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Anotace

Cilem prace je syntéza vysoce substituovanych derivatd chinolinu biologicky aktivnimi
funkénimi skupinami. Produkty byly charakterizovany (*HNMR, HPLC, bod téni), testovany na
biologickou aktivitu a poskytnuty jako vychozi latky pro nasledujici kombinatoridlni syntézu.
V rdmci prace jsem také vyzkousel novou jednokrokovou syntézu chinolinovych derivatd,
ktera byla dale aplikovana kombinatorialné.

Klicova slova:

Chinolin, kyselina kynurenova, KYNA, kombinatoridlni syntéza, diethyloxalacetat, dimethyl
ester kyseliny but-2-yndiové, substituovany anilin

Anotation

The main objective of this work is synthesis of highly substitueted derivates of quinolines by
bioactivated functional groups. Products were characterizated (‘HNMR, HPLC, melting
point), tested for biological activity and provided like reactants for next up combinatorial
synthesis. Within the frame of my work | also tested new one-step synthesis of quinoline
derivates, that was aplicated further combinatorical.

Key words:

Quinoline, kynurenic acid, KYNA, combinatorial sythesis, diethyloxalacetate, dimethyl but-2-
yndionate, substitueted aniline



Seznam zkratek

'HNMR - spektroskopie nuklearni magneticka rezonance vodikovych jader [7]
AcOH — kyselina octova

b, — bod varu

Bz —benzen
DMAD - dimethyl acetylen dikarboxylat

DMF — dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxide
ELS HPLC detector - evaporative light scattering HPLC detector [8]

EtOAc — ethyl acetat

eq - ekvivalent

Hex —hexan

HPLC — Kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography ) [8]
KYNA — kyselina kynurenova

PPA — polyfosforecna kyselina

TLC — tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)

TMSCI - trimethylsilyl chlorid

t. —retencni ¢as

t; — teplota tani

UV/VIS HPLC detector — ultrafialovy/viditelny HPLC detektor (ultraviolet/visible HPLC
detector) [8]
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1. Uvod

Metoda kombinatorialni syntézy je v praxi pouzZivana od 90. let 20. Stoleti [9]. Tento postup
umoznuje syntetizovat s minimalnim usilim a v minimalnim ¢ase znac¢né mnoZstvi novych sloucenin
[9]. Kombinatordlni chemie nasla uplatnéni predevsim ve farmacii pfi hledani farmakologicky
aktivnich latek [9]. Ve své praci jsem se zaméfil na syntézu zakladnich kamend, které budou nasledné
pouzity pro kombinatorialni syntézu. Prace se zabyva syntézou sloucenin se zadkladnim chinolinovym
skeletem. Tato struktura byla zvolena z didvodu vyuZiti derivatd chinolinu jako funkénich antimalarik
[1], antibiotik [2], latek s protizanétlivymi [3] a baktericidnimi ucinky [4], potencidlnimi léky proti
mozkové mrtvici [5] a pfedevsim je na chinoliny zaméfena pozornost hlavné diky jejich ucinku na
nadorova onemocnéni [6].

1.1. Cile prace

Cilem prace je syntéza chinolinovych derivat(, predevsim jako latek dale pouZitelnych v dalSich
reakcich. Se syntetizovanymi produkty budou nasledné provedeny kombinatoriadlni syntézy, Jedna se
tedy o syntézu zakladnich stavebnich kamenU. Byly vytyceny nasledujici konkrétni cile:

e Syntéza a charakterizace derivatd 4-hydroxy-2-chinolin karboxylové kyseliny dvéma
odlisnymi syntetickymi pFistupy

e Paralelni syntéza malé kombinatorialni knihovny derivat( 2-aryl-3-benzyl chinolinu

e Optimalizace reakénich podminek syntéz a molarnich pomérd vychozich reaktantd

e Porovnani jednotlivych syntetickych pfistupl ze stranky chemické a technické

1.2. Uvod do syntetické problematiky

Cilem prvni casti (syntézy stavebnich kamen() byla pfiprava vysoce substituovanych derivat(
kynurenové kyseliny (obr. 1).

(obr. 1 — struktura derivat( kyseliny kynurenové)

Jednalo se o kondenzaéni produkt reakce mezi vychozim anilinem a diethyloxal acetatem,
poptipadé sdimethyl esterem kyseliny but-2-yndiové (obr.2) a ethyl/methyl ester vysledné
kynurenové kyseliny (obr.3).

Rl
2
R COOR
3 L
R NH COOR
R4

(obr. 2 — kondenzacni produkt) (obr. 3 - ester kyseliny kynurenové)




Cilem druhé casti (kombinatoridlni syntéza) bylo vyzkouset novou jednokrokovou syntézu
chinolinovych derivatl, pricemz ale tato ¢ast nenavazuje na Cast prvni, ale jednd se o samostatné
doplnéni prace. Vysledné latky byly charakterizovany pouze pomoci metody HPLC, protoze
manipulace s celkovym mnozstvim produktu (miligramy) nebyla technicky proveditelna u takového
mnozstvi vzorkd. Principem syntézy byla reakce dle schématu (obr. 4)

T MecN TMSCI 90°C; 3h

(obr. 4 — princip kombinatoridlni syntézy)

Pozadovany vysledek tedy byl, at uz v jakékoliv ¢asti, syntéza derivatd chinolinu, tak aby byly
pouZzitelné pro dalsi reakce, jejich charakterizace a testovani na biologickou aktivitu vic¢i nadorovym
onemocnénim.

1.3. Fyzikalni a chemické vlastnosti kynurenové kyseliny

Kyselina kynurenova, 4-hydroxychinolin-2-karboxylova kyselina, (obr.5) je Zlutohnéda pevna latka o
bodu tani 275°C [10].

OH

X

=

N COOH

(obr. 5 — kyselina kynurenova)

Hmotnost jednoho molu latky je 189,17 g.mol™. Kyselina je nerozpustnd ve vodé, zato dobie
rozpustna v organickych rouzpoustédlech.

Kynurenova kyselina vykazuje dvé tautomerni formy, kde migrujici vodik pfechazi z HO- skupiny na
heterocyklicky dusik (obr. 6).

OH (0]
\ |
==
P
N COOH N COOH
H

(obr. 6 —tautomerie kynurenové kyseliny)

Substituéni elektrofilni reakce je mozna pouze na kondenzovaném neheterocyklickém kruhu
kvlli pfitomnosti karboxylové skupiny, jenz odcerpava ze systému elektrony. Pfikladem muze byt
nitrace, kde nitroskupina je vedena do 6 polohy [11] (obr. 7).



. O,N

X HNO,; H,SO, *2 B
—_—7

/ [0}

N Scoon  0°C N CooH

(obr. 7 — nitrace kynurenové kyseliny)

-OH a -COOH skupina jsou na chinolinovém skeletu vybornym nosi¢em potencialnich reakci, napf.
halogenaci a naslednych couplingti [12, 13, 14, 15].

Kyselina kynurenova (KYNA) je biochemickym produktem odbouravani tryptofanu, kdy tato
aminokyselina je za pomoci tryptofan-2,3-dioxygenasy preménéna na N-formylkynurenin,
z néhoz je nasledné odstépen formiat a dochazi k syntéze kynureninu, ten byva preveden jednak
na anthranilovou kyselinu (katalyzovano kynurenindzou), dale na 3-hydroxykynurenin
(katalyzovano kynurenin 3-hydroxylasou) a také na sledovanou kyselinu kynurenovou
(katalyzovano kynurenin amino-transferasou) (obr. 8) [16]. Pravé tyto pfemény staly za objevem
kynurenové kyseliny Justem von Liebigem v psi moci [16]. Celkovy metabolismus tryptofanu je
daleko rozsahlejsi a toto schéma je pouhy vynatek.

NH,
o) NH,
0 NH,
COOH
> COOHformidasa COOH
_—
N NH - formiat
H NH;
NS
OH °
kynurenin amino transferasa X
- NH, pZ
N COOH

(obr. 8 — vynatek ze schématu odbourdvani tryptofanu)
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1.4. Priklady vyuziti derivatd chinolinu [35]

Derivaty chinolinu nas obklopuji denodenné v podobé |éciv, barviv, aditivnich pfisad a chutovych
emulgatoru v potravinarstvi. Nejbéznéjsim vyuzitim chinolinovych derivat( je jiz od starovéku pouziti
chininu jako léku proti malarii. Odvar z vrbové klry kde se chinin taktéZz nachazi doporucoval ke
konzumaci uz Hippokrates. Skutecny rozvoj pouziti chininu jako Iéciva byl zaznamenan v 19. stoleti
kolonidlnimi mocnostmi. Ziskavani chininu bylo provadéno extrakci z kiry chinovniku. V podobé
rozpustnych soli byl podavan v roztoku. Chinin (obr. 9) se jako lé¢ivo pouzZivd dodnes. Uplatnéni
taktéz nalezl v potravinarském primyslu jako dochucovadlo napojl [36].

“XCH,

HO

(obr. 9 — struktura chininu)

Derivaty odvozené od chinolinového skeletu se vyuZzivaji na IéCbu Siroké Skaly nemoci. Pyrvinium
je lécivo aplikovatelné jako antihelmentikum . Endiaron (broxyquinoline) je velmi znamé lécivo pfri
poruchdch zaZivaciho Ustroji. Rada lé¢iv pisobi antimikrobidlng, protiparaziticky & vykazuje
destruktivni plsobeni na prvokové kultury. Pfikladem budiz lé¢iva: Chiniofon; Chlorquinaldol;
Amodiaquine. Samotnd kyselina kynurenovd, kterd je v literature oznacovana jako ,lécivo
budoucnosti®, vykazuje vyznamnou aktivitu pfi blokaci glutamatovych receptort, toto puUsobeni
zastavi zvySovani koncentrace vapniku v burikach. Vapenaté kationty o vysoké koncentraci zpUsobuji
v prvnich fazich mozkové mrtvice odumirani mozkovych bunék. VétSina 1ékd na lécbu mozkové
mrtvice, které jsou nyni ve vyvoji nebo prochdzeji klinickymi zkouskami, je od struktury kyseliny
kynurenové odvozena.

Jako pridavné barvivo do potravin, ale i jako natérova hmota a pigment se pouziva chinolinova
Zlut (obr. 10).

NaO3S SOzNa
;oo
O I N SO3Na
(0]

(obr. 10 — struktura chinolinové Zluti)
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1.5. Uvod do kombinatorialni chemie [9]

Kombinatoridlni chemii miZeme definovat jako systematické a cyklizacni kovalenti spojovani
vhodnych typ( stavebnich blok( r(zné struktury, které vede ke vzniku velkych souborl rdznych
chemickych sloucenin. Tyto soubory se nazyvaji chemické knihovny. Podstatou kombinatorialni
syntézy je tedy velky pocet vzniklych analogickych sloucenin, které byly pfipraveny pouzitim stejného
reakéniho postupu. Touto aplikaci mizZzeme pfipravit tisice produktl, kdeZzto pouzitim béznych metod
bychom jich pfipravili za stejny ¢as pouze nékolik. Porovnani ucinnosti klasickych metod a
kombinatorialni syntozy je znazornéno na nasledujicim schématu (obr.11).

A4+ B ——> AB

Aq By
Az B,
Az Bs
———= A;-nXB;n
A, By
An Bn

(obr. 11 — obecny princip kombinatoridlnich syntéz)

Vilbec prvni kombinatoridlné vystavénou chemickou knihovnou byla knihovna peptidd profesora
Roberta Merrifielda vystavénd metodou syntézy na pevné fazi. Pravé syntéza peptidi se naskytala
jako idealni schéma, protoZze moznosti kombinaci polypeptidickych sloucenin je prakticky nekonecné
a vyuZitelnost v oblasti farmakologie je mimoradné rozsahlé. Od doby prvni vystavby chemické
knihovny (1962) se jiz mnoho zménilo a kombinatoridlni chemie nasla uplatnéni nejen v syntéze
peptidll, kterd se jiz zautomatizovala, ale prakticky zasahla i béZnou organickou syntézu. Hlavnim
rozvojem prochazi kombinatoridlni chemie od 90. Let 20. Stoleti a tento trend se stale stupriuje.
Predevsim se uplatiuje v hledani biologicky aktivnich latek a potencialnich léciv. Vyvoj takového
|éCiva se da popsat nasledujici cestou (obr.12)[18], oblast vyvoje kde se uplatfiuje kombinatorialni
syntéza je oznacena Sipkami.

-12 -



Terapeuticky cil
N
Vyvoj voditka
Optimalizace voditka
vyvoj vhodného Iéciva

N

Lék

Vyuziti KCH

(obr. 12 — vyuZiti kombinatorialni chemie ve vyvoji novyc lékl)

V predchozim schématu lze vidét, Ze kombinatorialni syntéza se pouziva pfi hledani prvotniho
skeletu nového léku. Rozhoduje se o umisténi rlznych funkénich substituentld a testovanim
biologické aktivity rozdilnych derivatld se ukazuje, které substituenty ve kterych polohach jsou pro
ucinnost a selektivitu Iéku nezbytné. Poté aZz se toto voditko nalezne zacind zdlouhava cesta
samotného vyvoje Iéku, a poté finalni vysledek v podobé ucinného léku s minimem vedlejsich efekt(.
Za zminku stoji i fakt, Ze vyvoj nového Iéku pridmérné trva 10 aZ 15 let a naklady s nim spojené se
vy$plhaji na ¢astku 897 milidnd az 2 miliardy americkych dolar@ [19]. Sir$i aplikace kombinatoridlni
chemie ve vyvoji novych 1ékl, mlze vyznamné tuto statistiku ovlivnit v ekonomicky prospéch.

-13-
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2. Teoreticka cast

2.1. Zvoleny synteticky pristup

Pro syntézu derivatQ kynurenové kyseliny je Casto volena reakce derivatd anilinu a diethyloxal-
acetatu a naslednd cyklizace kondenzaéniho produktu (obr.13). Nasledujicim krokem je hydrolyza
ethyl esteru kynurenové kyseliny [20, 13].

COOEt o
@\ + /[COOEt reflux, 3h @\ £ 255°C ©fj\ 10% NaOH “\
NH, HO” “COOEt cooet PhO: - EtOH reﬂux 1h COOH
(obr. 13 - klasicky synteticky pfistup)

Pti literarni reSersi byla jako schidnéjsi syntéza s vétsimi vytezky a za pouZiti méné drastickych
podminek nalezena reakce substituovaného anilinu a dimethyl esteru kyseliny but-2-yndiové (obr.
14) [21]. Adici amino skupiny na trojnou vazbu vznikd enamin podobny meziproduktu v predchozi
reakci, az na esterovou skupinu kterd je tvorfena methylovym zbytkem. Kondenzacni produkt je
nasledné cyklizovan v tzv. Eatonové Cinidle, coz je 7,6% roztok P,Os v methansulfonové kyseliné [21].

COOMe OH
COOMe
_ MeOH _ S
+
NH, °C 2h coome MeSOH N7 coome
COOMe

(obr. 14 — moderni synteticky ptistup)

Regenym syntetickym problémem je taktéi syntéza derivatl 2-aryl-3-benzyl chinolinu (obr.
15) [22, 23]. Vychazi se z reakce mezi derivaty anilinu a benzaldehydu. Vznikla Schiffova baze reakci
s 3-fenylpropanalem za pfitomnosti TMSClI v DMSO dava vzniknout derivatim 3-benzyl-2-
arylchinolinu.

NH,

DMSO
+
MeCN TMSCI 90°C; 3h
R

(obr. 15 — syntéza derivat( 2-aryl-3benzylchinolinu)

-14 -



2.2, Reakcni mechanismus vzniku Schiffovy baze [24]

Schiffova baze vznika pfi prvnim kroku syntézy chinolinovych derivatl. Podminkou vzniku je
uvolnény diethyl oxalacetat v tautomerni keto podobé. Vznik baze probiha ve dvou krocich, adici
amino skupiny na dvojnou vazbu C=0 a naslednym odstépenim vody za vzniku C=N vazby (obr. 16).

COOE COOEt
HO
i — —
_H COOEt _H.0 —
’l\‘ o COOEt NH N\ 0oet N COOEt

(obr. 16 — mechanismus vzniku Schiffovy baze 1)

Dalsi mozny pribéh je odstépeni vody v druhém kroku z OH skupiny a z vodiku vazaném na
alifatickém uhliku v postrannim fetézci (obr. 17). Struktura vzniklého kondenzatu je snadno zjistitelnd
z 'THNMR spekter.

H
COOEt \o’\ Ho COOEt
G —— N — |
’TJ COOEt -HZO
Y \/o COOEt NH ookt NH COOEt

(obr. 17 — mechanismus vzniku Schiffovy baze 2)

Pro rychlost reakce je klicova aktivita —NH, skupiny, kterd se docili vhodnym vybérem
substituentl, které zvySuji elektronovou hustotu systému (vykazuji kladny mezomerni efekt),
pfikladem jsou napf.: -NR,, -OR, -F, -Cl, -Br, -I atd.

2.3. Reakcni mechanismus adice na trojnou vazbu [21]

Adice volné amino skupiny na trojnou vazbu se uplatiiuje pfi vzniku enaminu jako meziproduktu
pfi syntéze chinolinu z DMAD a substituovanych derivatd anilinu (obr. 18).

COOMe COOMe
N ‘ ‘ MeOH "

COOMe
COOMe

(obr. 18 — mechanismus adice na trojnou vazbu)

DMAD je efektivni elektrofilni reagent, reakci iniciuje volny elektronovy par na amino skupiné.
Klicova je tedy pro rychlost a Uspésnost elektronova hustota na amidickém dusiku. Té se docili
vybérem vhodné substituovaného anilinu stejné jako v predeslém pripadé.

-15 -



2.4. Volba vhodnych derivatd anilinu

Dalezitym kritériem pfi vybéru reagujiciho substituovaného anilinu je umisténi substituentl. U
monosubstituovanych derivatl anilinu jsou vybirany slouceniny se substituentem v ortho ¢i para
poloze, u disubstituovanych derivatl v polohach 1 a 2, 3 nebo 4 nebo v polohach 2 a 4 pokud se
jednalo o stejné substituenty. U tri a tetrasubstituovanych derivatl se postupuje dle stejnych kritérii,
tedy budto zablokovand poloha 2 a volnd poloha 6 nebo symetricky derivat se substituenty
v polohach 3, 4, 5. MoZné polohy jsou znazornény nize (obr. 19). Vhodnou volbou se zamezi vzniku
smésnych produkt(.

R R R R
R R R R R R R R
RQ R: ; R R’ ; ; R
NH, NH, NH; NH, NH, NH, NH, NH,

(obr. 19 — struktury volitelnych anilind pro selektivni syntézu)
2.5. Cyklizace

Vznikly enamin se podrobuje cyklizaci. MoZnosti cyklizace je vice a je mozZno je fadit do dvou skupin.
Prvni skupina zahrnuje cyklizaci ve vysokovroucim rozpoustédle za velmi vysokych teplot. Pouzita
rozpoustédla mohou byt napf.: glykol (b, = 198 °C), kyselina polyfosfore¢nd (b, = 255 °C), n-
hexadekan (b, = 287 °C), difenyl ether (b, = 255 °C), pyrrolid-2-on (b, = 245 °C), 1-chlornaftalen (b, =
263 °C) [20]. Tento druh cyklizace (obr. 20) vSak obecné poskytuje malé vytézky reakce (30-40 %)
[21], zpracovani reakéni smési je vSak jednodussi a po ochlazeni vétSina produktd vykrystalizuje ze
smési.

OH
COOEt
©\ Ji tho 255°C X
—
COOEt EtOH N COOEt

(obr. 20 — klasicka cykliza¢ni reakce)

Cyklizace v polyfosfore¢né kyseliné pracuje s mensimi teplotami (140 °C), avSak velkd viskozita
neumoznuje reakce provadét ve vétSim objemu, vytézky taktéZz nejsou uspokojivé a izolace snizi
celkovou vytéznost na 20 % [21].

Resersi bylo zjisténo Ze vhodnéjsi je pro cyklizaci pouzit Eatonovo Cinidlo (7,6 % roztok P,Os
v MeSO;H) kdy se pro cyklizaci se pouZzivaji relativné mirné podminky (<90 °C) v ¢asovém rozmezi 1 —
3 hodiny za 90 — 98 % vytezku (obr. 21) [21].

OH
coom
@\ JI ¢ Eatonuv roztok | X
0N 1-2 h- O —
R// NH coome - 90°C; 173 h; 90" 98% R// N~ cooMe

(obr. 21 — moderni cykliza¢ni reakce)
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Mechanismus ucinku Eatonova cinidla neni zndm, ale pritomnost oxidu fosforec¢ného je pro ucinek
klicova. Bylo zjiSténo, Ze nedoslo k cyklizaci ani po zahtivani o-methoxy derivatu enaminu na 50 °C po
dobu 15 hodin bez pfitomnosti P,0s, tedy pouze v methansulfonové kyseliné [21]. Eatonovo cinidlo
dale nachazi uplatnéni pfi Friedel-Craftsové acylacni reakci a dalSich druzich cyklizace [25].

2.6. Hydrolyza esteru

Hydrolyza se obvykle provadi refluxaci v 10 % roztoku NaOH a naslednou uUpravou pH kyselinou
chlorovodikovou na hodnotu 1-2. Okyselenim roztoku dojde k vysraZzeni nerozpustné kyseliny (obr.
22).

OH OH
1. NaOH; 10%
X reflux; 1 h X
N7 ookt 2.HClpH=1-2 N cooH
(obr. 22 — hydrolyza esteru)
2.7. Princip kombinatoridlni syntézy derivati 2-aryl-3-benzyl

chinolinu

Dalsim reSenym syntetickym problémem je syntéza derivat( chinolinu vychazejici ze ¢lanku [23], kde
podstatou je reakce Schiffovy baze (vzniklé in situ) a aldehydu (obr. 23).

rR: rRY TMSCI; 3 h

3 ODMSO 90°C OO
+ R
H

(obr. 23 — syntéza dle [23])

NH,

TMSCI zde vystupuje jako ucinny katalyzator atakujici enolizovatelny aldehyd. Reakce probiha
nasledujicim mechanismem (obr. 24) [23].

0
TMscl  (™° |
o s
H R - HCI H X J R | X R
X T 1msal R—\ | R o U 5
R—i— ™ NH -H:0 N
AN R H
HCl
R
N © N d
R—1— I |
T . R NG
H R

(obr. 24 — reakéni mechanismus dle [23])
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Z reakéniho schématu je zfejmé, Zze ke spravnému priabéhu je nutny pristup vzdusného kysliku pro
oxidaci derivatu 1,2-dihydrochinolinu na findlni chinolin.

Reakce byla uskutecnéna v modifikaci (obr. 22), pfi které se vychazelo ze ¢lanku [22]. Schiffova baze
je syntetizovdna predem v prvnim kroku reakce. Dale reakce probiha jiz podle zmifnovaného
mechanismu (obr. 25).

\o

MeCN é :\ TMSCI
mol SI'[O @) DMSO; 3 h; 90°C; stirring

stlrrlng

(obr. 25 — modifikace dle [22])
3. Metodika a vysledky

3.1. Pouzité chemikalie

Pouzité komercni chemikalie byly potizeny u firem Fluka, Sigma-Aldrich a Lachner.

Vg

3.2. Pouzité mérici pristroje a pomucky

Pro méreni bodu tani byl pouZit Bodotavek B-545 od firmy Blichi, v rozsahu méfeni 0 — 400 °C. Pro
ziskani 'HNMR spekter byl pouZit spektrometr Bruker Avance o zakladni frekvenci 300 MHz.
Standardizace byla provedena na Me,Si. Informace o pribéhu reakce a Cistoté produktu byly ziskany
za pomoci autopurifika¢niho systému HPLC Waters pracujici jak v analytickém tak preparativnim
madu. Pro déleni byla pouzita HPLC kolona (RP-C18, Sunfire 100 x 4,6 mm). Detekce byla provedena
ELS detektorem, UV/VIS detektorem a hmotnostnim spektrometrem. Doba jedné analyzy byla 10
minut. Objem nastfiku cinil 5-10 pl. SloZeni mobilni faze charakteruzuje nize uvedend tabulka.
Kapalina A je 0,1 % roztok kyseliny mravenci v H,0. Kapalina B je 0,1 % roztok kyseliny mravenci
v acetonitrilu. Rychlost mobilni faze byla 1 ml / min.

Cas /min % A % B
1 40 60
3 5 95
8 5 95
8,5 0 100
9 40 60
10 40 60
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HPLC v souhrnu:

HPLC — Waters - ELSD, UV/VIS, LC/MS — pouzita kolona — Sunfire 100 x 4,6 mm
e Waters—-2767
e Waters hplc pump 515
e Waters 2420 ELS Detector
e Waters 2996 photo diode detector

TLC zkousky byly provadény na hlinikovych féliich s nanesenym silikagelem 60 Fys,; 0,2 mm.
Indikace TLC zkousek byly provedeny za pomoci UV lampy o vinové délce 254 nm.

Pro indikaci -NH, skupiny byla TLC desti¢ka vystavena plsobeni 1 % roztoku ninhydrinu v ethanolu a
nasledné zahrata horkovzdusnou pistola cca na 200 °C po dobu 30 sekund.

3.3. Princip ‘HNMR spektroskopie [7]

Jev magnetické rezonance vychazi z interakce jader atomd majici magneticky moment s vnéjsim
magnetickym polem. Dochazi k magnetické indukci. Ktomuto javu dochdzi taktéZ? u 'H jader.
V nepfitomnosti vnéjsiho magnetického pole jsou jaderné spiny v prostoru orientovany nahodile.
V pfitomnosti magnetického pole dochazi k natoceni spint do urcitych dvou opaénych smérd. Tyto
orientani stavy nejsou energeticky ekvivalentni. Ozafujeme-li tedy orientovana jadra
elektromagentickym zarenim vhodné frekvence, dojde k absorpci energie a k preorientovani spinu.
Dojde k rezonanci s pouzitym zarenim. Magnetické pole je vytvoreno supravodivymi magnety, cozZ si
vyzaduje chlazeni kapalnym heliem. Ve struktufe molekul nejsou rezonancéni frekvence
neekvivalentnich vodikovych jader stejné. VSchna atomova jadra jsou obklopena elektronovymi
oblaky. Plsobenim vnéjsiho magnetického pole dojde k cirkulaci elektronli a vytvoreni lokalniho
magnetického pole. Magneticka indukce tohoto pole zeslabuje vnéjsi magnetické pole. Jadrim, které
podléhaji tomuto jevu fikdme jadra stinéna. Neekvivalentni jadra jsou stinéna odlisné a z téchto
rozdild je moZno rozlisit jednotlivé protony.

3.4. Princip HPLC detekce [8]
ELS detektor

Slouzi predevsim k detekci sloucenin, které ve své struktufe neobsahuji zadny chromofor, di
fluorofor. Mobilni faze vstupuje do detektoru, kde se vlivem vstupu inertniho plynu zmlzi a nasledné
odpafi. Méné tékavé slozky mobilni faze jsou do fotokomory, kde dojde k rozptylu svétla a detekci
fotodetektorem. Odezva fotodetektoru je pfimo Umérna hmoté detekované latky. Fotodetektor je
tvoren citlivou fotodiodou.

Princip UV/VIS detektoru

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce zareni v oblasti vinovych délek od
190 do 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zaloZzeno na Lambert-Beerové zakoné.
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Princip LC/MS detektoru

Hmotnostni spektrometrie je metoda stanovujici molekulovou hmotnost a poskytuje cenné
informace o struktufe z hmotnosti fragment(, na které se molekula rozpada. V spektrometru se
vypari malé mnozZstvi vzorku a pary jsou bombardovany elektrony o vysoké energii. Z molekuly je
vyrazen valencni elektron a vytvofi se kationradikal. Kationradikal se dale fragmentuje, kladné nabité
fragmenty se urychli a prochdazeji magnetickym polem. Dochazi k vykfiveni drahy v zavislosti na
hmotnosti k ndboji (m/z). Fragmenty dopadaji na detektor, ktery je rozliSuje jako piky o urcitych

hodnotdch m/z.
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Experimentdlni ¢ast, obsahujici vvkonané syntézy, véetné provedenych analyz

3.5. Syntéza komercné a technicky nedostupnych derivatt anilinu

4-jodoanilin (obr. 26) [26]

NH, NH,
I2
NaHCQ,

H,0; 84 %
|

(obr. 26 — syntéza 4-jodoanilinu)

V 500 ml barice bylo rozpusténo 15 g NaHCO; ve 100 ml H,0, poté bylo pfidano 11 g anilinu (10,78
ml; 118,3 mmol). Smés se ochladila pridanim nékolika kouskl ledu a za michani byl po davkach (1 g)
pfidavan najemno nadrceny jod (celkem 25,4 g; 100,4 mmol). Po 1,5 h je reakce zkoncena a
vylouceny produkt byl odfiltrovan za snizeného tlaku na Buchnerové nalevce. K surovému produktu
bylo nasledné pfidano 200 ml hexanu a 50 ml heptanu. Roztok se refluxoval pfi 80 °C po dobu 0,5 h
pricemz doslo k jeho ¢astecnému rozpusténi. Dekantaci od nerozpustnych zbytk( (Cerny olej) a po
ochlazeni. Po ochlazeni zdekantovaného roztoku vypadl ze smési naZzloutly 4-jodoanilin (18,5 g; 84,4
%). t; =63 °C

'HNMR (300 MHz; CDCl3): & 7,09-7,04 (d, J = 5,47 Hz, 2H) 6,63-6,57 (d, ] = 5,47 Hz, 2H)

3,5-dibromanilin (obr. 27) [27]

NH; NH,
Br Br Br Br
Br,; CH,OH NaNO;; H,SO, - N H,-H,0
90 % EtOH; 87 % “RaN{ E©OH
NO, NO, NH,

(obr. 27 — syntéza 3,5-dibromanilinu)

Bromace - V 0,5 | tfihrdlé barice opatfené teplomérem, magn. michadlem a zpétnym chladicem bylo
rozpusténo 20,7 g (150 mmol; 1 eq) p-nitroanilinu v 120 ml MeOH. Kvili Spatné rozpustnosti byl
roztok zahtfdn na 50 °C a po Uplném rozpusténi zchlazen na 20 °C. Do vzniklého roztoku byl pfidan
vychlazeny roztok bromu (15,2 ml; 47,6g; 297,5 mmol; 2 eq) v60 ml MeOH. Smés se samovolné
zahtala na 45 °C. Reak¢ni smés byla dale michana 3 h. Po této dobé doslo k vylouceni Zlutych jehlicek
které byly za snizeného tlaku na sklenéné frité (S3) odsaty a nasledné dosuseny stdnim na vzduchu.
Vytézek 40,5 g (89,9 %).

TLC (Hex:EtOAc 4:1): Ry = 0,5; *HNMR (300 MHz; CDCl3): & 8,08 (s, 2H)

Diazotace — v 1 | tfihrdlé barice opatfené magn. michadlem, zpétnym chladicem, teplomérem a

prikapdavaci nalevkou se v 540 ml EtOH ¢astecné rozpustil 2,6-dibrom-4-nitroanilin (40,5 g; 137 mmol;

1 eq). Za michani se po kapkach do smési ptida 54 ml konc. H,50,4(98 %) a smés se vyhtala k refluxu.
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Po ¢astech se pridalo 26,96 g NaNO, (391 mmol; 3 eq), dochazi pfitom k silnému pénéni. Poté 3 h
reflux. Po uplynuti reakéniho ¢asu se ochlazenim vysrdzi bily Na,SO,. Smés byla zfiltrovana a k filtratu
bylo pfidano 50 ml vody. Z roztoku vypadly Zluté krystalky. Krystaly byly odsaty a zbyly filtrat byl
ochlazen uloZenim do lednice. Z roztoku po ochlazeni byl ziskan dalsi podil produktu. Oba podily byly
spojeny a dosuseny stanim na vzduchu

Vytézek 33,4 g (86,6 %).
TLC (Hex:EtOAc 4:1): R = 0,7; "HNMR (300 MHz; CDCls): & 7,95 (s, 2H) 7,65 (s, 1H)

Redukce — v 0,5 | tfihrdlé barice opatfené zpétnym chladi¢em, teplomérem a magn. michadlem bylo
rozpusténo 33,4 g 3,5-dibromnitrobenzenu (118,9 mmol; v 250 ml EtOH a ptidano 24 ml hydrazin
hydratu (80% roztok ve vodé) . Ddle byla pfidana v malych davkach suspenze 10 g aktivovaného
Rayneho niklu v 110 ml EtOH. Smés se refluxovala 1,5 h. Vytézek 17 g (57 %) smésny produkt. Obsah
3,5-dibromanilinu (M, = 250,9) a 3,5-dibromfenolu (M, = 251,9).

TLC (Hex: EtOAc 1:1): 2 skvrny; Re; = 0,4; R, = 0,5; MS: m/z = 251,8 (M*); 252,8; *HNMR (300 MHz;
CDCls): 6 7,09 (s, 0,27H) 7,04 (s, 1H) 6,77 (s, 2H); hnéda voskovita latka

Pouzity pro dalsi reakce bez ¢isténi.

3,5-dijodoanilin (obr. 28) [28, 29]

NH3 NH,
[
ICl; AcOH NaNQ,, HZSO N H,.H,0
reflux 2 h; 90 % EtOH; 69 % RaNi EtOH
NO, NO, NH,

(obr. 28 — syntéza 3,5-jodoanilinu)

Priprava jodacniho Cinidla — Ve dvojhrdlé barce bylo navazeno 254 g I, (1 mol), zazatkovano zatkami

s odvodem a pfivodem plynu . Byla zapojena hadice na bombu s Cl,. Odvod plynu ved| do digestore.
Po privodu chloru do bariky zacala reakéni smés kapalnit a rychle se zahftivat aZ k destilaci. Aplikovano
chlazeni suchym ledem. Reakce ukoncena pfi pfirdstku hmoty o 71 g. Vznikla smés ICl a ICls.

Jodace — ve dvoulitrové trihrdlé barice opatfené prikapdvaci nalevkou, zpétnym chaldicem a
mechanickym michadlem bylo rozpusténo 106 g p-nitroanilinu (768 mmol) v 284 ml vrouci ledové
kyseliny octové. Do reakcni smési byl pomalu pfikapdvan roztok 250 g jodacniho Cinidla ve 100 mi
AcOH. Prikapavani probihalo 0,5 h. Poté 2 h refluxovani. Po zchlazeni doslo k vykrystalizovani
produktu zroztoku. Krystaly byly odsaty a rozmichany v5 % roztoku Na,S,0s5 pro odstranéni
nezreagovaného ICl a |,. Poté byly promyvany 2 x 1 | vody a suseny na vzduchu.

t,= 155,7 °C (251-256 °C) Nedojodovano.; TLC (Hex:EtOAc 1:3): 2 skvrny; R;; =0,7; R, =0,8
Dojodovano 111 g produktu v 300 ml AcOH s 190 g jodacniho cinidla. Reflux 2 h.

t, = 249,5 °C (251-256 °C); TLC (Hex:EtOAc 1:3): 1 skvrna ; R = 0,8; "HNMR (300 MHz; CDCly):
87,58 (s, 2H)
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Diazotace — v litrové tfihrdlé barnce opatfené magn. michadlem, zpét. chladicem, teplomérem a
prikapavaci nalevkou se v 590 ml EtOH c¢astecné rozpustil 2,6-dijodo-4-nitroanilin (58,5 g). Za michani
se po kapkach do smési pridal 59 ml konc. H,SO, a smés se vyhrala k refluxu. Po ¢astech se pridalo
29,49 g NaNO,, smés silné pénila. Poté 3 h reflux. Po uplynuti reakéniho ¢asu se ochlazenim vysrazi
bily Na,SO,. Smés byla zfiltrovana, k filtratu bylo pfiddno 50 ml vody. Z roztoku vykrystalizovaly Zluté
krystalky. Zbyly roztok byl dan do lednice a poté byla odebrana dalsi ¢ast krystald. Vytézek 38,8 g (69
%).

t, = 102 °C (103 °C); TLC (Hex:EtOAc 1:3): 1 skvrna; Rq = 0,9; *HNMR (300 MHz; CDCls): & 7,84 (s, 2H)
6,9 (s, 1H)

Redukce — 20 g 3,5-dijodonitrobenzenu bylo rozpusténo v 100 ml EtOH, pfidano 11,6 ml hydrazin
hydratu a vyhtato na 40 °C. Poté pridana suspenze 10 g Ra-Ni v 75 ml EtOH. Refluxovano po dobu 1,5
h. Vznik ¢erné tuhé hmoty, nevazeno. Extrakce hexan : EtOAc(9:1); 50 ml.

TLC (Hex:EtOAc 4:1) 4 skvrny; Ry = 0,1; Re; = 0,4 Res = 0,5; Res = 0,6; TLC detekce ninhydrinem:
pfitomnost anilinuv 1 a2

Sloupcova chromatografie: rozpoustédlo Hex:EtOAc 9:1 (500 ml) -> 8,5:1,5 (500 ml) -> 8:2 (1000ml):
22 frakci: odebrano 7 — 15, odpareno, vytézek z extraktu (1,5 g), oranZové krystaly

TLC (Hex:EtOAc 4:1) 1 skvrna: Re = 0,4; "HNMR (300 MHz; CDCl3): & 7,14 — 6,99 (s, 2H) 6,86 — 6,70 (s,
1H) 5,00 — 3,46 (br.s., 2H)

4-fluoro-2-chloroanilin (obr. 29) [30]

NH, o NH,
CH,CN cl
+ N—Cl reflux
F © F

(obr. 29 — syntéza 4-fluro-2-chloroanilinu)

V 1 | barice opatfené mag. michadlem a zpétnym chladicem bylo rozpusténo 34,71 g (30 ml) 4-
fluoroanilinu v 500ml MeCN. Smés vyhtata k refluxu. Pomalu bylo po davkach zhora pfidavano 40,94
g N-chlorsukcinimidu a ndsledné chladi¢ byl oplachnut 125 ml MeCN. Refluxovano 2 h. Reakéni smés
zfialovéla. Roztok odparen a nasledné rozpustén v 300 ml CH,Cl,. Promyto 200 ml 5 % NaOH. 150 ml
5% Na,COs;, 100 ml nas. roztokem NaCl, 3 x 100 ml H,0. Organicka faze byla odparena.

TLC (Hex:EtOAc 1:1): 5 skvrn po celé délce plastinky; sloupcova chromatografie: rozpoustédlo
Hex:EtOAc 9:1, na 400 g silikagelu; 13 frakci: odebrano 7 — 13, odpareno, vytézek 16 g (35,2 %).
Nar(Zovéla kapalina.

'HNMR (300 MHz; CDCl3): & 7,06 - 6,98 (dd, J = 8,38; 2,73 Hz, 1H), 6,86 - 6,78 (t, J = 8,38; 8,38 Hz, 1H),
6,75 — 6,68 (d, J = 8,38 Hz, 1H), 3,70 — 3,38 (br.s., 1H)
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N-4-aminofenyl isoindol-1,3-dion(obr. 30, 31, 32) [31, 32, 33]

/o NH, o
MW Va
o t . > N N
4 minuty \\o
o) \o
0¢N§o

(obr. 30 — syntéza N-4-nitrofenyl isoindol-1,3-dionu za asistence mikrovin)

0 NH, 0
{ reflux 5 h / //O
+ >
o) N N
AcOH \\O
( s
O¢N§O

(obr. 31 — klasicka syntéza N-4-nitrofenyl isoindol-1,3-dionu)

O /O
O
// Fe
N N N NH,
W AcOH (94%)
O O

(obr. 32 — redukce na N-4-aminofenyl isoindol-1,3-dion)

V 100 ml Erlenmayerové barice bylo navaZzeno 6 g (41 mmol) ftalanhydridu a 6,7 g (49 mmol) p-
nitroanilinu. Reakce probihala bez rozpoustédla po dobu 4 minut v mikrovinné troubé. Roztavena
smés ztuhla, castecné presublimovala na stény mikrovinné trouby. Vétsi ¢ast reakéni smési
zuhelnatéla. Provedena extrakce v 50 ml EtOH. (obr. 65)

TLC ( Aceton:MeOH 1:1) 2 skvrny R¢; = 0,8; Re; = 0,9, shodné s vychozimi latkami.
2 x opakovano — nelspéch

Ve 100 ml barice byla refluxovdna smés 6 g acetanhydridu, 6,7 g p-nitroanilinu a 30 ml ledové
kyseliny octové po dobu 5 h. Po vychladnuti smési zaznamenan vznik slabé Zluté srazeniny , smés byla
nalita do 500 ml studené vody. Pevna latka byla zfiltrovana, promyta 2 x 50 ml H,0. K naZloutlé latce
pfidano 200 ml DMF. Odsata bild latka, promyto 100 ml methanolu. (10,86 g; 99,9 %) b, = 274,5 °C.
(obr. 66)

'HNMR (300 MHz; CDCy): & 8,42 — 8,36 (d, J = 9,23 Hz, 2H) 8,05 — 7,98 (dd, J = 5,46; 3421 2H)
7,90 — 7,84 (dd, J = 5,37; 3,11 Hz, 2H) 7,82 — T¢7@ = 9,23 Hz, 2H)

Redukce: V 250 ml varné bance opatiené zpétnym pfimym chladicem bylo 9,86 g nitroderivatu
rozpusténo v 150 ml vrouci ledové kyseliny octové, do reakce bylo nasledné pfidano po ¢astech 20 g
Fe pilin. Smés silné zpocatku pénila, reakce probihala 2 h. Po ukonceni reakce byl jesté horky roztok
zbaven magneticky nezreagovaného Zeleza (magnetickou tycinkou v teflonovém obalu). Po ochlazeni
se vysraZzela ze smési narGZovéla latka. Suspenze nalita do 500 ml studené vody. Odsata nardzovéla
latka (8,23 g; 94 %) . Kvlli Spatné rozpustnosti nebylo mozné ziskat Zadna analyticka data, latka je
rozpustna pouze ve vroucim DMF a AcOH po schlazeni okamzité vykrystalizovadva. Pro dalsi reakce
nepouZita.
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3.6. Syntéza derivata kynurenové kyseliny

Kyselina 5,7-dimethoxy kynurenovéa(obr. 33)

OMe
OMe
COOEt
NaO COOEt
2 1. H,SO, H,0 |
+ |
2. Bz; reflux; 3h MeO NH COOEt
MeO NH,

COOEt
oMe  OH OMe OH
- b m
. o — =
250 °C _ A =
MeO N COOEt MeO N COOH
(obr. 33)

Diethyl ester kyseliny 2-[(3,5-dimethoxyfenyl)amino]but-2-endiové

Navazeno 10,5 g (50 mmol; 1 eq) sodné soli ditehyl oxal acetatu, rozpusténo v 50 ml vody. Smés
prelita do 250 ml délici nalevky a pridano 25 ml 10 % H,SO,. Roztok se bile zakalil. Extrakce do 120 ml
benzenu. Trepano 0,5 h. Doslo k uvolnéni samotného diethyl oxalacetatu. Benzenova vrstva byla
promyta 2 x 50 ml vody.

Do 250 ml banky bylo navaieno 7,65 g 3,5-dimethoxyanilinu (50 mmol; 1 eq) a pfidan
benzenovy roztok diethyloxal acetatu. Opatfeno magnetickym michadlem, refluxovano tfi hodiny
v aparature s odlu¢ovacem vody a zpétnym chladi¢em. Po ukonceni reakce provedena TLC zkouska:

(Hex:EtOAc 4:1): 3 skvrny R¢; = 0,1 (vychozi anilin); R, = 0,4 (vychozi oxalacetat) Ry; = 0,8 (produkt);
TLC vyvinuta v ninhydrinu pro indikaci anilinu

Smés promyta 2 x 20 ml 5% H,S0O,, poté vysusena pomoci 25 g Na,SO,. Siran odfiltrovan, odpareno
na rotacni vakuové odparce. Vznik hustého oranzového oleje. Rozpusténo v 20 ml Hex: EtOAc 1:1.
Filtrace pres 50 g flaschového silikagelu. DosSlo k odstranéni vychozich nezreagovanych latek.
Odpareno, zvazeno (9,81 g; 60,7 %)

'HNMR (300 MHz; CDCls): 6 9,59 (s, 1H) 6,21 (s, 1H) 6,08 (s, 2H) 5,36 (s, 1H) 4,30-4,11 (q, J = 7,16;
7,16 Hz, 4H) 3,75 (s, 6H) 1,38-1,22 (t, J = 7,06 Hz, 3H) 1,22-1,10 (t, J = 7,16 Hz, 3H); MS: m/z = 324
(M™); oranzova kapalina

Ethylester kyseliny 5,7-dimethoxykynurenové

9,41 g (29,1 mmol) kondenzatu z pfedchozi reakce bylo rozpusténo v 70 ml difenyletheru. 250 ml
barnka byla opatfena vzdusnym chladicem a magnetickym michadlem. Smés byla michana po dobu
0,75 h pfi 225°C. Po vychladnuti barnky bylo do roztoku pfiddno 140 ml hexanu. Ze smési
vykrystalizovaly hnédé krystalky. Odsato, promyto 3x 30 ml hexanu. Zvazeno 5,58 g (69,1 %)

'HNMR (300 MHz; CDCly): & 7,39 (s, 1H) 7,15 (s, 1H) 6,69 (s, 1H) 4,32-4,12 (q, J = 7,16; 7,16 Hz, 2H)
3,88 (s, 6H) 1,39-1,23 (t, J = 7,06 Hz, 3H); MS: m/z = 278 (M*); b,= 211,9 °C

Kyselina 5,7-dimethoxy kynurenova

-25-



5,53 g ethylesteru Zadané kyseliny bylo refluxovano v 100 ml 10% NaOH po dobu 1 h. Po probéhnuti
reakce zfedéno vodou do rozpusténi sodné soli. Poté okyseleno 1M HCI do pH = 2. Kyselina odsata,
promyta MeOH, susena na vzduchu, filtrat na noc do lednice. Z filtratu odsata dalsi frakce produktu.
Vytézek 4,2 g (84 %).

'HNMR (300 MHz; DMSO): & 7,25 (s, 1H) 7,07 (s, 1H) 6,62 (s, 1H) 3,88 (s, 6H); MS: m/z = 250 (M*); b, =
289 °C; bézova latka

PredloZeny postup je v dalSich pfipadech stejny, u dalSich pokusl jsou jiz uvedeny jen reakéni
podminky a poméry, vychozi latky a vysledky

Kyselina 6-brom kynurenova (obr. 34)

COOEt
Br NaO COOEt 1 H,S0, H,0
+ |
NH, COOEL 2. Bz; reﬂux 3h COOEt
OH
PhO Br N NaOH
250 °C _ A >
N COOEt N COOH
(obr. 34)

Diethyl ester kyseliny 2-[(4-bromfenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd stl; m = 10,5 g; n = 50 mmol; M = 210 g.mol1; p-Bromanilin; m = 8,6 g; n =
50 mmol; M = 172,03 g.mol™; Benzen; V = 100 ml; Reakéni ¢as = 3 h; VytéZek: 7,83 g (45,8 %)

TLC eakeni smesi (HEX:EtOAc 4:1): 2 skvrny Ry = 0,1 (vychozi anilin); R, = 0,7 (produkt); TLC vyvinuta
v ninhydrinu pro indikaci anilinu

'HNMR (300 MHz; CDCl3): § 9,62 (s, 1H) 7,44-7,35 (d, J = 8,67 Hz, 2H) 6,84-6,74 (d, ) = 8,67 Hz, 2H)
5,46 (s, 1H) 4,27-4,13 (dq, ) = 7,06; 6,81 Hz, 4H) 1,37-1,27 (t, J = 7,06 Hz, 3H) 1,22-1,11 (t, J = 7,16 Hz,
3H); MS: m/z = 342 (M"); oranZové kapalina

Ethylester kyseliny 6-brom kynurenové

Kondenzdt; m =7,43 g; n =22 mmol; M = 342,2 g.mol'1; Difenylether; V = 70 ml; Reak¢ni ¢as = 0,75 h;
Reakéni teplota = 225 °C; VytéZek: 3,21 g (49,9 %)

'HNMR (300 MHz; CDCl;): 6 8,16 (s, 1H) 7,94-7,84 (q, J = 8,79 Hz, 2H) 6,67 (s, 1H) 4,24-4,12 (q, J =
7,06; 6,81 Hz, 2H) 1,37-1,27 (t, ) = 7,06 Hz, 3H); MS: m/z = 296 (M"); b, = 258,9 °C; BéZova latka

Kyselina 6-brom kynurenova

Ethylester; m = 2,81 g; M = 296 g.mol'l; n =9,5 mmol; 10 % NaOH; V = 100 ml; Reakcni doba = 1 h;
VytéZzek = 1,39 g (54,7 %)

'HNMR (300 MHz; DMSO): & 8,16 (s, 1H) 7,94-7,84 (q, J = 8,79 Hz, 2H) 6,67 (s, 1H); MS: m/z = 268
(M*); b, = 280 °C; bil4 latka
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Kyselina 6-hydroxy-5,7-dichlorkynurenova (obr. 35)

cl Cl
HO COOEt
NaO COOEt
HO 2 1. H,SO,; H,0 |
+ | ——
al NH, COOEL 2. Bz; reflux; 3h ¢ NH COOEt
Cl OH ¢l OH
HO
PhO HO SN NaOH X
P —_—
250 °C _ A /
Cl N COOEt ca N COOoH

(obr. 35)

Diethyl ester kyseliny 2-[(4-hydroxy-3,5-dichlorfenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd stl; m = 8,85 g; n = 42,12 mmol; M = 210 g.mol 1; 4-amino-3,5-dichlor fenol;
m=5g; n=28,08 mmol; M = 178,02 (M*); Benzen; V = 100 ml; Reakéni ¢as = 3 h

TLC eakeni smesi (Hex:EtOAc 4:1): 4 skvrny; Ri; = 0,1; Rp; = 0,2 Res = 0,3(vychozi oxalacetdt); Ry, = 0,5
(produkt). Vyvinuto v ninhydrinu.

Chromatografie 250 g flasche, 8 frakci, odebrana 1-4.
VytéZek: 8,42 g (86 %)

'HNMR (300 MHz; CDCl,): 8 9,52 (s, 1H) 6,91 (s, 2H) 5,76 (brs, 1H) 5,47 (s, 1H) 4,31-4,15 (qd, J = 7,13
Hz; 7,13; 4,05, 4H) 1,36-1,29 (t, J = 7,06 Hz, 3H) 1,24-1,17 (t, J = 7,06 Hz, 3H); MS: m/z = 348 (M");
Zluta husta kapalina

Ethylester kyseliny 6-hydroxy-5,7-dichlorkynurenové

Kondenzdt; m = 8,02 g, n = 22,4 mmol; M = 348,2 g.mol; Difenylether; V = 100 ml; Reakéni ¢as = 0,75
h; Reakcni teplota = 225 °C

Cyklizace neprobéhla Uspésné, doslo k zuhelnaténi kondenzatu. Vliv vysoké teploty.

TLCrioH, extraktu (Hex: EtOAc 3:1): podlouhld skvrna celou plastinkou
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Kyselina 5,6,7-trimethoxykynurenova (obr. 36)

OMe OMe
MeO COOEt
NaO COOEt
MeO 1. H,SO, H,0 |
* | 2. Bz; reflux; 3h
. bZ; refiux;
MeO NH, MeO NH COOEt

COOEt
oMe  OH OMe OH
Ph,O MeO AN NaOH Meom
_— >
 ——
250 °C _ A =
MeO N COOEt MeO N COOH
(obr. 36)

Diethyl ester kyseliny 2-[(3,4,5-trimethoxyfenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd stl; m = 22,94 g; n = 109,16 mmol; M = 210 g.mol'1; 3,4,5-trimethoxyanilin;
m =10 g; n = 54,58 mmol; M = 183,2 g.mol™; Benzen; V = 100 ml; Reakéni cas = 3 h; VytéZek: 18,17 g
(94,2 %)

TLC eakeni smasi (HEX:EtOAc 4:1): 2 skvrny; Rg; = 0,3(nezreagovany oxalacetat); Ry, = 0,8 (produkt),
Vyvinuto v ninhydrinu.

'HNMR (300 MHz; CDCs): 8 9,6 (s, 1H) 6,18 (s, 2H) 5,35 (s, 1H) 5,47 (s, 1H) 4,31-4,12 (dq, J = 8,67;
7,16 Hz; 4H) 3,82-3,79 (s, 9H) 1,34-1,28 (t, J = 7,16 Hz, 3H) 1,17-1,10 (t, J = 7,16 Hz, 3H); MS: m/z =
353 (M*); hnédy olej

Ethyl ester kyseliny 5,6,7-trimethoxykynurenové

Kondenzdt; m = 17,77 g, n = 50,3 mmol, M = 353,4 g.mol'1; Difenylether; V = 100 ml; Reakcni cas =
0,75 h; Reakéni teplota = 225 °C; VytéZek: 5,68 g (36,8%)

'HNMR (300 MHz; CDCl3): § 7,43 (s, 1H) 7,38 (s, 1H) 4,58-4,46 (q, ) = 7,16 Hz, 2H) 4,19 (s, 3H) 4,01 (s,
3H) 3,99 (s, 3H) 1,52-1,43 (t, ) = 7,16 Hz, 3H); MS: m/z = 307 (M"); b, = 289,3 °C; hnéda latka

Kyselina 5,6,7-trimethoxykynurenova

Ethylester; m = 5,68 g; M = 307,3 g.mol™"; n = 18,5 mmol; 10 % NaOH; V = 150 ml; Reakéni doba = 1 h;
VytéZek = 4,1g (79,5 %)

'HNMR (300 MHz; DMSO): § 7,59 (s, 1H) 7,15 (s, 1H) 3,92 (s, 3H) 3,82 (s, 6H); MS: m/z = 279 (M*); b, =
283 °C
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Kyselina 6-fenoxykynurenova (obr. 37)

PhO COOEt
NaO COOEt
PhO 2 1. H,SO, H,0 |
+ |
NH 2. Bz; reflux; 3h NH COOEt
2

COOEt
OH OH
PhO  PhO X NaOH Phom
- o B —
250 °C _ A _
N COOEt N COOH
(obr. 37)

Diethyl ester kyseliny 2-[(4-fenoxyfenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd stil; m = 22,68 g; n = 107,96 mmol; M = 210 g.mol™; 4-fenoxy anilin; m =10 g;
n =53,98 mmol; M = 185,23 g.mol'l; Benzen; V = 100 ml; Reakcni ¢as = 3 h; VytéZek: 17,4 g (89,6 %)

TLC eakeni smesi (Hex:EtOAc 4:1): 2 skvrny; Ri; = 0,3(nezreagovany oxalacetat); Ry, = 0,7 (produkt),
Vyvinuto v ninhydrinu.

'HNMR (300 MHz; CDCls): & 9,64 (s, 1H) 7,38-7,30 (t, J = 7,91, 2H) 7,15-7,08 (t, 1H) 7,03-7,00 (d, 1H)
6,99-6,96 (d, 1H) 6,96-6,92 (d, 4H) 5,38 (s, 1H) 4,26-4,14 (dq, J = 9,18; 7,16, 4H) 1,36-1,28 (t, ) = 7,16,
3H) 1,19-1,12 (t, ) = 7,16, 3H); MS: m/z = 355 (M"); bilé krystaly

Ethyl ester kyseliny 6-fenoxykynurenové

Kondenzat; m = 17 g; n = 47,8 mmol; M = 355,4 g.mol'1; Difenylether; V = 100 ml; Reakéni ¢as = 0,75
h; Reakéni teplota = 225 °C; VytéZek: 8,1 g (54,8 %)

'HNMR (300 MHz; DMSO): ¢ 8,07-7,99 (d, 1H) 7,58-7,51 (d, 1H) 7,48-7,39 (t+s, 3H) 7,25-7,17 (t, 1H)
7,13-7,06 (d, 2H) 6,61 (s, 1H) 3,49-3,39 (q, J = 7,16 Hz, 2H) 1,09-1,01 (t, J = 7,16 Hz, 3H); MS: m/z =
309 (M*); b, = 215,3 °C; bila voskovita latka

Kyselina 6-fenoxykynurenova

Ethylester; m = 8,1 g; M = 309,3 g.mol™; n = 26,2 mmol; 10 % NaOH; V = 150 ml; Reakéni doba = 1 h;
VytéZzek = 5,7g (77,3 %)

'HNMR (300 MHz; DMSO): & 8,07—7.99 (d, 1H) 7,58-7,51 (d, 1H) 7,48-7,39 (t+s, 3H) 7,25-7,17 (t, 1H)
7,13-7,06 (d, 2H) 6,61 (s, 1H);MS: m/z = 281 (M"); b, = 297 °C
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Kyselina 6-jodokynurenova (obr. 38)

COOEt
DN L 2L £
cooet 2. Bz; reflux COOEt

PhO N NaOH
—_—
/
250 °C N COOEt A N/ COOH

(obr. 38)

Diethyl ester kyseliny 2-[(4-jodofenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd sil; m = 19,2 g; n = 91,3 mmol; M = 210 g.mol1; 4-jodoanilin, m =10 g; n =
45,66 mmol; M = 219 g.mol'l; Benzen; V = 100 ml; Reakcni ¢as = 3 h; VytéZek: 16,2 g (91,2 %)

TLCcakeni smesi (Hex:EtOAc 4:1): skvrny; Ry; = 0,3(nezreagovany oxalacetat); R, = 0,9 (produkt),
Vyvinuto v ninhydrinu.

'HNMR (300 MHz; CDCl3): & 9,61 (s, 1H) 7,43-7,34 (d, J = 8,67 Hz, 2H) 6,83-6,73 (d, J = 8,67 Hz, 2H)
5,45 (s, 1H) 4,26-4,12 (dq, J = 7,06; 6,81 Hz, 4H) 1,36-1,26 (t, ) = 7,06 Hz, 3H) 1,21-1,10 (t, J = 7,16 Hz,
3H); MS: m/z = 389 (M"); Hnédy olej

Ethyl ester kyseliny 6-jodokynurenové

Kondenzdt; m = 16,2 g; n = 41,6 mmol; M = 389,2 g.mol'l; Difenylether; V = 100 ml; Reakcni ¢as = 0,75
h; Reakéni teplota = 225 °C; VytéZek: 5,87 g (41,1 %)

'"HNMR (300 MHz; DMSO): & 8,34 (s, 1H) 8,01-7,95 (d, J = 8,48 Hz, 1H) 7,79-7,73 (d, J = 8,48 Hz, 1H)
6,66 (s, 1H) 4,24-4,12 (q, ) = 7,06; 6,81 Hz, 2H) 1,36-1,26 (t, J = 7,06 Hz, 3H); MS: m/z = 343 (M"); b, =
233,1 °C; hnédé krystaly

Kyselina 6-jodokynurenova

Ethylester; m = 5,87 g; M = 343,1 g.mol™; n = 38 mmol; 10 % NaOH; V = 200 ml; Reakéni doba = 1 h;
Vytézek = 4,685 g (86,9%)

'HNMR (300 MHz; DMSO): & 8,34 (s, 1H) 8,01-7,95 (d, J = 8,48 Hz, 1H) 7,79-7,73 (d, ) = 8,48 Hz, 1H)
6,66 (s, 1H); MS: m/z = 315 (M*); b, = 278,5 °C
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Kyselina 8-hydroxy-5,7-dichlor-6-methyl kynurenova (obr. 39)

cl
HaC HsC COOEt
JICOOB 1. H,SO,; H,0 £
+
cl NH,  nao” Scooet  2- Bzyreflux  cl COOEt
OH cl OH
PhO S _ NaOH
—_——> =
250 °C cl N~ TCOOEt

N COOH
OH

(obr. 39)

Diethyl ester kyseliny 2-[(6-hydroxy-3,5-dichlor-4-methylfenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd sil; m = 21,9 g; n = 104,2 mmol; M = 210 g.mol'l; 2-amino-4,6-dichlor-4-
methylfenol; m = 10 g; n = 52,1 mmol; M = 192 g.mol'l; Benzen; V = 120 ml; Reakcni ¢as = 3 h;
VytéZek: 18,07 g (95,8 %)

TLC eakeni smesi (Hex:EtOAc 4:1): skvrny; Rg; = 0,3(nezreagovany oxalacetat); Ry, = 0,9(produkt), Vyvinuto
v ninhydrinu.

'HNMR (300 MHz; CDCl3): & 10,66 (s, 1H) 6,95 (s, 1H) 5,99 (s, 1H) 4,30-4,20 (q, J = 7,10 Hz, 4H) 2,45 (s,
3H) 1,38-1,29 (t, J = 7,16 Hz, 6H); MS: m/z = 362 (M"); Zluty olej

Ethyl ester kyseliny 8-hydroxy-5,7-dichlor-6-methylkynurenové

Kondenzdt; m = 18,07 g; n = 49,9 mmol; M = 362,2 g.mol™"; Difenylether; V = 150 ml; Reakéni ¢as =
0,75 h; Reakcni teplota = 250 °C; VytéZek: 4,2 g (26,2 %)

Pfidanim 100 ml n-heptanu nedoslo k vykrystalizovani produktu. Do roztoku (Ph,O; reakéni smés)
pridano 900 ml Hexanu. Vylouceni sraZeniny, filtrat zahustén, dalsi krok sloupcova chromatografie
(250 g flaschového silikagelu; Hex 1000 ml; poté 500 ml acetonu; produkt zlstal na startu, poté
vyplaven acetonem) .

'HNMR (300 MHz; DMSO): & 7,46 (s, 1H) 4,29-4,19 (q, J = 7,10 Hz, 2H) 6,91 (s, 3H) 1,38-1,29 (t, J =
7,16 Hz, 3H); MS: m/z = 316 (M"); b, = 241,2 °C; ¢ervend latka

Kyselina 8-hydroxy-5,7-dichlor-6-methylkynurenova

Ethylester; m = 4,2 g; M = 316,1 g.mol'l; n = 13,3 mmol;10 % NaOH; V = 100 ml;Reakcni doba = 1
h;VytéZzek = 1,44 g (37,6 %)

"HNMR (300 MHz; DMSO): 6 7,25 (s, 1H) 2,34 (s, 3H); MS: m/z = 288 (M%); by = 279,0 °C; oranZova
latka
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Kyselina 5,7-dichlorkynurenova (obr. 40)

Cl Cl
COOEt
COOEt 1. H,S0, H,0 |
+ [
Cl NH, Nao~ >cooget 2- Bz;refux  Cl NH T~COOEt
Cl OH
Cl OH
PhO N NaOH AN
_—

°C cl N/ COOEt A =

250 cl N COOH
(obr. 40)

Diethyl ester kyseliny 2-[(3,5-dichlorfenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd sil; m = 58,5 g; n =278 mmol; M = 210 g.mol'l; 3,5-dichloranilin; m =30 g; n
=185 mmol; M =162 g.mol'l; Benzen; V = 200 ml; Reakcni ¢as = 3 h; VytéZek: 52,2 g (84,9 %)

TLC eakeni smesi (Hex:EtOAc 4:1): skvrny; Rg; = 0,3(nezreagovany oxalacetat); Ry, = 0,6(produkt), Vyvinuto
v ninhydrinu.

'HNMR (300 MHz; CDCls): 8 9,54 (s, 1H) 7,74 (s, 1H) 7,18 (s, 2H) 5,54 (s, 1H) 4,18-4,06 (dq, J = 7,06;
6,81 Hz, 4H) 1,37-1,27 (t, ) = 7,06 Hz, 3H) 1,22-1,11 (t, J = 7,16 Hz, 3H); MS: m/z = 332 (M"); Zluté
krystaly

Ethyl ester kyseliny 5,7-dichlorkynurenové

Kondenzdt; m = 52,2 g; n = 157,1 mmol; M = 332,2 g.mol1; Difenylether; V = 250 ml; Reakcni ¢as =
0,75 h; Reakéni teplota = 225 °C; VytéZek: 26,1 g (58,1 %)

'HNMR (300 MHz; CDCls): 6 7,99 (s, 1H) 7,41 (s, 1H) 6,57 (s, 1H) 4,52-4,43 (q, ) = 7,16, 2H) 1,49-1,40
(t,J = 7,03, 3H); MS: m/z = 286 (M"); b, = 267,7 °C; Zluta latka

Kyselina 5,7-dichlorkynurenova

Ethylester; m = 25,7 g; M = 286,1 g.mol'l; n = 89,8 mmol; 10 % NaOH; V = 300 ml; Reakcéni doba =1 h;
VytéZek = 21,89 g (94,4 %)

'HNMR (300 MHz; DMSO): & 7,99 (s, 1H) 7,41 (s, 1H) 6,57 (s, 1H); MS: m/z = 258 (M"); b = 287,9 °C;
Zluta latka
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Kyselina 6-ethoxykynurenova (obr. 41)

HiC_ O COOEt
HsC O COOEt 1 S0, H,O "
. T |
NH, Nao” “coogt 2- Bz reflux NH COOEt
HsC HaC

3 ﬁ OH OH
PhO NaOH 0
(0]
250 °C _ _—
N COOEt N COOH
(obr. 41)

Diethyl ester kyseliny 2-[(4-ethoxyfenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd sil; m = 32,34 g; n = 154 mmol; M = 210 g.mol'l; 4-ethoxyanilin, m = 10,6 g;
n= 77 mmol; M = 137 g.mol™; V = 10 ml; Benzen; V = 100 ml; Reakéni ¢as = 3 h; Vytézek: 19,98 g
(84,1 %)

TLC eakeni smesi (HEX:EtOAc 4:1): skvrny; Re; = 0,3 (nezreagovany oxalacetat); Rg, = 0,9 (produkt),
Vyvinuto v ninhydrinu.

'HNMR (300 MHz; CDCls): & 9,57 (s, 1H) 6,91-6,85 (d, J = 8,67, 2H) 6,84-6,77 (d, J = 8,67, 2H) 5,28 (s,
1H) 4,23-4,08 (dqg, J = 19,64; 7,14; 7,14, 4H) 4,04-3,95 (q, J = 7,03, 2H) 1,43-1,35 (t, J = 6,97 Hz, 3H)
1,33-1,24 (t, ) = 7,06 Hz, 3H) 1,12-1,05 (t, J = 7,16 Hz, 3H); MS: m/z = 307 (M"); Cervena kapalina

Ethyl ester kyseliny 6-ethoxykynurenové

Kondenzdt; m = 19,98 g; n = 65,01 mmol; M = 307,3 g.mol™;Difenylether; V = 100 ml; Reakéni &as =
0,75 h; Reakéni teplota = 225 °C; VytéZek: 10,7 g (62,98 %)

'HNMR (300 MHz; CDCL): 8 7,73-7,67 (d, J = 2,64 Hz, 1H) 7,52-7,45 (d, ] = 9,04 hz, 1H) 7,34-7,28 (dd,
J=9,04; 2,83 Hz, 1H) 7,00 (s, 1H) 4,52-4,43 (q, J = 7,16 Hz, 2H) 4,20-4,10 (q, J = 6,97 Hz, 2H) 1,50-1,40
(9,1 =7,03; 7,03 Hz, 6H); MS: m/z = 261 (M*); b, = 217,2 °C; hnéda latka

Kyselina 6-ethoxykynurenova

Ethylester; m = 9,78 g; M = 261 g.mol'l; n =37,5 mmol; 10 % NaOH; V = 200 ml; Reakcéni doba = 1 h;
VytéZzek = 7,72 g (88,4 %)

'HNMR (300 MHz; DMSO): & 7,95-7,89 (d, J = 9,04 Hz, 1H) 7,46-7,42 (d, J = 2,64 Hz, 1H) 7,39-7,33
(dd, ) =9,04; 2,83 Hz, 1H) 6,65 (s, 1H) 4,15-4,06 (q, J = 6,84 Hz, 2H) 1,41-1,33 (t,) = 6,97 Hz, 3H); MS:
m/z =233 (M"); b, = 285,1 °C
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Kyselina 6-nitrokynurenova (obr. 42)
COOEt
©\ LCOOEt S ©\ Ji
NH, Nao” “coogt 2- BZireflux NH COOEt
PhO HNO H,S002N
SN NaOH
250 °C OC 2h

Z COOEt N COOH

N COOEt

(obr. 42)

Diethyl ester kyseliny 2(fenylamino)but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd sul; m = 34,5 g; n = 164,5 mmol; M =210 g.mol'l; anilin; m = 10,2 g; n =109,7
mmol; M =93 g.mol'l; V =10 ml; Benzen; V = 75 ml; Reakéni ¢as = 3 h; VytéZek: 13,27 g (45,9 %)

TLC eakeni smesi (Hex:EtOAc 4:1): skvrny; Rg; = 0,3 (nezreagovany oxalacetat); Rg, =0,5 (anilin); Rg, = 0,8
Vyvinuto v ninhydrinu.

'HNMR (300 MHz; CDCly): § 9,67 (s, 1H) 7,32-7,24 (t, J = 7,82 Hz, 2H+1H (CDCl;)) 7,13-7,06 (t, J = 7,35
Hz, 1H) 6,96-6,90 (d, J = 7,72 Hz, 2H) 6.92 @, ) =7.72Hz, 2 H) 5,39 (s, 1H) 1,34-1,27 (t, ) = 7,16 Hz, 3H)
1,13-1,06 (t, ) = 7,16 Hz, 3H); MS: m/z = 263 (M"); hnéda kapalina

Ethyl ester kyseliny kynurenové

Kondenzat; m = 13,27 g; n=50,4 mmol; M = 263,3 g.mol'l; Difenylether; \V = 75 ml; Reakcni ¢as = 0,75
h; Reakéni teplota = 225 °C; VytéZek: 7,23 g (66,1 %)

'HNMR (300 MHz; DMSO): & 8,36 (d, J=8,10 Hz, 1H) ) 7,68 (t, J=7,63 Hz, 1H) 7,49 (d, J=8,29 Hz, 1H )
7,39 (t, J=7,54 Hz, 1H) 7,01 (s, 1H) 4,49 (q, J=7,16 Hz, 2H); MS: m/z = 217 (M*); b, = 217,7 °C; hnéda
latka

Ethyl ester kyseliny 6-nitrokynurenové

Ethylester kyseliny kynurenové byl rozpustén v 44,5 ml vychlazené kyseliny sirové. Poté byla pridana
vychlazend smés 2,6 ml kyseliny dusicné a 2,78 ml kyseliny sirové. Smés byla michana za chladu 2 h.
Po ukonceni reakce byla smés zifedéna v 600 ml ledové vody. VysrazZel se nitrat, odsato, promyto 2 x
100 ml vody, poté 2 x 100 ml 5 % Na,COs, poté 1 x 200 ml vody a 2 x 100 ml hexanu.

Ethylester; m = 7,23 g; M = 217,22 g.mol™; n = 33,3 mmol; HNO; (65 %); V = 2,6 ml; H,S0, (98%); VI =
47,28 ml; Reakcni doba = 2 h; Reakcni teplota = 0 °C; VytéZek = 8,56 g (98,1 %)

'HNMR (300 MHz; CD;COOD): & 8,92 (s, 1H) 8,35 (dd, J=8,89; 1,76 Hz, 1H) 7,98 (dd, J=8,89; 0,79 Hz,
1H) 7,79 (s, 1H) 4,14 (q, J=7,12 Hz, 2H) 1.28 (t, J=7.12 Hz, 3H); MS: m/z = 262 (M")

b:=276,5°C
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Kyselina 6-nitrokynurenova

Ethylester; m = 8,56 g; M = 262,2 g.mol™"; n = 32,6 mmol; 10 % NaOH; V = 200 ml; Reakéni doba = 1 h;
VytéZek = 5,21 g (68,2%)

'HNMR (300 MHz; CD;COOD): & 8,92 (s, 1H) 8,35 (dd, J=8,89; 1,76 Hz, 1H) 7,98 (dd, J=8,89; 0,79 Hz,
1H) 7,79 (s, 1H); MS: m/z = 234 (M"); b, = 286,3 °C

Kyselina 6-aminokynurenova (obr. 43)

HyC O HaC 0
HN COOEt 1 HSO;H,0 HN COOEt
e sWi
NH, NaO” “CoOEt < BZ refux N CooR
HC 0 OH
OH
PhO HN NaOH M2\ N
- - Yy —— >
250 °C A _
= N COOH
N COOEt
(obr. 43)

Diethyl ester kyseliny 2-[(4-acetamidofenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd sil; m = 27,72 g; n = 132 mmol; M = 210 g.mol'l; 4-fenoxy anilin; m =10 g; n
=66 mmol; M =150,2 g.mol'l; Benzen; V = 100 ml; Reakcni ¢as = 3 h; VytéZek: 5,23g (24,5 %)

Odpareno po ukonceni reakce, rozpusténo v Hex:EtOAc 1:1, vykrystalizovaly ze smési Zluté krystalky

'"HNMR (300 MHz; CDCl,): & 9,62 (s, 1H) 7,46-7,38 (d, J = 8,67 Hz, 2H) 6,91-6,84 (d, J = 8,67 Hz, 2H)
5,36 (s, 1H) 4,24-4,12 (dq, J = 10,71; 7,10 Hz, 4H) 3,44 (s, 3H), 1,34-1,26 (t, ) = 7,16 Hz, 3H) 1,18-1,10
(t, ) = 7,06 Hz, 3H); MS: m/z = 320 (M"); Zluté krystaly; b, = 122 °C

Ethyl ester kyseliny 6-acetamidokynurenové

Kondenzdt; m = 4,93 g; n = 15,4 mmol; M = 320,3 g.mol; Difenylether; V = 80 ml; Reakéni éas = 0,75
h; Reakcni teplota = 225 °C; VytéZek: 4 g (94,8 %)

'HNMR (300 MHz; DMSO): & 12,05 (s, 1H, N-H) 10,18 (s, 1H, N-H) 8,34 (s, 1H) 7,88 (s, 2H) 6,58 (s, 1H)
4,46-4,35 (q, ) = 7,16 Hz, 2H) 2,07 (s, 3H) 1,39-1,32 (t, J = 7,06 Hz, 3H); MS: m/z = 274 (M"); b, = 311,6
°C; hnéda latka

Kyselina 6-aminokynurenova

Ethylester; m =4 g; M = 274,3 g.mol'l; n = 14,6 mmol; 10 % NaOH; V = 100 ml; Reakcni doba = 1 h;
Extrakce vodného roztoku 100 ml EtOAc, odpareni.; VytéZek = 2,42 g (81,2 %)

'HNMR (300 MHz; DMSO): & 9,03-8,76 (br.s., 2H) 8,18-8,09 (d, J = 8,89 Hz, 1H) 8,04-7,93 (d,
J = 8,89 Hz, 1H) 7,38-7,32 (s, 1H) 7,23-7,10 (s, 1H); MS: m/z = 204 (M"); b, = 302,5 °C
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Kyselina 6-karboxylkynurenova (obr. 44)

EtOOC COOEt 1 HSO,; H,0 EOOC COOEt
NH,  NaO COOEt 2. Bz; reflux \H
OH

COOEt
OH
PIEO
NaOH HOOC
EtOOC N X
250 °C A

— =

N COOEt N COOH
(obr. 44)

Diethyl ester kyseliny 2-[(4-ethoxykarbonylfenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd stl; m = 37,8 g; n = 180 mmol; M = 210 g.mol™; Ethylester kyseliny 4-
aminobenzoové; m = 15 g; n = 90,8 mmol; M = 165,2 g.mol™; Benzen; V = 100 ml; Reakéni ¢as = 3 h;
VytéZek: 4,65 g (15,3 %)

TLC eakeni smesi (HEX:EtOAc 4:1): 3 skvrny; Ry, = 0,3 (nezreagovany oxalacetdt); Rg, = 0,5 (nezreagovany
anilin) Rgz = 0,8 (produkt), Vyvinuto v ninhydrinu.

'HNMR (300 MHz; CDCls): § 9,75 (s, 1H) 8,00-7,94 (d, J = 8,48 Hz, 2H) 6,93-6,86 (d, J = 8,48 Hz, 2H)
5,54 (s, 1H) 4,41-4,31 (q, ) = 7,1; 7,1 Hz, 2H) 4,27-4,17 (q, ) = 7,1; 7,1 Hz, 4H) 1,42-1,28 (t, ) = 7,06;
7,06, 3H) 1,42-1,28 (t, J = 7,06; 7,06 Hz, 3H) 1,21-1,14 (t, J = 7,16; 7,16 Hz, 3H); MS: m/z = 335 (M");
Zluta kapalina

Diethyl ester kyseliny 6-karboxylkynurenové

Kondenzdt; m = 4,25 g; n = 12,7 mmol; M = 335,4 g.mol; Difenylether; \/ = 80 ml; Reakéni as = 0,75
h; Reakéni teplota = 225 °C; VytéZek: 3,35 g (91,4 %)

'HNMR (300 MHz; DMSO): 9,04 (s, 1H) 8,35-8,29 (dd, J = 8,76; 1,79 Hz, 1D) 7,62-7,56 (d, J = 8,67 Hz,
1H) 7,07 (s, 1H) 4,55-4,38 (q, J = 7,10 Hz, 2H) 4,55-4,38 (q, J = 7,03 Hz, 2H) 1,49-1,39 (t, J = 8,10 Hz,
6H); MS: m/z = 289 (M"); b, = 245,3 °C; zelend latka

Kyselina 6-karboxylkynurenova

Ethylester; m = 3,35 g; M = 289,3 g.mol'l; n=11,6 mmol; 10 % NaOH; V = 150 ml; Reakcéni doba =1 h;
VytéZzek = 1,78 g (65,9 %)

'HNMR (300 MHz; DMSO): & 8,66 (s, 1H) 8,18-8,13 (d, J = 9,04 Hz, 1H) 8,02 -7,97 (d, J = 9,04 Hz, 1H)
6,68 (s, 1H); MS: m/z = 233 (M"); b, = 305,7 °C
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Kyselina 5,7-bis(trifluoromethyl)kynurenova (obr. 45)

CFsy CF,4
COOEt 1. sto4; HZO COOEt
+ [ . I
F\C NH, NaO coogt 2. Bz; reflux
CF

FsC NH COOEt

3 OH CF; OH

PhO
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- . = - X

250 °C P P
FsC N~ COOEt FiC N cooH

(obr. 45)

Diethyl ester kyseliny 2-[(3,5-bis(trifluoromethyl)fenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd sGl;, m = 20,3 g n = 96,69 mmol;, M = 210 g.mol'l; 3,5-
bis(trifluoromethyl)anilin; m = 14,77 g; n = 64,46 mmol; M = 229,13 g.mol™; Benzen; V = 150 ml;
Reakcni ¢as = 3 h; VytéZek: 1,56 g (6,1 %)

TLC eakeni smesi (Hex:EtOAc 3:1): 3 skvrny; Ry = 0,1 (nezreagovany anilin); R, = 0,5 (nezreagovany
oxylacetat) R; = 0,8 (produkt), Vyvinuto v ninhydrinu.

Chromatografie: 250 g flaschového silikagelu, 1000 ml Hex: EtOAc 9:1, 500 ml Hex: EtOAc 8:1), 15
frakci, odebrana 1-3, odpareno.

'HNMR (300 MHz; CDCl3): 9,82 (s, 1H) 7,55 (s, 1H) 7,28 (s, 2H (+ 1H CDCl3)) 5,68 (s, 1H) 4,29-4,19 (dq,
1=7,10; 2,26 Hz, 4H) 1,36-1,29 (t, ) = 7,16 Hz, 3H) 1,23-1,16 (t, J = 7,16 Hz, 3H); MS: m/z = 399 (M");
Zluta latka; b, = 61,5 °C

Ethyl ester kyseliny 5,7-bis(trifluoromethyl)kynurenové

Kondenzdt; m =1,16 g; n = 2,7 mmol; M =399,3 g.mol'l; Difenylether; VV = 100 ml; Reakcni ¢as = 0,75
h; Reakéni teplota = 225 °C; VytéZek: 0,91 g (88,7 %)

'HNMR (300 MHz; CD;0D): § 8,51 (s, 1H) 7,97 (s, 1H) 6,99 (s, 1H) 4,56-4,46 (q, ) = 7,54; 2,18 Hz, 2H)
1,50-1,41 (t, ) = 7,16 Hz, 3H); MS: m/z = 353 (M"); b, = 251,7 °C; St¥ibrné krystalky (Supiny, desticky)

Kyselina 5,7-bis(trifluoromethyl)kynurenovd

Ethylester; m = 0,91 g; M = 353,2 g.mol™; n = 2,5 mmol; 10 % NaOH; V = 50 ml; Reakéni doba = 1 h;
VytéZzek = 0,72 g (86,0 %);

'HNMR (300 MHz; DMSO): § 8,75 (s, 1H) 7,91 (s, 1H) 6,75 (s, 1H); MS: m/z = 325,2 (M*) ; b, = 298,5 °C;
bila latka
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Kyselina 6-(N,N-diethylamino)kynurenova (obr. 46)

CH3
2504 1. NaOH; Bz
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X
250 °C r
CHa _
N COOEt COOH
(obr. 46)

Diethyl ester kyseliny 2-[(4-N,N-diethylaminofenyl)amino]but-2-endiové

Pfed reakci byl uvolnén z podoby siranu samotny anilin, za pomoci 50 ml 10% NaOH, nasledné
extrahovan do 50 ml Bz.

Diethyloxalacetdt sodnd sil;, m = 567 g n = 27 mmol; M = 210 g.mol'1;2-[(4—
aminofenyl)(ethyl)aminojethanol; m = 5 g; n = 18 mmol; M = 278 g.mol™; Benzen; V = 150 ml; Reakéni
¢as = 3 h; Vznik ¢erného oleje, TLC, LC/MS

TLC eakeni smesi (Hex:EtOAc 3:1): skvrny; Ri; = 0,1 (nezreagovany anilin); Ri, = 0,5 (nezreagovany
oxalacetat), Vyvinuto v ninhydrinu.

VytéZek: 0 g (0 %); MS: m/z = 211; 165 (M")

Reakce neprobéhla. Opakovano, stejny vysledek i pfi vétsi pozornosti na uvolnéni anilinu ze siranu.
Spatny reakéni piistup.
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Kyselina 6-[N,N-(2-hydroxyethyl)(ethyl)amino] kynurenova (obr. 47)

OH OH

H,S0, H 1. NaOH; Bz H
(N\©\ JICOOEt 2. H,S0,; H,0 N COOEt
+ d
CHs NH,  Nao” “COOEt 3. Bz;reflux ¢y, \©\ JI

2 NH T~COOEt
OH OH
PhO
hy H o NaOH H o
> —_—
250 °C N A N
X X
CH, = CHs Z
N COOEt N COOH
(obr. 47)

Diethyl ester kyseliny 2-[(4-[(2-hydroxyethyl)(ethyl)]fenyl)amino]but-2-endiové

Diethyloxalacetdt sodnd stl; m = 567 g n = 27 mmol; M = 210 gmol®; 2-[(4-
aminofenyl)(ethyl)amino]ethanol; m =5 g; n = 18 mmol; M = 278 g.mol'l; Benzen; V = 150 ml;
Reakéni ¢as = 3 h; Vznik fialového oleje, TLC; VytéZek: 0 g (0 %)

TLC eakeni smesi (Hex:EtOAc 3:1): skvrny; Rg; = 0,1 (nezreagovany anilin); Ri, = 0,5 (nezreagovany
oxalacetdt) Vyvinuto v ninhydrinu.

MS: m/z = 181; 211 (M")

Reakce neprobéhla. Opakovano, stejny vysledek i pfi vétsi pozornosti na uvolnéni anilinu ze siranu.

Spatny reakéni piistup.
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Methylester kyseliny 6-hydroxy-5,7-dichlorkynurenové (obr. 48)

cl COOMe
HO COOMe
H 5o°c
+
COOM
cl NH; COOMe ©
cl  OH
i@\ £ Eaton’ sreagenf|O SN
2 h; 70°C =
COOEt cl N COOEt
(obr. 48)

Dimethyl ester kyseliny 2-[(4-hydroxy-3,5-dichlorfenyl)amino]but-2-endiové

V 3 ml MeOH byl rozpustén vychozi anilin (0,04 g; 0,23 mmol), nasledné pfidan dimethyl acetylen
dikarboxylat (0,034 g; 0,033 ml; 0,27 mmol). Doslo k mirnému ohfati roztoku. Michdno pfi 50 °C, 2 h.

TLC (Hex:EtOAc 3:1) 2 skvrny: Ri; = 0,3 (nezreagovany anilin); Rg; = 0,8 (produkt)
Odpareno, oranzovy ole;j.
LC/MS: nalezeno 320+1 (RC: 5,8/10 min) 320+1 (RC: 6,8/10 min)

Tato reakce slouZila pouze jako testujici reakce, nebyla provadéna NMR analyza, kviali nedostatku
analyzovatelného matiralu. Pro dalsi reakce bylo pouZito jiz ptipraveného kondenzatu z vychoziho
anilinu a diethyloxal acetatu.

Ethylester kyseliny 6-hydroxy-5,7-dichlorkynurenové

Kondenzat (0,1 g; 0,287 mmol) byl rozpusténo v 3 ml Eatonova roztoku. Opatfeno michadlem a pfi
70 °C bylo michano po dobu 2 h. Neutralizace Na,CO3, odsaty pevny produkt oranzové barvy.

'HNMR (300 MHz; CDCls): & 7,74 (s, 1H) 7,25 (s, 1H(+1H CDCls)) 4,20-4,10 (q, J = 7,10 Hz, 2H) 1,37-
1,24 (t, ) = 7,16 Hz, 3H)

LC/MS: nalezeno 302+1; déle 274+1
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Methyl ester kyseliny 8-methoxy kynurenové (obr. 49)

COOMe COOMe
Ji Eaton's reagent X
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(obr. 49)

Dimethyl ester kyseliny 2-[(2-methoxyfenyl)amino]but-2-endiové

1 g (8,12 mmol) o-methoxyanilinu bylo rozpusténo v10 ml MeOH, poté pfidano 1,4 g
dimethylacetylen diakrboxylatu. Samovolné zahrati. Michano pres noc. Po probéhnuti reakce
vymrazeno. Po naruseni kapaliny sklenénou tycinkou dosko ke krystalizaci. Vznik Zlutych krystald.
Filtrace, promyto hexanem, suseno na vzduchu. Filtrat zahustén a LC/MS.

LC/MSyystau: Nalezeno 265 (RC: 8,05/10 min)
LC/MS,;: nalezeno 265 (RC: 7,14/10 min) 265 (RC: 8,18/10 min)
Vy,téiekkrystaly 1,34 g (62,1 %)

'HNMR (300 MHz; CDCl): & 9,64 (br. s, 1H) 7,09-7,02 (t, 1H) 6,92-6,85 (d, J = 7,72 Hz, 2H) 6,82-6,77
(d, 1H) 5,41 (s, 1H) 3,87 (s, 3H) 3,76 (s, 3H) 3,74 (s, 3H)

Methyl ester kyseliny 8-methoxy kynurenové

V 6 ml Eatonova roztoku byl rozpustén 1 g kondenzatu (3,77 mmol). Poté byla smés michana po dobu
2 h pfi 70 °C. Po vychladnuti smési, neutralizace v nasyceném roztoku Na,CO;. Odsaty produkt

Vytézek 0,34 g (38,7 %)
Nazloutla latka
LC/MS: 233 (RC: 5/10 min)

'HNMR (300 MHz; CDCl3): & 7,94-7,89 (d, J = 8,29 hz, 1H) 7,36-7,30 (t, J = 8,01; 8,01 Hz, 1H) 7,14-7,07
(d, ) =7,91 Hz, 1H) 7,08 (s, 1H) 6,69 (s, 6H)
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Methyl ester kyseliny 5,7-dimethoxy kynurenové (obr. 50)

OMe OMe OH
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(obr. 50)

Dimethyl ester kyseliny 2-[(3,5-dimethoxyfenyl)amino]but-2-endiové

V 10 ml MeOH byl rozpustén 1 g vychoziho anilinu (6,53 mmol) a nasledné pfidano 1,11 g (0,96 ml,
7,83 mmol) dimethyl acetylen dikarboxylatu. Reakéni smés se mirné zahrala. Michano pfi 50 °C po
dobu 2 h. Po reakci byla reakéni smés schlazena a odparena.

TLC (Hex:EtOAc 3:1) 3 skvrny: Rg; = 0,1 (nezreagovany anilin); Ry, = 0,3 (dimethylacetylen); Rz = 0,7
(produkt)

LC/MS: nalezeno 295+1 (RC: 6,4/10 min) 295+1 (RC: 7,4/10 min)

Chromatografie: 100 g flaschového silikagelu, 500 ml Hex:EtOAc 4:1

Odparek: m =1,04 g (53,9 %)

Nedostatecné reakéni podminky. V dalSich pokusech zvyseni reakcni teploty a odebrani rozpustédla.

Methyl ester kyseliny 5,7-dimethoxy kynurenové

V5 ml Eatonova roztoku bylo rozpusténo 0,9 g kondenzatu. Pfi 70 °C michano po dobu 2 h.
Zpracovani: reakcéni smés nalita do 1M roztoku NaOH. Produkt se nevysrazel, zlstal v roztoku.
Extrakce 100 ml EtOAc, neuspéch (TLC monitoring). Nasledné odparen vodny roztok a provedena
extrakce pevné latky (anorganické soli) 300 ml EtOH.

LC/MS: negativni, nalezeno 255,9

Neuspéch v cyklizaénim kroku. Ndsledné zménény neutralizacnich podminek.
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Methyl ester kyseliny 6-fluor kynurenové (obr. 51)

OH
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(obr. 51)

Dimethyl ester kyseliny 2-[(4-fluorfenyl)amino]but-2-endiové

V 50 ml varné bance byl smichan 1 g vychoziho anilinu (8,99 mmol; 0,8525 ml) a 1,53 g dimethyl
acetylendikarboxylatu (10,79 mmol; 1,325 ml) Smichanim doslo k uvolnéni velkého mnoiZstvi tepla,
michani po dobu 1,5 h pfi 70 °C. Po ukonceni reakce, TLC

TLC (Hex: EtOAc 4:1): 2 skvrny; Ry, =0,1-0,3 (dimethylacetylen); Ry, = 0,6 (produkt)
Chromatografie: 200 g flaschového silikagelu, 1000 ml Hex:EtOAc 9:1

Vytéiek: 2,28 g (99,6 %)

LC/MS: 253+1 (RC: 6,1/10 min), 253+1 (RC: 7,1/10 min), 223+11

'HNMR (300 MHz; CDCls): 8 9,59 (br.s, 1H) 7,03-6,95 (t, ) = 8,57 Hz, 2H) 6,93-6,86 (d, J = 4,71 Hz, 1H)
6,93-6,86 (d, J = 4,71 Hz, 1H) 5,41 (s, 1H) 3,75 (s, 3H) 3,69 (s, 3H)

Methyl ester kyseliny 6-fluor kynurenové

K 2,28 g kondenzatu bylo pfiddno 8 ml Eatonova roztoku, michano pfi 90 °C 2 h. Po ukonceni reakce
neutralizace v 100 ml 5 % roztoku EtsN ve vodé. Ddle neutralizace Cistym EtsN do neutralniho pH.
Vysrazel se produkt.

Vytézek 1,8 g (90,5 %)
LC/MS: 221+1; déle 206+1

'HNMR (300 MHz; CDCl,): & 8,08-8,04 (t, J = 8,57; 4,71 Hz, 1H) 8,04-8,02 (d, J = 8,57 Hz, 1H) 7,92-7,84
(d, J=4,71 Hz, 1H) 7,65 (s, 1H) 3,70 (s, 3H)
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Methyl ester kyseliny 6-fluor-8-chlor kynurenové (obr. 52)
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(obr. 52)

Dimethyl ester kyseliny 2-[(2-chloro-4-fluorofenyl)amino]but-2-endiové

Navazen 1 g syntetizovaného 4-fluor-2-chloroanilinu (6,87 mmol) do 50 ml banky. Opatfeno
magnetickym michadlem, pfidano 1,17 g dimethyl acetylen dikarboxyldtu (8,24 mmol; 1,01 ml).
Doslo k silnému samovolnému zahrati. Michano 1,5 h pfi 70 °C bez rozpoustédla. Po ochlazeni,
krystalizace, zelenoZluté krystalky. Vytézek 1,85 g (93,4 %).

TLC eakenismesi (Hex:EtOAc 3:1): 1 skvrna; Rg; = 0,7
LC/MS: 288+1; dale Stép 255+1; detekce za pomoci UV/VIS detektoru

'HNMR (300 MHz; CDCl5): & 9,64 (s, 1H) 7,20-7,14 (dd, J = 8,10; 2,83 Hz, 1H) 6,95-6,87 (dd, J = 7,54;
2,83 Hz, 1H) 6,84-6,78 (d, J = 5,27 Hz, 1H) 6,82 (s, 1H) 3,77 (s, 3H) 3,72 (s, 3H)

Methyl ester kyseliny 6-fluoro-8-chlorokynurenové

1 g kondenzatu navazen do 50 ml banicky, opatifeno michadlem a vyhtato na 70 °C, michano 2 h. Po
ukonéeni schlazeno, neutralizace roztoku EtsN do neutralniho pH. Odséato, promyto vodou. Zluta
latka (0,78 g; 88,6 %)

LC/MS: 255+1; déle 229,9; 227,9; 195,9, detekce pomoci UV/VIS detektoru

'HNMR (300 MHz; CD,COOD): & 8,07-8,01 (d, J = 2,83 Hz, 1H) 7,85-7,80 (d, J = 2,83 Hz, 1H) 7,24 (s,
1H) 4,11 (s, 3H)
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Methyl ester kyseliny 6-N,N-diethylamino kynurenové (obr. 53)

CHy CH3 CHg

( COOMe ( oH

KN\©\ \©\ COOMeEaton s reagent(
—_—

CH ‘ ‘ 2 h; 70°C

3 COOMe Chs

COOMe

/

=
N COOMe

(obr. 53)

Dimethyl ester kyseliny 2-[(4-N,N-diethylaminofenyl)amino]but-2-endiové

Bylo navdieno 1,59 g siranu pfislusného anilinu. Nasledné uvolnéno (50 ml 10 % NaOH) a
extrahovano (50 EtOAc). Po odpareni EtOAc bylo kanilinu pridano 1,04 g dimethylacetylen
diakrboxyldtu. Reakcni smés se silné zahtala. Zkouska TLC

TLC (Hex:EtOAc 4:1): 2 skvrny: Rg; = 0,3; R, = 0,8 (produkt)

Smés rozpusténa v 10 ml Hex:EtOAc 9:1. Chromatografie 200 g silikagelu, 1000 ml Hex:EtOAc 9:1.
Vytézek 1,7 g (91,4 %)

LC/MS: nalezeno 306+1 (RC: 1,19/10 min) 306+1 (RC: 1,75/10 min)

Methyl ester kyseliny 6-N,N-diethylamino kynurenové

1,7 g kondenzatu bylo rozpusténo v 7 ml Eatonova roztoku. Michano pfti teploté 70 °C po dobu 2 h.
Po ukonceni reakce, reakéni smeés nalita do 100 ml 5 % roztoku Et;N ve vodé. Poté neutralizace Et;N
do neutrdlni reakce. Vysrazel se produkt.

Vytézek: 1,33 g (87,3 %)
LC/MS: nalezeno 274+1 (RC: 1,88/10 min)

'HNMR (300 MHz; CDCly): & 7,46—7,36 (d, J = 2,83 Hz, 1H) 7,46-7,36 (d, J = 9,04 Hz, 1H) 7,21-7,15 (dd,
J=9,23; 3,01 Hz, 1H) 6,93 (s, 1H) 4,02 (s, 3H) 3,51-3,42 (g, J = 7,03 Hz, 4H) 1,24-1,15 (t, J = 7,06 Hz,
6H)
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Methyl ester kyseliny 6-N,N-(2-hydroxyethyl)(ethyl)amino kynurenové (obr. 54)

OH OH OH

H COOMe H H OH
(N\©\ \O\ COOM"'Eaton s reagent N N
—_—
CH ‘ ‘ 2h; 70°C (
: COOMe CHs =

N COOMe
COOMe

(obr. 54)

Dimethyl ester kyseliny 2-[(4-N,N-(2-hydroxyethyl)(ethyl)fenyl)amino]but-2-endiové

Bylo navdieno 1,54 g siranu pfislusného anilinu. Nasledné uvolnéno (50 ml 10 % NaOH) a
extrahovano (50 EtOAc). Po odpareni EtOAc bylo kanilinu pfiddno 0,94 g dimethyl acetylen
diakrboxylatu. Reakcni smés se silné zahtala. Zkouska TLC

TLC (Hex:EtOAc 4:1): 2 skvrny: Rg; = 0,2; R, = 0,9 (produkt)

Smés rozpusténa v 10 ml Hex:EtOAc 9:1. Chromatografie 200 g silikagelu, 1000 ml Hex:EtOAc 9:1.
Vytézek 1,5 g (97,4 %)

LC/MS: nalezeno 322+1 (RC: 1,18/10 min) 322+1 (RC: 1,62/10 min)

Methyl ester kyseliny 6-N,N-(2-hydroxyethyl)(ethyl)amino kynurenové

1,5 g kondenzatu bylo rozpusténo v 7 ml Eatonova roztoku. Ndsledné byla smés michdna po dobu 2 h
pfi teploté 70 °C. Po ukonceni reakce byla smés nalita do 100 ml 5 % roztoku EtsN ve vodé. Poté
neutralizace Et;N do neutralni reakce. Vysrazel se produkt.

LC/MS: nalezeno 290+1 (RC: 2,66/10 min) — netisté
Chromatografie: 150 g silikagelu; CDCl;:MeOH 7:1, 1000 ml
Vytézek 1,08 g (80,2 %)

'HNMR (300 MHz; CDCly): § 7,44—7,34 (d, J = 2,83 Hz, 1H) 7,44-7,34 (d, ] = 9,04 Hz, 1H) 7,19-7,13 (dd,
1=9,23; 3,01 Hz, 1H) 6,91 (s, 1H) 4,0 (s, 3H) 3,51-3,42 (q, J = 7,03 Hz, 2H) 3,42-3,33 (t, J = 7,03 Hz, 2H)
3,12-3,03 (t, J = 7,03 Hz, 2H) 1,24-1,15 (t, J = 7,06 Hz, 3H)
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Methyl ester kyseliny 5,7-dijodo kynurenové (obr. 55)

COOMe ' | OH
COOMe  Eaton's reagent
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NH, | NH ~COOMe &
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(obr. 55)

Dimethyl ester kyseliny 2-[(3,5-dijodofenyl)amino]but-2-endiové

1 g (2,889 mmol) pfipraveného 3,5-dijodoanilinu byl smichan s 0,494 g (0,427 ml) dimethyl acetylen
dikarboxylatu. Doslo k prudkému zahrati reakéni smési.
TLC (Hex:EtOAc 4:1) 5 skvrn: R;; =0,1; R, = 0,3; Rez = 0,35; Res = 0,5; Res = 0,7 (produkt)

Chromatografie; 150 g flaschového silikagelu; Hex:EtOAc 9:1 (1000 ml) — 8:1 (500 ml) — 4:1 (500 ml):
23 frakci, odebrany 3-15, odpafeny

Vytézek 1,1 g (78 %)

LC/MS: 487+1 (RC: 4,58/10 min) 487+1 (RC: 5,49/10 min)

'HNMR (300 MHz; CDCl3): & 9,54 (br.s, 1H) 7,74 (s, 1H) 7,18 (s, 2H) 5,54 (s, 1H) 3,78 (s, 3H) 3,76 (s, 3H)

Methyl ester kyseliny 5,7-dijodo kynurenové

1 g kondenzatu byl rozpustén v 10 ml Eatonova roztoku. Pfi 70 °C michano po dobu 2 h. Poté
neutralizace Et;N v H,0. Odsata pevna latka.

Vytézek 0,79 g (84,6 %)
LC/MS: 455+1

'HNMR (300 MHz; CDCl3): & 7,74 (s, 1H) 7,18 (s, 1H) 6,62 (s, 1H) 3,73 (s, 3H)
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Methyl ester kyseliny 5,7-dibromo kynurenové (obr. 56)

Br Br
Br OH
COOEt COOEt .
Eaton's reagent
+ | — | = N
2 h; 70°C
Br NH, NaO"  "COOEt g, NH COOEt _
Br N COOEt
(obr. 56)

Dimethyl ester kyseliny 2-[(3,5-dibromofenyl)amino]but-2-endiové

V prvnim kroku byl uvolnén samotny diethyl oxal acetat jiz podle zmifiovaného postupu (bylo pouzito
14,8 g oxalacetatu Na soli — 70 mmol) Navazeno 11,71 g vytvofeného anilinu (46,66 mmol). Pfidano
100 ml roztoku oxal acetatu v benzenu. Opatifeno michadlem, refluxovano po dobu 3 h. Poté TLC

TLC (Hex:EtOAc 3:1) 2 skvrny: Ry = 0,1-0,7; R, = 0,9 (produkt)
Chromatografie: 300 g silikagelu; Hex:EtOAc 9:1; 2000 ml; 28 frakci, 7-15 odpareny
Vytézek: 4,58 g (23,2 %)

'HNMR (300 MHz; CDCl3): 8 9,62 (s, 1H) 7,39-7,34 (t, J = 1,51 Hz, 1H) 7,00-6,96 (d, J = 1,13 Hz, 2H)
5,56 (s, 1H) 4,31-4,18 (dq, J = 13,09; 7,06 Hz, 4H) 1,35-1,19 (t, J = 7,16 Hz, 3H) 1,35-1,19 (t, ) = 7,16
Hz, 3H)

LC/MS: 421+1

Methyl ester kyseliny 5,7-dibromo kynurenové

2 g kondenzatu byly rozpustény v 10 ml Eatonova roztoku. Michano 2 h pfi teploté 70 °C. Po ukonceni
reakce, nalito do 200 ml 5% roztoku Et;N ve vodé. Poté neutralizace Et;N do neutralni reakce.
VysrazZel se produkt, odsato, promyto hexanem, suseno.

Vytézek 1,54 g (86,5 %)

'HNMR (300 MHz; CDCls): 8 7,8 (s, 1H) 7,22 (s, 1H) 6,66 (s, 1H) 4,72-4,59 (q, J = 7,06; 2,83 Hz, 2H)
1,71-1,62 (t,) = 7,16 Hz, 3H)

LC/MS: 375+1
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3.7. Kombinatoridlni syntéza derivatti 2-aryl-3-benzyl chinolinu

Reakce probihala dle schématu (obr. 57).

R
©/\/§o

_ MeoN N TMSCI
mO' S'to DMSO; 3 h; 9¢°C; stirring
stlrrlng

R

(obr. 57)
Reakce byla ozkousena na modelovém prikladé (obr. 58). Pribéh byl monitorovan pomoci HPLC

(LC/MS, ELSD, UV/VIS).
HaC

\_<

O
NH, 7
OMe TMSCI
Br DMSO
+ + >
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MeO g 4 h; 90°C
Cl
H,C
CHj,
(obr. 58)

Postup: V 1 ml DMSO bylo rozpusténo 18,8 mg (0,1 mmol) 2,5-dimethoxy-4-chloroanilinu a 25,7 mg
(0,2 mmol) 3-bromo-5-isobutoxybenzaldehydu. Poté bylo pfiddno 18,8 mg 3-fenylpropanalu (0,083
mmol). Jako katalyzator bylo pouZito 0,632 pl TMSCI. Vialka byla opatfena magnetickym michadlem a
v olejové lazni byla smés michana pfi teploté 90 °C po dobu 4 h. Priibéh byl monitorovan pomoci
HPLC (LC/MS, ELSD, UV/VIS).

1. Analyza—2h/4h

HPLC: 4 piky (ELSD): RC1 = 0,92/10 min; 658+1, 14 %; RC2 = 6,28/10 min; 441+1, 13 %; RC3 = 7,29/10
min; 413+1, 52 %; RC4 = 8,77/10 min; 541+1, 21 % (produkt)
UV/VIS: Produkt (541), minimum 245 Nm, maximum 213,7; 257,7 Nm

2. Analyza—3h/4h
HPLC: 4 piky (ELSD): RC1 = 0,94/10 min; 658+1, 8 %; RC2 = 6,36/10 min; 441+1, 10 %; RC3 = 7,22/10

min; 413+1, 55 %; RC4 = 8,78/10 min; 541+1, 27 % (produkt)
UV/VIS: Produkt (541), minimum 245 Nm, maximum 213,7; 257,7 Nm
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3. Analyza—4h/4h

HPLC: 4 piky (ELSD): RC1 = 0,92/10 min; 658+1, 8 %; RC2 = 6,34/10 min; 441+1, 12 %; RC3 = 7,27/10
min; 413+1, 56 %; RC4 = 8,77/10 min; 541+1, 24 % (produkt)
UV/VIS: Produkt (541), minimum 245 Nm, maximum 213,7; 257,7 Nm

Po 3 h nejvyssi vytézek dle ELS detektoru. Reakéni podminky zménény do nasledujiciho stavu:

1. krok — Priprava Schiffovy baze v acetonitrilu, za pfitomnosti molekulovych sit pro odstranéni
reakéni vody. Nasledné odpareni acetonitrilu.

2. krok — Rozpusténi Schiffovy baze v DMSO, pfidan TMSCI a 3-fenylpropanal. Michdno pfi 90 °C
po tfi hodiny.

3. Analyza

Obecny postup pouzity u kombinatoridlni syntézy:

V 1 ml acetonitrilu bylo rozpusténo 0,1 mmol vychoziho anilinu a 0,1 mmol vychoziho aldehydu. Do
roztoku byly pridany 3 kulicky molekulovych sit a vialka byla opatfena magnetickym michadlem. Pfi
teploté 50 °C byla smés michana po dobu 1 h. Poté byla teplota zvySena na 80 °C a odparovani
acetonitrilu bylo podpofeno navic i horkovzdusnou pistoli. Po odpareni rozpoustédla byla Schiffova
baze rozpusténa v1 ml DMSO a do smési bylo ptidano 11,2 mg 3-fenylpropanalu (0,833 mmol) a
0,632 pl TMSCI. Poté byla smés michana pfi teploté 90 °C po dobu 3 h. Poté analyza HPLC (LC/MS,
ELSD, UV/VIS).

Bylo provedeno 24 paralelnich reakci, kde vychozich anilinl bylo 6 a vychozich aldehyd( byly 4 druhy.
Kombinatoridlni syntéza byla provedena ve vyfrézovaném hlinikovém bloku s mistem pro 24 vzork( a
otvorem pro vloZeni digitalniho teploméru.

-50-



3.7.1. Aldehydy:

3-bromo-5-isobutoxybenzaldehyd
M = 257,12 g.mol'l; m = 25,7 mg; n =0,1 mmol

4-(dimethylamino)benzaldehyd
M = 149,19 g.mol™; m = 14,9 gm; n = 0,1 mmol

Isonikotinaldehyd
M = 107,11 g.mol™; m = 10,7 mg; n = 0,1 mmol

4-methylimidazole-5-karbaldehyd
M =110,11 g.mol'l; m =11,01 mg; n =0,1 mmol

3.7.2. Aniliny:
4-chloro-2,5-dimethoxyanilin
M = 187,62 g.mol™; m = 18,8 mg; n = 0,1 mmol

5-chloro-2-methoxyaniline
M =157,6 g.mol'l; m = 15,8 mg; n =0,1 mmol

N-(4-aminophenyl)acetamide
M =150,18 g.mol’l; m = 15,02 mg; n =0,1 mmol

5-fluoro-2-methoxyaniline
M =141,14 g.mol’l; m =14,1 mg; n=0,1 mmol

2-ethoxyaniline
M =137,18 g.mol’l; m=13,7 mg; n=0,1 mmol

4-ethoxyaniline
M = 137,18 g.mol™’; m = 13,7 mg; n = 0,1 mmol
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3.7.3. Tabulka produktu kombinatorialni syntézy
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3.7.4. Analyzy produkti kombinatorialni syntézy

Kazdy z produktl md pro srozumitelnost a prehlednost kéd vyplyvajici z kddl vychozich latek.

1B m/z = 542 (M") nalezeno
HPLC: 4 piky (ELSD): t,1 = 0,93/10 min; 659 (M"), 4 %; t» = 6,32/10 min; 442 (M"), 8 %; t,3 = 7,22/10 min;
414 (M"), 60 %; ts = 8,71/10 min; 542 (M"), 28 % (produkt); UV/VIS: Produkt (8,71/10 min), maximum
257,7 nm

1C m/z =511 (M") nenalezeno
HPLC: 4 piky (LC/MS): t,1 = 6,94/10 min; 213 (M"); t,» = 7,05/10 min; 160 (M); t,3 = 8,63/10 min; 302 (M");
tra = 9,83/10 min; 456 (M*); UV/VIS: Produkt (9,83/10 min), maximum 216,7 nm

1D m/z = 495 (M") nalezeno
HPLC: piky (LC/MS): t,1 = 0,69/10 min; 495 (M*) (produkt); t,» = 0,76/10 min; 153 (M"); t,3 = 9,83/10 min;
496 (M*); UV/VIS: Produkt (0,69/10 min), maximum 212,7 nm

1E m/z =504 (M) nalezeno
HPLC: 3 piky (LC/MS): t,1 = 1,07/10 min; 152 (M*); t,, = 6,42/10 min; 383 (M"); t,3 = 9,84/10 min; 504 (M")
(produkt); UV/VIS: Produkt (9,84/10 min), maximum 258,7 nm

1F m/z = 491 (M) nalezeno
HPLC: 5 piké (LC/MS): t,1 = 3,02/10 min; 139 (M); t» = 6,71/10 min; 610 (M*); t,3 = 7,50/10 min; 370 (M");
ta = 8,14/10 min; 491 (M") (produkt); ts = 9,82/10 min; 426 (M'); UV/VIS: Produkt (8,14/10 min),
nemeéreno

1G m/z = 491 (M") nalezeno
HPLC: 3 piky (LC/MS): t.1 = 6,30/10 min; 491 (M) (produkt); t» = 7,49/10 min; 370 (M"); t,3 = 9,83/10 min;
579 (M"); UV/VIS: Produkt (6,30/10 min), nemé&feno

2B m/z = 434 (M") nenalezeno
HPLC: 3 piky (ELSD): t,1 = 0,94/10 min; 537 (M"), 7 %; t.» = 5,81/10 min; 468 (M"), 4 %; t.3 = 7,29/10 min;
442 (M*), 87 %; UV/VIS: (441+1), maximum 252,7 nm

2C m/z = 404 (M") nenalezeno

HPLC: 4 piky (LC/MS): t,1 = 6,26/10 min; 521 (M*); t,» = 6,88/10 min; 151 (M*); t,3 = 7,04/10 min; 160 (M*);
tra = 8,62/10 min; 300 (M*); UV/VIS: (150+1), maximum 336,7 nm

53



2D m/z = 387 (M) nalezeno
HPLC: 5 piky (LC/MS): t,1 = 6,23/10 min; 505 (M"); t.» = 6,89/10 min; 151 (M"); t,3 = 8,05/10 min; 298 (M*);
ta = 9,31/10 min; 387 (M*) (produkt) ts = 9,86/10 min; 498 (M*); UV/VIS: Produkt (386+1), maximum
337,7 nm

2E m/z =397 (M?) nenalezeno
HPLC: 4 piky (LC/MS): t,1 = 4,96/10 min; 201 (M"); t., = 6,46/10 min; 383 (M"); t,3 = 6,70/10 min; 409 (M*);
t. = 6,89/10 min; 151 (M*); UV/VIS: (150+1), maximum 329,7 nm

2F m/z =384 (M") nenalezeno
HPLC: 3 piky (LC/MS): t,, = 6,20/10 min; 265 (M"); t., = 6,89/10 min; 384 (M), 13 %; t,3 = 7,51/10 min; 370
(M); UV/VIS: (383+1), maximum 333,7 nm

2G m/z = 384 (M") nenalezeno
HPLC: 3 piky (LC/MS): t,1 = 6,28/10 min; 250 (M"); t,» = 6,88/10 min; 151 (M"); t,3 = 7,48/10 min; 370 (M")
UV/VIS: (150+1), maximum 340,7 nm

3B m/z =392 (M*) nalezeno
HPLC: 4 piky (LC/MS): t,1 = 5,97/10 min; 659 (M*); t,» = 6,62/10 min; 442 (M*); t,3 = 6,84/10 min; 414 (M");
ta = 7,22/10 min; 392 (M") (produkt); UV/VIS: Produkt (391+1) maximum 209,7; 255,7 nm

3C m/z =362 (M’) nalezeno
HPLC: 4 piky (LC/MS): t;1 = 5,94/10 min; 225 (M"); t» = 7,05/10 min; 523 (M"); t,3 = 7,30/10 min; 362 (M")
(produkt); trs = 8,63/10 min; 287 (M*); UV/VIS: Produkt (361) maximum 216,7; 254,7 nm

3D m/z = 345 (M") nalezeno
HPLC: 4 piky (LC/MS): t;1 = 5,94/10 min; 225 (M"); t,» = 6,60/10 min; 489 (M*), 13 %; t,3 = 6,80/10 min; 345
(M*) (produkt); t.s = 8,03/10 min; 321 (M*); UV/VIS: Produkt (344), maximum 253,7 nm

3E m/z = 354 (M") nalezeno
HPLC: 3 piky (LC/MS): t1 = 4,96/10 min; 278 (M*); t,» = 5,71/10 min; 354 (M*) (produkt) ; t,s = 5,96/10 min;
497 (M*); UV/VIS: Produkt (353), maximum 338,7 nm

3F m/z =341 (M?) nalezeno
HPLC: 3 piky (LC/MS): t;1 = 6,01/10 min; 225 (M*); t» = 6,72/10 min; 341 (M) (produkt); t;3 = 7,57/10 min;
370 (M*); UV/VIS: Produkt (340), maximum 249,7 nm
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3G m/z = 341 (M") nalezeno
HPLC: 2 piky (LC/MS): t.1 = 7,30/10 min; 341 (M) (produkt); t., = 7,71/10 min; 370 (M*); UV/VIS: Produkt
(340), maximum 337,7 nm

4B m/z = 395 (M") nalezeno
HPLC: 5 pikl (LC/MS): t,1 = 1,04/10 min; 112 (M"); t,» = 5,55/10 min; 395 (M") (produkt); t,3 = 5,76/10 min;
420 (M"); tis = 6,61/10 min; 338 (M*); t;5 = 6,84/10 min; 697 (M*); UV/VIS: Produkt (394), maximum 260,7
nm

4C m/z = 365 (M") nenalezeno
HPLC: 4 piky (LC/MS): t,1 = 0,69/10 min; 392 (M*); t,, = 1,04/10 min; 112 (M*); t,3 = 7,05/10 min; 160 (M");
ta = 9,44/10 min; 393 (M*); UV/VIS: (111+1), maximum 248,7 nm

4D m/z = 348 (M") nalezeno
HPLC: 4 piky (LC/MS): t,1 = 1,07/10 min; 113 (M*); t,, = 5,46/10 min; 348 (M") (produkt); t,5 = 6,52/10 min;
250 (M); t.4 = 9,31/10 min; 375 (M"); UV/VIS: Produkt (347+1), maximum 255,7 nm

4E m/z =357 (M") nalezeno
HPLC: 4 piky (LC/MS): t,1 = 1,03/10 min; 112 (M*); t,2 = 4,95/10 min; 377 (M"); t,3 = 5,10/10 min; 357 (M")
(produkt); trs = 6,44/10 min; 508 (M*); UV/VIS: Produkt (356), maximum 250,7 nm

4F m/z = 344 (M") nalezeno
HPLC: 4 piky (LC/MS): t.1 = 1,02/10 min; 112 (M); t, = 5,49/10 min; 344 (M*) (produkt); t;3 = 6,71/10 min;
460 (M*); tra = 7,51/10 min; 370 (M*); UV/VIS: Produkt (343+1), maximum 252,7 nm

4G m/z = 344 (M) nalezeno

HPLC: 4 piky (LC/MS): t,1 = 1,06/10 min; 112 (M*); t,» = 5,50/10 min; 344 (M*) (produkt); t.; = 6,30/10 min;
485 (M*); tr4 = 7,49/10 min; 370 (M"); UV/VIS: Produkt (343), maximum 248,7 nm
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4. Diskuze

Diskuze k syntéze komeréné a technicky nedostupnych derivatl anilinu

Bylo syntetizovano 5 nedostupnych nebo vzacnych derivat(l anilinu, z ¢ehoz jeden nakonec nebyl pro
nasledujici reakce poufit.

Pro syntézu p-jodoanilinu byla zvolena klasicka cesta, poskytujici vysoké vytézky, rekace je provérend
a probéhla bezproblémové.

Pfi syntéze 3,5-dibrom anilinu byla provedena nékolikastupriova syntéza. Vysledna smés pouzita pro

reakci obsahovala vedle pouZitelného aminoderivatu pravdépodobné i 3,5-dibrom fenol. Uspokojivé
vysvétleni nebylo nalezeno, smés byla pouZita pro dalsi reakce bez precisténi, coz si vyzddalo
v dalsich krocich syntézy chinolinovych derivati chromatografickou operaci.

Syntéza 3,5-dijodoanilinu si vyzadala pfipravu jodacniho cinidla. SloZeni tohoto reaktantu bylo

nasledujici, ICl; ICls; I,. Pfiprava probihala pfimou chloraci pevného jédu. Doslo ke zkapalnéni
reaktantl. Pfitomnost ICl; byla zjisténa vizudlnim pozorovanim oranzovych krystall v suspenzi.
Samotna jodace byla provedena dvakrat, protoze v prvnim provedeni nebyl 4-nitroanilin dojodovan
Gplné. Diazotaci a naslednou redukci byla ziskana smés produkt(. 3,5-dijodoanilin byl ziskan extrakci
a naslednym chromatografickym oddélenim.

Syntéza 2-chlor-4-fluoranilinu probihala radikdlovym mechanismem za ucinku N-chlorsukcinimidu.

Produktem reakce byla fialova kapalina o smésné sloZeni. Samotny substituovany anilin byl ziskan
chromatografickym délenim.

Pro ziskani N-4-aminofenyl isoindol-1,3-dionu byla zvolena nova, a efektivné vypadajici cesta.

V mikrovinném reaktoru mélo dojit ke kyZené reakci, ale i pti peclivém dodrZeni literarné uvedenych
reakénich podminek opakované doslo k nelspéchu. Nasledné byla zvolena klasickd cesta, ktera
poskytla produkt ve skoro stoprocentnim vytézku. Krok redukce pravdépodobné poskytl
pozadovanou slouceninu, ale provedeni analyzy nebylo technicky mozné z divodu nerozpustnosti
produktu. Pro dalSi syntézy nebyla latka pouZita.

Diskuze k syntéze derivatl kyseliny kynurenové

V prvni Casti prace bylo syntetizovano nékolik substituovanych derivatl kyseliny kynurenové.
Hlavnim syntetickym ptistupem byla reakce derivatu anilinu s uvolnénym diethyl oxal acetatem.
V prvné provedenych syntézach se pracuje sekvimolarnim mnozstvim vychozich reaktantl. Kvdali
malym vytézklm v prvnim kroku reakce, tedy syntézy kondenzatu, byl zvySen molarni pomér z 1:1 na
2:1 (diethyl oxalacetat: anilin). Vytézky prvnich krokd se podstatné zvysily. V nasledujicich syntézach
byl volen molarni pomér 2:1, az na zvlastni pfipady, kdy syntézy byly provadény ve vétsich gramazich,
kde molarni pomér byl ustanoven na 3:2. Pfedevsim tak bylo ucinéno proto, Ze uvolnéni diethyl
oxalacetdtu pravdépodobné neprobihalo Uplné, navic vytézek uvolnéni byl sniZzen i naslednou etrakci
do benzenu. Graf vytéZznosti (obr. 59) prvniho kroku poukazuje na zavislost molariho poméru a
vytéZnosti, taktéz lze vycist, které derivaty anilinu vykazuji v reakci kladny mezomerni efekt. Vyjimku
tvori 4-acetamidoanilin a samotny anilin, kde pti ukoncéeni reakce nebyla spravné zpracovana reakéni
smés, a proto byla zaznamenana mala vytéznost.
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(obr. 59 — graf vytéZnosti vzhledem k ekvivalentu reaktant(i; cervené sloupce v %; modré v eq)

K reakci nedoslo v pfipadé pouZiti 4-(N,N-diethylamino)anilinu a 4-[(2-hydroxyethyl)(ethyl)]anilinu,
které se doddvaji v podobé siranu. Prvnim vysvétlenim nelspéchu bylo Spatné uvolnéni viazaného
anilinu ze siranové podoby. Opakovani reakce, kdy byl kladen dlraz na uvolnéni anilinu, na jeho
Cistotu a taktéZ na Ccistotu uvolnéného diethyloxal acetatu, ale domnénku vyvratila a reakce
neprobéhly ani v tomto pfipadé. Pro ziskani produktu byl zvolen odlisny synteticky pristup.

Byla provedena LC/MS analyza za podpory UV/VIS a ELS detektor(, kterd slouzila jako kontrolni
analyza Cistoty a prabéhu reakce. Kondenzat se projevuje jako latka v jediné Cisté formé, u které
nebyla zaznamenadna cis-trans izomerie.

'HNMR analyza slouZila pro ovéfeni struktury vzniklé latky. Spoleénym znakem spekter méfenych
kondenzacnich produktd jsou signdly znacici vodik vazany na dusiku v oblasti kolem 10-9 ppm, vodik
vazany na nearomatickém uhliku v oblasti kolem 5 ppm, kvartet, ¢i dublet kvartetu, v oblasti 4,5-4,0
ppm, charakteristicky pro —CH,- skupiny ve dvou ethylech a dva triplety, ¢i jeden triplet o
dvojndsobné intenzité voblasti 1,5-1,0 pro —CH; skupinu v ethylovych zbytcich. Pro ukazku je
ukazano spektrum kondenzatu vzniklého z 3,5-bis(trifluormethyl) anilinu a diethyl oxal acetatu (obr.

60).
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(obr. 60 — ukdzka "HNMR spektra kondenzatu; osa x chemicky posun v ppm)

BCNMR nebylo pofizovano vzhledem k ¢asové naroénosti analyz a po¢tu produktd a meziprodukta.

Dalsim krokem byla cyklizace kondenzatu. V prvnim syntetickém pfistupu byla zvolena klasicka cesta

cyklizace, tedy ve vysokovroucim rozpoustédle difenyletheru. Vysoké teploty bylo dosazeno

zahtivanim bariky v topném hnizdé. Barika byla opatfena vzdusnym chladi¢em. Tento druh cyklizace

obecné poskytuje nizké vytézky. Nasledujici graf pfibliZzuje celou situaci (obr. 61).
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(obr. 61 — graf vytézkl cyklizacni reakce klasickym zplisobem; y osa v %)

Proti pfedpokladu se stavi pokusy vychazejici z kondenzatd 4-acetamido anilinu, 4-amino ethyl esteru
benzoové kyseliny a 3,5-bis(trifluormethyl) anilinu s diethyloxal acetatem, kde vytézky cyklizacnich
reakci prekrocily hranici 80 %. Urcité vysvétleni by mohla podat povaha substituentd, které vykazuji
mezomerni zaporny efekt, ackoliv acetamidickd skupina vykazuje efekt opacny a vytéznost cyklizacni
reakce byla vice neZ uspokojiva. Vysokou vytéznost u derivatli s aktivnimi skupinami vykazujici
zaporny mezomerni efekt mlizeme vysvétlit na zakladé mechanismu Conrad-Limpachovy syntézy
(obr. 62), ktera vychazi z reakce anilinu s methyl esterem kyseliny 3-oxobutanové. PouZita reakce je
analogii Conrad-Limpachovy syntézy [34], kde na 3. uhliku je navdzana ethylkarboxylova skupina.
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(obr. 62 — mechanismus Conrad-Limpachovy syntézy)

Ve ctvrtém kroku reakéniho mechanismu dochazi k napojeni postranniho fetézce na aromatické
jaddro. Dochazi k migraci vazeb, kde na aromatickém jadre vznikd ¢astecné kladny ndboj umoziujici
propojeni s vazbou na postrannim fetézci. Pokud na aromatickém jadre zvolime substituenty zvysujici
elektronovou hustotu v aromatickém systému (napf. —OR; -X; -OH apod.) reakéni krok bude probihat
obtiznéji. Zvolenim skupin vykazujici zdporny mezomerni efekt by tedy mélo dojit ke snadnéjSimu
zacykleni. Tato hypotéza by vysvétlovala malé vytézky prvnich pokusd i relativné velké vytézky
pokus( pozdéjsich. Tato domnénka, ale neni jesté dostatecné podporena dlkazy. Pro ziskani téchto
dlikazt by bylo potfeba vypracovat dalsi experimenty.

K cykliza¢ni reakci nedoslo v pfipadé syntézy ethyl esteru kyseliny 5,7-dichlor-6-hydroxy kynurenové.
Reakce, ackoliv byla dvakrat opakovana, neposkytla kyZeny produkt. Ve vsech pripadech doslo
k zuhelnaténi smési jiz pri teploté podstatné nizsi (180 °C) nezZ je teplota reakcni (225-255 °C). Pro
ziskani produktu byl zménén reakéni pristup.

LC/MS analyza cyklizaénich produktl poskytla jeden signal, tedy poukazuje na vyskyt latky pouze
v jedné tautomerni formé.

'"HNMR analyza vykazuje odpovidajici pocet pikd v aromatické sféfe (9-6,5 ppm) a ethylovy zbytek
esterové skupiny. Jako priklad slouZi zacykleny kondenzat z predeslého prikladu, vznikl tedy ethyl
ester kyseliny 5,7-bis(trifluormethyl)kynurenové (obr. 63)
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(obr. 63 ukazka 'HNMR spektra derivatu esteru kyseliny kynurenové; osa x chemicky posun v ppm)

Hydrolyza esteru poskytla volnou kyselinu. PGvodni predpoklad, Ze se vysrazeji po okyseleni, se
v nékterych pfipadech nepotvrdila (6-aminokynurenova kyselina) a bylo potfeba extrakce a
nasledného odpareni organické vrstvy.

LC/MS analyza poskytla jeden signal.

'HNMR analyza podava pouze odpovidajici pocet signalti v aromatické sfére. Vodik z COOH a OH
skupiny se na spektru nezobrazuje. Pfikladem spektra je 5,7-bis(trifluormethyl) kynurenova kyselina
(obr. 64).

Zajimavym syntetickym problémem je syntéza 6-nitrokynurenové kyseliny, kde neni moZno
pfistupovat k syntéze produktu pfimo, ale je tfeba zvolit bocni cestu, tedy nitraci ethyl esteru
kynurenové kyseliny. Pfredpoklad Ze pfi nitraci dojde k odstépeni ethyl esteru kyseliny se ukazal jako
mylny a pro zisk samotné 6-nitrokynurenové kyselinybylo potieba jesté hydrolyzy esteru v 10 %
NaOH.
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Pro dalsi experimenty byl zvolen novy neozkouSeny postup vychazejici z reakce anilinu a DMAD.
Pracovalo se v molarnim poméru 1,2 DMAD: 1 anilin. Prvni experiment jehoz vysledkem mél byt
kondenzat z 4-hydroxy-3,5-dichlor anilin a DMAD byl uskutec¢nén pouze v experimentalnim méritku,
protoZe uz byl zaznamenan nedostatek vychoziho anilinu.

V prvnich experimentech se pracuje v methanolu coby rozpoustédle. Posléze bylo rouzpoustédlo
odebrano coz zplsobilo navyseni vytézku. V nasledujicim grafu je vidét zavislost vytéZnosti reakce
vzhedem k pFitomnosti rozpoustédla (obr. 65).

Reakce bez rozpoustédla se silné samovolné zahfivaji a rekace probihaji velmi rychle ve velkych
vytéZcich. V pfipadech silné aktivovanych anilin (diethylamino, (2-hydroxyethyl((ethyl) amino
skupinou) bylo dle TLC zkousky zaznamenano ukoceni reakce uz po 5 minutach. U 4-fluor a 2-chlor-4-
fluoroanilinGi byla situace podobnd, ale reakce po péti minutach neprobéhla Uplné, proto bylo
v zahfivani a michani pokracovano. U zminovanych anilind bylo vyhodou kapalny stav anilinG. U 3,5-

dijodo anilinu byl zaznamena nizsi vytéZek pravdépodobné proto, Ze zminovany anilin se za
normalnich podminek vyskytuje v pevném skupenstvi.

62



100

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Vytézek: pritomnost MeOH - Cervené

B B & 5° &° <°
3 3 8 o &
) < b A G N
N & e 2N &
v o & & & v
° o 3 4
Y & 14 &
v S
A
‘\0
@b
[\

(obr. 65 — graf vytéZnosti kondenzacni reakce vzhledem k pritomnosti rozpoustédla; osay v %)

Pro LC/MS analyzu kondenzac¢nich produktd je charakteristicka pfitomnost dvou signald otéze

molarni hmotnosti. Jako pravdépodobné vysvétleni je pfitomnost dvou izomernich forem cis a trans.

Porovnanim s kondenzacnim produktem z predchoziho reakéniho pfistupu zjistime, Ze u kondenzat(

vzniklych z diethyl oxalacetdtu tento stav neni pfitomen. Vysvétlenim je rozdilna velikost ethylového

a methylového zbytku. Pro porovnani je vlozena ukazka LC/MS spekter kondenzat( z 3,5-dimethoxy

anilinu, prvni (obr. 66) se tyka zpUsobu z diethlyoxal acetatu a druhy (obr. 67) je kondenzat vytvoreny

z DMAD.
1l: MS ES+ :324+346 Smooth (Mn, 2x2) 7.3e+006
(5)
100 100%
323.0(46%)
4.10
® 50 897822
0 L L O L L L L I —— Time
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(obr. 66 — ukazka LC/MS analyzy kondenzacéniho produktu z anilinu a diethyl oxal-acetatu; osa x

1: MS ES+ :296+318 Smooth (Mn, 2x2)
(1)
100 49% (4)
295.0(13%) 51%
6.44 295.0(4%)
o0 50 1220743 7.38
1275700
0 — e
2.00 4.00 6.00 8.00

v minutach; osay v %)

1.1e+007

= Time
10.00

(obr. 67 ukazka LC/MS analyzy kondenzacniho produktu z anilinu a DMAD; osa x v minutach; osay v

%)
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V druhém pfipadé nebyly izomery od sebe oddélovany a pro nasledujici reakci byly pouZity ve
smésné podobé.

Cyklizace ve vysokovroucim rozpoustédle je osvédcéenym postupem, avSak pro urcité kondenzaty
postupem nevhodnym (kondenzat z 3,5-dichlor-4-hydroxy anilinu). Byl vyzkousen novy postup
cyklizace v tzv. Eatonové cinidle, cozZ je 7,6% roztok oxidu fosfore¢ného v methasulfonové kyseliné.
Samotna cyklizace v Eatonové roztoku se zda byt vysoce vytéina, ale zpracovani smési neutralizaci
koncentrovanym roztokem Na,CO; se ukazalo byt nevhodné vzhledem k vytvoreni velkého objemu
pény a nasledné sSpatné manipulaci.

Bylo zménéno neutralizaéni ¢inidlo na roztok NaOH o koncentraci 1 mol.I"". P¥i pouziti NaOH se
ovsem nevysraZel ester, a ani po okyseleni se nevysrazela volna kyselina. Extrakce EtOAc nebyla
Uspésna.

Jako nejvhodnéjsim neutraliza¢nim Ccinidlem se ukazal triethylamin, ktery nevytvafi obtiiné
rozpustné anorganické soli. Nasledujici graf ukakzuje wvytéZnost cyklizani reakce vzhledem
k pouZitému neutraliza¢nimu cinidlu (obr. 68)

Vytézek vzhledem k neutraliza¢nimu
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(obr. 68 — graf vytéZnosti cyklizacni reakce v Eatonové Cinidle vzhledem k typu neutralizacniho
¢inidla; osa y v %)

Eatonlv roztok se pfi spravné volbé neutraliza¢niho cinidla (EtsN) ukazuje jako lepsi volba oproti
vysokovroucim rozpoustédIim.
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Diskuze k syntéze malé kombinatorialni knihovny o strukturnim zakladu 2-aryl-3-benzylchinolinu

V kombinatorialni ¢asti prace byla syntetizovana rada latek s zajimavé vétvenymi strukturami.
Nejdtive byl vyzkouSen pokus za jakych podminek reakce probiha v nejlepsim vytézku. VytéZnost byla
monitorovana za pomoci ELS detektoru. Poté byla reakce nasazena kombinatorialné.

Reakéni pristup byl vypracovan kombinaci dvou rozdilnych informacnich pramen( [22,23].
Konkrétni zmény a inovace jsou uvedeny v metodické ¢asti.

Vybér vhodnych anilinG byl smérovan k co nejvétsi aktivité ze strany mezomerniho kladného
efektu. Aldehydy poutzité v reakci byly az na 4-(N,N-dimethylamino) benzaldehyd voleny podle nizké
elektronové hustoty na aldehydové skupiné. 4-(N,N-dimethylamino) benzaldehyd byl zvolen
z dlvodu ovéreni predloZzeného reakéniho mechanismu.

V nasledujici tabulce (obr. 69) jsou barevné znazornény produkty, které byly nalezeny podle
HPLC analyzy. Zelena barva znadi pozitivni nalez, cervena negativni.

Vysledky dokazuji, Ze reakce probiha uvedenym reakénim mechanismem, protoze k syntéze
produktl z 4-(N,N-dimethylamino) benzaldehydu a pfislusného anilinu doslo pouze vjednom
pfipadé, kdy vysledek analyzy D2 neni jednoznacny.

V ptipadé poutZiti pyridin-4-karbaldehydu doSlo k reakci ve vSech pripadech. Prekvapiva je i
reaktivita 3-bromo-5-isobutoxy benzaldehydu, kde pouZity benzaldehyd neni aktivovany Zadoucim
zpUsobem.

Vysledky druhé ¢asti poslouZi jako voditko k syntézam o vétsim objemu a jako navod pro
volbu vhodnych reaktantd. Nasledujicim krokem bude chromatografické rozdéleni reakénich smési.
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5. Zaver

V prvni ¢asti prace bylo syntetizovano 54 latek véetné meziproduktd. Pri testech na protinddorové
ucinky byla zjisténa vyznamna selektivni aktivita jednoho z produktl. Tyto finalni produkty byly
poskytnuty jako reaktanty pro nasledné kombinatoridlni syntézy.V nasledujicich syntézach bude
zamérena pozornost na reaktivitu karboxylové a hydroxy skupiny vzhledem k spojovacim reakcim.
Byly vhodné upraveny reakcni podminky a poméry tak, aby reakce poskytovaly nejvyssi vytézek a
byla navrhnuta hypotéza vysvétlujici na zakladé reakéniho mechanismu a obecné platnych poznatcich
o mezomernim efektu vysokou, ¢i naopak nizkou vytéznost reakci.

V druhé ¢asti byla navrhnuta a vyzkousena nova syntéza derivatl o zakladnim chinolinovém skeletu.
Kombinaci syntetickych pristupl byla vypracovana nova, efektivni metoda preparace. Nasledné byla
aplikovdana kombinatorialné. Paralelni kombinatorialni syntéza zahrnovala 24 unikatnich reakci.
Vysledky analyz dokdazaly pribéh reakce literarné predkladanym zplsobem. K pozitivnim ndaleziim
doslo v 17 pripadech z celkového mnoZstvi 24 syntéz. Probéhlé reakce poslouzi jako voditko pfi
vybéru vhodnych reaktant(l a reakénich podminek pfi nasledujicich syntézach ve vétsim objemu.
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7. Fotograficka priloha

Nasledujici fotografie jsou pouze informacniho charakteru a nevztahuji se konkrétné na predesly
psany text.

Aparatura pouzitd k syntéze kondenzatu z derivatu anilinu a diethyloxal acetatu.

Aparatura pouZzitd v cyklizaénim kroku (cyklizace v Ph,0)




Kominatorialni syntéza

Kombinatoridlni syntéza podruhé
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Ptiprava ICI

Syntéza 3,5-dijodonitrobenzenu
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Produkty a meziprodukty
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