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ABSTRAKT
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Nazov diplomovej prace: Syntetické Stadie veduce k latkam interagujicim s CAR
receptormi

CAR ako jeden zxenobiotickych nuklearnych receptorov ovplyviiuje rad
xenobiotickych, ako aj telu vlastnych metabolickych dejov cestou expresie génov
metabolickych enzymov. Ked’ze doteraz nebol objaveny striktny CAR agonista, ktory by

neovplyvioval aj pribuzné receptory, je snaha o najdenie takejto zluceniny.

Diplomovéa praca bola zamerana na syntézu derivatov chinazolinu, ktoré boli po
predchadzajticej priprave 2-(3-metoxyfenyl)chinazolin-4-olu, ako modelovej molekuly
ligandu CAR, nadejnou skupinou latok s potencidlnym aktivacnym tc¢inkom na CAR —
konkrétnymi syntetizovanymi latkami boli amidy karboxylovych kyselin pripravené
reakciou s 2-aminobenzonitrilom, derivaty chinazolin-4-olu, chinazolin-4-tiolu,

4-metoxychinazolinu a 3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6nu.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Organic and Bioorganic Chemistry

Candidate: Norbert Palsa
Supervisor: PharmDr. Marcel Spulak, PhD.

Title of the Diploma Thesis: Synthetic studies leading to CAR receptor agonists

CAR, which belongs to the family of xenobiotic nuclear receptors, affects
xenobiotic and endogenic metabolic processes via metabolic enzyme genes expression.
Since up to this day there is no available agonist which would activate CAR strictly without
having an effect on similar nuclear receptors, thus, the effort to find such a compound is

still ongoing.

The aim of this diploma thesis was the synthesis of quinazoline derivatives, which,
after previous preparation of 2-(3-methoxyphenyl)quinazoline-4-ol, a CAR agonist model
compound, proved to be a promising group of chemical species with potential CAR
activation effect — target compounds included amides of carboxylic acids via reaction with
2-aminobenzonitrile, derivatives of quinazoline-4-ol, quinazoline-4-thiol,

4-methoxyquinazoline and 3-methyl-3,4-dihydroquinazoline-4-one.
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1. UvVoD

Tato diplomova praca je sucastou SirSieho vyskumu zameraného na hladanie
novych zlucenin, ktoré by mohli byt’ Specifickymi ligandmi CAR receptora. Je zname, Ze
tento receptor ovplyviluje metabolizmus mnohych xenobiotik, no doteraz sa medzi jeho
ligandmi nepodarilo ndjst’ zluceniny, ktoré by mali afinitu vylu¢ne k CAR receptoru
a neovplyviiovali iné nuklearne receptory'. Takéto latky by mali potencial presnejsie
vysvetlit’ funkcie CAR receptoru, ako aj stat’ sa ciel'om d’alSich §tudii zIucenin pdsobiacich

na tento receptor.



1.1. KonsStitutivny androstanovy receptor (Constitutive Androstane Receptor,

CAR, NR1I3)

Ludsky CAR receptor (NR113, hCAR) bol prvykrat objaveny v roku 1994, kedy
bol aj vdaka jeho nezistenym fyziologickym ligandom oznaceny ako sirotsky resp.
,,orphan“ receptor MB67'2. Patri do superrodiny nuklearnych receptorov, konkrétne do
podrodiny 1 — podobné receptoru tyroidného hormoénu, priCom je to treti ¢len skupiny I —
podobné receptoru vitaminu D (Tab. 1). V tejto skupine sa okrem neho nachédza aj VDR
(NR1I1, Vitamin D Receptor) a PXR (NR1I2, Pregnane X Receptor)!?. Okrem hCAR
ajeho d’alSich 24 splice variantov boli analogicky objavené aj priklady CAR v inych
zivoc¢isnych druhoch — experimentalne boli napriklad objavené mRNA varianty CAR
v tkanivach potkanov (rCAR WT — wild type — a d’alSich 5 splice variantov SV1-5
nachadzajucich sa v potkanej peceni, rtCAR WT exprimovand v peceni a tenkom creve,
rCAR SV5 v peceni a plicach)’, mysi (mCAR a5 splice variantov v pedeni)* a inych

druhoch’?®.

Vizba $pecifickych malych ligandov spusta konformacné zmeny nukledrnych
receptorov, pricom tato umoznuje dalSiu vizbu kofaktorov a cis-regulacnych
promoétorovych sekvencii DNA, nazyvanych aj HRE (hormone response element), ¢im
spustaju transkripciu réznych génov’. Tieto receptory spolu s mnohymi d’al$imi receptormi
a proteinmi oznacujeme ako transkripc¢né faktory. Niektoré z génov regulujii metabolizmus
xenobiotickych latok — xenobiotick¢é metabolické enzymy a transportné molekuly
niektorych lie¢iv — receptory, ktorych aktivacia reguluje expresiu tychto génov,
oznacujeme pojmom ,.xenobiotické receptory®, resp. ,,xenosenzory“. Vdaka tomu bol
v roku 1998 CAR zaradeny medzi xenosenzory, kde zaujal miesto popri PXR a AHR (Aryl
Hydrocarbon Receptor)®, ktory, ale, radime do rodiny helix-loop-helix transkripénych

faktorov®.



Tab. 1: Rozdelenie nuklearnych receptorov

10,11

Podrodina Skupina Clen
NRNC!®  Skratka Meno
1 Thyroid Hormone A Thyroid hormone NR1A1 TRa Thyroid Hormone Receptor-a
Receptor-like receptor NR1A2 TR Thyroid Hormone Receptor -3
B Retinoic acid receptor NR1B1 RARa Retinoic Acid Receptor-a
NRI1B2 RARP Retinoic Acid Receptor-3
NRI1B3 RARy Retinoic Acid Receptor-y
C Peroxisome NR1Cl1 PPARo  Peroxisome proliferator-activated
proliferator-activated receptor-o.
receptor NR1C2 PPAR-  Peroxisome proliferator-activated
p/o receptor-f/o
NRIC3  PPARy  Peroxisome proliferator-activated
receptor-y
D Rev-ErbA NR1D1 Rev- Rev-ErbAa
ErbAa
NR1D2 Rev- Rev-ErbAp
ErbAp
F  RAR-related orphan NRI1F1 RORa RAR-related orphan receptor-a
receptor NRI1F2 RORB RAR-related orphan receptor-§
NRIF3 RORy RAR-related orphan receptor-y
H  Liver X receptor-like =~ NR1H3 LXRa Liver X receptor-a
NR1H2 LXRp Liver X receptor-§
NR1H4 FXR Farnesoid X receptor
NRIHS5  FXR-B Farnesoid X receptor-f8
I Vitamin D receptor- NRI1I1 VDR Vitamin D receptor
like NR1I2 PXR Pregnane X receptor
NR1I3 CAR Constitutive androstane
receptor
X NRs with two DNA NR1X1  2DBD-
binding domains Nra
NR1X2  2DBD-
NRB
NR1X3  2DBD-
NRy
2 Retinoid X A Hepatocyte nuclear NR2A1  HNF4a Hepatocyte nuclear factor-4-o
Receptor-like factor-4 NR2A2  HNF4y Hepatocyte nuclear factor-4-y
B Retinoid X receptor NR2B1 RXRa Retinoid X receptor-a
NR2B2 RXRp Retinoid X receptor-f3
NR2B3 RXRy Retinoid X receptor-y
C Testicular receptor NR2Cl1 TR2 Testicular receptor 2
NR2C2 TR4 Testicular receptor 4




E TLX/PNR NR2E1 TRX Homologue of the Drosophila
tailless gene
NR2E3 PNR Photoreceptor cell-specific
nuclear receptor
F COUP/EAR NR2F1 COUP- Chicken ovalbumin upstream
TFI promoter-transcription factor I
NR2F2  COUP- Chicken ovalbumin upstream
TFII promoter-transcription factor II
NR2F6  EAR-2 V-erbA-related
Estrogen A Estrogen receptor NR3Al ERa Estrogen receptor-a
receptor-like NR3A2 ERpB Estrogen receptor-§
B Estrogen related NR3Bl1 ERRa Estrogen related receptor-a
receptor NR3B2 ERRB Estrogen related receptor-f3
NR3B3 ERRy Estrogen related receptor-y
C 3-ketosteroid NR3Cl1 GR Glucocorticoid receptor
receptors NR3C2 MR Mineralocorticoid receptor
NR3C3 PR Progesterone receptor
NR3C4 AR Androgen receptor
Nerve growth A NGFIB/NURR1/ NR4A1  NGFIB Nerve growth factor IB
factor IB-like NORI1 NR4A2 NURRI Nuclear receptor related 1
NR4A3 NORI1 Neuron-derived orphan receptor 1
Steroidogenic A SF1/LRH1 NRS5SA1 SF1 Steroidogenic factor 1
factor-like NR5A2 LRH1 Liver receptor homolog 1
Germ cell nuclear A GCNF NR6A1 GCNF Germ cell nuclear factor
factor-like
Miscellaneous B DAX/SHP NROBI1 DAX1 Dosage-sensitive sex reversal
adrenal hypoplasia critical region
on chromosome X, gene 1
NROB2 SHP Small heterodimer partner
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1.1.1. Stavba

hCAR je bielkovina exprimovana hlavne v hepatocytoch a bunkach tenkého Creva.
Jej hlavnd izoforma hCARI1 (CARI, hCAR SV1, hCAR WT) pozostava z 348
aminokyselin', ktoré st usporiadané do §trukturnych celkov — domén — plniacich $pecifické
funkcie. VSeobecne obsahuji nuklearne receptory variabilné domény (A/B, D aF)
a domény, vd’aka ktorym interaguju s ich Specifickymi ligandmi a DNA (C — DBD, E —
LBD)?. Di7ka aminokyselin domén NR v ramci hCAR1 v poradi od N do C konca je: 7
aminokyselin (1-7) A/B domény, 76 aminokyselin (8-83) C domény — DBD (DNA-binding
domain), 19 aminokyselin (84-102) D domény — kl'u¢ky a 246 aminokyselin (103-348) E
domény — LBD (ligand binding domain). F doména, ktoré je d’alSou moznou variabilnou

doménou nuklearnych receptorov, sa v CAR nenachadza'?.

A/B C D E F

Modulatorova DBD Klucka LBD -
I i L (o e el Js]_l
AF-1 Zn CTE AF-2
variabilna spojovacia variabilna
vizba na DNA vézba na ligand, kofaktory

Obr. 1: Obecna §truktira nukledarnych receptorov — domény*.

Modulatorova doména (A/B doména)

Moduléatorova doména, ktord je Casto oznacovana ako doména A/B, v ramci
nuklearnych receptorov vykazuje najva¢siu variabilitu dizky aj primarnej sekvencie
aminokyselinového retazca. Casto obsahuje transkripénu aktivaénu funkciu AF-1, ktora je

nezavisla na pritomnosti ligandu.
C doména (DBD)

DBD je doména rozpoznavaju Specifické sekvencie promdtorove; DNA. Obsahuje
podstruktury viazuce zinok, ktorych oblast’ je v nuklearnych receptoroch kdédovana 66-70
aminokyselinami, a oblast CTE (carboxy-terminal extension) zloZend z priblizne 25
aminokyselin. DBD bola neskdr rozdelend na subdomény, ktoré rozliSuju jednotlivé
kl'ac¢ové sekvencie (P-box) a determinanty dimerizacie (D-, DR-box). CTE zase poskytuje

receptoru miesta kontaktu protein-DNA a protein-protein?.
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Obr. 2: Stavba DBD domény orphan nuklearnych receptorov. Vyznacené su obe podstruktury domény
viazuce zinok, P a D box a oblast CTE. Ciernou farbou su zvyraznené casti, ktoré priamo interaguju
s DNA, zatvorené a otvorené symboly oznacuji miesta dimerizdcie’.

D kl'u¢ka

D kl'u¢ka je doména spojujuca DBD a LBD. Nuklearne receptory sa ligia v jej dizke
a zloZeni aminokyselin. UmozZiuje receptorom ohybat’ sa v tejto €asti az o 180 stupiiov. D
kl'ucka l'udského CAR obsahuje nefunkénti oblast NLS1 (nuclear localization signal 1,
aminokyseliny 100-110) zachadzajuca do LBD, ktord v CAR receptoroch inych druhov

pomaha pri translokécii do jadra.
E doména (LBD)

Doména interagujuca s ligandmi, obsahuje hydrofobne ,vrecka®, ktorych
aminokyseliny nekovalentne interaguju s ligandmi a kofaktormi na zéklade ich
priestorovej Struktury. Aktivacia zavisla na ligande je tiez ovplyviiovana miestom AF-2
(aktivatna funkcia 2), ktord sa nachddza na C-konci LBD, pricom ovplyviiuje vdzbu
koaktivitorov>'3. Okrem toho obsahuje LBD oblast NLS2 (nuclear localization signal 2)

dolezita pri translokacii. Réznymi Stiepeniami génu kodujiceho CAR vznikaji odlisné
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splice varianty, ktoré sa ligia v dizke, aminokyselinovom zloZeni a poziciou stop kodénov
génov kodujucich LBD?. Takéto varidcie su pritomné aj uinych druhov, napriklad
u potkanov, ktorych splice varianty rCAR boli zmapované v predchadzajucej stadii’.
Rozdielne splice varianty CAR vykazuju iné vlastnosti ako tzv. CAR WT — ,,wild type* —

napriklad chybajicu zmenu konstiticie pri aktivécii, alebo int afinitu k ligandom'*.
F variabilna doména

Koncova variabilnd doména, ktora sa medzi nukledrnymi receptormi lisi

aminokyselinovym zlozenim. V CAR sa nenachadza.

Vyskyt

hCAR je exprimovany prevazne hepatocytmi a bunkami tenkého ¢reva'. Na
rozdiel od pribuzného pregnanového X receptora (Pregnane X Receptor, PXR, NR112) sa
nachadza v cytoplazme, odkial’ je po jeho aktivacii ligandom transportovany do jadra

translokaciou'’.
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1.1.2. Aktivacia CAR

CAR moze byt aktivovany priamo alebo nepriamo. Mechanizmy tychto sposobov
aktivacie sa vyznamne odliSuju aj napriek tomu, Ze zavere¢na faza je u oboch podobna

(Obr. 3).
Priama aktivacia — vizba ligandu

CAR tvori v cytoplazme za normélnych podmienok komplex s dvoma proteinmi —
HSP90 (heat-shock protein 90) a CCRP (cytoplazmaticky CAR retencny protein). Tento
komplex je navyse stabilizovany v neaktivhom stave pomocou proteinu HSP70 (heat-
shock protein 70). Po naviazani hydrofébneho ligandu sa z komplexu odstiepuje CCRP
a HSP90 atakto aktivovany CAR-ligand prechadza do jadra translokéciou, kde tvori
heterodimér s RXR. Na dimér RXR/CAR sa nasledne viaze SRCI1 (nuclear receptor
coactivator 1) a GRIP1 (GR-interacting protein 1) v mieste XRS bohatom na leucinové
zvySky (xenochemical response signal). Takto vytvoreny komplex sa viaze na HRE

a nasledne aktivuje expresiu cielového génu'®.
Nepriama aktivacia

CAR moze byt aktivovany aj nepriamo bez pritomnej vizby CAR s ligandom, teda
konstitutivne. Aktivacia CAR kaskadou, pocas ktorej sa ligand viaze na iny receptor
spustajuci d’alSie reakcie zakoncené aktivaciou CAR, jeho translokaciou a néaslednou

transaktivaciou cielového génu, je popisana niZsie.

Aminokyselinovy zvySok Thr38 CAR je v cytoplazme fosforylovany enzymom
PKC (proteinkindza C), nasledna defosforylacia Thr38 pomocou PP2A (proteinfosfatdza
2A) dolezita pre nukledrnu translokdciu moéze byt inhibovana enzymom ERKI1/2
(extracellular signal-regulated kinase) po predchddzajucej aktivacii signalnej drahy EGFR
(receptor epidermdlneho rastového hormoénu) — ked sa fenobarbitalu podobny ligand
naviaze na EGFR, inhibuje signél sprostredkovany EGF (epidermalny rastovy hormon), o
ma za nasledok defosforylaciu RACKI (receptor aktivovanej C-kindzy 1) v mieste Tyr52.
To nasledne umozni naviazanie PP2A na komplex CAR:HSP90:CCRP, kde defosforyluje
zvySok aminokyseliny Thr38 CAR atakto indukuje jeho nukledrnu translokaciu
a aktivaciu vytvorenim komplexu s RXR, GRIP1, SRC1 v jadre, naviazanim na PBREM
(PB responsive enhancer module) miesto cielového génu na DNA a néslednou expresiou

tohto cielového génu'®!”.
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Nuklearna translokacia

Dolezitym krokom aktivacie CAR je jeho nuklearna translokacia. Ked’ze sa CAR
primarne vyskytuje v cytoplazme, musi sa presunut’ do jadra, aby mohol d’alej aktivovat’
PBREM. Translokacia bola v minulosti prvykrat pozorovana v studii v roku 1999, pri
ktorej bolo zistené, ze sa CAR primarne nachédza v cytoplazme a nasledne uz hodinu po
aplikécii fenobarbitalu je pritomny v jadre'®. Na translokdciu CAR ma vplyv mnoZstvo
proteinov. Napriklad pri Studii zameranej na inhibitory PP2A bolo zistené, Ze kyselina
okadaové inhibuje akumulaciu mCAR v jadre potlacenim translokacie, z Coho vyplyva, ze
PP2A je jednym z génov, ktoré ju reguluju'®. Stubeznou §tadiou bolo dokazané, ze
translokdacia je nezavisla na funkcii AF-2 a je regulovand oblastou XRS (motiv zlozeny
z 30 aminokyselin bohaty na leucinové zvysky)?®. Inou Stadiou bolo zistené, Ze
fenobarbital nema vplyv na XRS, takze je sice dolezity pre translokéciu, no nesprava sa
ako NLS (nuclear localization signal) zavisly na fenobarbitale?!. Taktiez sa predpoklada,
7e enzym GRIP1 je dolezity pre udrzanie CAR v jadre*? a PBP (PPAR-binding protein)
reguluje translokaciu aj kvoli tomu, Ze bola n4jdend korelacia medzi stratou PBP u PBP
knockout mysi a zhor§enim fenobarbitalom indukovanej nuklearnej translokéacie®®, no tieto

dohady je este potrebné overit?*,

MozZny mechanizmus tejto translokdcie je nasledovny: v hepatocytoch je funkcia
NLS2 (aminokyseliny 111-320) potlatovand CRR (cytoplasmic retention region,
aminokyseliny 220-258, miesto vizby CCRP) a XRS (Obr. 4), a teda sa CAR nachadza
v cytoplazme. Stimulacia ligandom a koaktivatorom indukuje aktivaciu atypického NLS2
v LBD cestou aktivacie XRS a zaroven indukuje supresiu CAR oblastou CRR. CAR putuje
cytoplazmou pomocou mikrotubtl, importin IPO13 rozpoznavajuc NLS2 aktivuje jadrovy
por, ktorym CAR prechddza do jadra. Na druhej strane bolo zistené, Ze v rakovinovych
hepatocytoch je CAR spontanne prenaSany do jadra vd’aka neustalemu potlacovaniu NLS2
oblastou XRS a chybajticej funkcii CRR?. Zaroven sa predpoklad4, Ze okrem uz
spomenutej defosforylacie Thr38 je pre jadrovu translokaciu pri nepriamej aktivacii CAR
dolezita taktiez defosforylacia aminokyselinového zvysku Ser202 CAR, ktora sa nachadza

blizko CRR?°,
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Obr. 4: Lokalizacia oblasti regulujucich translokaciu CAR do jadra — hCAR sa od rCAR okrem iného lisi
nefunkcnostou NLSI oblasti, ¢o je zapricinené nahradenim argininu (R) v rCAR za glutamin (Q) v hCAR®.
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1.1.3. Funkcie CAR v organizme

CAR zohrava dolezita ulohu pri regulacii 1. a Il. fadzy metabolizmu, transporte
lieCiv, ako aj pri metabolizme endogénnych latok, hlavne Zlcovych kyselin, bilirubinu,
steroidnych hormoénov, horménov S§titnej zl'azy a mastnych kyselin. Ide predovSetkym

o up-regulaciu, teda indukuje expresiu génov, ktor¢ tieto procesy ovplyviiuju.
CAR a metabolizmus xenobiotik

Xenobiotikd st farmakologicky, endokrinologicky alebo toxikologicky aktivne
latky cudzieho povodu, medzi ktoré patria napriklad lieCiva a ich metabolity, priemyselné
chemikalie, ako su napriklad syntetické pesticidy, herbicidy, toxiny, napriklad polutanty
zivotného prostredia, rastlinné metabolity. Ich metabolizmus spociva v zvySeni ich
hydrofility, zniZeni biologickej aktivity a naslednom vyluceni z tela. Tento metabolizmus
delime na fadzy — 1. faza oxidacno-reduk¢nd, II. faza konjugacnd, pripadne III. faza

modifika¢na a exkrec¢na.

Aktivacia CAR ovplyviiuje expresiu génov kddujucich metabolické enzymy 1. fazy
metabolizmu ako st enzymy cytochrom P450 monooxigendzového systému (napriklad
CYP2B6, CYP2B10, CYP2C9, CYP3A4, CYP3Al), NADPH-CYP reduktaza,
a metabolické enzymy II. fazy metabolizmu — transferazy (napr. enzymy skupin UGT,
SULT ainé). Dalej ovplyviiuje aktivacia CAR taktiez gény transportnych proteinov,
napriklad ABCB1, ABCC2, ABCGS5, ABCGS, SLC21A6. Taktiez bolo okrem iného
preukazané, ze potlatenim funkcie CAR u CAR-null mysi sa zvysSila indukcia mySich
génov Cyp4al( a Cyp4al4 fenobarbitalom, o ukazuje na to, ze CAR plni v tele r6zne
ulohy, teda indukuje jednu skupinu apotld€a expresiu inej skupiny pecenovych

metabolickych enzymov?’.

Ukézalo sa, Ze dlhodobé podavanie aktivatorov CAR sposobuje hepatomegaliu a
nadory pecene potkanov cestou negenotoxickej akcie, pravdepodobne pomocou indukcie

bunkovej proliferacie a potlaGovanim apoptozy>®°.
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CAR a metabolizmus bilirubinu

Bilirubin je telu vlastna latka vznikajica metabolizmom hemu starych ¢ervenych
krviniek pomocou enzymu hem oxidazy-1, za vzniku biliverdinu IXa, oxidu uhol'natého
a zeleza. Naslednou oxidaciou enzymom bilirubin reduktdza vznika z biliverdinu 1Xa
bilirubin. Bilirubin je vychytavany peceniovym transportnym proteinom SLC21A6
(OATP2, OATPC, LST1) sinusoidalneho povrchu hepatocytov. Po vstupe do bunky je
viazany na enzymy GSTA1/2 (glutation S-transferaza a-1/2) a nasledne je konjugovany
s glukuronovou  kyselinou  pomocou enzymu UGTI1Al  (uridin-5°-difosfat
glukuronosyltransferaza 1A1), pricom sa v d’alSom kroku vylucuje do ZI¢e kanalikovou

membranou vd'aka prenasadu MRP2 (cMOAT, ABCC2)**3!,

Nahromadenie bilirubinu v CNS sposobuje neuropatie a encefalopatie. Jeho
akumulacia taktiez spdsobuje zltatku’® a novorodeneckll Zltatku. Na zaklade
zdokumentovaného efektu fenobarbitalu na zniZenie hladiny bilirubinu a expresie génov
spojenych s jeho metabolizmom (UGT1A1, MRP2, SLC21A6 a GSTALI), ktoré su taktiez
aktivované CAR receptorom, bolo dokdzané, ze aktivacia CAR preukazatelne pozitivne
ovplyviiuje odburavanie bilirubinu u mysi, tym padom je vhodnym cielom d’alSich $tadii
zaoberajucich sa chorobami spojenymi s nahromadenim a zhorSenim metabolizmu
bilirubinu, ako je uz spomenutad Zltacka a novorodeneckd zltacka, ktorej sprievodnym
javom a moznym faktorom je aj zniZend expresia CAR unovorodencov?***** Medzi
rizikoveé faktory tychto chordb patri napriklad familiarna hyperbilirubinémia, pri

novorodeneckej Zltacke aj vysoky gestaény vek a kojenie®>.

CAR a metabolizmus ZI¢ovych kyselin

Délezitt ulohu v detoxikacii ZI€ovych kyselin zohrava sulfaticia. Ich
nahromadenie moZe viest’ k roznym patologickym stavom, ako je cholestaza, poskodenie
pedene, ¢ rakovina hrubého ¢&reva®®. Neddvna $tadia zameranid na hepatotoxicitu
litocholovej kyseliny (LCA) preukdzala, Ze CAR je doleZitym faktorom ovplyviujuci
metabolizmus LCA. SULT2A9 patriaca do skupiny sulfotransferdz katalyzuje prenos
sulfonylovej skupiny z molekuly 3 ‘-fosfoadenosin-5‘-fosfosulfatu (PAPS) na akceptorovu
molekulu LCA za vzniku sulfatového alebo sulfamétového derivatu, ¢im sa znizuje jej
cytotoxicita®?. Okrem toho bol objaveny inhibi¢ny G¢inok fenobarbitalu a TCPOBOP na
expresiu génov Cyp7al aCyp8bl umysi. Tieto gény zohravaju klucova tulohu

v metabolizme Zl¢ovych kyselin®>.
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Podl'a inej stadie znizuje aktivacia CAR koncentraciu zl¢ového cholesterolu
a zabranuje vzniku zl¢ovych kamenov (cholesterol gallstone disease, CGD). Nizsia
hodnota zl¢nikového cholesterolu bola u CAR aktivovanych mysi z velkej ¢asti pripisana
potlacenej expresii génov ABCGS5 (ATP-binding cassette sub-family G member 5)
a ABCGS8 (ATP-binding cassette sub-family G member 8). Aktivacia CAR taktiez
podporila konverziu cholesterolu na zl¢ové kyseliny zvySenim expresie CYP7AL, ktory je
taktiez limitujicim enzymom v biosyntéze zl€ovych kyselin. Aktivacia CAR zlepsila
reabsorpciu zICovych kyselin zvySenim expresie transportérov zl¢ovych kyselin ASBT
(apical sodium — bile acid transporter) a OSTa/p (basolateral organic solute transporter o/f3)
v tenkom creve. U CAR aktivovanych mysi taktiez doslo k zlepSeniu hepatickej steatdzy.
Okrem toho aktivacia CAR ochranila mysi proti ochoreniu CGD citlivym na pecetiovy X
receptor a (liver X receptor a-sensitized CGD) potla¢enim expresie ABCGS5 a ABCGS.
Celkovo hrd CAR doélezita ulohu pri udrziavani homeostazy cholesterolu, ZIcovych kyselin
a triglyceridov, pricom sa zda byt slubnym terapeutickym cielom na prevenciu alebo

lie¢bu CGD*.
CAR a metabolizmus hormonov

Stadia z roku 2000 skumala vplyv steroidnych latok na CAR. Ten méze byt
aktivovany ako odozva aktivacie vdzobného miesta NR1 (nuclear response element 1)
oblasti PBREM (phenobarbital-responsive enhancer module) génu CYP2B fenobarbitalom
u mysi. Zo sledovanych latok bolo preukdzané, ze CAR cestou NR1 a indukcie Cyp2b10
HepG2 buniek aktivuji 17B-estradiol a estron. Naopak progesteron a androgény tuto
aktivitu potlacovali. Estriol, estetrol, estradiolsulfat a dietylstilbestrol nevykazovali Ziadnu
aktivitu na NRI1. U l'udského CAR sa nepodarilo tato aktivitu v experimentalnych

537

podmienkach preukazat®’. Okrem tejto ina Stidia dokdzala inhibi¢ny ucinok 3a-

androstanolu na CAR®,

CAR ovplyviuje aktivitu CYP2B, ktory metabolizuje androgény aj estrogény
a UGTI1AI, pomocou ktorého sa metabolity estrogénov konjuguji s glukuronovou
kyselinou, ¢o mdze mat’ za nisledok zvysenie katalyzu steroidnych horménov**3’. CAR
moze taktiez ovplyviiovat’ sulfataciu transaktivaciou PAPS syntazy 2 (3°-fosfoadenozin-

5¢-fosfosulfatsyntaza 2) a indukciou SULT2A 173

Glukokortikoidy maju stimula¢ny efekt na CAR, pri¢om tento efekt plati aj opacne,
ked’ze CAR zosilituje signalizaciu GR (glukokortikoidovy receptor, NR3C1). Tym padom
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mozu zosilnovat aktivacny ucinok na ich cielové gény, Co bolo dokdzané pre rézne
izoformy CYP*’. Na niektoré gény cytochrémov ma taktiez vplyv PXR, o poukazuje na

to, Ze tieto receptory mozu pracovat’ spolocne*4!.

Medzi tyroidné hormény (TH) patria tyroxin (T4) a trijodtyronin (T3), tvorené
Stitnou zl'azou a metabolizované periférnymi tkanivami. Tato sekrécia je regulovana cestou
hypotalamus-hypofyza-sStitna zl'aza, ktora je nasledovna: hypotalamus vylu¢uje TRH
(thyroid-releasing hormone), ktory stimuluje tvorbu TSH (tyroideu stimulujici hormoén)
v adenohypofyze. Tento hormdn nakoniec stimuluje tkanivo Stitnej zlazy k tvorbe
a sekrécii TH. Tvorba TH je regulovana mechanizmom negativnej spitnej vazby, ktory je
citlivy na hladiny TH. Hlavnym hormoénom tvorenym S§titnou zl'azou je T4, priCom sa
predpokladd, ze sluzi ako prekurzor biologicky aktivneho T3. VécSina T3 je tvorend
dejodizaciou vonkajSieho kruhu (outer ring deiodination, ORD) T4 v periférnych

tkanivach*?.

Zakladnymi prvkami periférneho metabolizmu TH je dejodizécia a konjugacia
glukuronovej kyseliny alebo sulfatu, pricom ORD aktivuje TH premenou T4 na T3,
dejodizacia vnutorného kruhu (IRD) inaktivuje TH premenou T4 a T3 na neaktivne
metabolity 3,3¢,5‘-trijodtyronin a 3,3°-dijodtyronin. Existuju tri dejodinazy dolezité pre
metabolizmus TH oznacené ako D1, D2, D3. DI, ktory je exprimovany v peceni a je
predpoklad, Ze reguluje systémové hladiny TH, dokaze aktivovat’ aj inaktivovat TH
prostrednictvom ORD ako aj IRD T4 aT3. D2 je aktivujicim enzymom schopnym
katalyzovat len ORD TH, kdezto D3 je inaktivujucim enzymom, ktory dokaze len
katalyzovat IRD TH. Do konjugéacie TH je zapojena glukuronidicia alebo sulfaticia
fenolickej hydroxylovej skupiny, ktord zvySuje rozpustnost TH vo vode a ulahcuje
vylu€ovanie mocou alebo ZIcou. Sulfaticia taktiez urychl'uje inaktivaciu TH, hlavne teda
T3, ked’Ze IRD sulfonovanych TH enzymom DI je zrychlend 40-200x, a naopak ORD

sulfonovaného T4 je tplne blokovana*?.

Enzymy uridin-5°‘-difosfat glukuronosyltransferdza (UGT; fenolova/bilirubinova
UGTI1A1, androsteronovda UGT2B1) a sulfotransferaza (SULT; fenolovda SULTI1AI,
hydroxysteroidova SULT2AI1, cytosolickd SULT1CI, estrogénova SULT1E1) ovplyviiuja
glukuronidaciu a sulfataciu TH. Indukcia tychto enzymov fenobarbitalom a inymi
xenobiotikami zvySuje metabolizmus TH a zniZuje sérové hladiny TH u zvierat a l'udi.

Chronicka liecba fenobarbitalom sposobuje nadory Stitnej zlazy u potkanov, ¢o je
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pravdepodobne dosledkom znizenych sérovych hladin TH s naslednym zvySenim sérovej

hladiny TSH, ktory stimuluje rast $titnej zI'azy a v koneénom ddsledku vznika nador*.

CAR ovplyviiuje indukciu hepatalneho metabolizmu ako odpoved’ na fenobarbital
a iné xenbiotika, takze strata funkcie CAR u mysi viedla v peceni ku kompletnej absencii
indukcie CYP2B10 sposobenej fenobarbitalom a jemu podobnymi induktormi, ¢im sa
znizila schopnost’ metabolizovat’ lie¢iva. Potom, ¢o sa ukazalo, ze CAR ovplyviluje
expresiu enzymov I. all. fazy xenobiotického metabolizmu, bola uskutocnena Studia
zamerana na potvrdenie alebo vyvratenie hypotézy, ze negativny efekt fenobarbitalu na
sérové hladiny TH st zavislé na jeho schopnosti nepriamo aktivovat CAR. Vysledkom
tejto Stadie bolo, ze aplikdcia fenobarbitalu, ako aj TCPOBOP viedla u mysi k znizeniu
sérovych hodnét TH, ¢o bolo sprevadzané zvySenim hladiny TSH a proliferacie
folikularnych buniek Stitnej zl'azy spdsobenymi schopnostou CAR indukovat’ expresiu

UGT a SULT enzymov ddleZitych pre metabolizmus a exkréciu TH*.
CAR a metabolizmus lipidov

Na ulohu CAR v metabolizme lipidov bolo zameranych viacero studii. Niektoré
hovoria o CAR ako o faktore zniZzujucom obezitu a zvySujucom indukciu B-oxidazy***,
iné oflom tvrdia, Ze je prolipogénny®. U leptin deficitnych (ob/ob) mysi alebo tych
kfmenych vy$§im mnozstvom tuku bolo preukazané, ze aktivacia CAR zvySuje hepaticku
steatdzu represiou génov lipogenézy, ako su Sdcl (stearyl-CoA desaturase 1), Srebp-1c
(sterol regulatory element-binding protein 1c) a Acc (acetyl-CoA carboxylase)***¢. Ina
Studia ukdzala na to, ze expresia enzymov lipogenézy l'udskych hepatocytov je
pravdepodobne up-regulovana pomocou atypickej S14 (thyroid hormone-responsive spot
14 protein, THRSP)**%. Dalsie prace ukazuju na HNF-4 (hepaticky nuklearny faktor-4,
NR2A1), ktory patri medzi nukledrne receptory, ako iny reguldtor expresie génov
metabolizmu lipidov, pricom bolo preukdzané, ze CAR kompetitivne potlaca
transaktivaciu HNF-4 viazanim sa na DR1 miesto promotora Cyp7al, Cyp8bl a Pepck,
¢im vedie k zniZeniu metabolizmu lipidov a glukézy u mysi*>!. CAR taktieZ down-
reguluje gény kodujuce CPT (carnitine palmitoyltransferase), ECI (enoyl-CoA isomerase),
ktoré sa podielajii na B-oxidacii mastnych kyselin?’2. Aktivacia CAR indukovala up-
regulaciu génov lipogenézy, ako je napr. Fasn, enzym zodpovedny za prediznie retazca
mastnych kyselin Elovl6 (elongation of long-chain fatty acids family member 6) a Gpat
(glycerol-3-phosphate acyltransferase), ktory sklad4 mastné kyseliny do triacylglycerolu®.
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Aktivacia CAR pomocou TCPOBOP pozitivne reguluje gény zapojené do hepaticke;j
glykolyzy ako aj lipogenézy a indukuje steatézu v mySej peceni. CAR reguluje expresiu
Pnpla3 v hepatocytoch mysi aj l'udi. Dalsie $tadie podpornych mechanizmov ukazali na to,
ze CAR nekona priamou regulaciou transkripcie Pnpla3 alebo cestou receptoru LXR (Liver

X Receptor)*.
CAR a metabolizmus glukézy

Aktivacia CAR vyrazne znizuje sérové hladiny glukézy a zlepSuje glukozova
toleranciu a inzulinovll senzitivitu. Taktiez zmierfiuje hyperglykémiu potla¢ovanim
produkcie glukézy a stimulaciou prijmu a pouzitim v peceni. Glukoneogenetické gény
PEPCK-1 (fosfoenolpyruvatkarboxykindza-1) a G6P (gluk6za-6-fosfataza) boli v Studii
potlagené liecbou TCPOBOP u ob/ob (nedostatok leptinu) mysi, pri¢om u ob/ob CAR”
(nedostatok leptinu a chybajtici gén CAR v oboch alelach) mysi sa tento efekt nedostavil®®.
Dal§im proteinom regulujucim expresiu PEPCK-1 a G6P je FOXO1 (forkhead box protein
1). CAR fyzicky blokuje vizbu FOXO1 na IRS (insuline response sequences), ¢im potlaca
expresiu PEPCK-1 a G6P?**>%*, Tieto zistenia spolu s vysledkami §tidii zameranymi na
ucinky aktivacie CAR na metabolizmus lipidov naznacuju, ze aktivacia CAR zlepSuje stav

pri diabete druhého typu a je tym padom vhodnym terapeutickym ciel'om v jeho liecbe™®.
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1.2. Ligandy konStitutivneho androstanového receptora

Latky, ktoré vykazuju aktivitu na CAR radime medzi agonistov, alebo
antagonistov. Ak sa jednd o aktivatory, tie st dalej rozdelené medzi priamych
anepriamych aktivatorov CAR. Typickym priamym aktivdtorom CAR je
CITCO (6-(4-chlorfenyl)imidazo[2,1-b]tiazol-5-karbaldehyd-O-(3,4-dichlérbenzyl)oxim;
priamy selektivny hCAR, aktivator hPXR) alebo TCPOBOP (1,4-bis[2-(3,5-
dichloérpyridyloxy)]benzén; priamy selektivny aktivator mCAR), typickym nepriamym
aktivatorom CAR je fenobarbital, ktory patri medzi klasické induktory CYP2B.

Okrem tychto zlucenin sa na CAR viazu rozne latky, ako st napriklad molekuly
steroidnej Struktury (3a,5a-androstan-3-ol — prvy identifikovany ligand, aktivator
mCAR?®, 5B-pregnan-3,20-dién), retinové kyseliny (9-cis-retinova kyselina, ktora bola ako
jedna z prvych latok identifikovana ako ligand heterodiméru RXR/CAR!"), klotrimazol,
chlorpromazin, o,p‘-DDT, metoxychlér auhlovodiky ako napriklad 2,3,3¢,4¢,5¢,6-
hexachlérbifenyl a iné. Viac prikladov je uvedenych v tabul’ke (Tab.2). Struktary ligandov

su zobrazené v tabul’ke (Tab. 3).

Tab. 2: Vybrané ligandy CAR

Agonisti
Priame aktivatory

6,7-dimetyleskuletin®

amiodaron®’

artemisinin’®

CITCO% Priamy aktivator hCAR
cypermetrin®

efavirenz®!

FL81 (5-(3,4-dimetoxybenzyl)-3-fenyl-4,5-

dihydroizoxazol)®°

karbamazepin®!

metoxychloré®62

nevirapin®!

o,p -DDT®°

permetrin®

sulfonamidy®

TCPOBOP* Priamy aktivator mCAR
derivaty tiazolidin-4-6nu®’

kyselina valproova®

Nepriame aktivatory

2,3,3¢,4¢,5¢,6-hexachlorbifenyl'®
baicalein®®

fenobarbital®’ Typicky nepriamy aktivator
fenytoin®® Nepriamy aktivator
galangin®®

chlérpromazin'®®!
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chrysin®®

Aktivatory bez
popisaného
mechanizmu aktivacie

cyklofosfamid®!

dehydroepiandrosterén®

kyselina ellagova

mifepriston”!

nikardipin’

NF49 (7-(acetoxy)-6-(p-
metoxyfenyl)pyrolo-[2,1-
d][1,5]benzotiazepin)’

Derivat 6-arylpyrolo[2,1-
d][1,5]benzotiazepinu

NF51 (7-(dimetylkarbamoyloxy)-6-(p-
metoxyfenyl)pyrolo-[2,1-
d][1,5]benzotiazepin)’

Derivat 6-arylpyrolo[2,1-
d][1,5]benzotiazepinu

NF115 (7-(hexanoyloxy)-6-fenylpyrolo-
[2,1-d][1,5]benzotiazepin)’3

Derivat 6-arylpyrolo[2,1-
d][1,5]benzotiazepinu

octicizer (2-etylhexyldifenylfosfat)’?

Organofosfat, zmikcovadlo

5B-pregnandion’

reserpin®!

trans-resveratrol’®

Antioxidant

telmisartan’?

tolnaftat’

troglitazon®!

Antagonisti

3,17B-estradiol

Aktivator mCAR

androstanol*®74

30-androstenol?®

alyl izotiokyan4t®’

etinylestradiol®>7

klotrimazol™ Inverzny agonista

meklizin’® Inverzny agonista hCAR,
agonista mCAR

nigramid J77 Inverzny agonista hCAR

kyselina okadaova'®

Inhibitor PPA2 — translokacia

PK-11195 (1-(2-chlorfenyl)-N-metyl-N-(1-

metylpropyl)-3-izochinolinkarboxamid)”®

Selektivny inhibitor hCAR

S07662 (N-[(2-metyl-3-
benzofuranyl)metyl]-N'-(2-
tienylmetyl)mo&ovina)’

Inverzny agonista hCAR

T0901317 (N-[4-(1,1,1,3,3,3-hexafludr-2-
hydroxypropan-2-yl)fenyl]-N-(2,2,2-
trifludretyl)benzénsul fonamid)®°

Inverzny agonista CAR
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Tab. 3: Struktiry ligandov CAR

Agonisti:

6,7-dimetylesculetin
OYO

™

benfurakarb

cl Cl

fl\ cl

griseofulvin

amiodaron

karbamazepin

cyklofosfamid

Cl

Cl Cl
\O O C O/

metoxychlor

artemisinin

chrysin

QW@Q

cypermetrin

HQ ///

mifepriston
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1.2.1. CITCO

cl Cl

fl\ cl

S N

Obr. 5: CITCO — 6-(4-chlorfenyl)imidazo[2, 1-b] tiazol-5-karbaldehyd-O-(3,4-dichlorbenzyl)oxim.

V roku 2003 bol prvykrat identifikovany selektivny agonista hCAR receptoru —
CITCO (Obr. 5). Tato latka dokéaze priamo aktivovat’ hCAR a zaroveil nevykazuje afinitu
k mCAR. Okrem hCAR, ale taktieZ vykazuje aktiva¢ny uc¢inok na hPXR. ECso v testovani
CAR aktivity bola priblizne 25 nM, ECso v testovani hPXR aktivity bola priblizne 3 uM,
teda selektivita CITCO k hCAR je viac ako 100x vicsia ako jeho selektivita k hPXR. Oba
tieto receptory aktivuji CYP2B6 a CYP3A4 gény, no hCAR ma vacsi aktivacny efekt na
gén CYP2B6 ako CYP3A4, hPXR zase aktivuje expresiu oboch génov priblizne rovnako®!.

V sucasnosti je teda snaha o najdenie Specifického agonistu l'udského CAR
receptoru s vysokou afinitou k tomuto receptoru. CITCO, ktory ma vysSiu afinitu
k l'udskému CAR receptoru a nevykazuje aktivany uc¢inok na mySi CAR receptor, je, ale,

taktiez aktivatorom PXR.
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Obr. 6: CAR/RXRo. heterodimér s naviazanymi ligandmi — CITCO (vlavo) a kyselina pentadekanova
(mastnd kyselina, vpravo) — a koaktivatormi — SRC-1 peptidy (oznacené cervenou farbou) '>3+%,

Obr. 7: Interakcie vizobného miesta LBD domény CAR receptoru s molekulou CITCO (Seda Struktira).
Modré prerusované ciary — vodikové vizby, Sedé prerusované ciary — hydrofobne interakcie, oranzové
prerusované ciary - Pi interakcie'>>%3,
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1.2.2. 24-disubstituované chinazoliny

V minulosti boli na Katedre anorganickej a organickej chémie Farmaceutickej
fakulty v Hradci Kréalové syntetizované vramci projektu vyvoja novych
antimykobakteridlnych zluc¢enin derivaty chinazolinu, predovSetkym s fragmentom
alkylsulfanylu v polohe 4 a substituovaného fenylu v polohe 2. Pri ndhodnom skriningu na
afinitu k CAR receptoru, vykonanom vyskumnou skupinou prof. Pavka, bolo zistené, ze
jedna z testovanych latok, t. j. 4-etylsulfonyl-2-(3-metoxyfenyl)chinazolin (I) vykazovala
vel'mi sl'ubnu interakciu s vysSie zmienenym receptorom. Po revizii testovanej Struktiary
bolo, ale, zistené, Ze pri pokuse o oxidaciu v podvodnej sérii 4-alkylsulfanylderivatov doslo
pri pouziti peroxidu vodika ako oxidaéného cinidla k oxidativnej desulfuracii
etylsulfonylového zvysku. Tym padom Struktira latky odpoveda
2-(3-metoxyfenyl)chinazolin-4-olu (II) (Obr. 8). Tato zlucenina bola syntetizovand de
novo® a po overeni jej $truktiry bolo opitovne vykonané hodnotenie biologickej aktivity,

kde sa potvrdila jej afinita k CAR receptoru.

Biologicka aktivita bola testovana na MZ-Hep1 bunkovej linii. Tymto testovanim
bolo preukazané, ze 2-(3-metoxyfenyl)chinazolin-4-ol (II) ma ako potencialny agonista
hCAR receptora podobny uc¢inok na hCAR, ako ma CITCO. Okrem hCAR, ale, aktivoval
aj PXR a AhRS.

Obr. 8: korekcia Struktiry na 2-(3-metoxyfenyl)chinazolin-4-ol.

Nésledne boli syntetizované derivaty odvodené od zmieneného skeletu pomocou
jednoduchych reakcii (2-(3-metoxyfenyl)-4-metoxychinazolin (III), 2-(3-metoxyfenyl)-
3.,4-dihydrochinazolin-4-tion (IV) a 2-(3-metoxyfenyl)-4-metylsulfanylchinazolin (V)),
ktoré vykazovali este vysSiu afinitu k CAR receptoru® (Obr. 9), d’alej bola taktieZ testovana
ich toxicita na HepG2 bunkovej linii s negativnym vysledkom® (Obr. 10), vd’aka ¢omu sa

stali predlohovymi latkami pre syntézu d’alSich zlucenin.
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Obr. 9: Testovanie biologickej aktivity (p(ERe)3-luc gene reporter assay) prvej série derivatov na CAR
receptor®
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Obr. 10: Testovanie toxicity (MTS viability assay) prvej série derivatov na HepG2 bunkach®
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2. CIEL: DIPLOMOVEJ PRACE

Ciel'om mojej diplomovej prace bolo syntetizovat’ derivaty chinazolinu zaloZené na
obmene Struktury predlohovej molekuly 2-(3-metoxyfenyl)chinazolin-4-olu (II), ktora ma
dokézany aktiva¢ny Gc¢inok na CAR receptor. Zamyslané obmeny zahfali predovsetkym
nahradu 3-metoxyfenylu za aromaticky kruh, ktory by mal na sebe naviazanu
elektrondonorova alebo elektronakceptorovi skupinu, pripadne heterocyklus. S kazdou
z tychto latok boli vykonané reakcie veduce k derivatom, u ktorych bola hydroxylova
skupina v polohe 4 chinazolinu zamenena za skupiny metoxylovt, sulfanylovi, pripadne
k derivatom 3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6nu. Zo schémy retrosyntetického postupu
vyplyva, Ze cielové derivaty chinazolinu je mozné pripravit reakciou
2-aminobenzonitrilu s prisluSnymi chloridmi aromatickych karboxylovych kyselin

a naslednou cyklizaciou (Sch. 1).
- R =
Y — ol
0 >cl L
NH, N~ R
H
o~ o SH OH
O, L OO O
+ +
N/)\R N/)\R N/)\R N/)\R

Sch. 1: Planované syntézy
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Tab. 4: Zoznam pripravovanych produktov a im priradené kody

Derivat N OH SH o~ o
0] N N -
O o, o, o, o
R N R N/)\ R N/)\R N/)\R N/)\R
CHPO32A CHPO032B CHPO032C CHP032Da CHPO032Db
[ )\S/
7<©\’< CHPO35A CHPO035B CHPO035C CHPO35D1 CHPO035D2
\r(<©\ CHPO37A CHPO37B CHPO037C CHP037D1 CHPO037D2
OCF,
j}i@/ F CHPO38A CHPO38B CHPO038C CHPO0O38D1 CHPO038D2
Br CHPO042A CHPO042B CHPO042C CHP042D1 CHPO042D2
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3.  TEORETICKA CAST

V tejto kapitole su popisané mechanizmy reakcii, ktoré sluzili k priprave cielovych
zlucenin.
3.1. Priprava chloridu karboxylovej kyseliny

Tento krok bol potrebny pre karboxylové kyseliny v pripade, ze ich chloridy, ktoré
by boli inak pouzité ako vychodiskové latky (Sch. 1) pre novu sériu, neboli komercne

dostupné. Tato reakcia bola pouzita len raz na syntézu chloridu kyseliny 3-brompyridin-4-

karboxylovej®® (Sch. 2).

0
o N
OH 0 Br 0-1g
/ - HCI
NN +oo-s T e N\
=/ 0 Cl W cl
N
Br
Cl
] /
-s0, N
=/ 0

Sch. 2: Mechanizmus pripravy chloridu kyseliny 3-brompyridin-4-karboxylovej
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3.2. Syntéza N-(2-kyanfenyl)arylamidov

Nasledovala priprava amidov reakciou chloridov aromatickych karboxylovych
kyselin s 2-aminobenzonitrilom (1), za vzniku N-(2-kyanfenyl)arylamidov. Mechanizmus
tejto reakénej konverzie®® je popisany v nizsie uvedenej schéme (Sch. 3). Ako rozpustadlo
bol zvoleny bezvody pyridin, ktory ako bdza vyvdzoval zreakéného prostredia
chlorovodik. Produkty tychto reakcii slazili ako reaktanty cyklizdcie na derivaty

chinazolinu.

N & N

o :0: )
W e N + Cl
NIRRT N R

Sch. 3: Mechanizmus vzniku aromatického amidu
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3.3. Cyklizacia amidov na substituované chinazolin-4-oly

Cyklizacia veduca k chinazolinom bola vykonana v prostredi peroxidu vodika
a hydroxidu sodného. Reakcia bola ukoncend pridanim zriedenej Kkyseliny

chlorovodikovej®* (Sch. 4).

7o 1. H* OH
WF SO0
e A5 _
N" R N
H

Sch. 4: Mechanizmus cyklizacie amidov
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3.4. Syntéza derivatov chinazolin-4-tiolu

Dal§im typom obmeny je substiticia hydroxylovej skupiny derivatov chinazolin-4-

olu za vzniku derivatov chinazolin-4-tiolu.

e
Lo : S\:

7 B E
SO //S' ‘N 4
P—S—P. + SN -~ S

Sch. 5: Mechanizmus substitiicie

Predpokladany mechanizmus (Sch. 5) vedie k tvorbe intermediatu chinazolin-4-olu

7

s pentasulfidom difosfore¢nym®’, ktorého naslednym Stiepenim vznikd v polohe 4

chinazolinu tiolova skupina a vyslednym produktom je derivat chinazolin-4-tiolu.
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3.5. Syntéza derivatov 4-metoxychinazolinu a 3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-
onu
Poslednym typom uskuto¢nenych reakcii je metylacia derivatov chinazolin-4-olu,
pri ktorej sa v bdzickom prostredi (uhli¢itan draselny) uvolfiuje z chinazolin-4-olu
prislusny nukleofil, ktory atakuje molekulu jodmetanu. Tieto reakcie viedli k tvorbe dvoch
izomérov ¢i uz metylovanych na atome kyslika, alebo na atéme dusika® (Sch. 6). Oba
izoméry boli separované, ak to podmienky dovolili, pomocou rozdelovacieho

chromatografického stipca.

_H
O O@ (0]
©
SN - SN < > N
+ K2CO3 ©\)\ ©\)J\
= — =

CHjl CHjl

o~ 0
N/)\R N/)\R

Sch. 6: Mechanizmus metyldcie
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4. MATERIALY A METODY

Vsetky vychodiskové latky boli zakupené od firmy Sigma-Aldrich Inc. a pouzivané
bez d’alSieho Cistenia, rozpust'adla boli zaktipené od firmy Penta, s.r.o. TLC chromatografia
bola vykonana na hlinikovych TLC doskach Silica gel 60 F2s4 (Merck) s detekciou pod UV
lampou ako stacionarna faza, mobilnou fazou boli hexan, etylacetat, resp. metanol
v réznych pomeroch. Staciondrnou fazou kolony rozdelovacieho chromatografického
stipca bol silikagél, mobilnou fazou zmes hexan-etylacetat v roznych pomeroch. Farba bola

urcena subjektivne proti kontrastnému pozadiu.

LRMS-APCI/ESI analyza prebiehala na pristroji AGILENT 500 od firmy Agilent
Technologies s APCI sondou alebo ESI sondou, pri€om rozpustadlom a mobilnou fdzou
bol metanol pre MS. Vysledné spektra boli spracovavané a vyhodnocované softvérom
VARIAN MS Workstation od firmy Varian, Inc. ako m/z relativna intenzita molekulovych

hmotnosti vyjadrend v percentach intenzity hlavného piku.

NMR analyza bola uskuto¢nena na spektrometri VARIAN VNMR S500 (500 MHz
pre 'H NMR a 125 MHz pre '*C NMR) od firmy Varian, Inc. Chemické posuny boli
zmerané ako hodnoty d v parts per million (ppm) a nepriamo vztiahnuté k tetrametylsilanu
(TMS) ako Standardu pomocou zostatkového signalu rozpustadla (chloroform-d3
a dimetylsulfoxid DMSO-ds). Vysledné spektra boli vyhodnocované softvérom
MestReNova 12 od firmy Mestrelab Research S.L. ako chemické posuny signéalov v ppm,
typy signdlov, pripadne J konStanty a frekvenény rozsah v Hz. Signaly sl oznacené ako
S —singlet, ,,d*“ — dublet, ,,t“ —triplet, ,,dd* — dublet dubletu, ,,tdd* — triplet dubletu dubletu

a,,m“ — multiplet.

IR analyza bola vykonand na pristroji NICOLET 6700 FT-IR vybavenom ATR

s pouZzitim kryStalu germénia.
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S. DISKUSIA A VYSLEDKY

Prvou skupinou produktov boli N-(2-kyanfenyl)amidy karboxylovych kyselin,
ktoré boli vysledkom reakcie vychodiskovych latok — chloridov karboxylovych kyselin —
s 2-aminobenzonitrilom (1) v prostredi pyridinu. V jednom pripade nebol vychodiskovou
latkou chlorid, ale karboxylova kyselina — 3-brompyridin-4-karboxylova kyselina (10) —
ktora bola pred vlastnou reakciou prevedena na chlorid chloraciou pomocou tionylchloridu
(11) (kvantitativny vytazok reakcie — 100%), ktorého prebytok bol po chloracii
oddestilovany, nésledne bol vzniknuty chlorid (12) pouzity v amidacnej reakcii podobne,
ako ostatné chloridy (Sch. 7): 2-aminobenzonitril (1) bol rozpusteny v potrebnom
mnozstve pyridinu pri 0°C a nésledne bola tito zmes za neustdleho mieSania pri 0°C
priddvand k ekvivalentnym mnozstvdm vychodiskovych chloridov, v tomto pripade
chlorid kyseliny 4-(metylsulfanyl)benzoovej (2), chlorid kyseliny 4-terc-butylbenzoovej
(4), chlorid kyseliny 4-(trifluérmetoxy)benzoovej (6), chlorid kyseliny 3-fludérbenzoovej
(8) apredchadzajucou chloraciou vzniknuty chlorid kyseliny 3-brémpyridin-4-
karboxylovej (12). Reakcie d’alej prebiehali pri 0°C po dobu 4 hodin, po skonceni reakcie
boli zvyskové rozpustadld odparené na rotacnej vakuovej odparke. Prvymi produktmi,
ktoré vznikli, boli teda amidy, konkrétne N-(2-kyanfenyl)-4-(metylsulfanyl)benzamid (3),
N-(2-kyanfenyl)-4-(terc-butyl)benzamid (5), N-(2-kyanfenyl)-4-(trifluérmetoxy)benzamid
(7), N-(2-kyanfenyl)-3-fludrbenzamid (9) a 3-brém-N-(2-kyanfenyl)-izonikotinamid (13).
Vytazky reakcii s zaznamenané v Tab. 5. U pripravenych amidov sa objavil

charakteristicky signal aromatickej amidovej skupiny.

//N (0] //(’\;
pyridin
o o pn, e
N Cl R 0°C. 4h N R
I ’ H
H
1 2,4,6,8,12 3,5,7,9,13

Sch. 7: Prva skupina reakcii — syntéza amidov
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Tab. 5: Vytazky produktov prvej skupiny reakcii - amidov

Vytazok
(%)

0 2 =
(0]
C|)‘\© @i)k@ 3455g | 100%
- H
S s~
0 4 N 5
L3
CIJ\Q\K \ 5741 ¢ 81 %
H
0 6 = 7
0]
CI)J\Q ()1)1\@ 0378g | 43%
H
OCF, OCF,
N 9
0 8 N
c|)K©/F NJ\O/F 4740 ¢ | 100%
H

Vychodiskova latka Produkt Vytazok

o Br 12 N 13
©\/O iy
0
cl |\ N Q 3,108¢ | 42%
_N H o |l N
~

Druhou skupinou produktov boli derivaty chinazolin-4-olu, ktoré vznikli
cyklizaciou predtym pripravenych amidov. K jednotlivym amidom — N-(2-kyanfenyl)-4-
(metylsulfanyl)benzamid (3), N-(2-kyanfenyl)-4-(terc-butyl)benzamid (5), N-(2-
kyanfenyl)-4-(trifluérmetoxy)benzamid (7), N-(2-kyanfenyl)-3-fluorbenzamid (9) a 3-
brom-N-(2-kyanfenyl)-izonikotinamid (13) — bol pridany hydroxid sodny v navaZzkach
spomenutych v experimentalnej Casti. K tymto reakénym komponentom bol postupne
pridavany 30% vodny roztok peroxidu vodika a destilovand voda v mnozstvach uvedenych
v experimentalnej Casti a takto pripravena reakéna zmes bola zahriata na 100 °C, pricom
reakcie d’alej prebiehali pri tejto teplote po dobu 24 hodin pod refluxom (Sch. 8).
Vyslednymi  produktmi tejto skupiny reakcii boli derivaty chinazolin-4-olu,
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2-[4-(metylsulfonyl)fenyl]chinazolin-4-ol (14), 2-[4-(terc-butyl)fenyl]chinazolin-4-ol
(15), 2-[4-(trifludrmetoxyl)fenyl|chinazolin-4-ol (16), 2-(3-fluérfenyl)chinazolin-4-ol (17)
a 2-(3-brémpyridin-4-yl)chinazolin-4-ol (18). Vytazky reakcii su zaznamenané v Tab. 6.
V 13C NMR spektrach bol signal uhlika nitrilovej skupiny nahradeny za signél

novovytvorené¢ho uhlika 4 chinazolinu

OH
N

©\/o NaOH, H,0,, H,0 SN
H

3,5,7,9,13 14,15, 16, 17, 18

Sch. 8: Druha skupina reakcii — syntéza derivatov chinazolin-4-olu

Tab. 6. Vytazky produktov druhej skupiny reakcii — derivatov chinazolin-4-olu

Vytazok
Reaktant Produkt Vytazok
(o)
OH
14
N
(e
NJ\@ N/)\Q 2,00lg | 52%
O
H P n_
S i
0]

//N 5 15
N N7 2,578¢ | 46%
H

”)KQ N/)\@L 0,128 | 34%
OCF3 OCF;
N 9
0 \N
= : F _ Eo| 3.863g | 95%
N N’ T j
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//N 13 OH 18
©\/O i @N il 29359 | 93%
s g (o
_N

Tretou skupinou produktov boli derivaty chinazolin-4-tiolu, ktoré¢ vznikli
substituciou hydroxylovej skupiny derivatov chinazolin-4-olu za tiol. K navdzkam
derivatov chinazolin-4-olu — (14-18), bolo po malych castiach pridavané ekvimolarne
mnozstvo sulfidu fosfore¢ného rozpusteného v pyridine. Reakcie tychto zmesi prebiehali
4-5 hodin pri teplote 120 °C pod refluxom (Sch. 9). Syntetizovanych bolo pat’ derivatov
chinazolin-4-tiolu, konkrétne 2-[4-(metylsulfonyl)fenyl|chinazolin-4-tiol (19), 2-[4-(terc-
butyl)fenyl]chinazolin-4-tiol (20), 2-[4-(trifluérmetoxy)fenyl]chinazolin-4-tiol (21), 2-(3-
fluorfenyl)chinazolin-4-tiol (22) a 2-(3-brémpyridin-4-yl)chinazolin-4-tiol (23). Vytazky

reakcii st zaznamenané v Tab. 7. Struktira prislusnych tiolov bola potvrdena NMR, MS a

IR spektrami.
OH SH
SN P,Ss, pyridin =N
A o A
N R 120 °C, reflux N R
14, 15,16, 17,18 19, 20, 21, 22, 23

Sch. 9: Tretia skupina reakcii — syntéza derivatov chinazolin-4-tiolu

Tab. 7: Vytazky produktov tretej skupiny reakcii — derivatov chinazolin-4-tiolu

Vytazok
Reaktant Produkt Vytazok
(%)

OH 14 SH 19
NG NG 0,336 g 52%

‘.? 9

g i

) )

43



OH 15 SH 20
N N 0437g | 41%
~N ~N
/)\CL /)\CL 0,035g | 67%
N N
OCF;, OCF,4
OH 17 SH 22
\N \N o
P . P . 0577¢g | 54%
N N
OH 18 SH 23
@N il @N id 0.403 38 %
5 g 0
N/ | AN N/ | X
N _N

Poslednou  skupinou  produktov  boli  derivaty = 4-metoxychinazolinu

a 3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6nu. Vychodiskovymi latkami ich syntéz boli derivaty
chinazolin-4-olu z druhej skupiny reakcii. Syntézy prebiehali nasledovne (Sch. 10):
k jednotlivym navazkam derivatov chinazolin-4-olu — 2-[4-
(metylsulfonyl)fenyl]chinazolin-4-ol (14), 2-[4-(terc-butyl)fenyl]|chinazolin-4-ol (15), 2-
[4-(trifluormetoxyl)fenyl|chinazolin-4-ol (16), 2-(3-fluérfenyl)chinazolin-4-o0l (17) a 2-(3-
brémpyridin-4-yl)chinazolin-4-ol (18) — bol pridany uhli¢itan draselny a nésledne
jodmetan. Reakcie prebiehali v prostredi acetonu pri teplote 55 °C po dobu 4 hodin.
Vysledné produkty boli od seba oddelené rozdelovacim chromatografickym stipcom,
pricom stacionarnou fazou bol silikagél, mobilnou fazou zmes hexéan-etylacetat
v pomeroch 9:1 alebo 8:2. Produktmi tychto syntéz boli  Styri derivaty 4-
metoxychinazolinu —2-[4-(metylsulfonyl)fenyl]-4-metoxychinazolin (24), 2-[4-(terc-
butyl)fenyl]-4-metoxychinazolin (25), 2-[4-(trifluormetoxy)fenyl]-4-metoxychinazolin
(27) a2-(3-fludrfenyl)-4-metoxychinazolin  (29) — aSstyri derivaty 3-metyl-3,4-
dihydrochinazolin-4-6nu — 2-[4-(terc-butyl)fenyl]-3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6n
(26),  2-[4-(triflubrmetoxy)fenyl]-3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6n  (28), 2-(3-
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fludrfenyl)-3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6n (30) a 2-(3-brompyridin-4-yl)-3-metyl-
3,4-dihydrochinazolin-4-6n (31). O vysledku O- (24, 25, 27, 29) verzus N- (26, 28, 30, 31)
alkyl4cie rozhodovala poloha signalu metylu v '>*C NMR spektrach®. Vytazky reakcii st

zaznamenané v Tab. &.

[zoméry 2-[4-(metylsulfonyl)fenyl]-3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6n
(CHPO032Db) a 2-(3-brémpyridin-4-yl)-4-metoxychinazolin (CHP042D1) sa nepodarilo

odizolovat’ v dostato¢nej kvalite.

OH o~ o)

SN K2COg3, CHsl SN (:ﬁ‘\N/
+

N/)\R aceton, 55 °C N/)\R N/)\R

14, 15,16, 17,18 24, 25, 27, 29 26, 28, 30, 31

Sch. 10: Stvrta skupina reakcii — syntéza derivitov 4-metoxychinazolinu
a 3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-onu

Tab. 8: Vytazky produktov stvrtej skupiny reakcii — derivatov 4-metoxychinazolinu a 3-
metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-onu

Vytazok
Reaktant Produkt Vytazok
(o)
~
OH 14 o) 04
soSlIse
“ = 0,223 g 38 %
NX@L‘R/ Nﬁ9
i s~
o 0
-
0 25
>N
Z 0,252 g 48 %

15
\N
e
N

Q 26
X
NS 0.173g | 33%
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© 27
N
_ 0,028g | 54%
OH 16 N
=N OCF,4
N/
o 28
OCF,4 -
/)\Q 0,019g | 36%
N
OCF,

O 29
AN
@N | 0523g | 49%
OH 17 N)\©/
/)\©/F 0480 g | 45%
N

OH 18 (e} 31
SN Br N~ Br .
_ P 0,237 g 45 %
N | AN N | X
_N _N

Testovanie biologickej aktivity

Vsetky latky okrem skupiny N-(2-kyanfenyl)arylamidov boli testované na Katedre
farmakologie a toxikologie v doteraz nepublikovanej §tadii, ktord mala za ulohu zistit
aktivacny Uc¢inok syntetizovanych zlucenin na CAR receptor. Metddou tohto testovania
bolo gene reporter assay, ktord spoc¢iva v tom, Ze do I'udskej HepG2 hepatokarcinomove;j
bunky je vlozeny reportérovy plazmid p(ERs)s-tata-luc obsahujuci tri sekvencie ER6
zahfiajice miesta pre vizbu hCAR, TATA box (viaZu sa nan bazalne transkripné faktory
a RNA polymeréaza II) a reportérovy gén luciferazy. Okrem tohto plazmidu je do tejto
bunky vlozeny expresny plazmid pre hCAR. hCAR po inkubacii a naslednej aktivacii

testovanou latkou ovplyviiuje expresiu reportérového enzymu, ¢im sa zvysi koncentracia
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luciferazy. To ma po pridani luciferinu za nasledok zmenu luminiscencie — luciferin je
aktivovany enzymom luciferdza na oxyluciferin, pricom tato reakcia spdsobuje

luminiscenciu®.

Testovanie prebiehalo proti vzorkdm s kontrolnymi latkami, ktorymi boli CITCO,
androstanol a predlohova molekula 2-(3-metoxyfenyl)chinazolin-4-olu (II) atiez proti
slepej vzorke obsahujucej rozpustadlo DMSO v koncentracii 0,1 %. Syntetizované latky
boli testované v koncentraciach 1 uM, 10 uM a 20 uM. Graf (Obr. 11) bol vztiahnuty ako

nasobky aktivacie luciferazovej aktivity relativne ku kontrole.

2 B
.; — DMSO
= — 1uM
a
e o 60 == 10 uM
2 B . 20 uM
=
==
‘35 A0
=
Eﬂ?
o =
- 2
E
g 1.3x 1.4x
s W
S L& PR F P F LSS S S
& & Q“'z LTSS “Q“qaqd" F S S &
o O IS S S S S R
v

Obr. 11: Testovanie biologickej aktivity (p(ERs)s3-luc gene reporter assay) syntetizovanych derivatov

Z vysledkov testovania vyplyva, Ze ziadna z pripravenych latok nevykazala vyssi

aktivacny u€inok na hCAR ako predlohovii molekulu (II).
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6.  EXPERIMENTALNA CAST

6.1. Syntéza N-(2-kyanofenyl)arylamidov

6.1.1. N-(2-kyanofenyl)-4-(metylsulfanyl)benzamid
Postup pripravy:

K navazke chloridu kyseliny 4-(metylsulfanyl)benzoovej (2) (2,003 g, 10,7 mmol)
bol postupne pridavany 2-aminobenzonitril (1) (1,364 g, 11,5 mmol) rozpusteny v pyridine
(15 ml). Exotermicka reakcia prebiehala jednu hodinu pri teplote 0 °C, neskor bola zmes
zahriata na 80 °C po dobu d’alSich 4 hodin. Vzniknuta zrazenina (3) bola odfiltrovana a
premyta dietyléterom (25 ml), zvySok rozpustadiel bol odpareny na rotacnej vakuovej

odparke pri teplote 60°C dosucha.

Schéma reakcie:

N N
0] - @)
Cln. g om0
N’ Ci 1.0°C,1h N
2.80°C,4h
H s s~
1 2 3
Vytazok reakcie: 3,455 g, 100 %
Sumarny vzorec: C15sHi12N20S
Molekulova hmotnost™: 268,33

Charakteristika:

Biela amorfna latka

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) § 10.69 (s, 1H, NH), 8.05 (tdd, J= 6.6, 1.8, 0.9
Hz, 2H, Ar), 8.01 — 7.94 (m, 2H, Ar), 7.86 (dd, J= 7.7, 1.6 Hz, 1H, Ar), 7.59 (dd, J = 8.3,
1.3 Hz, 1H, Ar), 7.45 — 7.37 (m, 2H, Ar), 2.54 (s, 3H, SCH3).

I3C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 165.2, 146.0, 142.2, 140.7, 133.9, 129.5, 128.6,
127.3,127.0, 125.1, 117.2, 109.6, 14.3.
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LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 291.1 [M+Na]* (100), 261.0 (3), 249.1 (4),
240.2 (2), 236.1 (5), 225.0 (5), 213.0 (3), 200.3 (5), 189.0 (6), 175.1 (4), 165.2 (1), 155.1
(2), 139.1 (5), 129.1 (6), 121.1 (3), 102.3 (5).

IR (ATR-Ge): 1014, 1091, 1117, 1160, 1192, 1242, 1257, 1291, 1315, 1400,
1435, 1486, 1515, 1540, 1558, 1598, 1652, 1746, 2223, 3066, 3296 cm".
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6.1.2. N-(2-kyanofenyl)-4-(terc-butyl)benzamid
Postup pripravy:

K navazke chloridu kyseliny 4-terc-butylbenzoovej (4) (4,97 ml, 25,4 mmol) bol
postupne pridavany 2-aminobenzonitril (1) (3,220 g, 27,2 mmol), ktory bol rozpusteny
v pyridine (40 ml). Reakcia prebiehala 4 hodiny pri teplote 0 °C. Produkt (5) bol ziskany

po odpareni zvyskového pyridinu pomocou rota¢nej vakuovej odparky pri 60 °C.

Schéma reakcie:

//N //N
0 pyridin 0
Ho+ - =
N Cl 0°C, 4h N
| ' H
H
1 4 5

Vytazok reakcie: 5,741 g, 81 %
Sumarny vzorec: CisHisN>O
Molekulova hmotnost™: 278,36
Charakteristika:

Oranzova amorfna latka

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 10.71 (s, 1H, NH), , 8.61 — 8.57 (m, 1H, Ar), ,
7.99 —7.96 (m, 2H, Ar), 7.86 — 7.84 (m, 1H, Ar), 7.75 — 7.70 (m, 1H, Ar), 7.63 — 7.53 (m,
2H, Ar), 7.43 — 7.38 (m, 1H, Ar), 1.31 (s, 9H, CHs).

I3C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.6, 155.3, 142.0, 133.9, 133.2, 128.0, 127.4,
127.0, 126.4, 125.5, 117.2, 109.6, 34.9, 31.1.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 279.1 [M+H]" (100), 261.1 (3), 242.3 (2),
230.3 (1), 223.1 (6), 206.2 (2), 161.1 (21), 145.1 (4), 105.1 (1).

IR (ATR-Ge): 1023, 1134, 1163, 1198, 1248, 1274, 1316, 1361, 1395, 1448,
1477, 1510, 1536, 1581, 1612, 1604, 1656, 2224, 2967, 3033, 3224 cm’.
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6.1.3. N-(2-kyanofenyl)-4-(trifluérmetoxy)benzamid
Postup pripravy:

K navazke chloridu kyseliny 4-(trifluérmetoxy)benzoovej (6) (0,45 ml, 11,1 mmol)
bol pridany 2-aminobenzonitril (1) (1,410 g, 11,9 mmol) rozpusteny v pyridine (7 ml).
Reakecia prebiehala pri teplote 0 °C po dobu 4 hodin. Produkt (7)— zrazenina — bol ziskany
po filtracii, premyti dietyléterom (20 ml) a po odpareni zvySku rozpustadiel pomocou

rotacnej vakuovej odparky pri teplote 60 °C.
Schéma reakcie:

N

=
()\/ pyrldln ©\/o
OCF; OCF;

7
Vytazok reakcie: 0,378 g, 43 %
Sumarny vzorec: C15sHoF3N202
Molekulova hmotnost’: 306,24
Charakteristika:
Z1t4 amorfna latka

TH NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 10.91 (s, 1H, NH), 8.94 — 8.91 (m, 2H, Ar),
8.19 — 8.14 (m, 1H, Ar), 8.08 — 8.02 (m, 2H, Ar), 7.90 — 7.86 (m, 1H, Ar), 7.61 — 7.54 (m,
2H, Ar).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 164.6, 146.0, 142.2, 134.0, 133.3, 132.8,
130.5,127.3,127.1, 126.7, 121.0, 119.1 (q, J = 256.5 Hz), 117.1, 108.7.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 329.1 [M+Na]" (100), 307.1 [M+H]" (73),
2423 (5), 230.3 (6), 225.2 (3), 203.1 (2), 189.1 (3), 181.1 (1), 171.2 (4), 161.1 (3), 152.1
(1), 145.1 (3), 136.1 (5), 136.1 (5), 129.1 (6), 119.1 (6), 113.1 (3), 102.2 (4).

IR (ATR-Ge): 1018, 1112, 1165, 1207, 1245, 1316, 1439, 1493, 1503, 1520,
1605, 1655, 1687, 2233, 3257 cm’™".

51



6.1.4. N-(2-kyanofenyl)-3-fluérbenzamid
Postup pripravy:

K navazke chloridu kyseliny 3-fluérbenzoovej (8) (1,92 ml, 15,8 mmol) bol
pridavany 2-aminobenzonitril (1) (2,002 g, 16,9 mmol) rozpusteny v pyridine (11 ml).
Reakcia prebiehala pri teplote 0 °C po dobu 4 hodin. Vzniknuta zrazenina (9) bola po
filtracii premyta dietyléterom (20 ml) a zvySkové rozpustadla boli nasledne odparené

pomocou rotacnej vakuovej odparky pri teplote 60 °C.

Schéma reakcie:

Oy = Sy

Vytazok reakcie: 4,740 g, 100 %
Sumarny vzorec: C14HoFN2O
Molekulova hmotnost’: 240,24
Charakteristika:

Zltooranzova amorfna latka

H NMR: (500 MHz, DMSO-de) & 10.87 (s, 1H, NH), 8.94 — 8.90 (m, 1H, Ar),
8.07 — 8.03 (m, 1H, Ar), 7.90 — 7.86 (m, 1H, Ar), 7.86 — 7.81 (m, 1H, Ar), 7.77 — 7.72 (m,
1H, Ar), 7.66 — 7.57 (m, 1H, Ar), 7.52 — 7.47 (m, 1H, Ar), 7.47 — 7.41 (m, 1H, Ar).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & 164.5, 162.2 (d, J = 244.7 Hz), 142.3, 136.0,
133.7 (d, J = 85.3 Hz), 131.0 (d, J = 8.0 Hz), 127.3, 127.2, 126.8, 124.3 (d, J = 2.8 Hz),
119.3 (d, J=21.1 Hz), 117.1, 114.9 (d, J = 22.9 Hz), 109.7

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 263.1 [M+Na]" (11), 242.3 [M+H] * (100),
237.1 (5),223.1 (1), 186.3 (8), 146.1 (1), 123.1 (3), 100.3 (5).

IR (ATR-Ge): 1003, 1025, 1068, 1092, 1162, 1203, 1268, 1314, 1383, 1449,
1458, 1488, 1530, 1567, 1590, 1605, 1635, 1711, 2213, 2618, 3069, 3219, 3334 cm™.

Namerané spektra sa zhoduj so zdznamom v literattre”
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6.1.5. 3-brom-N-(2-kyanofenyl)-izonikotinamid
Postup pripravy:
Priprava medziproduktu:

K navazke kyseliny 3-brompyridin-4-karboxylovej (10) (5,002 g, 24,8 mmol) bol
pridany tionylchlorid (11) (50 ml, 0,689 mol). Reak¢né zmes bola zahriata na 80°C po dobu
5 hodin, pricom chlorécia prebiehala pod refluxom. Zvysny tionylchlorid bol nésledne
oddestilovany dosucha, pricom vznikla hnedd pevnd zrazenina chloridu kyseliny 3-

brompyridin-4-karboxylovej (12) (5,456 g, 24,8 mmol)
Vlastna reakcia:

Chlorid kyseliny 3-brompyridin-4-karboxylove; (12) (5,456 g, 24,8 mmol)
reagoval s roztokom 2-aminobenzonitrilu (1) (2,930 g, 24,8 mmol) v pyridine (25 ml).
Reakcia prebiehala pri 0°C po dobu 4 hodin. Produkt (13) bol premyty dietyléterom (20

ml) a zvySkové rozpustadla boli odparené pomocou rotacnej vakuovej odparky pri teplote

60 °C.

Schéma reakcii:

(@] Br (@] Br
Cl,
HO X+ S=0 —— > ClI X
| / 80 °C |
_N Cl _N
10 1 12
N N
O Br . ©\/o Br
pyridin
Ho+ —
N cl | X N | X
H _N H _N
1 12 13

Vytazok reakcie: 3,108 g, 42 %
Sumarny vzorec: C13HgBrN;O
Molekulova hmotnost’: 302,13
Charakteristika:

Zltastd amorfna latka
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'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) § 11.06 (s, 1H, NH), 8.91 (s, 1H, Ar), 8.73 (d, J
= 4.8 Hz, 1H, Ar), 7.93 — 7.88 (m, 1H, Ar), 7.80 — 7.76 (m, 1H, Ar), 7.70 — 7.62 (m, 2H,
A1), 7.49 — 7.44 (m, 1H, Ar).

I3C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 164.6, 152.1, 149.1, 144.9, 139.1, 134.3, 133.7,
127.1,126.4,123.2, 117.3, 116.8, 108.4.

LRMS (APCI): m/z (relativna intenzita) 302.2 [M+H]" (100), 282.4 (2), 224.1 (6),
75.1 (1).

IR (ATR-Ge): 1021, 1033, 1083, 1099, 1132, 1164, 1179, 1246, 1265, 1287,
1305, 1399, 1445, 1479, 1528, 1581, 1605, 1686, 2221, 3077 cm’".
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6.2. Priprava derivatov 4-hydroxychinazolinu
6.2.1. 2-[4-(metylsulfonyl)fenyl]chinazolin-4-ol
Postup pripravy:

K vzniknutému N-(2-kyanofenyl)-4-metylsulfanylbenzamidu (3) (3,432 g, 12,8
mmol) bol pridany hydroxid sodny (15,843 g, 0,406 mol) a 30 % vodny roztok peroxidu
vodika (25 ml, mmol) a tato zmes bola zahriata na 100 °C po dobu 4 hodin. Nésledne bola
okyslend kyselinou chlorovodikovou do pH 4 a doplnena vodou (100 ml). Vzniknuta
zrazenina (14) bola prefiltrovand pomocou vakuovej vyvevy, premyta vodou (25 ml)

a vysusend v prostredi vakua.

Schéma reakcie:

OH
N
(j\/o NaOH, H,0,, H,0 @N
N 2. H* do pH 4 N"
H ?
S/ ﬁ/
0
3 14

Vytazok reakcie: 2,001 g, 52 %
Sumarny vzorec: CisH12N203S
Molekulova hmotnost’: 300,33
Charakteristika:

Biela amorfné latka

'H NMR: (500 MHz, DMSO-d) & 12.76 (s, 1H, OH), 8.43 — 8.37 (m, 2H, Ar),
8.20 — 8.07 (m, 3H, Ar), 7.89 — 7.74 (m, 2H, Ar), 7.59 — 7.52 (m, 1H, Ar), 3.31 (s, 3H,
SCH3).

I3C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 162.3,151.2, 148.6, 143.1, 137.5, 134.9, 129.9,
129.0, 128.2, 127.3, 126.1, 125.3, 121.4, 43.5.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 301.1 [M+H]" (100), 284.3 (1), 254.0 (15),
222.0 (14), 151.0 (5), 121.1 (1), 95 (3), 91.0 (5).
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IR (ATR-Ge): 1020, 1092, 1120, 1152, 1189, 1243, 1293, 1317, 1343, 1400,
1418, 1448, 1471, 1484, 1514, 1560, 1599, 1659, 3033 cm™.
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6.2.2. 2-[4-(terc-butyl)fenyl]chinazolin-4-ol
Postup pripravy:

K zmesi N-(2-kyanofenyl)-4-(terc-butyl)benzamidu (5) (5,720 g, 20,6 mmol)
a hydroxidu sodného (23,010 g, 0,575 mol) bol postupne pridavany 30% vodny roztok
peroxidu vodika (34 ml, 0,333 mol) a voda (142 ml). Reakcia prebiehala pod refluxom pri
teplote 100 °C po dobu 24 hodin. Vytvorena zrazenina (15) bola prefiltrovand, premyta

vodou a vysusend v prostredi vakua.

Schéma reakcie:

OH
N
©\/o NaOH, H,0,, H,0 @N
N 100 °C NT
H
5 15

Vytazok reakcie: 2,578 g, 46 %
Sumarny vzorec: CisHisN>O
Molekulova hmotnost™: 278,36
Charakteristika:
Biela amorfna latka; t.t. v literatare 239-242 °C®!

TH NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 12.6 (s, 1H, OH), 8.16 — 8.09 (m, 2H, Ar), 7.88
—7.79 (m, 2H, Ar), 7.58 — 7.53 (m, 2H, Ar), 7.53 — 7.47 (m, 2H, Ar), 1.30 (d, J=17.1 Hz,
9H, C(CHz3)3).

I3C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 167.6, 155.9, 154.6, 134.9, 130.2, 129.4, 127.8,
126.7,126.1, 125.7, 125.6, 121.1, 35.0, 31.2.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 279.1 [M+H]" (100), 264.1 (8), 223.0 (4),
207.1 (5), 179.1 (3), 139.1 (1), 117.0 (3), 91.0 (8).

IR (ATR-Ge): 1015, 1022, 1135, 1145, 1188, 1242, 1267, 1289, 1300, 1316,
1342, 1364, 1424, 1445, 1471, 1485, 1555, 1598, 1610, 1672, 2970, 3065 cm’".

Namerané spektra suhlasia so zaznamom v literatare”!.
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6.2.3. 2-[4-(trifluérmetoxyl)fenyl]chinazolin-4-ol
Postup pripravy:

K zmesi N-(2-kyanofenyl)-4-metoxybenzamidu (7) (0,378 g, 1,2 mmol)
a hydroxidu sodného (1,362 g, 34,1 mmol) bol postupne priddvany 30% vodny roztok
peroxidu vodika (2 ml, 19,6 mmol) a voda (10 ml). Reakcia prebiehala pod refluxom pri
teplote 100 °C po dobu 24 hodin. Po vychladnuti bola zmes okyslena kyselinou
chlorovodikovou do pH 4. Vytvorena zrazenina (16) bola prefiltrovand, premyta vodou

a vysusena v prostredi vakua.

Schéma reakcie:

OH
N
©\/o NaOH, Hy0,, H,0 @N
N 100 °C NT
H
OCF, OCF,
7 16

Vytazok reakcie: 0,128 g, 34 %
Sumarny vzorec: C1sHoF3N20O2
Molekulova hmotnost’: 306,24
Charakteristika:

Biela amorfna latka

H NMR: (500 MHz, DMSO-de) § 12.64 (s, 1H, OH), 8.33 — 8.27 (m, 2H, Ar),
7.88 —7.81 (m, 1H, Ar), 7.77 — 7.72 (m, 1H, Ar), 7.57 — 7.50 (m, 3H, Ar).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 4 162.7, 151.7, 150.9, 149.0, 135.1, 132.4,
130.6, 128.0, 127.3, 126.3, 121.5, 121.3, 120.46 (q, J = 257.1 Hz).

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 307.0 [M+H]" (100), 282.2 (5), 256.2 (3),
207.1(2), 179.0 (1), 121.0 (1), 91.1 (3).

IR (ATR-Ge): 3740, 3648, 3566, 3136, 3101, 1659, 1607, 1576, 1488, 1471,
1346, 1292, 1259, 1213, 1166, 1148, 1122 cm™..

Namerané NMR spektra sthlasia so zdznamom v literatire®?.
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6.2.4. 2-(3-fluérfenyl)chinazolin-4-ol
Postup pripravy:

K zmesi N-(2-kyanofenyl)-3-fluérbenzamidu (9) (4,060 g, 16,5 mmol) a hydroxidu
sodného (22,121 g, 0,553 mol) bol postupne pridavany 30% vodny roztok peroxidu vodika
(34 ml, 0,333 mol) a voda (140 ml). Reakcia prebiehala pod refluxom pri teplote 100 °C
po dobu 24 hodin. Po vychladnuti bola zmes okyslenéa do pH 4 kyselinou chlorovodikovou,

vytvorena zrazenina (17) bola prefiltrovand, premytd vodou a vysusend v prostredi vakua.

Schéma reakcie:

OH
N
(j\/o NaOH, H,0,, H,0 @N
N F 100 °C NG F
H
9 17

Vytazok reakcie: 3,863 g, 95 %
Sumarny vzorec: C14HoFN>O
Molekulova hmotnost’: 240,24
Charakteristika:
Biela amorfna latka; t.t. v literatare 232-234 °C*3

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 12.59 (s, 1H, OH), 8.17 — 8.14 (m, 1H, Ar),
8.07 — 8.03 (m, 1H, Ar), 8.02 — 7.98 (m, 1H, Ar), 7.86 — 7.82 (m, 1H, Ar), 7.76 — 7.74 (m,
1H, Ar), 7.63 — 7.57 (m, 1H, Ar), 7.56 — 7.51 (m, 1H, Ar), 7.46 — 7.41 (m, 1H, Ar).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) § 163.2, 162.3, 161.3, 150.3 (d, J = 332.3 Hz),
135.2, (d, J= 8.0 Hz), 134.9, 130.9 (d, J = 8.3 Hz), 127.7, 127.1, 126.1, 124.1 (d, J = 2.8
Hz), 121.3, 118.4 (d,J=21.1 Hz), 114.7 (d, J = 24.0 Hz).

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 241.0 [M+H]" (100), 221.1 (17), 198.1 (5),
180.2 (3), 165.1 (2), 153.1 (3), 131.1 (1), 117.1 (5),97.2 (3),91.0 (13), 83.1 (3).

IR (ATR-Ge): 1025, 1092, 1107, 1150, 1201, 1252, 1279, 1297, 1310, 1347,
1438, 1454, 1471, 1483, 1507, 1566, 1583, 1610, 1678, 2912, 3042 cm™.
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Namerané spektra stihlasia so zdznamom v literattire®>.
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6.2.5. 2-(3-brémpyridin-4-yl)chinazolin-4-ol
Postup pripravy:

K zmesi 3-brom-N-(2-kyanofenyl)-izonikotinamidu (13) (3,158 g, 10,45 mmol)
a hydroxidu sodného (11,572 g, 0,289 mol) bol postupne pridavany 30% vodny roztok
peroxidu vodika (18 ml, 0,176 mmol) a voda (75 ml). Reakcia prebiehala pod refluxom pri
teplote 100 °C po dobu 24 hodin. Po vychladnuti bola reakénd zmes zneutralizovana
kyselinou chlorovodikovou do pH 4. Vytvorend zrazenina (18) bola prefiltrovana, premyta

vodou a vysusend v prostredi vakua.

Schéma reakcie:

//N OH
(@) Br NaOH, H,0,, H,O NN Br
H | _N | _N
13 18

Vytazok reakcie: 2,935 g, 93 %
Sumarny vzorec: C13HgBrN3zO
Molekulova hmotnost™: 302,13
Charakteristika:

Zltasta amorfna latka

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.93 (s, 1H, Ar), 8.73 (d, /= 4.8 Hz, 1H, Ar),
8.19 (dd, J= 8.0, 1.5 Hz, 1H Ar), 7.92 — 7.82 (m, 1H, Ar), 7.79 — 7.66 (m, 2H, Ar), 7.64
~7.56 (m, 1H, Ar).

I3C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 161.4, 151.9, 151.4, 148.9, 148.4, 142.8,
135.0, 127.7,127.7, 126.1, 125.2, 121.6, 119.4.

LRMS (APCI): m/z (relativna intenzita) 302.2 [M+H]" (100), 258.1 (9), 224.2
(8), 175.1 (1), 119.1 (1), 92.1 (3).

IR (ATR-Ge): 1030, 1083, 1102, 1111, 1145, 1215, 1242, 1261, 1280, 1304,
1318, 1337, 1400, 1455, 1468, 1498, 1526, 1565, 1589, 1606, 1665, 1682, 2919, 3038

3419 cm™.
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6.3. Priprava derivatov 4-sulfonylchinazolinu
6.3.1. 2-[4-(metylsulfonyl)fenyl]chinazolin-4-tiol
Postup pripravy:

K navazke 2-[4-(metylsulfonyl)fenyl]chinazolin-4-olu (14) (0,611 g, 2,03 mmol)
bol pridany sulfid fosfore¢ny (0,457 g, 2,06 mmol) rozpusteny v pyridine (15 ml). Takto
pripravend zmes bola zahriata na 120 °C a reakcia prebichala pri tejto teplote po dobu 5
hodin pod refluxom. Vysledny produkt (19) bol ziskany rozdel'ovacim chromatografickym
stipcom, ktorého stacionarnou fazou bol silikagél, mobilnou fazou zmes hexan — etylacetat
v pomere 9:1. Zvyskové rozpustadla boli odparené dosucha pomocou rotacnej vakuove;j

odparky pri teplote 60 °C.

Schéma reakcie:

OH SH
@N P2Ss, pyridin @N
— - = ~

N 120 °C, reflux N
Q ?
s S
(@] (0]

14 19

Vytazok reakcie: 0,336 g, 52 %
Sumarny vzorec: C1sH12N2S202
Molekulova hmotnost’: 316,39
Charakteristika:

Zltasta amorfna latka

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & 14.15 (s, 1H, SH), 8.65 — 8.61 (m, 1H, Ar),
8.42 — 8.37 (m, 2H, Ar), 8.15 — 8.08 (m, 2H, Ar), 7.96 — 7.91 (m, 1H, Ar), 7.83 — 7.80 (m,
1H, Ar), 7.67 — 7.62 (m, 1H, Ar), 3.31 (s, 3H, SCH).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 188.1, 150.8, 143.5, 137.2, 136.1, 130.1,
129.3,129.1, 128.4, 128.3, 127.6, 127.5, 125.5, 43.8.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 315.1 [M-H] (100), 298.2 (10), 283.3 (3),
255.3 (1).
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IR (ATR-Ge): 3072, 2923, 2853, 1597, 1568, 1505, 1466, 1331, 1282, 1227,
1192, 1146, 1091, 1018 cm™'.
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6.3.2. 2-[4-(terc-butyl)fenyl]chinazolin-4-tiol
Postup pripravy:

K navazenému mnozstvu 2-[4-(terc-butyl)fenyl]chinazolin-4-olu (15) (1,001 g, 3,6
mmol) bol pridany sulfid fosfore¢ny (0,802 g, 3,61 mmol) rozpusteny v pyridine (25 ml).
Zmes bola zahriata na 120 °C po dobu 5 hodin, pricom reakcia prebiehala pod refluxom.
Vysledny produkt (20) bol odizolovany rozdelovacou stipcovou chromatografiou, pri¢om
staciondrnou fazou bol silikagél, mobilnou bola zmes hexan — etylacetat v pomere 9:1.
Zvyskové rozpustadla boli odparené¢ dosucha pomocou rotacnej vakuovej odparky pri

teplote 60 °C.

Schéma reakcie:

OH SH
@ N P,Ss, pyridin @ N
~ - = ~
N 120 °C, reflux N
15 20

Vytazok reakcie: 0,437 g, 41 %
Sumarny vzorec: CisHigN2S
Molekulova hmotnost’: 294,42
Charakteristika:

Oranzova amorfna latka

TH NMR: (500 MHz, CDCl3) 6 10.95 (s, 1H, SH), 8.75 — 8.70 (m, 1H, Ar), 8.01 —
7.97 (m, 2H, Ar), 7.60 — 7.56 (m, 2H, Ar) 7.84 — 7.81 (m, 2H, Ar), 7.55—7.50 (m, 1H,
Ar), 1.38 (s, 9H, CCH3).

13C NMR: (126 MHz, CDCl3) 8 187.4, 155.8, 150.0, 145.0, 135.6, 130.0, 128.8,
128.5,128.0, 127.7, 126.7, 126.3, 35.0, 31.1.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 293.0 [M-H]" (100) 277.0 (15).
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IR (ATR-Ge): 1019, 1030, 1077, 1112, 1125, 1134, 1155, 1198, 1225, 1253,
1267, 1284, 1303, 1319, 1347, 1364, 1404, 1435, 1467, 1500, 1569, 1594, 1665, 2963,
3049 cm™.
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6.3.3. 2-[4-(trifluérmetoxy)fenyl]chinazolin-4-tiol
Postup pripravy:

K navazenému mnozstvu 2-[4-(trifluérmetoxy)fenyl]chinazolin-4-olu (16) (50 mg,
0,163 mmol) bol pridany sulfid fosfore¢ny (36 mg, 0,163 mmol) rozpusteny v pyridine (10
ml). Zmes bola zahriata na 120 °C po dobu 5 hodin, pricom reakcia prebiehala pod
refluxom. Vysledny produkt (21) bol odizolovany rozdelovacou stipcovou
chromatografiou, pricom stacionarnou fazou bol silikagél, mobilnou bola zmes hexan —
etylacetat v pomere 9:1. Zvyskové rozpust'adla boli odparené dosucha na rota¢nej vakuove;j

odparke pri 60 °C.

Schéma reakcie:

SH
d\ PZS5 pyridin @N
)\O\ 120 °C reflux N/)\O\
OCF, OCF,
21

Vytazok reakcie: 0,035 g, 67 %
Sumarny vzorec: C1sHoF3N2OS
Molekulova hmotnost™: 322,31
Charakteristika:

Z1td amorfna latka

TH NMR: (500 MHz, DMSO-dc)  11.05 (s, 1H, SH), 8.75 — 8.70 (m, 1H, Ar),
8.18 — 8.09 (m, 2H, Ar), 7.89 — 7.79 (m, 2H, Ar), 7.59 — 7.53 (m, 1H, Ar), 7.45 — 7.40 (m,
2H, Ar).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 187.5, 152.0, 148.7, 144.6, 135.9, 130.3,
130.1, 128.7, 128.5, 127.8, 121.4, 119.3 (q, J = 256.2 Hz), 29.7.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 323.1 [M+H]" (100), 307.1 (17), 289.1
(21.5), 264.1 (1), 91.1 (2).
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IR (ATR-Ge): 3117, 2920, 2850, 1603, 1570, 1503, 1468, 1437, 1348, 1265,
1252, 1225, 1201, 1164, 1134, 1111, 1082, 1032, 1019 cm™.
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6.3.4. 2-(3-fluérfenyl)chinazolin-4-tiol
Postup pripravy:

K navazenému mnozstvo 2-(3-fluérfenyl)chinazolin-4-olu (17) (1,002 g, 4,2 mmol)
bol pridany sulfid fosforecny (0,934 g, 4,2 mmol) rozpusteny v pyridine (10 ml). Zmes
bola zahriata na 120 °C po dobu 5 hodin, pricom reakcia prebichala pod refluxom.
Vysledny produkt (22) bol odizolovany rozdelovacou stipcovou chromatografiou, pri¢om
staciondrnou fazou bol silikagél, mobilnou bola zmes hexan — etylacetat v pomere 9:1.

Zvyskové rozpustadla boli odparené dosucha na rota¢nej vakuovej odparke pri 60 °C.

Schéma reakcie:

SH

d\ P285 pyridin @N
)\©/ 120 °C, reflux N/)\©/F

22

Vytazok reakcie: 0,577 g, 54 %
Sumarny vzorec: C14HoFN2S
Molekulova hmotnost’: 256,30
Charakteristika:
Zlta amorfna latka; t.t. v literatare 143-145 °C*

'H NMR: (500 MHz, DMSO-ds) § 14.0 (s, 1H, SH), 8.64 — 8.58 (m, 1H, Ar),
8.04 —7.97 (m, 2H, Ar), 7.93 — 7.88 (m, 1H, Ar), 7.81 — 7.77 (m, 1H, Ar), 7.64 — 7.57 (m,
2H, Ar), 7.49 — 7.42 (m, 1H, Ar).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-de) & 163.0, 161.1, 150.5 (d, J= 2.9 Hz), 144.2,
135.7, 134.5 (d, J = 8.1 Hz), 130.8 (d, /= 8.1 Hz), 129.5, 128.5, 127.9, 124.9 (d, J= 2.9
Hz), 118.5 (d, J=21.1 Hz), 115.5 (d, J = 24.2 Hz).

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 254.9]M-H]" (100), 239.0 (2.5).

IR (ATR-Ge): 1029, 1131, 1157, 1193, 1222, 1251, 1302, 1349, 1435, 1446,
1489, 1505, 1561, 1598, 2925, 3158 cm™.
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Namerané spektra stihlasia so zdznamom v literattire®.
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6.3.5. 2-(3-brémpyridin-4-yl)chinazolin-4-tiol
Postup pripravy:

K navazenému mnozstvu 2-(3-(brémpyridin)chinazolin-4-olu (18) (1,011 g, 3,3
mmol) bol pridany sulfid fosfore¢ny (0,744 g, 3.3 mmol) rozpusteny v pyridine (11 ml).
Zmes bola zahriata na 120 °C po dobu 4 hodin, pri¢om reakcia prebiehala pod refluxom.
Vysledny produkt (23) bol odizolovany rozdelovacou stipcovou chromatografiou, pri¢om
staciondrnou fazou bol silikagél, mobilnou bola zmes hexdn — etylacetat v pomere 8:2.

Zvyskové rozpustadla boli odparené dosucha na rotac¢nej vakuovej odparke pri 60 °C.

Schéma reakcie:

OH SH
@N Br P2Ss, pyridin @N Br
N/)\é 120 °C, reflux NT AN
| _N | _N
18 23

Vytazok reakcie: 0,403 g, 38 %
Sumarny vzorec: C13HsBrN3S
Molekulova hmotnost’: 316,96
Charakteristika:

Oranzova amorfna latka

'H NMR: (500 MHz, DMSO-de) 5 8.93 (1H, d, J = 0.6 Hz, Ar), 8.74 (1H, d, J =
4.9 Hz, Ar), 8.64 (1H, dd, J = 8.4, 1.4 Hz, Ar), 7.97 — 7.93 (1H, m, Ar), 7.80 — 7.76 (2H,
m, Ar), 7.70 — 7.66 (1H, m, Ar).

13C NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 187.0, 151.7, 150.1, 148.8, 144.0, 142.3,
135.9,129.4,129.1, 128.5, 128.2, 125.4, 119.7.

LRMS (APCI): m/z (relativna intenzita) 318.9 [M+H]" (100), 302.0 (15), 283.2
(49), 269.2 (8), 255.2 (55), 231.1 (1), 222.0 (11).

IR (ATR-Ge): 1022, 1033, 1075, 1105, 1130, 1148, 1177, 1215, 1238, 1361,
1171, 1308, 1352, 1402, 1435, 1463, 1478, 1507, 1531, 1565, 1579, 1601, 1624, 1655,

1668, 2924, 2975, 3070, 3141cm™.
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6.4. Priprava derivatov 4-metoxychinazolinu a 3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-

onu
6.4.1. 2-[4-(metylsulfonyl)fenyl]-4-metoxychinazolin
Postup pripravy:

K 2-[4-(metylsulfonyl)fenyl|chinazolin-4-olu (14) (0,618 g, 2,06 mmol) bol
pridany uhli¢itan draselny (1,434 g, 10,38 mmol) a aceton (20 ml). K zmesi bol nasledne
pridavany jédmetéan (5,1 ml, 81,92 mmol). Reakcia prebiehala po dobu 4 hodin pri teplote
55 °C. Produkt (24) bol odizolovany pomocou rozdel'ovacieho chromatografického stipca,
pricom stacionarnou fazou bol silikagél, mobilnou fazou bola zmes hexan — etylacetat

v pomere 8:2

Schéma reakcie:

OH o~
N/ aceton, 55°C N/
Q Q
s~ s
(e} (e}
14 24

Vytazok reakcie: 0,223 g, 38 %
Sumarny vzorec: CisH1aN>OS
Molekulova hmotnost™: 282,36
Charakteristika:

Biela amorfna latka

H NMR: (500 MHz, CDCl5) & 8.82 — 8.78 (m, 2H, Ar), 8.21 — 8.18 (m, 1H, Ar),
8.10 — 8.06 (m, 2H, Ar), 8.03 — 8.00 (m, 1H, Ar), 7.89 — 7.85 (m, 1H, Ar), 7.60 — 7.56 (m,
1H, Ar), 4.31 (s, 3H, CHs), 3.12 (s, 3H, CHs).

13C NMR: (126 MHz, CDCl3) 4 167.3, 158.0, 151.5, 143.3, 141.6, 133.8, 129.2,
128.1, 127.4, 127.3, 123.5, 115.5, 54.3, 44.5.
LRMS (ESI): neionizuje
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IR (ATR-Ge): 1020, 1084, 1091, 1107, 1152, 1198, 1272, 1298, 1333, 1352, 1377,
1406, 1452, 1502, 1556, 1576, 1622, 2937, 3005, 3021 cm™.
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6.4.2. 2-[4-(terc-butyl)fenyl]-4-metoxychinazolin a 2[4-(terc-butyl)fenyl]-3-metyl-
3,4-dihydrochinazolin-4-6n

Postup pripravy:

K 2-[4-(terc-butyl)fenyl]chinazolin-4-olu (15) (0,497 g, 1,8 mmol) bol pridany
uhli¢itan draselny (1,2 g, 8,97 mmol) aacetén (23 ml). K tejto zmesi bol postupne
pridavany jédmetan (4,45 ml, 71,6 mmol). Reakcia prebiehala po dobu 4 hodin pri teplote
55 °C. Produkty (25, 26) boli odizolované pouzitim rozdel'ovacieho chromatografického
stipca, pri¢om stacionarnou fazou bol silikagél, mobilnou fizou bola zmes hexan —
etylacetat v pomeroch 9:1 a 7:3. ZvySkové rozpustadla boli odparené na rotacnej vakuove;j

odparke.

Schéma reakcie:

OH o~ 0
@N K20031 CH3| @N (:fj\N/
> +
N/ acetén, 55 °C N/ N/
15 25 26

Produkt 1 — 4-metoxy-2-[4-(terc-butyl)fenyl]|chinazolin (25)
Vytazok reakcie: 0,252 g, 48 %
Sumarny vzorec: C19H20N20
Molekulova hmotnost’: 292,38
Charakteristika:
Beztarebna olejovita latka

H NMR: (500 MHz, CDCl3) § 8.55 — 8.51 (m, 1H, Ar), 8.18 — 8.14 (m, 1H, Ar),
8.02 —7.96 (m, 2H, Ar), 7.84 — 7.79 (m, 1H, Ar), 7.57 — 7.53 (m, 1H, Ar), 7.53 — 7.45 (m,
2H, Ar), 3.92 (s, 3H, CHs), 1.55 — 1.21 (d, J = 24.3 Hz, 9H, C(CHs)3).

3C NMR: (126 MHz, CDCl3) 8 167.1, 156.5, 151.9, 133.3, 129.4, 128.2, 127 .4,
126.1, 125.3,125.3, 123.4, 115.2, 51.9, 35.0, 31.1.
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LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 293.4 [M+H]" (100), 278.2 (12.5), 237.1
(8.8).

IR (ATR-Ge): 1018, 1104, 1117, 1162, 1188, 1243, 1280, 1314, 1329, 1348,
1377, 1393, 1409, 1435, 1453, 1496, 1555, 1576, 1621, 1609, 1724, 2869, 2905, 2961

cm™.
Produkt 2 — 2-[4-(terc-butyl)fenyl]-3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6n (26)
Vytazok reakcie: 0,173 g, 33 %

Sumarny vzorec: C19H20N20

Molekulova hmotnost’: 292,38

Charakteristika:

Biela amorfna latka, t.t. v literatare 192-194 °C®°

'TH NMR: (500 MHz, CDCl3) & 8.35—8.32 (m, 1H, Ar), 8.16 — 8.12 (m, 1H, Ar),
7.85—7.73 (m, 2H, Ar), 7.61 — 7.58 (m, 1H, Ar), 3.54 (s, 3H, NCH3), 1.38 (d, /J=11.6
Hz, 9H, C(CHz3)3).

13C NMR: (126 MHz, CDCl3) 4 162.8, 156.3, 153.4, 147.4, 134.2, 132.5, 127.8,
127.5, 126.8, 126.6, 125.8, 120.5, 34.9, 34.3, 31.2.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 293.2 [M+H]" (100), 87.1 (2.5).

IR (ATR-Ge): 1016, 1113, 1302, 1356, 1418, 1446, 1474, 1555, 1568, 1597,
1608, 1672, 2959, 3065 cm™.

Namerané NMR spektra sa zhoduju so zdznamom v literattre®”.
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6.4.3. 2-[4-(trifluérmetoxy)fenyl]-4-metoxychinazolin a 2-[4-(triflu6rmetoxy)fenyl]-
3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6n

Postup pripravy:

K 2-[4-(trifluérmetoxy)fenyl]chinazolin-2-olu (16) (50 mg, 0,2 mmol) bol pridany
uhli¢itan draselny (0,113 g, 0,8 mmol) a aceton (5 ml). K tejto zmesi bol postupne
pridavany jodmetan (0,5 ml, 8,0 mmol). Reakcia prebiehala po dobu 4 hodin pri teplote 55
°C. Produkty (27, 28) boli odizolované pomocou rozdel'ovacieho chromatografického
stipca, pri¢om stacionarnou fazou bol silikagél, mobilnou fazou zmes hexan — etylacetat

v pomere 9:1 a 8:2. ZvySkové rozpustadla boli odparené na rotacnej vakuovej odparke.
Schéma reakcie:
K,COj, CHsl

OH o~ o)
@ﬁ” @ﬁ” dN/
+
OCF5 OCF5 OCF,
16 27 28

Produkt 1 — 2-[4-(trifluérmetoxy)fenyl]-4-metoxychinazolin (27)

Vytazok reakcie: 0,028 g, 54 %
Sumarny vzorec: Ci6H11F3N20:
Molekulova hmotnost’: 320,27
Charakteristika:

Biela amorfna latka

'H NMR: (500 MHz, CDCls) & 8.67 — 8.60 (m, 2H, Ar), 8.19 — 8.13 (m, 1H, Ar),
8.01 —7.95 (m, 1H, Ar), 7.87 — 7.79 (m, 1H, Ar), 7.58 — 7.50 (m, 1H, Ar), 7.40 — 7.32 (m,
2H, Ar), 4.28 (d, J = 0.8 Hz, 3H, OCHs)

13C NMR: (126 MHz, CDCl3) 8 167.2, 158.7, 151.7, 151.0, 136.7, 133.6, 130.1,
1279, 126.7, 123.5, 120.5, 120.5 (q, J = 257.5 Hz) 115.3, 54.11.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 321.1 [M+H]" (100), 289.0 (2), 202.1 (15).
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IR (ATR-Ge): 1018, 1088, 1102, 1119, 1146, 1156, 1172, 1195, 1208, 1349,
1264, 1331, 1354, 1374, 1415, 1452, 1459, 1499, 1511, 1563, 1577, 1601, 1624, 1732,
2850, 2919 cm™.

Produkt 2 — 2-[4-(trifluérmetoxy)fenyl]-3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6n (27)
Vytazok reakcie: 0,019 g, 36%
Sumarny vzorec: Ci6H11F3N20:
Molekulova hmotnost™: 320,27
Charakteristika:
Biela amorfné latka

IH NMR: (500 MHz, CDCl3) 5 8.36 — 8.31 (m, 1H, Ar), 7.81 — 7.74 (m, 1H, Ar),
7.77 —7.70 (m, 1H, Ar), 7.69 — 7.62 (m, 2H, Ar), 7.56 — 7.49 (m, 1H, Ar), 7.42 — 7.37 (m,
2H, Ar), 3.52 (s, 3H, NCHz).

13C NMR: (126 MHz, CDCl3) 8 162.6, 154.8, 150.4, 147.1, 134.5, 134.0, 129.9,
127.5,127.3,126.8, 122.6 (q, J = 256.5 Hz), 121.3, 120.6, 34.3.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 321.5 [M+H]" (100), 202.1 (15).

IR (ATR-Ge): 1018, 1044, 1108, 1148, 1179, 1211, 1260, 1275, 1291, 1356,
1414, 1445, 1476, 1513, 1567, 1579, 1595, 1609, 1674, 2855, 2925, 2960 cm.
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6.4.4. 2-(3-fluérfenyl)-4-metoxychinazolin a 2-(3-fluérfenyl)-3-metyl-3,4-

dihydrochinazolin-4-6n
Postup pripravy:

K 2-(3-fluérfenyl)chinazolin-4-olu (17) (1,008 g, 4,2 mmol) bol pridany uhli¢itan
draselny (2,9 g, mmol) a aceton (60 ml). K zmesi bol nasledne pridavany jédmetan (10,5
ml, mmol). Reakcia prebiehala po dobu 4 hodin pri teplote 55 °C. Produkty (29, 30) boli
odizolované pomocou rozdelovacieho chromatografického stipca, pric¢om stacionarnou
fazou bol silikagél, mobilnou fazou zmes hexan — etylacetat v pomere 8:2 a 6:4. Zvyskové

rozpust'adla boli odparené na rotacnej vakuovej odparke.

Schéma reakcie:
OH o~ o)
@N KzCO3, CH3| @N d‘\N/
+
17 29 30

Produkt 1 — 2-(3-flu6érfenyl)-4-metoxychinazolin (29)

Vytazok reakcie: 0,523 g, 49%
Sumarny vzorec: Ci1sH11FN2O
Molekulova hmotnost’: 254,26
Charakteristika:

Biela amorfna latka

'H NMR: (500 MHz, CDCls) & 8.42 — 8.39 (m, 1H, Ar), 8.33 — 8.28 (m, 1H, Ar),
8.19 — 8.14 (m, 1H, Ar), 8.02 — 7.97 (m, 1H, Ar), 7.86 — 7.52 (m, 1H, Ar), 7.57 — 7.52 (m,
1H, Ar), 7.51 — 7.45 (m, 1H, Ar), 7.22 — 7.16 (m, 1H, Ar), 4.30 (s, 3H, OCH3).

13C NMR: (126 MHz, CDCl3) 5 167.1, 163.1 (d, J = 244.6 Hz), 158.7 (d, J= 3.3
Hz), 151.6, 140.6 (d, J= 7.9 Hz), 133.6, 129.8 (d, J= 8.1 Hz), 128.0, 126.7, 124.0 (d, J =
2.8 Hz), 123.4,117.2 (d, J=21.5 Hz), 115.4, 115.2 (d, J = 23.0 Hz), 54.12.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 255.1 [M+H]* (100), 136.1 (18.8).
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IR (ATR-Ge): 1082, 1107, 1137, 1164, 1182, 1201, 1249, 1263, 1328, 1343,
1354, 1378, 1417, 1341, 1489, 1500, 1532, 1578, 1596, 1624, 1646 cm".

Namerané NMR spektra suhlasia so zdznamom v literattire’.

Produkt 2 — 2-(3-fluérfenyl)-3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6n (30)
Vytazok reakcie: 0,480 g, 45%
Sumarny vzorec: CisHi1FN2O
Molekulova hmotnost’: 254,26
Charakteristika:
Biela amorfné latka

IH NMR: (500 MHz, CDCl3) § 8.37 — 8.31 (m, 1H, Ar), 7.81 — 7.72 (m, 2H, Ar),
7.56 — 7.49 (m, 2H, Ar), 7.39 — 7.35 (m, 1H, Ar), 7.34 — 7.30 (m, 1H, Ar), 7.28 — 7.22 (m,
1H, Ar), 3.51 (s, 3H, NCH3)

13C NMR: (126 MHz, CDCLy) & 163.1 (d, J = 143.5 Hz), 161.7, 154.7 (d, J= 2.5
Hz), 147.1,137.2 (d,J= 7.9 Hz), 134.42, 130.7 (d, J = 8.2 Hz), 127.5, 127.3, 126.7, 123.8
(d,J=3.2 Hz), 120.6, 117.2 (d, J=21.0 Hz), 115.5 (d, J = 23.3 Hz), 34.1.

LRMS (ESI): m/z relativna intenzita 255.1 [M+H]" (100), 136.1 (20).

IR (ATR-Ge): 1004, 1049, 1111, 1147, 1159, 1167, 1188, 1225, 1253, 1269,
1303, 1350, 1407, 1418, 1439, 1473, 1490, 1568, 1581, 1591, 1617, 1650, 3051 cm™.
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6.4.5. 2-(3-brémpyridin-4-yl)-3-metyl-3,4-dihydrochinazolin-4-6n
Postup pripravy:

K 2-(3-brompyridin-4-yl)chinazolin-4-olu (18) (0,504 g, 1,7 mmol) bol pridany
uhli¢itan draselny (1,144 g, 8,3 mmol) a aceton (25 ml). K zmesi bol nasledne pridavany
jodmetan (2,1 ml, 33,1 mmol). Reakcia prebiehala pri teplote 55 °C po dobu 4 hodin.
Vysledny produkt (31) bol ziskany odizolovanim pomocou rozdelovacieho
chromatografického stipca, pri¢om stacionarnou fazou bol silikagél, mobilnou fizou zmes

hexan — etylacetat v pomere 2:8.

Schéma reakcie:

OH 0
@N Br K2CO3, CHl (:ﬁ‘\N/ Br
N/ X aceton, 55 °C N/ X
18 31

Vytazok reakcie: 0,237 g, 45 %
Sumarny vzorec: C14H10BrN3;O
Molekulova hmotnost™: 316,16
Charakteristika:

Zltasta amorfna latka

H NMR: (500 MHz, CDCl3) § 8.92 (d, J= 0.7 Hz, 1H, Ar), 8.76 (d, J = 4.8 Hz,
1H, Ar), 8.41 — 8.36 (m, 1H, Ar), 7.85 — 7.78 (m, 1H, Ar), 7.78 — 7.72 (m, 1H, Ar), 7.62 —
7.55 (m, 1H, Ar), 7.44 (dd, J= 4.8, 0.7 Hz, 1H, Ar), 7.27 (s, 1H, Ar), 3.42 (s, 3H, NCH).

3C NMR: (126 MHz, CDCl3) 8 161.7, 152.6, 152.1, 149.2, 147.0, 143.7, 134.6,
127.9,127.7,126.9, 123.6, 121.0, 119.6, 32.4

MS: neionizuje

IR (ATR-Ge): 1023, 1049, 1094, 1116, 1153, 1187, 1218, 1266, 1282, 1300,
1333, 1355, 1399, 1423, 1473, 1530, 1565, 1579, 1597, 1697, 2922 cm™.
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7. ZAVER

Pocas vypracovania mojej diplomovej prace som celkovo syntetizoval dvadsat'tri
latok, z ktorych pét’ patrilo do skupiny N-(2-kyanofenyl)arylamidov a osemndst’ latok zo

skupiny derivatov chinazolinu.

Najskor som vykonal syntézu N-(2-kyanfenyl)arylamidov reakciou chloridov
arylkarboxylovych kyselin (2, 4, 6, 8, 12) s 2-aminobenzonitrilom (1). Takto bolo
ziskanych pat’ amidov — N-(2-kyanfenyl)-4-(metylsulfanyl)benzamid (3), N-(2-kyanfenyl)-
4-(terc-butyl)benzamid (5), N-(2-kyanfenyl)-4-(trifluormetoxy)benzamid (7) popisany
v literatire, = N-(2-kyanfenyl)-3-fluorbenzamid (9) a  3-brom-N-(2-kyanfenyl)-

izonikotinamid (13). Tieto zluCeniny neboli testované na biologicku aktivitu.

Po syntéze vysSie zmienenych amidov nasledovala priprava derivatov 4-
hydroxychinazolinu cyklizaciou tychto latok (3, 5, 7, 9, 13) z predchadzajucich reakcii.
Takto som syntetizoval pédt’ derivatov chinazolin-4-olu, ktoré okrem iného sluzili ako
reaktanty  pre  dalSie  modifikacie  chinazolinového  skeletu —  2-[4-
(metylsulfonyl)fenyl]chinazolin-4-ol (14), 2-[4-(terc-butyl)fenyl]chinazolin-4-ol (15), 2-
[4-(trifluormetoxyl)fenyl|chinazolin-4-ol (16), 2-(3-fluérfenyl)chinazolin-4-o0l (17) a 2-(3-
brémpyridin-4-yl)chinazolin-4-ol (18). Latky (15 — 17) boli popisané v literatire.

Dal§im typom reakcii, ktorym som obmenil predlohovit molekulu chinazolinu, bola
syntéza derivatov 4-sulfanylchinazolinu s pouzitim latok predchédzajucej série (15 — 17).
Tymito reakciami som syntetizoval pat’ 1atok — 2-[4-(metylsulfonyl)fenyl]chinazolin-4-tiol
(19), 2-[4-(terc-butyl)fenyl]chinazolin-4-tiol (20), 2-[4-(trifluérmetoxy)fenyl]chinazolin-
4-tiol (21), 2-(3-fludrfenyl)chinazolin-4-tiol (22) popisany v literature a 2-(3-
brompyridin-4-yl)chinazolin-4-tiol (23).

Poslednymi reakciami boli syntézy derivatov 4-metoxychinazolinu a 3-metyl
chinazolin-4-6nu metylaciou latok pripravenych predchadzajacimi reakciami (14 — 18),
¢oho vysledkom bolo 8 produktov — 4-metoxy-2-[4-(metylsulfonyl)fenyl]chinazolin (24),
4-metoxy-2-[4-(terc-butyl)fenyl]chinazolin (25), 3-metyl-2[4-(terc-
butyl)fenyl]chinazolin-4-6n (26), 4-metoxy-2-[4-(trifluéormetoxy)fenyl]|chinazolin (27), 3-
metyl-2-[4-(triflu6rmetoxy)fenyl]chinazolin-4-6n (28), 4-metoxy-2-(3-
fluorfenyl)chinazolin (29), 3-metyl-2-(3-fludrfenyl)chinazolin-4-6n (30) a 3-metyl-2-(3-
brompyridin-4-yl)chinazolin-4-6n (31).
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Pocas testovania biologickej aktivity bolo preukazané, Zze ani jedna z testovanych
zlicenin nevykazuje vyssi aktivacny uc¢inok na hCAR receptor, ako predlohova molekula
2-(3-metoxyfenyl)chinazolin-4-olu (II) alebo Standard CITCO, no napriek tomu sa pre
buduce stadie jedné o skupinu potencialnych agonistov hCAR receptora (mozné obmeny

na kruhu A).
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10. ZOZNAM SYMBOLOYV A SKRATIEK

ABC

ACC

ASBT

AF-1/2

AHR

APCI

ATR

CAR

CCRP

CGD

CITCO

CPT

CRR

CTE

DBD

DMSO

ECI

EGF

EGFR

ELOVL6

ERK1/2

ESI

FASN

ATP-binding cassette

acetyl-CoA carboxylase

apical sodium — bile acid transporter
activation function 1/2

aryl hydrocarbon receptor
atmospheric-pressure chemical ionization
attenuated total reflectance

konstitutivny androstanovy receptor
cytoplasmic CAR retention protein
cholesterol gallstone disease

6-(4-chlorfenyl)imidazo[2,1-b]tiazol-5-karbaldehyd-O-(3,4-

dichlorbenzyl)oxim

carnitine palmitoyltransferase
cytoplasmic retention region
carboxy-terminal extension
DNA-binding domain

dimetylsulfoxid

enoyl-CoA isomerase

epidermal growth hormone

epidermal growth hormone receptor
elongation of long-chain fatty acids family member 6
extracellular signal-regulated kinase 1/2
elektrosprejova ionizacia

fatty acid synthase
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FOXO1
GPAT
GR
GRIP1
GSTA1
HRE
HSP
IRD
IRS
LBD
LCA
LRMS
MRP2
NMR
NLS1/2
NRI1
ORD
OSTao/B
PAPS
PBREM
PBP
PEPCK
PKC

PP2A

forkhead box protein 1
glycerol-3-phosphate acyltransferase
glukokortikoidovy receptor
GR-interacting protein 1

glutathione S-transferase a 1/2
hormone response element

heat-shock protein

inner ring deiodination

insuline response sequences

ligand binding domain

kyselina litocholova

low resolution mass spectrography
multidrug resistance-associated protein 2
nukledrna magneticka rezonancia
nuclear localization signal 1/2

nuclear response element 1

outer ring deiodination

basolateral organic solute transporter o/f3
3¢-fosfoadenosin-5‘-fosfosulfat
phenobarbital response element module
PPAR-binding protein
phosphoenolpyruvate carboxykinase
proteinkinaza C

proteinfosfataza 2A
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PXR

RACKI

RXR

SDC1

SLC21A6

SRC1

SREBP-1c

SULT

S07662

T0901317

T3

T4

TH

THRSP

TRH

TSH

UGT

VDR

XRS

pregnanovy X receptor

receptor aktivovanej C-kinazy 1

retinoidny X receptor

stearyl-CoA desaturase 1

organic anion transporter SLC21A6

nuclear receptor coactivator 1

sterol regulatory element-binding protein 1c

sulfotransferdza
N-[(2-metyl-3-benzofuranyl)metyl]-N'-(2-tienylmetyl)mocovina

N-[4-(1,1,1,3,3,3-hexafludr-2-hydroxypropan-2-yl)fenyl]-N-(2,2,2-

trifludretyl)benzénsulfonamid

trijodtyronin

tyroxin

tyroidné hormony

thyroid hormone-responsive spot 14 protein
thyroid-releasing hormone

tyroideu stimulujiici hormoén
uridin-5°‘-difosfat glukuronosyltranferaza
vitamin D receptor

xenochemical response signal
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