oxospiro[isoindoline-1,9"-xanthen]-2-yl)ethyl)-4-

(hydroxyamino)-3-nitrobenzenamid (14)

Kyselina 4-fluor-3-nitrobenzoova 8 (100 mg, 0,54 mmol) byla rozpusténa v bezvodém
DCM (3 ml), do roztoku byl pfidan oxalyl chlorid (0,51 ml, 2,70 mmol) a DMF (5 pl) .
Smés byla michana za laboratorni teploty 22 hodin. Po odstaveni byla rozpoustédla a
nezreagovany oxalyl chlorid odstranény na vakuové odparce. Vytézek byl 102 mg
(94%). Surovy chlorid 15 (102 mg, 0,51 mmol), byl rozpustén v bezvodém DCM (10 ml)
a ochlazen ledem. Do tohoto roztoku byl pfidan roztok slozeny z bezvodého DCM (20
ml) a Rhodaminu B s navazanym ethylendiaminem 27 (248 mg, 0,51 mmol). Reakce
probihala za chlazeni ledem po dobu 22 hodin. Po odstaveni byla smés vytfepana 3x
nasycenym roztokem NaHCO; (30 ml), 3x vodou (30 ml) a 3x solankou (30 ml). Po
vysuseni bezvodym Na;SO. byl DCM odparen na vakuové odparce. Vytézek &inil 229
mg (63%). Surovy derivat 28 (146 mg, 0,22 mmol) byl rozpustén v pyridinu (10 ml). Do
tohoto roztoku byl pfidan NH>OH*HCI (23 mg, 0,33 mmol). Reakce byla za stalého
michani zahfivana v olejové lazni nastavené na 80°C po dobu 3 hodin. Po
zlyofilizovani pyridinu byla smés podrobena €iSténi pomoci kolonové chromatografie na
silikagelu, kde mobilni fazi byl 5% roztok methanolu v DCM. Latka byla ziskana ve
formé hnédocervenych krystalu ve vytézku 197 mg coz je 55%.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.05 (t, J=6.87 Hz, 12 H) 3.11 — 3.20 (m, 4 H)
3.27 (q, J=6.87 Hz, 8 H) 6.30 (d, J=8.87Hz, 2 H) 6.35 (d, J=1.72 Hz, 2 H) 6.38 (d,
J=8.87 Hz, 2 H) 6.95-7.00 (m, 1 H) 7.33 (d, J=9.16 Hz, 1 H) 7.41 - 7.51 (m, 2 H) 7.72
-7.80 (m, 1 H)7.87 (d, J=8.88 Hz, 1 H) 8.34 (t, J=4.72 Hz, 1 H) 8.44 (s, 1 H) 10.05 (br.
s., 1 H); C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 12.92, 39.38, 44.13, 64.83, 97.81,
105.28, 108.61, 114.30, 121.94, 122.48, 124.15, 125.07, 125.08, 128.20, 128.26,
128.82, 130.58, 133.27, 134.98, 148.25, 148.82, 153.09, 154.50, 164.43, 168.20. MS
m/z pro Cs7H40NsOs: 664.75, nalezeno 665.35 [M+H]*.
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N-(2-(37,6 -bis(diethylamino)-3-oxospiro[isoindoline-1,9"-xanthen]-2-yl)ethyl)-6-
(hydroxyamino)-nikotinamid (33)

Rhodamin B s navazanym ethylendiaminem 27 (3,44 g, 7,10 mmol) byl rozpustén
v DCM (50 ml). Do tohoto roztoku byla pfidana kyselina 6-fluornikotinova 31 (1 g, 7,10
mmol) a EDC*HCI (1,63 g, 8,52 mmol). Reakce probihala za laboratorni teploty po
dobu 22 hodin. Po odstaveni byla smés vytifepana 3x nasycenym roztokem NaHCO3;
(30 ml), 3x vodou (30 ml) a 3x solankou (30 ml). Po vysu$eni bezvodym Na,SO. byl
odpafen DCM. VytéZek Cinil 1,375 g (32%). Surovy derivat 29 (461 mg, 0,76 mmol) byl
rozpustén v DMSO (25 ml). Do tohoto roztoku byl pfidan. NH.OH*HCI (1,052 g, 15,14
mmol) a DBU (2,26 ml, 15,14 mmol). Reakce probihala v mikrovinném reaktoru
nastaveném na 100°C a 300W po dobu 1 hodiny Po zlyofilizovani byl produkt ziskan
ve formé tmavé modré krystalické latka, vytézek reakce €inil 400 mg coz je 85%. Pro
NMR analyzu byl vzorek precistén na semipreparativnim HPLC. Mobilni faze byla
slozena z (A) 0.01 mol.dm? octanu amonného ve vodé a (B) AcCN s linearné
programovanym gradientem od 70% B do 90% B béhem 6 minut.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 1.04 (t, J=7.02 Hz, 12 H) 2.98 - 3.07 (m, 2 H)
3.11-3.18 (m, 2 H) 3.29 (q, J=7.02 Hz, 8 H) 6.32 (dd, J=9.96, 2.50 Hz, 2 H) 6.37 (d,
J=2.50 Hz, 2 H) 6.38 (d, J=8.96 Hz, 2 H) 6.74 (d, J=6.17 Hz, 1 H) 6.91 - 7.00 (m, 1 H)
741-749(m,2H)7.73-7.79 (m, 1 H)7.80-7.89 (m, 1 H)8.12 (br. s.,, 1 H) 8.35 -
8.43 (m, 1 H); C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds) & ppm 12.96, 38.13, 40.42, 44.17,
64.79, 97.82, 105.28, 108.63, 109.58, 122.30, 123.56, 124.13, 128.20, 128.22, 130.51,
133.29, 137.13. 147.59, 148.88, 153.10, 154.49, 164.60, 164.92, 168.17. MS m/z pro
CasH40NsO4: 620.74, nalezeno 621.44 [M+H]".

2-(2-aminoethyl)-3",6 dihydroxyspiro[isoindoline-1,9"-xanthen]-3-on (37)

V DMF (1 ml) byl rozpustén Fluorescein-sukcinimid 46 (45 mg, 0,14 mmol). Do tohoto
roztoku byl pfidan roztok Boc-EA 21 (34 mg, 0,27 mmol) a triethylaminu (69 ul, 0,54
mmol) v roztoku AcCN:voda 1:1 (1 ml). Reakce probihala za stalého michani po dobu
1 hodiny. Po odpaieni AcCN a odlyofilizovani vody a DMF byl zbytek podroben
odchranéni Boc skupiny pomoci 4M HCI (5 ml). Po 2 hodinach byla smés
zneutralizovana a doSlo k vysrazeni produktu 37. Oranzova srazenina byla odfiltrovana
a promyta vodou. Produkt byl podroben €isténi pomoci sloupcové chromatografie, kde
mobilni fazi byl 12% MeOH v DCM. Produkt byl ziskan ve formé Zluotoranzové pevné
latky. VytéZek Cinil 35 mg coz je 70%.

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 2.16 (t, J=7.59 Hz, 2 H) 2.94 (t, J=7.59 Hz, 2 H)
3.55 (br. s, 2 H) 6.39 (d, J=8.72 Hz, 2 H) 6.46 (dd, J=8.72, 2.29 Hz, 2 H) 6.59 (d,

67



J=2.29 Hz, 2 H) 6.91-7.01 (m, 1H)7.41-7.55(m, 2H)7.71-7.81 (m, 1 H); *C NMR
(125.77 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 43.64, 64.24, 79.17, 102.84, 109.94, 113.00, 122.95,

124.10, 128.51, 129.05, 130.80, 133.36, 152.51, 153.75, 159.17, 167.62. MS m/z pro
C22H18N204: 374.39, nalezeno 375.41 [M+H]+.

2-(4-((2-(37,6 -bis(diethylamino)-3-oxospiro[isoindoline-1,9 -xanthen]-2-
yl)ethyl)carbamoyl)-2-nitrophenyl)-3-methyl-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazine-6-
karboxylova kyselina (45)

Hydroxylamin 14 (240 mg, 0,36 mmol) byl rozpustén v roztoku MeOH:voda 1:1 (40 ml)
o pH 3 (dosazeno pomoci kyseliny octové). Do tohoto roztoku byla nasledné pfidana
kyselina sorbova (162 mg, 1,44 mmol) a 30% peroxid vodiku (295 ul, 2,88 mmol).
Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 22 hodin. Po odstaveni byl produkt
extrahovan do DCM a tato faze byla vytfepana 3x nasycenym roztokem NaHCOs3;, 3x
vodou a 3x solankou. Po vysu$eni bezvodym Na>SO4 byl odpafen DCM. Odparek byl
podroben purifikaci na semipreparativnim HPLC. Mobilni faze byla slozena z (A) 0.01
mol.dm octanu amonného ve vodé a (B) AcCN s linearné programovanym gradientem
od 30% B do 60% B béhem 6 minut. Produkt byl ziskan ve formé svétle fialové pevné
latky. VytéZek Cinil 14 mg coz je 7%.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.06 (t, J=6.87 Hz, 12 H) 1.11 (d, J=6.44 Hz, 3 H)
3.08-3.14 (m,2H)3.15-3.22(m, 2 H) 3.25-3.31 (m, 8 H) 4.36 - 443 (m, 1 H) 4.93
(d, J=1.15 Hz, 1 H) 5.94 (d, J=10.02 Hz, 1 H) 6.08 - 6.12 (m, 1 H) 6.27 - 6.34 (m, 2 H)
6.34 -6.42 (m, 4 H)6.95-7.02 (m, 1 H) 7.27 (d, J=8.81 Hz, 1 H) 7.47 - 7.51 (m, 2 H)
7.77 - 7.81 (m, 1 H) 7.91 (dd, J=8.81, 1.43 Hz, 1 H) 8.04 (d, J=1.43 Hz, 1 H) 8.46 (t,
J=5.44 Hz, 1 H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & ppm 12.38, 14.22, 37.66, 40.42,
43.62, 52.50, 64.24, 76.73, 97.28, 104.73, 108.10, 121.38, 122.31, 123.58, 123.83,
128.25, 128.43, 129.98, 130.42, 131.07, 132.22, 132.75, 134.32, 139.63, 140.92,
148.32, 152.54, 153.91, 163.48, 167.60, 168.27. MS m/z pro Ca3HisNeOs: 774.86,
nalezeno 775.67 [M+H]*.

4-(2-oxa-3-azabicyclo[2.2.2]oct-5-en-3-yl)-N-(2-(3",6 -bis(diethylamino)-3-

oxospiro[isoindoline-1,9"-xanthen]-2-yl)ethyl)-3-nitrobenzamid (46)

Hydroxylamin 14 (160 mg, 0,24 mmol) byl rozpustén v roztoku MeOH:voda 1:1 (20 ml)
o pH 3 (dosazeno pomoci kyseliny octové). Do tohoto roztoku byl nasledné pfidan
cyklohexadien (45 pl, 0,48 mmol) a 30% peroxid vodiku (99 pl, 0,96 mmol). Reakce
probihala za laboratorni teploty po dobu 22 hodin. Po odstaveni byl produkt extrahovan

do DCM a tato faze byla vytfepana 3x nasycenym roztokem NaHCO3, 3x vodou a 3x
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solankou. Po vysuSeni bezvodym Na.SO4 byl odpafen DCM. Odparek byl podroben
purifikaci na semipreparativnim HPLC. Mobilni faze byla slozena z (A) 0.01 mol.dm™
octanu amonného ve vodé a (B) AcCN s linearné programovanym gradientem od 70%
B do 90% B béhem 6 minut. Produkt byl ziskan ve formé zelené pevné latky. VytéZzek
¢inil 16 mg coz je 11%.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.03 (t, J=7.02 Hz, 12 H) 1.36 - 1.39 (m, 1 H)
144 -1.50(m, 1H)1.96 -2.12 (m, 2H) 3.02-3.10 (m, 2 H) 3.11 - 3.18 (m, 2 H) 3.25 -
3.35(m, 8 H) 4.44 - 456 (m, 1 H) 4.73 — 4.78 (m, 1 H) 6.22 (ddd, J=7.88, 6.16, 1.51
Hz, 1 H) 6.29 - 6.46 (m, 6 H) 6.63 (ddd, J=8.09, 6.09, 1.51 Hz, 1 H) 6.92 - 6.99 (m, 1 H)
7.28 (d, J=8.88 Hz, 1 H) 7.42-7.51 (m, 2 H) 7.72 - 7.83 (m, 1 H) 7.83 (dd, J=8.88, 2.08
Hz, 1 H) 8.10 (d, J=2.08 Hz, 1 H) 8.41 (t, J=5.37 Hz, 1 H); *C NMR (125.77 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 11.33, 20.55, 22.93, ,37.72, 39.95, 43.65, 55.68, 64.17, 70.20, 97.29,
104.81, 108.26, 121.49, 122.35, 123.56, 124.49, 128.89, 129.20, 130.51, 130.80,
131.59, 132.26, 132.90, 140.83, 147.52, 148.38, 153.02, 153.78, 164.10, 167.52. MS
m/z pro Ca3HsNeOe: 742.86, nalezeno 743.75 [M+H]*.

N-(2-(37,6 -bis(diethylamino)-3-oxospiro[isoindoline-1,9"-xanthen]-2-yl)ethyl)-4-(4-
methyl-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazin-2-yl)-3-nitrobenzamide (49)

Hydroxylamin 14 (175 mg, 0,26 mmol) byl rozpustén v roztoku MeOH:voda 1:1 (30 ml)
o pH 3 (dosazeno pomoci kyseliny octové). Do tohoto roztoku byl nasledné pfidan
isopren (105 mg, 1,05 mmol) a 30% peroxid vodiku (215 pl, 2,10 mmol). Reakce
probihala za laboratorni teploty po dobu 22 hodin. Po odstaveni byl produkt extrahovan
do DCM a tato faze byla vytfepana 3x nasycenym roztokem NaHCOs3, 3x vodou a 3x
solankou. Po vysuSeni bezvodym Na.SO4 byl odpafen DCM. Odparek byl podroben
purifikaci na semipreparativnim HPLC. Mobilni faze byla slozena z (A) 0.01 mol.dm™
octanu amonného ve vodé a (B) AcCN s linearné programovanym gradientem od 70%
B do 90% B béhem 6 minut. Produkt byl ziskan ve formé rizové pevné latky. Vytézek
Cinil 77 mg coz je 48%.

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1.03 (t, J=6.87 Hz, 12 H) 1.78 (s, 3 H) 3.08 - 3.16
(m, 4 H) 3.24 (q, J=6.87 Hz, 8 H) 3.77 — 3.82 (m, 2 H) 4.22 — 4.26 (m, 2 H) 5.62 — 5.66
(m, 1 H) 6.30 (dd, J=9.02, 2.15 Hz, 2 H) 6.36 (d, J=2.15 Hz, 2 H) 6.39 (d, J=9.02 Hz, 2
H) 6.92 - 6.98 (m, 1 H) 7.20 (d, J=8.72 Hz, 1 H) 7.43 - 7.50 (m, 2 H) 7.73 - 7.80 (m, 1
H) 7.88 (dd, J=8.72, 1.43 Hz, 1 H) 8.02 (d, J=1.43 Hz, 1 H) 8.41 (t, J=4.73 Hz, 1 H); 3C
NMR (125.77 MHz, DMSO-ds) 6 ppm12.95, 20.25, 37.65, 39.35, 44.17, 52.90, 64.81,
67.95, 97.82, 105.26, 108.63, 116.41, 119.49, 122.84, 123.56, 124.13, 128.11, 128.19,
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128.23, 129.20, 129.73, 130.57, 131.86, 140.95, 142.99, 148.85, 153.09, 154.45,
163.98, 167.52. MS m/z pro C42H1sN6Oe: 730.85, nalezeno 731.74 [M+H]".

N-(2-(37,6 -bis(diethylamino)-3-oxospiro[isoindoline-1,9"-xanthen]-2-yl)ethyl)-4-
(4,5-dimethyl-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazin-2-yl)-3-nitrobenzamide (50)

Hydroxylamin 14 (448 mg, 0,67 mmol) byl rozpustén v roztoku MeOH:voda 1:1 (30 ml)
o pH 3 (dosazeno pomoci kyseliny octové). Do tohoto roztoku byl nasledné pfidan 2,3-
dimethylbuta-1,3-dien (308 mg, 2,68 mmol) a 30% peroxid vodiku (551 pl, 5,36 mmol).
Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 22 hodin. Po odstaveni byl produkt
extrahovan do DCM a tato faze byla vytfepana 3x nasycenym roztokem NaHCOs3;, 3x
vodou a 3x solankou. Po vysuSeni bezvodym Na.SO4 byl odpafen DCM. Odparek byl
podroben purifikaci na semipreparativnim HPLC. Mobilni faze byla slozena z (A) 0.01
mol.dm octanu amonného ve vodé a (B) AcCN s linearné programovanym gradientem
od 90% B do 95% B bé&hem 6 minut. Produkt byl ziskan ve formé riZzové pevné latky.
Vytézek Cinil 54 mg coz je 13%.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.02 (t, J=6.87 Hz, 12 H) 1.55 (s, 3 H) 1.67 (s, 3
H) 3.11 - 3.20 (m, 4 H) 3.24 (q, J=6.87 Hz, 8 H) 3.71 (br. s., 2 H) 4.08 (br. s., 2 H) 6.24
-6.30 (m, 2 H) 6.31 - 6.38 (m, 2 H) 6.39 (d, J=8.72 Hz, 2 H) 6.92 - 6.97 (m, 1 H) 7.19
(d, J=8.88 Hz, 1H)7.42-7.49 (m, 2H) 7.73-7.79 (m, 1 H) 7.87 (d, J=8.88 Hz, 1 H)
8.02 (s, 1 H) 8.40 (t, J=4.52 Hz, 1 H); "*C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 12.94,
13.80, 16.03, 38.23, 40.99, 44.18, 52.89, 64.82, 72.18, 97.82, 105.23, 108.63, 116.49,
121.40, 122.84, 124.13, 124.17, 124.57, 128.64, 128.75, 128.81, 130.57, 131.89,
133.28, 140.88, 143.01, 148.84, 153.09, 154.45, 163.99, 168.18. MS m/z pro
Ca3H4sNsOs: 744.87, nalezeno 745.65 [M+H]".

6-(2-oxa-3-azabicyclo[2.2.2]oct-5-en-2-yl)-N-(2-(37,6 -bis(diethylamino)-3-

oxospiro[isoindoline-1,9"-xanthen]-2-yl)ethyl)nicotinamid (51)

Hydroxylamin 33 (145 mg, 0,23 mmol) byl rozpustén v roztoku MeOH:voda 1:1 (20 ml)
o pH 3 (dosazeno pomoci kyseliny octové). Do tohoto roztoku byl nasledné pfidan
cyklohexadien (44 mg, 0,46 mmol) a 30% peroxid vodiku (96 ul, 0,92 mmol). Reakce
probihala za laboratorni teploty po dobu 22 hodin. Po odstaveni byl produkt extrahovan
do DCM a tato faze byla vytfepana 3x nasycenym roztokem NaHCOs3, 3x vodou a 3x
solankou. Po vysuSeni bezvodym Na.SO4 byl odpafen DCM. Odparek byl podroben
purifikaci na semipreparativnim HPLC. Mobilni faze byla slozena z (A) 0.01 mol.dm?

octanu amonného ve vodé a (B) AcCN s linearné programovanym gradientem od 70%
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B do 90% B béhem 6 minut. Produkt byl ziskan ve formé oranzovohnédé pevné latky
Vytézek Cinil 24 mg coz je 15%.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1.03 (t, J=7.35 Hz, 12 H) 1.27 - 1.34 (m, 1 H)
1.51 (tt, J=12.00, 3.00 Hz, 1 H) 1.96 - 2.09 (m, 2 H) 3.00 - 3.07 (m, 2 H) 3.11 - 3.18 (m,
2H)3.25(q, J=7.35Hz,8 H)4.76 —4.79 (m, 1 H) 5.22 - 5.27 (m, 1 H) 6.30 - 6.32 (m, 1
H) 6.32 - 6.34 (m, 1 H) 6.34 - 6.36 (m, 1 H) 6.36 - 6.38 (m, 3 H) 6.39 (d, J=2.02 Hz, 1
H) 6.46 (ddd, J=7.88, 5.87, 1.72 Hz, 1 H) 6.70 (dd, J=8.74, 0.72 Hz, 1 H) 6.92 - 6.98
(m,1TH)7.42-7.48 (m,2H)7.78-7.81 (m, 1 H) 7.84 (dd, J=8.74, 2.43 Hz, 1 H) 8.20
(t, J=5.44 Hz, 1 H) 8.48 (dd, J=2.43, 0.72 Hz, 1 H); 3C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds) 6
ppm 12.94, 20.58, 24.25, 38.25, 39.08, 44.17, 51.53, 64.79, 70.17, 97.84, 105.28,
108.63, 109.59, 122.64, 122.87, 124.11, 128.75, 128.78, 130.48, 131.95, 132.63,
133.28, 137.14, 147.59, 148.89, 153.10, 154.47, 164.92, 165.31, 168.17. MS m/z pro
C42H46NsOs: 700.87, nalezeno 699.47 [M+H]".

2-(5-((2-(37,6 -bis(diethylamino)-3-oxospiro[isoindoline-1,9 -xanthen]-2-
yl)ethyl)carbamoyl)pyridin-2-yl)-3-methyl-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazine-6-
karboxylova kyselina (52)

Hydroxylamin 33 (145 mg, 0,23 mmol) byl rozpustén v roztoku MeOH:voda 1:1 (20 ml)
o pH 3 (dosazeno pomoci kyseliny octové). Do tohoto roztoku byla nasledné pfidana
kyselina sorbova (52 mg, 0,46 mmol) a 30% peroxid vodiku (96 pl, 0,92 mmol). Reakce
probihala za laboratorni teploty po dobu 22 hodin. Po odstaveni byl produkt extrahovan
do DCM a tato faze byla vytfepana 3x nasycenym roztokem NaHCOs3, 3x vodou a 3x
solankou. Po vysuSeni bezvodym Na.SO4 byl odpafen DCM. Odparek byl podroben
purifikaci na semipreparativnim HPLC. Mobilni faze byla slozena z (A) 0.01 mol.dm™
octanu amonného ve vodé a (B) AcCN s linearné programovanym gradientem od 30%
B do 60% B béhem 6 minut. Produkt byl ziskan ve formé svétle Cervené pevné latky.
VytézZek Cinil 22 mg coz je 13%.

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1.03 (t, J=7.02 Hz, 12 H) 1.11 (d, J=6.48 Hz, 3 H)
3.04 -3.10 (m, 2 H) 3.13 - 3.18 (m, 2 H) 3.25 (q, J=7.02 Hz, 8 H) 4.76 - 4.82 (m, 1 H)
497 (q, J=2.33 Hz, 1 H) 5.91 - 595 (m, 1 H) 5.98 - 6.03 (m, 1 H) 6.26 - 6.31 (m, 2 H)
6.33 (dd, J=2.42, 1.06 Hz, 2 H) 6.35 (dd, J=8.88, 0.64 Hz, 2 H) 6.92 - 6.97 (m, 1 H)
7.00 (dd, J=8.88, 0.64 Hz, 1 H) 7.43 - 7.47 (m, 2 H) 7.75 - 7.79 (m, 1 H) 7.93 (dd,
J=8.84, 2.36 Hz, 1 H) 8.20 (t, J=5.41 Hz, 1 H) 8.52 (dd, J=2.36, 0.64 Hz, 1 H); '*C NMR
(125.77 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 12.95, 16.50, 38.19, 40.16, 44.17, 50.71, 64.82, 77.30,
97.84, 105.29, 108.17, 108.63, 121.86, 122.87, 124.13, 124.80, 128.19, 128.23 130.25,
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130.51, 133.28, 137.37, 148.07, 148.87, 153.10, 154.50, 160.59, 164.97, 168.22,
169.45. MS m/z pro C42H4sNeQO4: 730.85, nalezeno 731.66 [M+H]".

N-(2-(3",6 -bis(diethylamino)-3-oxospiro[isoindoline-1,9 -xanthen]-2-yl)ethyl)-6-(4-
methyl-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazin-2-yl)nicotinamid (53)

Hydroxylamin 33 (117 mg, 0,19 mmol) byl rozpustén v roztoku MeOH:voda 1:1 (20 ml)
o pH 3 (dosazeno pomoci kyseliny octové). Do tohoto roztoku byl nasledné pfidan
isopren (38 mg, 0,38 mmol) a 30% peroxid vodiku (78 ul, 0,76 mmol). Reakce
probihala za laboratorni teploty po dobu 22 hodin. Po odstaveni byl produkt extrahovan
do DCM a tato faze byla vytfepana 3x nasycenym roztokem NaHCOs, 3x vodou a 3x
solankou. Po vysuSeni bezvodym Na.SO4 byl odpafen DCM. Odparek byl podroben
purifikaci na semipreparativnim HPLC. Mobilni faze byla slozena z (A) 0.01 mol.dm™
octanu amonného ve vodé a (B) AcCN s linearné programovanym gradientem od 70%
B do 90% B bé&éhem 6 minut. Produkt byl ziskan ve formé oranZovohnédé Vytézek Cinil
11 mg coz je 9%.

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1.06 (t, J=7.20 Hz, 12 H) 1.76 (d, J=1.43 Hz, 3 H)
3.06 - 3.11 (m, 2 H) 3.13-3.18 (m, 2 H) 3.24 (q, J=7.20 Hz, 8 H) 4.03 — 4.07 (m, 2 H)
4.36 - 4.41 (m, 2 H) 5.59 (td, J=2.79, 1.43 Hz, 1 H) 6.30 (dd, J=8.90, 2.58 Hz, 2 H) 6.36
(d, J=2.58 Hz, 2 H) 6.39 (d, J=8.90 Hz, 2 H) 6.92 -6.96 (m, 1 H) 7.02 (dd, J=8.81, 0.64
Hz, 1H)7.43-7.46 (m,2H)7.79-7.81 (m, 1 H) 7.94 (dd, J=8.81, 2.36 Hz, 1 H) 8.22
(t, J=5.37 Hz, 1 H) 8.51 (dd, J=2.36, 0.64 Hz, 1 H);"*C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds) &
ppm 12.94, 20.25, 38.20, 39.98, 44.16, 50.67, 64.83, 68.10, 97.82, 105.28, 108.24,
108.62, 119.11, 122.48, 122.85, 124.12, 128.73, 128.93, 130.52, 130.76, 133.27,
137.37, 147.91, 148.85, 153.10, 154.50, 161.62, 164.87, 168.24. MS m/z pro
C41H46N6sO4: 686.85, nalezeno 687.44 [M+H]".

N-(2-(3",6 -bis(diethylamino)-3-oxospiro[isoindoline-1,9 -xanthen]-2-yl)ethyl)-6-
(4,5-dimethyl-3,6-dihydro-2H-1,2-oxazin-2-yl)nicotinamid (54)

Hydroxylamin 33 (134 mg, 0,22 mmol) byl rozpustén v roztoku MeOH:voda 1:1 (20 ml)
o pH 3 (dosazeno pomoci kyseliny octové). Do tohoto roztoku byl nasledné pfidan 2,3-
dimethylbuta-1,3-dien (43 mg, 0,43 mmol) a 30% peroxid vodiku (88 ul, 0,86 mmol).
Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 22 hodin. Po odstaveni byl produkt
extrahovan do DCM a tato faze byla vytfepana 3x nasycenym roztokem NaHCOs, 3x
vodou a 3x solankou. Po vysu$eni bezvodym Na>SO4 byl odpafen DCM. Odparek byl
podroben purifikaci na semipreparativnim HPLC. Mobilni faze byla slozena z (A) 0.01
mol.dm octanu amonného ve vodé a (B) AcCN s linearné programovanym gradientem
od 90% B do 95% B béhem 6 minut. Produkt byl ziskan ve formé fialové pevné latky.
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Vytézek ¢inil 74 mg cozZ je 49%. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 1.06 (t, J=7.18
Hz, 12 H) 1.57 (d, J=0.86 Hz, 3 H) 1.69 (d, J=0.57 Hz, 3 H) 3.07 - 3.14 (m, 2 H) 3.16 -
3.21 (m, 2 H) 3.28 (q, J=7.18 Hz, 8 H) 4.02 (d, J=0.72 Hz, 2 H) 4.27 (d, J=0.86 Hz, 2 H)
6.31 (dd, J=8.95, 2.58 Hz, 2 H) 6.36 (d, J=2.58 Hz, 2 H) 6.39 (d, J=8.95 Hz, 2 H) 6.96 -
7.00 (m, 1 H) 7.04 (dd, J=8.88, 0.72 Hz, 1 H) 7.46 - 7.51 (m, 2 H) 7.77 - 7.83 (m, 1 H)
7.96 (dd, J=8.88, 2.36 Hz, 1 H) 8.24 (t, J=5.30 Hz, 1 H) 8.53 (dd, J=2.36, 0.72 Hz, 1 H);
3C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds) & ppm 12.95, 13.97, 15.92, 38.20, 40.08, 44.16,
50.59, 64.83, 71.06, 97.82, 105.28, 108.11, 108.62, 122.40, 122.44, 122.85, 123.97,
124.13, 128.74, 128.80, 130.52, 133.28, 137.36, 147.94, 148.86, 153.09, 154.50,
161.60, 164.88, 168.24. MS m/z pro C42H4sNeOs: 700.87, nalezeno 701.56 [M+H]".
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6. Zaver

Cilem predlozené diplomové prace bylo pfipravit hydroxylaminové derivaty
nesouci fluorescenéni znacku. U takto pfipravenych derivatd meéla byt dale studovana
moznost oxidace hydroxylaminové skupiny pomoci peroxidu vodiku a nasledna hetero-
Diels-Alderova reakce s vhodné zvolenymi dieny. U pfipravenych hydroxylamind mély
byt také studovany jejich spektralni vlastnosti.

Jako skelet pro navazani hydroxylaminové skupiny a fluorescenéni znacky
poslouzily kyseliny 4-fluor-3-nitrobenzoova a 6-fluornikotinova. Jako fluorescenéni
znacka mély slouzit Rhodamin B a Fluorescein. Skelet a znacka byly propojeny pomoci
ethylendiaminového linkeru. Pro pfipravu obou typu derivati bylo nutné nejprve
navazat linker na Rhodamin B a Fluorescein a nasledné ho podrobit reakci s chloridem
kyseliny (v pfipadé 4-fluor-3-nitrobenzoové) nebo kyselinou samotnou (v pfipadé 6-
fluornikotinové). V pfipadé fluoresceinu se bohuzel nepodafilo navazat Fluorescein-
ethylendiamin ani na jednu z pouzitych karboxylovych kyselin. Fluor-derivaty nesouci
Rhodamin B byly nasledné pfevedeny na odpovidajici hydroxylaminy 14 a 33.

Takto pfipravené znaCené hydroxylaminové derivaty byly nasledné podrobeny
studiu oxidace peroxidem vodiku a reakcim sdieny. Jako dieny byly zvoleny
cyklohexadien, kyselina sorbova, isopren a 2,3-dimethylbuta-1,3-dien. Podrobnou
optimalizaci bylo zjiténo, Zze oxidace a nasledna hetero-Diels-Alderova reakce nejlépe
probiha v roztoku sloZzeném z methanolu a vody 1:1 o pH 3. Takto bylo pfipraveno
celkem osm oxazinovych derivatd 45,46 a 49-54 ve vytézku 7-49%, které byly
izolovany a identifikovany pomoci zakladnich analytickych metod.

U hydroxylamind 14 a 33 byly studovany takeé jejich spektralni vlastnosti.
Ackoliv nebylo mozné z neznamych pfi€in ziskat fluorescenéni spektra derivatu 33,
hydroxylamin 14 vykazuje excitatni maxima 460 a 535 nm. Excitaci pfi 525 nm bylo
ziskano emisni spektrum s maximem 540 nm. Kvantovy vytéZek €ini 0,31%. Mefeni pH
zavislosti ukazalo mirny posun emisniho maxima z 580 nm na 550 nm v oblasti pH 6 -
12. Absorpcni spektra obou hydroxylamint vykazuji absorpéni maxima pfi 242 a 276
nm. Hydroxylamin 33 pak vykazuje dalSi absorpéni maximum pfi 317 nm a
hydroxylamin 14 pfi 420 nm. V pfipadé hydroxylaminu 33 neni absorp&ni spektrum
zavislé na pH; v pfipadé derivatu 14 dochazi v alkalické oblasti pH (9-12) k zaniku

absorpéniho maxima pfi 420 nm a vzniku nového pfi 580 nm.
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