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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra organické a bioorganické chemie

Kandidat: Ing. Michala Jirsova
Skolitel: PharmDr. Marcel Spulak Ph.D.

Nazev diplomové prace: Syntéza agonisti mysiho CAR receptoru

Tato préace je zaméfena na syntézu potencialnich agonistii mysiho CAR receptoru.
Jedna se o strukturni obmény ptredlohové molekuly TCPOBOP, kdy byl jeden ze dvou
pyridinovych cykla ze struktury vynechan a fenylovy fragment byl substituovan elektron
donorovymi i akceptorovymi funkénimi skupinami. Syntézy byly uskute¢nény na zaklade
nukleofilni aromatické substituce vychazejici z 2,3,5-trichlorpyridinu a pftislusné
obménéného fenolu. Byla pfipravena série dvaceti derivati pyridinu, u nichZ byl stanoven
jejich  potencidlni agonismus/antagonismus vici mySimu CAR receptoru. Pé&t
z testovanych latek vykazovalo slaby aktiva¢ni Gc¢inek, ovSem u dalSich tii latek byla
pozorovana potencialni inhibi¢ni aktivita. Tyto pfipravené slouceniny byly rovnéz
testovany pro ovéteni jejich potencialni toxicity na HepG2 bunécné linii, bakteriich,
mykobakteriich a fungalnich kmenech. Aktivita byla pozorovéana pouze u jednoho

mykobakteridlniho kmenu, jednalo se o Mycobacterium kansasii.
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ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Organic and Bioorganic Chemistry

Candidate: Ing. Michala Jirsova
Supervisor: PharmDr. Marcel Spulak Ph.D.

Title of thesis: Synthesis of mouse CAR receptor analogs

This diploma thesis is focused on the synthesis of potential mouse CAR receptor
agonists. Prepared compounds resulted from the structural changes of the template
molecule TCPOBOP, when one of the two pyridine rings was removed from the structure
and the phenyl moiety was substituted by both electron donor and acceptor functional
groups. The syntheses were carried out on the basis of nucleophilic aromatic substitution
starting from 2,3,5-trichloropyridine and appropriately substituted phenol. A series of
twenty derivatives were prepared and their potential agonism/antagonism against the
mouse CAR receptor was determined. Five of the tested substances showed a weak
activation effect, furthermore, potential inhibitory activity was observed for the other
three substances. These prepared compounds were tested on the HepG2 cell line, and their
possible effect on selected bacteria, mycobacteria and fungal strains was also investigated
to verify potential toxicity. Activity was observed in only one mycobacterial strain,

Mycobacterium kansasii.

Keywords: CAR receptor, pyridine, phenol, nucleophilic aromatic substitution
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1. UVOD

Konstitutivni androstanovy receptor (CAR) je ¢lenem superrodiny nuklearnich
receptortl, ktery je pfedevsim exprimovén v jatrech a tenkém strevé.! Ackoliv jsou
piesné funkce CAR receptoru stalym predmétem vyzkumu, lze jej povazovat za
klicovy xenosenzor, podilejici se na regulaci nejen xenobiotického, ale i
endobiotického metabolismu, a to predev§im diky vlivu na expresi enzymu
metabolismu I. a II. faze a také nékterych z transportéri. V prubéhu zkoumani vSak
bylo zjiSténo, ze také disponuje vyznamnym pleiotropnim ucinkem nejen na
fyziologické, ale i patologické procesy v organismu.? Jeho aktivaci je mozna
detoxikace a exkrece endogennich metabolitii, jako jsou zlucové kyseliny a bilirubin.
Je schopen zéasadné ovlivnit metabolismus lipidi a glukozy, ale také pohlavnich a
thyroidnich hormont.’> Nejnovéjsi studie poukazuji na jeho moznost podilet se na
komunikaci mezi jednotlivymi butikami, regulaci bun&éného cyklu a karcinogenezi.*

Diky témto zasadnim vliviim je v soucasné dobé intenzivné zkouman jeho
terapeuticky potencial, ovS§em doposud znamé ligandy mysiho ¢i lidského CAR
receptoru jsou bud’ nepiimé nebo velmi malo selektivni, a proto je snaha najit nové
ligandy, které by umoznily detailn&jsi porozuméni funkci tohoto receptoru.’

Prostiednictvim nukleofilni aromatické substituce bylo v této praci pfipraveno
celkem dvacet latek, a to reakci 2,3,5-trichlorpyridinu s komeréné dostupnymi fenoly,
za ucelem vyvoje potencidlné vice selektivnich a pfimych agonistlh mysiho, pfipadné

lidského CAR receptoru.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Konstitutivni androstanovy receptor (CAR)

CAR receptor je clenem nejen superrodiny nuklearnich receptord, ale také spada
hloubgji do podrodiny 1, skupiny I a t¥idy 3. U lidi je kddovan genem NR113.? Poprvé
byl popsan v roce 1994, kdy byla izolovana jeho lidskd cDNA* a dfive byl oznaovan
jako MB67. Mysi receptor byl izolovan a popsan az o nékolik let pozd&ji v roce 1997.°
Zkratka CAR plvodné vychazejici z ,, constitutive activator of retinoic response “ byla
diive ptisuzovana jeho schopnosti vytvaret heterodimer s pregnanovym X receptorem
(PXR).** Takto vznikly heterodimerni komplex umozZiiuje bezprostiedné cilit na
responzivni elementy retinové kyseliny (RAREs) v promotorovych oblastech gend.
CAR a PXR tak reguluji geny s dilezitymi metabolickymi funkcemi.® Rozsah CAR
aktivace je v8ak v porovnani s PXR vyrazné niz$i.’

Pozdé&ji bylo zjisténo, ze dva metabolity testosteronu (Obrazek 1)
Sa-androstan-3a-ol (androstanol) 1 a Sa-androst-16-en-3a-ol (androstenol) 2 se
vyznauji schopnosti potlacit konstitutivni aktivitu CAR in vitro. Jedna se tak o

endogenni ligandy piisobici jako inverzni agonisté.”
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Obrazek 1. Inverzni agonisté CAR receptoru androstanol 1 a androstenol 2.

V ramci rodiny nukledrnich receptorit CAR vynika svou unikatni schopnosti
byt konstitutivné aktivni i v nepfitomnosti pfimo se vazajicich ligandd. Soucasné si
vSak zachovéava jistou moZznost byt aktivovan a piipadné inhibovan piimymi i
nepiimymi chemickymi modulatory riiznych struktur,® proto je dnes tento receptor
nazyvan jako ,konstitutivni androstanovy receptor.* Z toho plyne, ze CAR receptor
muze byt aktivovan dvojim zptisobem, a to bud’ pfimou aktivaci prostfednictvim

ligandu, nebo nepfimym aktivaénim mechanismem.?



Neékdy se lze také setkat u CAR receptoru s oznacenim sirotCi ,,orphan
receptor, a to z toho diivodu, Ze jejich piirozeny selektivni fyziologicky ligand neni
zcela znam, 1 prestoze jsou znamé endogenni i exogenni slouceniny aktivujici tento
receptor. JelikoZ jsou pro tyto receptory popsany funkéni ligandy, mize byt dale
konkrétnéji fazen mezi ,,adopted orphan‘ receptor. Tento pojem je vyuzivan
v ptipad¢, ze endogenni ligand byl objeven az po nalezeni receptoru. Vzhledem
k tomu, ze endogenni ligand je jiz znam, ale jeho fyziologické funkce neni zcela jasné
objasnéna, lze se také setkat s oznacenim receptoru ,, mystery orphan ‘“*

Zajem o CAR receptor byl v pocatcich jeho objevu velmi nizky, avSak
v poslednich letech znaéné vzrostl.> Vzhledem k tomu, Ze ptesnd role CAR receptoru
neni jesté zcela prozkoumana, predevs§im z nedostatku ptimych a selektivnich ligandi,
je velk snaha o komplexni porozuméni jeho vyznamu.’

Prvotni studie prostfednictvim fenobarbitalu 3 (Obrazek 2) a podobné
pusobicich induktori pfineslo fadu vyznamnych poznani ohledné jeho fyziologickych
funkei. Bylo prokazano, Ze aktivaci CAR receptoru fenobarbitalem vede k indukci
geni kodujicich CYP2B podrodiny cytochromu P450. Tim byla odhalena jeho
potencidlni role v detoxikacnich a exkre¢nich mechanismech xenobiotik, proto je také

¢asto oznacovan jako ,.xenosenzor.’
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Obrazek 2. Fenobarbital jako aktivator CAR.?

Vzhledem k tomu, ze CAR poskytuje unikatni integrovany systém skrze
signalizaéni drahy vlivem pfimé modulace exprese genu a také vzajemnou interakci
s dalSimi nuklearnimi receptory, je proto ziejme schopen fidit i metabolismus
endogenné produkovanych latek.’ Dosavadni studie poukazuji pfedevsim na ovlivnéni
metabolismu lipidi, glukézy, bilirubinu, Zlu¢ovych kyselin, thyroidnich a pohlavnich

hormomii.>



2.1.1 Struktura CAR receptoru

Struktury nuklearnich receptorti jsou si vzijemné velmi blizké a jejich
molekuly tak nesou charakteristické uspotfadani. Bézné nuklearni receptory se obvykle
skladaji z péti proteinovych domén, pficemz pro CAR jsou typické Ctyfi majoritni
useky, jako je ligand-vazajici doména, DNA-vazajici doména a dv¢ transaktivacni
domény AF-1 a AF-2 (Obrazek 3).® Tento nepatrny rozdil by mohl vysvétlovat
nékteré jedinecné vlastnosti CAR receptoru, pfipadné i jeho konstitutivni aktivitu.’
CAR receptory se od béznych nuklearnich receptort také vyrazné odlisuji flexibilngjsi
a veétsi hydrofilni kapsou, takzvanou ligand-vazajici doménou na C-konci, nazyvanou
LBD.! Na zikladé uspofddanych aminokyselinovych skupin v nich dochazi
k nekovalentnim interakcim ligandii, naptiklad hormont, Zlu¢ovych kyselin, lipidl a
rtiznych xenobiotik.!! Diky tomu tyto receptory nesou nizsi substratovou specifitu, a
tim umoziuji vazbu Siroké $kéle slou¢enin lisici se svou strukturou.!? V této ¢asti jsou
také pritomny signalni proteinové regiony, napt. NLS (nuclear localisation signal) ¢i
NES1 a NES2 (nuclear export signal). Signalni proteiny zajist'uji pohyb mezi jadrem.
Samotnou lokalizaci receptoru v bunice umoziiuje sekvence XRS (xenobiotic
responsive sequence), nachazejici se taktéz na C-konci receptoru.*

Druhou vyznamnou casti receptoru je takzvana DNA-vézajici doména na
N-konci, oznaovana jako DBD. Jedna se o nejvice konzervativni usek obsahujici
jedinecné struktury, které dokdZou rozpoznat a vazat se na specifické promotorové
oblasti v cilovych genech. UmozZiluji tak vazbu receptoru na specifickou regula¢ni
sekvenci DNA na promotoru genu, nazyvanou responzivni element (RE). Je to oblast,
ktera konkrétné urcuje geny, u kterych prosttednictvim jaderného receptoru dochazi
k indukei transkripce.* 12

Na N-konci se také nachazi AF-1 doména, kterd je na ligandu nezavisla a
zodpovida za jistou aktivitu receptoru na konkrétni tkani. C-konec receptoru disponuje
AF-2 doménou, ktera je na ligandu zavisla.!® Diky této doméné dochazi po navazani
ligandu ke konformaénim zméndm receptoru. Mezi LBD a DBD je lokalizovan
takzvany ,, Hinge region “ umoziujici mezi obéma konci rotaci, diky ¢emuz mize dojit

k interakci dimert s asymetrickou sekvenci DNA.8



AF-1 DBD LBD AF-2

Obrazek 3. Struktura CAR receptoru.’

CAR vaze DNA v podobé heterodimerniho komplexu
s retinoidnim X receptorem (RXR), pficemz interaguje primarné¢ s RXR alfa

izoformou. Interakce s gama nebo beta izoformou RXR neni dosud zndma4.°

2.1.2 Aktivace CAR receptoru

CAR receptor je z velké ¢asti exprimovan v tkanich, ve kterych dochazi ke
vstupu a metabolismu xenobiotik, a to pfedev§im v detoxikacnich orgénech, jako jsou
jatra, ledviny a tenké stievo. V cytosolu téchto tkani se nachézi v prirozeném stavu
fosforylovany a tvofi multiproteinovy komplex s proteinem tepelného Soku 90
(HSP90), cytoplazmatickym retenénim proteinem (CCRP) a také s membranovou
proteinovou podjednotkou (PPPIR16A). Dané proteiny udrzuji CAR v cytosolu
v neaktivni podob&.>* Tim, Ze se nachazi v cytoplazmé pfirozené a neni stejné jako
ostatni jaderné receptory lokalizovan pifimo v jadfe, je zabranéno chronické aktivaci
CAR cilovych gent a je tak umoZnéna adekvatni regulace jeho aktivity.!>

Jako takzvany sirotéi receptor muze byt aktivovan Sirokym spektrem
xenobiotickych latek Casto jiz v mikromolarnich koncentracich. Do aktivni podoby
muze byt preveden dvéma predpoklddanymi zpilisoby, a to bud’ pfimou vazbou ligandu
nebo na ligandu nezavislym (nepfimym) mechanismem. Z toho miiZze byt patrné, ze
aktivace CAR je vicestupnovy proces a vétSina identifikovanych aktivatort se nemusi
piimo vazat na receptor.*

Oba mechanismy vedou k uvolnéni CAR z multiproteinového komplexu
s naslednou defosforylaci a translokaci do jadra pfes jadernou membranu, kde posléze
vytvaii heterodimer s retinoidnim X receptorem. Jedna se o velice komplexni d¢j
v bunééném jadie, na kterém se ucCastni celd fada pritomnych koaktivatort, které se

vazi ptimo na heterodimer CAR/RXR (Obrazek 4).'¢



Prima aktivace spociva v navazani ligandu LBD, takzvaného agonisty. Po

jeho navazani k makromolekularnimu komplexu dochazi k defosforylaci proteinovou
fosfatdzou PP-2A a nasledné je umoznéna translokace CAR do jadra. Na pocatku
zkoumani byl identifikovan jiz zminény androstanol a androstenol jako inverzni
agonisté CAR. Mechanismus piisobeni téchto inverznich agonistl spoc¢iva v prevedeni
CAR z konstitu¢ni na bazalni aktivitu, a to naruSenim mustku, ktery blokuje Sroubovici
H12 v jeji aktivni konformaci. To nasledné podporuje uvoliiovani koaktivatoru z LBD
bez interference dimerizace CAR/RXR nebo vazby DNA. !4

Neprima aktivace je charakteristickym rysem CAR, ta jej odliSuje od

klasickych jadernych receptorti. Tento mechanismus zahrnuje ne piili§ prostudovanou
kaskadu, pii které dochazi k aktivaci CAR receptoru umisténého v cytoplazmé, ktery
podstupuje bez vazby ligandu defosforylaci fosfatdzou 2A (PP-2A). Tim je umoznéna
jeho translokace do jadra. Jadernd akumulace je tak nezavisld na ligandu
a konstitutivni aktivité. Translokace CAR do jadra je uskute¢néna bez interakce LBD
receptoru.'* V samotném jadie je umoznéna vazba CAR na responzivni sekvenci
(CAR-RE) v promotorové oblasti cilovych gentl, ¢imz je aktivovana RNA polymeraza

a samotn4 transkripce miize byt zah4jena.® !
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Obrdazek 4. PFimd a neprima cesta aktivace CAR receptoru.’



Po navazani ligandu TCPOBOP k makromolekularnimu komplexu dochazi
k defosforylaci katalyzovanou proteinovou fosfatazou PP-2A, nasledné je mozna
translokace CAR do jadra, v tomto piipad¢ se jednd o ptimou cestu aktivace. Naopak
fenobarbital je nepfimym aktivaitorem CAR a PP-2A aktivuje zatim neznamym
zpusobem. CAR je tak translokovéan do jadra na ligandu nezavislou cestou. Po vstupu
do samotného jadra dochézi k dalsi aktivaci CAR prostiednictvim Ca** kalmodium
dependentni kindzy, pficemz KN62 a KNO93 jsou jejimi inhibitory. Dochazi
k heterodimerizaci CAR/RXRa, k navazani koaktivatoru, a také je CAR-DBD vazan
k phenobarbital-responsive enhancer modulu (PBREM), ktery se nachazi

v promotorech cilovych genti.’%

2.1.3 Ligandy CAR receptoru

Od samého pocatku identifikace CAR se ptedpoklédalo, Zze by mohl byt
konstitutivné aktivni i za nepiitomnosti jakéhokoli spoustéciho ligandu.!” Dlouhou
dobu se uvazovalo, ze CAR nema Zadny piirozené aktivacni (endogenni) ligand,
ovSem v prubéhu let se ukazalo, ze CAR muze byt regulovan fadou endobiotik, véetné
steroidll jako jsou jiz zminované androstany (androstanol a androstenol), ale také
estrogeny ¢i progesterony. Regulovan miize byt i metabolity zlucovych kyselin a
cholesterolu. Navic mnoho xenobiotik, jako jsou napiiklad klinicka 1é€iva, ale také
pesticidy &i flovonoidy, mohou byt taktéz moduldtory CAR receptoru.® Nutné je ale
podotknout, ze afinita jiz zndmych endogennich ligandi k CAR receptoru je velmi
nizka a doposud stale neni identifikovan endogenni ligand s vysokou afinitou k CAR
receptoru. Z toho ditvodu by mél byt stale povazovén za takzvany orphan receptor.”

Lidskd a hlodavéi CAR sdili nékolik spoleénych charakteristik, jako je
napiiklad jadernd translokace, nebo vazba na PBREM. OvSem pozoruhodnou
druhovou selektivitu vykazuje CAR ve vazb¢ ligandu a ve zplisobu aktivace. Navic
bylo také identifikovano mnoho izoforem lidské hCAR, kdy v nékterych ptipadech
jsou konstitutivné aktivni a jiné jsou striktné indukovatelné pouze ligandem. '8 JelikoZ
tyto izoformy u hlodavéi mCAR neexistuji, data generovand z modelti hlodavci
nemusi piesné odrazet lidské funkce CAR.6

Studie  odhalily jako  prvniho  pfimého  agonistu = TCPOBOP
(1,4-bis[2-(3,5-dichlorpyridin-2-yloxy)]benzen) 4 (Obrazek 5), ktery v zavislosti na

davce obnovuje aktivitu mysiho CAR receptoru. Receptory mohu byt také inhibovany



inverznimi agonisty, jako je naptiklad androstanol, jehoz farmakologické koncentrace
potlacuji pouze mysi receptor, nikoli vSak lidsky. Samotny TCPOBOP je taktéz

schopen aktivovat pouze mysi CAR receptor.’
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Obrazek 5. TCPOBOP jako primy agonista mCAR."’

Prvni selektivni agonista lidského CAR lze povazovat molekulu CITCO
6-(4-chlorfenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazol-5-karbaldehyd-(3,4-dichlorbenzyl)-oxim
5 (Obrazek 6). Ten se vaze na lidsky CAR a aktivuje cilové geny v lidskych
primarnich hepatocytech, mimo to je schopen posilit pfijem koaktivatori do LBD
hCAR, tim, Ze soutéZi s antagonisty. Narozdil od TCPOBOP pro mCAR jen mirné
zvySuje konstitutivni aktivitu hCAR, a to méné neZz dvakrat. Vzhledem k tomu, ze
CITCO je schopen aktivovat také lidsky PXR, je mozné jej povazovat za
nespecificky.*

Tim je potvrzena jiZ zminéna druhova selektivita ve vazebnych a aktivacnich
profilech ligandd, ktera je pfedpoklddana zejména ndhradou threoninu v tiseku LBD

lidského receptoru, za methionin nachazejici se v mysim LBD receptoru.*
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Obrdzek 6. CITCO jako primy agonista hCAR.”’

V soucasné dob¢ jiz bylo identifikovano také mnoho nepfimych aktivatort

CAR, zahrnujici rdznd 1é¢iva, chemikédlie a endogenni steroidni metabolity.'?



Aktivatory CAR jsou chemické latky, které jsou schopny aktivovat CAR jinym
mechanismem, nez je vazba ligandu s LBD. Jejich mechanismus vSak neni doposud
zcela podrobné popsan. Typickym piikladem je jiz zmiflovany fenobarbital, nebo také

fenytoin 6, ¢i bilirubin 7 (Obrazek 7).*

Obrazek 7. Priklady neprimych aktivatorii CAR receptoru fenytoin 6 a bilirubin 7.*

Jak jiz bylo vyse uvedeno, vliv na aktivitu CAR receptoru mohou mit i n¢ktera
dalgi 1é¢iva, ktera jsou v klinické praxi bézné& pouzivana (Tabulka 1).> Tim, ze CAR
muze byt ovlivnén fadou riznorodych klinicky pouzivanych 1é¢iv, mize dojit k mnoha

vzajemnych lékovym interakcim.’

Lécivo Aktivita CAR

metamizol lidsky aktivator

metotrexat mysi aktivator

meklizin my$i aktivator/lidsky inhibitor
ketokonazol lidsky inhibitor
dexamethazon lidsky aktivator
benzodiazepiny lidsky inhibitor

kokain lidsky inhibitor

valproova kyselina lidsky aktivator

Tabulka 1. Piiklady klinicky pouzivanych léciv ovlivitujici CAR receptor.’

Mnoho potravin obsahuje také fytochemikalie, jako jsou naptiklad flavony
nebo katechiny. Rostliny jej produkuji pfedev§im pro svou ochranu pifed tvorbou
kyslikovych radikalt, ale také k ochrané pifed ultrafialovym zafenim nebo pred

napadenim cizich organismi. Nékteré chemické struktury vybranych flavonoidi, jako



jsou galangin 8, baicalein 9 a chrysin 10 mohou u lidi diky pfijimané potravé snizovat
riziko malformaci a karcinogeneze béhem vyvoje (Obrazek 8). U téchto latek byla také
testovana jejich schopnost modulovat aktivitu CAR receptoru, pfi¢emz zajimava aktivita
byla pozorovana jak u lidského, tak i mysiho CAR receptoru. Je velmi pozoruhodné, ze
vSechny tfi zminované slouceniny jsou u¢inngj$imi aktivatory lidského CAR receptoru,
nez jakym je samotny jiz zminovany CITCO, ktery byl ptivodné¢ identifikovan jako

nejucinngjsi aktivator lidského CAR receptoru.?’

Obrazek 8. Galangin 8, baicalein 9, chrysin 10.”°

Nahodné¢ provedené testovani potencialnich antituberkulotik, riznych derivata
chinazolinu, odhalilo jejich moznou schopnost aktivovat lidsky CAR receptor.
Nejslibnéjsi aktivita byla pozorovana u latky
2-(3-methoxyfenyl)-3,4-dihydrochinazolin-4-onu 11, kterd byla nasledné pouzita jako
modelova sloucenina pro ptipravu nové skupiny latek k testovani CAR aktivity. Dalsi
série latek 12, 13 a 14 (Obrazek 9) poskytla jesté vetsi schopnost aktivace CAR, neZ jaka
byla pozorovana u modelové latky 11, pfi¢emz aktivace byla srovnatelna s jiz zminénym

prvotnim ligandem CITCO.?!

o~ S
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Obrazek 9. Latky odvozené od struktury chinazolinu aktivujici lidsky CAR receptor.’!

10



2.1.4 Funkce CAR receptoru

Funkce CAR receptoru a jeho mozné potencialni vyuziti je v soucasné dobé
stale intenzivné¢ zkoumano. Jeho kliCova role reguldtoru xenobiotického a
endobiotického metabolismu nékterych latek je jiz velmi dikladné popséna, avSak
jeho velky potencial v oblasti metabolismu lipidi, glukézy, pohlavnich a thyreoidnich
hormont zlstdva predmétem vyzkumu. Navic jsou v jeho pribéhu neustile
objevovany nové moznosti v pfipadném terapeutickém vyuziti. Nejnovéjsi poznatky

naznaduji také jeho mozné protektivni i¢inky v oblasti jater, ledvin, stfev ¢ mozku.’

2.1.4.1 Detoxikacni mechanismy CAR

Zivé organismy si v priibéhu evoluce vyvinuly fadu obrannych mechanismu
tak, aby byly schopny zabranit akumulaci toxickych xenobiotik a endogennich
metabolitl. Jak jiz bylo zminéno, CAR je definovan jako xenobioticky jaderny
receptor, ktery fidi mnoho jaternich detoxikac¢nich mechanismii vedoucich pravée
k eliminaci exogennich i endogennich latek.> 1* Je schopen piimo regulovat expresi
fady enzymi metabolismu I. a II. fdze a také transportér, které umoziiuji eliminovat
lipofilni latky prostfednictvim biotransformace na vice hydrofilni slou€eniny pro
usnadnéni jejich exkrece.?

Charakteristickym znakem prvni faze je, Ze latky podléhajici metabolismu
mohou ziskat novou funkéni skupinu, jako je naptiklad -OH, -SH, -NHz nebo -COOH.
Ty mohou vznikat prostfednictvim typickych reakci, jako je oxidace (hydroxylace, ¢i
deaminace) a redukce, pii které dochazi k piijeti vodikovych atomi. Kromé téchto
reakci miize dojit také k hydrolyze esterovych, ¢i amidovych vazeb.” Tento dé&j je
podminén pfedevS§im fizenim exprese enzymu I. faze, jako je CYP2B, CYP3A,
CYP2C a CYP2H, které se v hladkém endoplazmatickém retikulu podileji na tvorbé
primarniho metabolitu. Za hlavni cilovy gen CAR je povazovan CYP2B6. Ten je sice
dalezitym enzymem 1. faze metabolismu, ovSem v porovnani s CYP3A4 je jeho
schopnost metabolizovat xenobiotika mén¢ vyznamna. Aktivovany CAR je schopen
vyznamné zvysit expresi také samotného CYP3A4 i pfesto, Ze je jeho hlavnim
regulatorem PXR receptor.>®

Druhd faze metabolismu, odehravajici se v cytoplazmé za pomoci tady

enzymt, zahrnuje rizné konjugacni reakce primarniho metabolitu spolu s endogenni
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latkou (napt. cystein, glycin, glutathion, kyselina glukuronovd) tak, aby vznikl
hydrofilnéjsi metabolit. Aktivovany CAR je schopen regulovat enzymy, jako je
napiiklad  uridindifosfatglukuronosyltransferaza UGT (UGT1A1, UGTI1A3,
UGT1A6, UGT1A9, UGTI1A10 a UGT2B36) a glutathion-S-transferdza GST
(GSTA1 a GSTA2). Jako prvni cilovy gen pro CAR byla identifikovana
UDP-glukuronyltransferaza UGT1A1. Kromé¢ toho se také CAR vyznamné podili na
regulaci sulfatacnich enzymt, takzvanych sulfotransferdz (SULT) a to predevSim
zvy$enou expresi SULT1C1, SULTIE1, SULT1A4 a SULT2A1.2

Nésledné studie také poukazuji na moznou regulaci transportéri efluxu a
vychytavani, jako jsou proteiny mutace mnohocetné lékové rezistence 1 (MDR1),
proteiny vice 1ékové rezistence (MRPs) a organické-anion-transportni polypeptidy
(OATP), podilejici se na zavéreéné fazi biotransformace, umoznujici vylouceni
konjugatii mo¢i, zluéi a ptipadné stolici.?

Aktivace CAR receptoru je vSeobecné vnimana velmi pfinosné, a to predevSim
z hlediska protektivni funkce, bez které by se fada organismu zcela neobesla. OvSem
okolnosti spojené s indukci detoxikacnich enzymii xenobiotik mohou také vést i
k nepfiznivému ovlivnéni organismu a tim k celé fadé¢ moznych nezddoucich tcinkt
léciv a také vzdjemnym lékovym interakcim, které se mohou projevit bud’ zvySenou
toxicitou nebo sniZzenym terapeutickym Uc¢inkem 1é¢iv. To je ddno piedevsim tim, Ze
CAR indukuje expresi CYP3A4, CYP2C9, CYP2B6, a CYP2CI19, které jsou spjaty

s metabolismem vice neZ 80 % 1&¢iv.°

Typickym piikladem je jiZz zminéné
antiepileptikum fenobarbital, ktery u mysiho modelu zapfi€inil paracetamolem
vyvolanou hepatotoxicitu. To je spojeno praveé s indukci CYP3A a zvySenou konverzi
paracetamolu na jeho toxicky metabolit NAPQIL!* Do osudu metabolismu 1é¢iv, ale i
endogennich latek mohou byt zapojeny, kromé klinicky vyuzivanych 1é¢iv, také latky
vyskytujici se bézné v potraveé, pfipadné i environmentalni kontaminanty Zivotniho

prostiedi pravé vlivem aktivace CAR receptoru.’

2.1.4.2 CAR jako senzor glukozy a lipidu

Nedavné studie naznacuji, ze CAR se spolu s dal§imi jadernymi receptory a
transkripénimi faktory podili na regulaci jaterniho metabolismu glukozy a lipidii.?
Pivodné byla role CAR v homeostaze glukdézy pozorovana béhem klinické studie

diabetickych pacientd 1é¢enych fenobarbitalem.® Pacienti vykazovali zvySenou
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citlivost na inzulin se sniZenou hladinou glykémie. Behem dalSiho experimentu,
tentokrat s mySim agonistou TCPOBOP, testované mysi mély znacné zvySenou
toleranci glukdzy, kterd byla zplsobena primarné potlacenim produkce glukdzy
v jatrech. Aktivovany CAR tak potlacuje enzymy omezujici glukoneogenezi, jako jsou
fosfoenolpyruvat karboxykinaza (PEPCK) a gluk6za-6-fosfataza (G6Pase).’

V regulaci metabolismu lipidi zastavda CAR receptor pon€kud kontroverzni
pohled, nebot’ dosavadni studie uvadéji jak prolipogenni, tak i antilipogenni funkci.
CAR je schopen piisobit jako antilipogenni faktor tim, ze interferuje s PPARa
receptorem a indukuje B-oxidaci mastnych kyselin. U obéznich mysi podrobenych
dieté s vysokym obsahem tuki vedla aktivace CAR ke sniZeni jaterni steatozy inhibici
lipogeneze. Z toho lze usuzovat, ze aktivaci CAR u zvifecich modeld se mohou
vyznamné podilet na regeneraci steatotickych jater, a to jednak inhibici jaterni
lipogeneze, tak i indukci B-oxidace mastnych kyselin.?

Ne&které studie vSak také uvadéji prolipogenni ucinek CAR, ktery indukuje
akumulaci jaternich lipidd po jeho aktivaci. K tomu dochéazi indukci jaternich
lipogennich genti, véetné proteinu 3 obsahujiciho patatin podobnou fosfolipazovou
doménu (PNPLA3), coz je gen, jehoZ polymorfismus je spojen s patogenezi
nealkoholickych tukovych jaternich onemocnéni.?

Tento protichlidny G¢inek na metabolismus lipidi je vysvétlovan tak, ze CAR
inhibuje lipogenezi v situaci metabolického stresu vyvolaného dietou s vysokym
obsahem tuktli, zatimco ji aktivuje v pfipadé, ze je chemicky stres zpusoben
pritomnosti farmakologického agonisty.?

Nutné je vSak opét zdlraznit, Ze mezi lidskym hCAR a mySim mCAR
receptorem existuji vyrazné¢ druhové rozdily v energetickém metabolismu jater.
Lidsky hCAR je schopen selektivné inhibovat pouze glukoneogenezi bez potlaceni
syntézy mastnych kyselin, zatimco mCAR umoziiuje potlacit expresi genl spojenych
nejen s glukoneogenezi, ale 1 lipogenezi a syntézou mastnych kyselin v mySich

hepatocytech (Obrazek 10).
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Obrazek 10. Druhové rozdily v energetickém metabolismu mysiho a lidského CAR
receptoru.23

Stru¢né lze shrnout, ze aktivace CAR vyznamné snizuje hladinu glukézy v séru
a zlepsSuje gluk6zovou toleranci a citlivost na inzulin. Analyzy genové exprese a
vysledky hyperinzulinemického euglykemického obrazu naznacuji, ze aktivace CAR
pusobi antihyperglykemizujicim ucinkem, tedy potlacenim produkce glukozy a
stimulaci vychytavani glukézy v jatrech. Kromé toho aktivace CAR muze také vyrazné
piispét k redukci ztuCnéni jater, jak inhibici jaterni lipogeneze, tak indukci
B-oxidace. Zavérem lze konstatovat, Ze aktivace CAR miiZe ptiznivé ovlivnit diabetes
2. typu a Ze tyto potencidlni t€inky CAR naznacuji mozZné terapeutické vyuziti v ramci

téchto metabolickych onemocnéni.>*?

2.1.4.3 CAR jako regulator steroidnich a stitnych hormoni

Hlavnim ptisobi§tém katabolismu steroidnich hormont jsou jatra, ve kterych
CAR hraje dilezitou roli prostfednictvim regulace exprese CYP a transferaz. Mnoho
cytochromil P450 je zodpovédnych za syntézu, katabolismus a inaktivaci steroidnich
hormonti. Hlavnim cilem CAR aktivace je CYP2B a také UGT1Al. Indukci téchto
enzymu vlivem dané aktivace CAR prostfednictvim riznych xenobiotik a endobiotik,
mize vést ke zvySenému katabolismu steroidnich hormont.’ Zaroveii CAR také
reguluje estrogen-sulfotransferazu, katalyzujici konjugaci sulfitové skupiny na
estrogen a vysledné tak vznikaji neaktivni formy hormonii.?¢

Prvni diikkaz o zapojeni CAR do hormonalni regulace byl pozorovan jiz pfi
objevu inverznich agonistli androstanolu a androstenolu, které aktivitu CAR inhibuji.

Stejné tak tomu bylo pozorovano i u progesteronu a testosteronu.> TCPOBOP naopak

CAR aktivuje a indukuje tak katabolismus estrogenii a podporuje jeho vylu¢ovani.
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Hladina endogennich steroidnich hormonti v lidském téle je pfilis nizkd na to, aby
ovlivnila samotnou aktivitu CAR receptoru. Ovsem zvySené koncentrace estrogenti a
progesteront v dobé¢ t¢hotenstvi u zen mohou mit zasadni vliv na gluk6zovou toleranci
a inzulinovou rezistenci indukovanou pravé CAR receptorem.®

Nekteré studie také odhalily souvislost mezi aktivitou CAR receptoru a
hormony §titné zlazy, a to piredev§im v souvislosti s dlouhodobou 1écbou
fenobarbitalem, ktera vedla u lidi 1 potkant k hypertrofii §titné zlazy. Aktivaci CAR
pomoci fenobarbitalu a fenytoinu byly sniZzeny hladiny cirkulujiciho tyroxinu (T4) a
zaroven byla prokazana regulace katabolismu stresového hormonu kortikosteronu.
Predpoklada se, ze pokles tyroxinu je zpisoben pisobenim enzymi II. faze UGT1A1
a SULT1AI1, které zodpovidaji za glukuronidaci a sulfataci thyroidnich hormont pro
zajisténi jejich clearence a exkrece. Neobjasnénou zajimavosti je, ze sérové hladiny
celkového aktivniho trijodtyroninu (T3) nebyly aktivaci CAR vlivem fenobarbitalu, ¢i
fenytoinu pozménény.’ Naopak u thyrotropnich hormonti dochazi ke zvyseni jejich
sérovych hladin. Vlivem jejich zvySené produkce dochdzi také k proliferaci folikul
Stitné zlazy. To muze vést az k moznému vzniku nadorového onemocnéni, praveé

vlivem piisobeni nejriiznéjsich xenobiotik.?’

2.1.4.4 CAR jako regulator metabolismu bilirubinu a Zlucovych kyselin

Bilirubin je jedna z nejtoxictéjSich endogennich latek, kterd hraje vyznamnou
roli v katabolismu a reabsorbci hemu. Lipofilni charakter mu umoziuje piechazet pres
hematoencefalitickou membranu a jeho kumulaci v mozku miZze byt vyvolana fatalni
encefalopatie.®

CAR v jatrech indukuje detoxikaci a transport bilirubinu, coz je jedna z jeho
nejvyznamnéjSich funkci. Pfi poruchach tohoto procesu miize dojit ke chronické
kumulaci bilirubinu a tim k rozvoji Zloutenky, ktera byva obzvlasté¢ pozorovana u
novorozencti. Rada studii poukazuje na to, Ze zvy3ené hladiny bilirubinu bylo mozné
snizit G€inkem fenobartbitalu, kdy bchem aktivace CAR byla zvySovana jaterni
exprese kazdé z jeho péti slozek detoxikacni drahy.?® Casty rozvoj novorozenecké
Zloutenky miiZe byt spjat s relativné nizkymi hladinami CAR v jatrech novorozenc.

Enzymy zodpovidajici za vylu¢ovani bilirubinu jsou fizeny prostfednictvim
CAR, a pfitom samotny bilirubin je zodpovédny za nepiimou aktivaci CAR, tim je

umoznéna adaptivni odpovéd’ s cilem ochranit organismus pied skodlivym vlivem
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tohoto metabolitu. Eliminace bilirubinu mtze byt regulovana prostfednictvim indukce
UGTs a membranovych transportérii, které jsou zodpovédné za zvySenou exkreci
tohoto metabolitu.” Mimo to mohou byt také aktivaci CAR indukovany enzymy, které
se podili na biosyntéze hemu.’ CAR je tak potencidlnim cilem pro vyvoj novych Iékii
k 1é¢bé novorozeneckych, genetickych nebo ziskanych forem Zloutenky.?
Vyznamnou funkeci jater je produkce zluci. Zména této funkce mtze vést k radé
komplikacim, v&etné hepatdlniho poskozeni, ¢ samotné cholestazy.?’ Soucasné
vyzkumy poukazuji na mozné ovlivnéni gent zapojenych do biosyntézy zlu¢ovych
kyselin prostfednictvim aktivace CAR receptoru. To by mohlo z farmakologického
hlediska pfedstavovat vyznamny mechanismus hepatoprotekce béhem poskozeni jater
vlivem Zlucovych kyselin.’® Studie provadéné na mysich vedly pii aktivaci CAR
receptoru k produkci fadé enzymu a transportérti, jednalo se zejména o CYP3AIll,
SULT2AI1, UGT1A1 a MRP2, kter¢ se podileji na eliminaci zlu¢ovych kyselin. CAR
tak zprosttedkovava posun v biosyntéze zluCovych kyselin smérem k tvorbé méné
toxickych zlu¢ovych kyselin a také vede ke sniZeni jejich koncentraci v jatrech.*
Rizenim homeostdzy Zludovych kyselin dochazi nepiimou cestou i k normalizaci
hladin cholesterolu.’ U mysi, kterym bylo podavano TCPOBOP, bylo pozorovano
zvySené vyluovani zlu€ovych kyselin ve stolici. Dlouhodoba aktivace CAR tak byla

spojena se snizenym obsahem cholesterolu v téle a nachylnosti k ateroskleroze.>!

2.1.4.5 CAR a jeho funkce v mozku

V mozku dospé€lého ¢lovéka byla analyzou mRNA detekovéana exprese CAR,
a to zejména v oblastech nucleus accumbens, caudate nucleus a putamen. Ve srovnéni
s jatry a stfevem se vSak jednalo o zcela niz$i hladiny exprese, ale 1 ptesto s potencialné
vyznamnou funkci. Modulace CAR piimo ovliviiuje expresi biotransformacnich
efluxnich transportétii a enzymii, které se podileji z velké &asti na neuroprotekci.®
Efluxni transportéry fizené prostiednictvim ATP v hematoencefalické bariéte chrani
mozek pied neurotoxickymi latkami a také omezuji dodavani 1€kt do mozku. CAR
byl indentifikovan jako pozitivni regulator exprese P-glykoproteinu (Abcbl) a
proteinu rezistence rakoviny prsu (Abcg2). Jeho aktivace selektivné podnécuje funkci
hematoencefalické bariéry zvySenim transportni aktivity a proteinové exprese

xenobiotickych efluxnich pump.
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Nadory mozku ptedstavuji svétové nescetné zdravotni problémy a zaroven
poukazuji na jedine¢nou vyzvu konvencni terapie. Kmenové bunky mozkovych
nadord jsou schopny udrzet svij ridst, odolnost vici 1ékiim a jisté vlastnosti
recidivity.*> Dosavadni studie odhaluji aktivitu agonistii CAR jako je CITCO, ktery je
schopny inhibovat rast a expanzi rakovinnych kmenovych bun¢k inhibici bunééného
cyklu s naslednou apoptézou, aniz by ovlivnil funkci astrocytli. I pfestoze piesny
molekularni zaklad antineoplastického ucinku zprostiredkovaného CAR je intenzivnim
pfedmétem zkoumani, vysledky studii naznacuji mozné pouziti agonistl k cileni na

kmenové buiiky mozkovych nadort pii 16¢bé pacienti s gliomem.? 33

2.1.4.6 Viiv CAR na zanétlivou stirevni reakci

Soucasné studie naznacuji, ze CAR hraje zfejmé také nezanedbatelnou roli pii
udrzovani integrity stievni sliznice, zatimco jeho disfunkce mizZe potencidlné ptispivat
k patogenezi zanétlivych stievnich onemocnéni.’> Tyto i¢inky mohou byt zejména
cenné¢ pii klinické terapii poSkozené sliznice spojené se zanétlivym stfevnim
onemocnénim, zahrnujici naptiklad Crohnovu chorobu nebo ulcerézni kolitidu. Ve
srovnani se vzorky izolovanych z nezénétlivych prosperujicich tkdni doslo béhem
zanétlivych stievnich onemocnéni ke znacnému ttlumu transkriptu exprese CAR.

Béhem experimentu, kdy byly oSetfeny poranéné epitelidlni monovrstvy
selektivnim agonistou mCAR CITCO, se vyznamné zlepSilo uzavieni stfevni
epitelidlni rany. Tento Uc¢inek byl pfisuzovan zvySené migraci bun€k bez zmény
bunécné proliferace. Mysi CAR agonista TCPOBOP také podpofil zotavovani
z kolitidy vyraznym sniZzenim zanétlivé tkané a ptispé€l k celkovému zlepSeni sliznice.
To se projevilo pfedevsim sniZzenymi hladinami tkanové myeloperoxidazy (zanétlivy
index infiltrace granulocytll) a snizenym skore histologického zanétu.V tomto
kontextu aktivace CAR mtiZe snizit celkovy zanét tkan€ urychlenim opravy a restituce
sliznice.**

Mimo jiné byla také odhalena souvislost mezi CAR a stfevni mikroflorou.
Farmakologicka aktivace CAR mys$iho ligandu TCPOBOP ovlivnila slozeni
mikrobiomu véetné snizené regulace bakterii metabolizujici ZluCové kyseliny ve
stieveé. Nedostatek CAR vyznamné modifikoval mikrobiotu, ¢imz byl zvySen pocet
prozanétlivych cytokinii a bakterii. Jeho aktivaci mlze byt regulovano slozeni

celkového mikrobiotu, coz miiZze mit vliv na samotné zanétlivé procesy.>
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2.1.4.7 CAR a hepatokarcinogeneze

Jak jiz bylo vySe uvedeno, aktivaci CAR je indukovana jaterni exprese fady
detoxikacnich enzymu a transportérti. Tim mize také dojit k CAR zprostiedkované
hyperplazii a hepatomegalii jater, pficemz se v tomto piipadé¢ muze jednat o
prechodnou a adaptivni reakci na akutni xenobioticky stres. Naopak v piipadé
chronické aktivace CAR miize dojit az k hepatokarcinogenezi.?

Indukce jaterniho tumoru byla poprvé pozorovdna u experimentu
s fenobarbitalem, béhem kterého u mysi CAR+/+ doslo ke vzniku hepatocelularniho
karcinomu pfipadné adenomu, zatimco u mys$i CAR-/- nebyl rozvoj tumoru zjistén.
Béhem chronické xenobiotické odpovédi je replikace hepatocytové DNA zvysena,
zatimco apoptdza je vyrazné utlumena.*>=¢ Vysledky studii tak naznacuji, Ze aktivace
CAR receptoru je zakladnim podnétem pro rozvoj jaterniho nadoru. Tim se CAR mtize
stat uziteénym lékovym cilem v prevenci hepatocelularniho karcinomu.*® Ovsem
nutné je zohlednit vyznamné druhové rozdily mezi aktivitou CAR u zvifecich a
lidskych modelt. Proto je zapotitebi hloubé&ji prozkoumat roli aktivace CAR predevsim

u lidské rakoviny jater.’’

2.2 Nukleofilni aromaticka substituce

Vzhledem k tomu, Ze obsahem této prace je ptiprava potencidlnich agonistii
mySiho CAR receptoru, syntetizovanych prostfednictvim nukleofilni aromatické
substituce, je zpiisob daného mechanismu v nésledujici ¢asti této prace podrobné
popsén a vysvétlen.

Aromatické substituce probihaji predevSim elektrofilnim mechanismem,
ovSem v pfipad¢ halogenovanych aromati nesoucich ve svém jadie soucasné také
elektron akceptorové substituenty, mohou podléhat prave i1 reakci jako je nukleofilni
aromatickd substituce. Tato reakce i pfes svou zdanliveé vnéj$i podobnost s nukleofilni
substituci halogenalkanii probihajicich Sn1 a Sn2 mechanismem, je zasadné od téchto
mechanismi odlisnd. Jelikoz jsou arenyliové ionty velmi nestabilni, nemohou tak
arylhalogenidy podléhat Sn1 reakcim (Schéma 1). Samotna disociace vazby
uhlik-halogen je energeticky velmi nevyhodné a v arylhalogenidech k ni dochézi jen

velmi obtizng. 383
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©/CI X e s ©®

Schéma 1. K disociaci nedochdzi, a proto Syl-reakci nelze uskutecnit.®

Arylhalogenidy nepodléhaji ani Sn2 reakcim, a to z toho divodu, Ze atom
uhliku nesouci halogen je ze sterického hlediska neptistupny pro atak z opacné strany
vuci samotnému halogenu. Nukleofil by musel pfistoupit k arylhalogenidu z vnitini

Mrwe

z prostorového hlediska neni mozné (Schéma 2).8

S)

HO
@_’CI —>& 3 nelze uskutecnit
A4

Schéma 2. Sx2-reakci nelze uskutecnit z prostorového hlediska.’®

Podstatou nukleofilni aromatické substituce je jednak adi¢né-eliminaéni
mechanismus, pii kterém se v prvnim kroku nukleofil aduje na elektronové deficitni
uhlik arylhalogenidu za soucasného vzniku rezonan¢né stabilizovaného, zaporné
nabitého intermediatu, nazyvaného jako Meisenheimeriv adukt. Tento intermediarni
karbanion ve druhém kroku podléha eliminaci halogenidového iontu a poskytuje tak
vysledny produkt substituce (Schéma 3). Adi¢né-elimina¢ni mechanismus nukleofilni
aromatické substituce lze uskutecnit pouze tehdy, jsou-li na aromatickém kruhu
vazany elektronakceptorni substituenty v polohach ortho nebo para vzhledem
k odstupujici skupiné, které umoZzni rezonanc¢ni stabilizaci aniontového intermediatu,
zatimco substituenty v polohdch meta nejsou takové stabilizace schopny. Tento
adi¢né-eliminacni mechanismus 1lze také ocekdvat u pfipravovanych latek

v experimentalni ¢asti.>® 40

SIS

OH OH o
»,O@ i ,O@ — > + ClI
¥
©

Schéma 3. Adicné-eliminacni mechanismus nukleofilni aromatické substituce.®
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Na elektronové deficitnim uhliku aromatického kruhu dochazi k nukleofilni
adici hydroxidového iontu za vzniku karbaniontového stabilizovaného meziproduktu.
Nasledné intermediarni karbanion podléha eliminaci chloridového iontu a vznika

vysledny produkt substituce.

Krom vySe popsaného adi¢né-eliminacniho mechanismu existuje také
mechanismus elimina¢né-adi¢ni. Tento mechanismus je typicky pro halogenbenzeny
bez elektronakceptornich substituenti, pficemz reaguji predevSim se silnymi
nukleofily, resp. za vysSich teplot a tlaku. Prvnim krokem je eliminacni reakce E2, pii
které silna baze odstépi HX z daného halogenbenzenu za vzniku meziproduktu
oznacovaného jako benzyn, ktery je vysoce reaktivni. Ve druhém kroku adici
nukleofilu na jiz generovany benzyn vznikd konecny produkt substituce

(Schéma 4).3% 40

Q@
CI G OH
Y H
-HCI | % H,O
eliminace P adice
chlorbenzen benzyn fenol

Schéma 4. Eliminacné-adicni mechanismus nukleofilni aromatické substituce.>®

2.2.1 Sesti¢lenny heterocyklus pyridinu

Pyridin 15 (Obrazek 11) je SestiClenny dusikaty heterocyklicky analog
benzenu, ktery se primyslové vyrabi destilaci ¢ernouhelného dehtu. Podobné jako
benzen je aromaticky s rovinnou molekulovou strukturou, kde kazdy z péti uhlikd
molekuly pfispivd jednim m-elektronem do aromatického sextetu, pficemz sp?
hybridizovany atom dusiku rovnéz pfispiva jednim m-elektronem a jeho nevazebny

elektronovy par neni soudasti aromatického m-systému.*!

15

Obrdzek 11. Sesticlenny heterocyklus pyridinu.*’
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2.2.1.1 Reaktivita pyridinu

Reaktivita na pyridinovém kruhu se od reaktivity benzenu ponékud odlisuje.
Obzvlaste elektrofilni aromatickd substituce probihd jen velmi obtizné, napiiklad
nitrace poskytuje jen velmi malé vytézky, pficemz halogenaci a sulfonaci lze
uskutecnit pouze za velmi drastickych podminek a reakce ptrednostné vedou do
polohy 3., Friedelovy-Craftsovy reakce pak neprobihaji viibec.*?

Naproti tomu nukleofilni aromatickd substituce derivatd pyridinu
substituované halogenem v poloze 2 nebo 4 probihaji velmi snadno, obdobn¢ jako u
halogenderivatl benzenu, a to adi¢né-elimina¢nim mechanismem. Atom dusiku v
tomto Sesticlenném  heterocyklickém aromatickém systému puasobi elektron

akceptorové. (Obrazek 12).%

© © ©

) —(9° —06) -

O—-g -1
C)

Obrazek 12. Resonancni struktura pyridinu.”

To ma jisty vliv nejen na nukleofilni, ale i elektrofilni substituce. Svym
elektronegativnim vlivem atomu dusiku, dip6lovym momentem a také acidobazickou
reakci mezi bazickym atomem dusiku pyridinu a atakujicim elektrofilem jsou
elektrofilni substitucni reakce na pyridinu velmi obtizné, a pokud jsou uskutecnitelné
jsou sméfovany do polohy C3, pfipadné¢ C5. Zatimco nukleofilni substituce na
halogenpyridinu probihaji velmi snadno, a to v polohdch C4 nebo C2, piipadné
C6 (Obrazek 13).*

Nu Nu

. N &~

@
E/?\E

Obrazek 13. Reaktivita pyridinu béhem elektrofilni a nukleofilni substituce.”
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Ptiklad nukleofilni aromatické substituce na molekule pyridinu je uveden na
nasledujicim schématu (Schéma 5).

X K—e\ X X o
ENj\; NRz EvaNH2 — L L=
<

@\)X) N NH,

Schéma 5. Nukleofilni aromaticka substituce pyridinu.”

2.2.1.2 Regioselektivita pyridinu

Jiz v minulosti byla velka snaha zajistit regioselektivitu béhem nukleofilni
substituce halogenpyridini. Jednou zmoZnosti, jak ovlivnit regioselektivitu
nukleofilni substituce halogenpyridinu, je zavedeni jedné nebo vice substituovanych
silylovych skupin do pfislusné molekuly. Tento postup predstavoval prvotni prilom
ve snaze o zavedeni regioselektivity mezi identické nukleofugy umisténé na C2 a C4,
ptipadné C6 pozici halogenpyridinu. Bez ohledu na typ reakce hraje selektivita vzdy
klicovou roli. V ptipadé, ze je pouzit vhodny nukleofil, jako je naptiklad sekundéarni
amin, hydrazin, ale také ethoxid sodny, je odstupujici skupina halogenu ptrednostné
nebo dokonce 1 vyluéné vytésnéna z C4 pozice. K tomu, aby byl dany nukleofug
vytésnén preferencné z pozice C6, je vyuZivano pravé jiz zmiflované zavedeni
3-trialkylsilylového substituentu, jako je napiiklad trimethylsilylovda nebo
triethylsilylova skupina do polohy C3. Silylovy substituent diky svému prostorovému
rozloZeni struktury brani pfistupu nukleofilu do poloh C2 a C4, ten pak muze

interagovat vyhradné na C6 uhliku (Schéma 6).*

X Nu
A M-Nu . | X
X |N/ X X7ONT X
(1) n-BuLi
(2) R4SiCl

X
|/ M-Nu
X N

X=F, Cl, R=Me, Et M-Nu=NaOEt, HNMe,, H,NNH,

Schéma 6. Mozné ovlivnéni regioselektivity — pyridinu  prostrednictvim

3-trialkylsilylového substituentu.”
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Regioselektivita halogenpyridinu muze byt dle nejnovéjSich poznatka
katalyzovana také médi. Pro optimalizaci reakénich podminek byla vyuzita
couplingova reakce 2,4-dibrompyridinu 16 a fenolu 17. Nejvyznamnéjs$i vliv na
prubéh reakce mél pouzity médny katalyzator, v jehoz nepiitomnosti byl ziskan
produkt v téméf o polovinu mensim vytézku. RUzné pouzita rozpoustédla a baze
v mens$i mife taktéz ovlivnily vytézek dané reakce, ale ne tak dramatickym zptisobem
jako pravé pouzity katalyzator. Optimalni reakéni podminky tak byly stanoveny
jednoznacné v ptitomnosti katalyzatoru Cul/TMEDA a jako nejvhodnéjsi bazi byl
stanoven Cs;COs3 v rozpoustédle DMSO, pod dusikovou atmosférou (Schéma 7).
V takto zvolenych podminkéch byly produkty ziskany ve velmi dobrych az vysokych

vytézcich s vyjimkou pii pokusech s p-nitrofenolem.**

Br oH TﬁélDA Br OPh OPh

A Cs,CO3 A A A
L, - (L0
N Br © DMSO, 110 °C N o N" Br “N” “OPh
16 17 N2 24 h 18 19 20

Schéma 7. Optimalizace reakcnich podminek médi katalyzovanou reakci

2,3-dibrompyridinu 16 a fenolu 17.

Za takto zvolenych podminek produkt 18 vznikal s 98 % vytézkem, pficemz
vznik vedlejsich produktii 19 a 20 nebyl za téchto podminek viibec umoznén.**

Tato reakce probiha mechanismem médi katalyzovanym Ullmannovym
couplingem, coz je jedna z klicovych reakci pro tvorbu vazeb uhlik-heteroatom a také
uhlik-uhlik.*® Pivodni aromatick4 nukleofilni substitu¢ni reakce, kterou vyvinul Fritz
Ullmann a Irma Goldbergova vyzadovala stechiometrické mnozstvi médi a velmi
vysoké reakéni teploty. Nedavné studie odhalily, Ze Gi€inky relativné levnych ligandd,
jako jsou napiiklad diaminy, aminoalkoholy, diketony ¢i dioly poskytly mnohem
vyrazn€j$i katalytické schopnosti s velmi nizkou spotiebou samotného meédného
katalyzatoru. Odhadovanym mechanismem syntézy diarylethert katalyzovanych Cu®”
s N,N-chelata¢nimi ligandy je zndzornén pomoci cyklu (Schéma 8). Oxidativni adici
prechéazi jednomocna méd’ na trojmocnou. Reduktivni eliminaci dochazi k regeneraci

Cu® a katalyticky cyklus se tak miize opakovat.*¢
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ArOAr' m

N N Arl

Reduktivni Oxidativni
eliminace adice

Ar< i _N Ar_ii_N
' CU/ ’Cu\ >
ArO=Y > ™"

I’ Aro

Schéma 8. Ullmanniiv coupling.*

2.2.1.3 Nukleofilni substituce 2,3,5-trichlorpyridinu

Nukleofilni substituce 2,3,5-trichlorpyridinu 21 s 4-methylfenolem 22 byla
uskutecnéna také dle vySe uvedené optimalizované médi katalyzované reakce.
Vysledny produkt 23 wvznikl s velmi vysokym vytéZkem dosahujici az 93 %
(Schéma 9).*

Cul
TMEDA
N._ _Cl OH
M Iyt Oy
= °
o Cl H;C DMSO, 110 C Cl Z ¢ CHs
N,, 24 h
21 22 23
93 %

Schéma 9. Medi  katalyzovana  reakce  2,3,5-trichlorpyridinu 21
s 4-methylfenolem 22.#

Fujikava a jeho spolupracovnici vradmci syntézy knihovny potencialnich
herbicidi ptipravili skupinu obdobnych konjugatu 2,3,5-trichlopyrinu 21, a to prostym
zpisobem bez pouZiti katalyzatoru. 2,3,5-trichlorpyridinu byl spole¢né s rizné

substituovanym fenolem michdn a zahfivdn v bezvodém uhli¢itanu draselném a
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v DMSO (Schéma 10). Vytézky ptipravenych derivatu se pohybovaly v rozmezi od
55 % do 62 %. Reakce s 4-nitrofenolem poskytla nejnizsi vytézek, a to pouhych 7 %.4’

OH
N_ _CI N_. O
AN BN X
| / + | \ KzCO3 - | / | //R
Cl Cl AF DMSO Cl Cl
21 R 120-130 °C, 4 h

R: 3 -H, -CI, -NO, 4 -H, -ClI, -CH3, -NO»,

Schéma 10. Syntéza knihovny herbicidii.?’
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3. CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo pfipravit knihovnu strukturné blizkych latek
s potencialnim agonistickym G¢inkem mysiho CAR receptoru. Pfipravované latky jsou
odvozeny od prvotni struktury pfimého mysiho agonisty TCPOBOP, ktery ve své
struktufe zahrnuje celkem tii aromatickd jadra, pfi¢emz ztoho dvé jadra nesou
heteroatom dusiku. Nové syntetizované latky jsou navrzeny pievazné se dvéma
aromatickymi jadry (Obrazek 14), pficemz jeden z pyridinovych heterocyklt
predlohové struktury byl vynechan. Pripravené derivaty zahrnuji elektron-donorové i
akceptorové substituenty na pfipojeném aromatickém cyklu. V nékterych ptipadech je

konjugovano i tfeti aromatické jadro, ¢i dalsi aromaticky dusikaty heterocyklus.

TCPOBOP R: Ar, HetAr

Obrazek 14. Obecna struktura (vpravo) pripravovanych latek odvozena od primého

mysiho agonisty TCPOBOP (vievo).

Prvnim cilem této prace byla syntéza série derivati ptipravenych
prostfednictvim nukleofilni aromatické substituce 2,3,5-trichlorpyridinu s rizné
substituovanymi fenoly pfevazné v poloze 3" a 4" a to jak akceptorovymi, tak i
donorovymi substituenty (Schéma 11), v jednom piipad¢ se jednalo o substituovany

naftalen-2-ol.
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21 23 -38

R47: -CH; (23), -H (24), -NH, (25), -NO, (26), -OCH3 (27), -Br (28), -CI (29),
-F (30), -1 (31), terc-butyl (32), benzyloxy (33)

R3": -OCH, (34), - Br (35), -Cl (36), -F (37), -NO, (38)

cl
Cli_~-Cl HO 0
DD Q@ - I
N~ ~cl cl Br
40

Br
21 39

Schéma 11. Navrh vychozich latek a produktu.

Druhym cilem byla syntéza derivatti vychazejici z 2,3,5-trichlorpyridinu a
heteroaromatickych latek jako je 4-hydroxypyridin, 2-hydroxypyridin a
2-hydroxychinolin (Schéma 12).

CliC! _~_OH ChoxCl o~y
» W L
N~ ~cl X Ne!
21 1 42
CloxCl -~ OH e ~
(L« O e - [ O]
N~ cl N N
21 43 44
Cl N Cl  HO N\ Cl N Cl _
DR - 1 1 [
N~ cl N N
21 45 46

Schéma 12. Navrh produktit obsahujici dalsi heteroaromat.

Vesker¢ syntetizované latky byly pfipraveny za ucelem sledovani vzajemného

vztahu mezi strukturou a potencidlnim ucinkem agonisty na mysi CAR receptor.
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U pfipravenych derivati byla také testovana jejich cytotoxicka, antibakteridlni,

antifungalni a antimykobakterialni aktivita.
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4. VYSLEDKY S KOMENTARI

Syntézy byly uskutecnény na zaklad¢ nukleofilni aromatické substituce.
Reakéni podminky pfipravovanych latek byly pfevzaty a upraveny ze syntéz

fenoxypyridinti publikovanych od Guo a jeho spolupracovniki.*®

4.1 Derivaty 3,5-dichlor-2-fenoxypyridinu substituované v poloze 4°

Jednotlivé pfipravy série syntetizovanych latek vychazely zkomercné
dostupného 2,3,5-trichlorpyridinu 21 a rtizné substituovaného fenolu v poloze 4. Jeden
ekvivalent substituovaného fenolu byl rozpustén v DMF s péti ekvivalenty uhli¢itanu
draselného a jednim ekvivalentem 2,3,5-trichlorpyridinu. Celkem bylo takto
pfipraveno deset derivatd, jejichz struktury byly nasledné potvrzeny NMR analyzou a
hmotnostni spektrometrii (Schéma 13). VytéZzky pfipravované série derivati
3,5-dichlor-2-fenoxypyridind se pohybovaly v rozmezi od 31% az do 95 %
(Tabulka 2). Nejnizsi vytézek u této série latek byl zaznamenan u derivatu
3,5-dichlor-2-(4-nitrofenoxy)pyridinu 26. Vytézek 31% byl sice nejnizsi, ovSem
v porovnani s vySe publikovanou syntézou (Schéma 10), kdy vytézek za danych
podminek ¢inil pouhych 7 %, je tento vysledek vyrazné€ lepSi. Nejvyssi vytézky pak
byly zaznamenany u latek 24 a 32, které¢ dosahovaly az 95 %. Doba probihajicich
reakci byla velmi rozmanit4, pohybovala se od jednoho dne az po dobu Sesti dni, pfi
stejné teplot€ 90 °C. Pribéh reakce byl kontrolovan prostiednictvim TLC. V nékterych
pfipadech byla reak¢ni doba prodlouzena ztoho diivodu, Ze retencni faktor

piipravované latky byl shodny s retenénim faktorem vychoziho 2,3,5-trichlorpyridinu.

Ny Cl R K,COs N ©
cI” "¢l Ho DMF Cl Cl R
0,
21 31-95 % 23-33

Schéma 13. Syntéza derivati 3,5-dichlor-2-fenoxypyridinu substituovanych
v poloze 4.
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Vychozi fenol Produkt R Cas [h] Vytézek (%)

fenol 24 -H 24 95
p-kresol 23 -CH3 48 74
4-aminofenol 25 -NH> 48 86
4-nitrofenol 26 -NO» 144 31
4-methoxyfenol 27 -OCHs3 96 52
4-bromfenol 28 -Br 48 82
4-chlorfenol 29 -Cl 48 93
4-fluorfenol 30 -F 48 87
4-jodfenol 31 -1 72 66
4-terc-butylfenol 32 CH3 144 95
% CHs
CH3
4-(benzyloxy)fenol 33 120 75

Tabulka 2. Substituovany 3,5-dichlor-2-fenoxypyridin v poloze 4.

4.2 Derivaty 3,5-dichlor-2-fenoxypyridinu substituované v poloze 3°

Syntéza druhé série latek probihala za obdobnych podminek jako vySe
piipravované latky (Schéma 14). Jeden ekvivalent substituovaného fenolu, v tomto
ptipadé v poloze 3, byl rozpustén v DMF s péti ekvivalenty uhli¢itanu draselného a
s jednim ekvivalentem 2,3,5-trichlorpyridinu 21. Celkem takto bylo pfipraveno pét
derivati a jejich struktura byla taktéZ ovéfena NMR analyzou a hmotnostni
spektrometrii. Cas priib&hu syntézy byl v rozmezi od dvou do &tyf dnil, pficemz
aktudlni stav reakéni smési byl opét kontrolovan TLC a v nékterych ptipadech byl ¢as
reakce preventivné¢ prodlouzen z divodi shodného reten¢niho faktoru s vychozi
latkou a produktem. U této série derivatu byly ziskavany primérmé vysoké vytézky

v rozmezi od 72 % az do 95 %, pti¢emz nejvyssi vytézek byl u latka 37 (Tabulka 3).
R
Ny Cl K,COs N © R
| + = |
= HO DMF Cl Cl

Cl Cl .
21 72-95 %

34 -38

Schéma 14. Syntéza derivatii fenoxypyridini substituovanych v poloze 3’
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Vychozi fenol Produkt R Cas [h] Vytézek (%)

3-methoxyfenol 34 -OCH3 72 92
3-bromfenol 35 -Br 72 72
3-chlorfenol 36 -Cl 48 93
3-fluorfenol 37 -F 96 95
3-nitrofenol 38 -NO2 72 89

Tabulka 3. Substituovany 3,5-dichlor-2-fenoxypyridin v poloze 3.

4.3 Priprava 2-[(3-bromnaftalen-2-yl)]-3,5-dichlorpyridinu

Jeden ekvivalent 3-brom-2-hydroxynaftalenu 39 byl rozpustén v DMF s péti
ekvivalenty uhli¢itanu draselného a s jednim ekvivalentem 2,3,5-trichlorpyridinu 21
(Schéma 15). Reakce probihala 2 dny pii teplot¢ 90 °C. Vytézek piipravovaného
derivatu 2-[(3-bromnaftalen-2-yl)]-3,5-dichlorpyridinu 40 ¢inil 75 %.

N_ _Cl Br
s K,CO4 Br -~ C!
_ + > |
Cl Cl OH DMF o0
21 39 75 % 40 Cl

Schéma 15. Priprava slouceniny nesouci naftylovy fragment.

4.4 Priprava 3,5-dichlor-2-(pyridin-4-yloxy)pyridinu

Syntéza 3,5-dichlor-2-(pyridin-4-yloxy)pyridinu 42 (Schéma 16) vychazela
z komercéné dostupného 4-hydroxypyridinu 41 a 2,3,5-trichlorpyridinu 21, pfi¢emz
jeden ekvivalent 4-hydroxypyridinu byl rozpustén v DMF s péti ekvivalenty uhli¢itanu
draselného a s jednim ekvivalentem 2,3,5-trichlorpyridinu. I pfesto, Ze reakce

probihala celkem 7 dni pfi teploté 90 °C, vytézek byl pouhych 19 %.

N Cl OH  K,CO, Naor O
| 7 > | |
= | = N
N DMF cl cl
19 %

21 41 42
Schéma 16. Syntéza slouceniny s dvema pyridinovymi heterocykly.
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4.5 Priprava 3,5-dichlor-2-(pyridin-2-yloxy)pyridinu

Stejnym zplisobem byl pfipraven i 3,5-dichlor-2-(pyridin-2-yloxy)pyridin 44
(Schéma 17). Jeden ekvivalent 2-hydroxypyridinu 43 byl rozpustén v DMF s péti
ekvivalenty uhlicitanu draselného a s jednim ekvivalentem 2,3,5-trichlorpyridinu 21.

Reakce probihala celkem 5 dni pfi teploté 90 °C. Vytézek Cinil pouhych 18 %.

Ny -Cl _~_OH  K,COq Nar O Na
| + | > | P | P
21 43 18 % 44

Schéma 17. Syntéza slouceniny s dvéma pyridinovymi heterocykly.

4.6 Priprava 2-[(3,5-dichlorpyridin-2-yl)oxy]chinolinu

Pro syntézu 2-[(3,5-dichlorpyridin-2-yl)oxy]chinolinu 46 (Schéma 18) byl
pouzit jeden ekvivalent 2-hydroxychinolinu 45, ktery byl rozpustén v DMF. Vzhledem
k tomu, ze ptfedchozi pfipravované derivaty s heteroatomem dusiku na druhém
aromatickém jadie poskytovaly jen velmi nizké vytéZky, byla proto pouzita silngjsi
baze v podobé hydridu sodného (1,1 ekvivalentu). Poté byl do smési ptidan jeden
ekvivalent 2,3,5-trichlorpyridinu 21. Reakce probihala po dobu 6 dni pii teploté 90 °C

s vytézkem 15 %.

N_ _Cl N. _OH N. _O. N
I > F ¢ = DMF I N g N
21 45

15 % 46

Schéma 18. Priprava produktu nesoucim chinolinovy skelet.
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4.7 Pokusy o pripravu 2-[(3,5-dichlorpyridin-2-yl)oxy|pyrimidinu

Krom¢ dvaceti vySe pripravenych latek byla také snaha pfipravit
2-[(3,5-dichlorpyridin-2-yl)oxy]pyrimidin 48 (Schéma 19). Pfiprava této latky
vychézela z 2,3,5-trichlorpyridinu 21 a 2-hydroxypyrimidinu 47, ktery byl v n¢kolika
pokusech rozpustén v DMF a v jednom ptipadé bylo rozpoustédlo zaménéno za THF,
ve kterém reakce ovSem neprobihala viibec. Jako baze bylo v jednom experimentu
pouzito 5 ekvivalent( uhli¢itanu draselného a v jinych ptipadech bylo vyuzito riznych
ekvivalentl hydridu sodného. Reakéni smés byla vzdy michana pii 90 °C (pfi reakci
v THF za teploty varu rozpoustédla) po dobu 4 az 7 dni. Ani jeden z pokusu pti danych

reak¢nich podminkach nevedl k pripravé pozadované latky (Tabulka 4).

N Cl N.__OH . N. _O._ N
Cl = Cl N rozpoustédlo Cl cl
21 47 48

Schéma 19. Pokusy o pripravu derivatu s pyrimidinovym heterocyklem.

Baze Ekvivalent  Rozpoustédlo Reak¢ni ¢as [h] Latka 48
K2COs3 5 DMF 96 n/d
NaH 1,1 DMF 144 n/d
NaH 2,1 DMF 168 n/d
NaH 2,2 THF 144 n/d

Tabulka 4. Reakcni podminky syntézy 2-[(3,5-dichlorpyridin-2-yl)oxy[pyrimidinu.

(n/d: nedetekovaino).

Nicméné reakci s péti ekvivalenty uhlicitanu draselného a DMF byla namisto
ocekavané latky izolovana latka 49 ve vytézku 19 %. Reakéni smés byla michana za

uvedenych podminek pfi teploté 90 °C po dobu 4 dni (Schéma 20).

N
Ny Cl NYOH 5 ekv. K,CO4 N
M - ~N DMF, 4 d > | =
cl cl 15 ’ ny Cl Cl
21 47 ° 49

Schéma 20. Izolovany produkt s dimethylamino skupinou v poloze 2.
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4.8 Pokusy o pripravu 4-[(3,5-dichlorpyridin-2-yl)oxy]chinazolinu

Za  stejnych  reakénich  podminek  byla  snaha  pfipravit také
4-[(3,5-dichlorpyridin-2-yl)oxy]chinazolin 51 (Schéma 21). Jeden ekvivalent vychozi
latky 4-hydroxychinazolinu 50 byl rozpustétn v DMF (5 ml) spéti ekvivalenty
uhli¢itanu draselného a jednim ekvivalentem 2,3,5-trichlorpyridinu 21. Reakéni smés
byla zahtivana pfi teploté¢ 90 °C po dobu 7 dni, bohuzel ani za takto zvolenych

podminek reakce nevedla k zddanému produktu.

Z =N DMF
90 °C, 7 dni

N._ _ClI N N._ _O. /[ ]
| S, | N 5ekv. K,CO; - /Ej: N' \N

ol N o
21 50 OH 51

Schéma 21. Neuspesny pokus o pripravu produktu obsahujici chinazolin 1.

Syntéza latky 51 byla zopakovana s tim rozdilem, Ze bylo pouzito rozpoustédlo
DMSO pii teploté 120 °C. Reakce byla michidna po dobu 24 hodin a ani za takto

zvolenych podminek nebylo dosazeno vysledného produktu (Schéma 22).

cl % =N DMSO
120 °C, 24 h.

N_ _Cl N N._ _O. /[ ]
| N . | N 5 ekv. K,CO5 - M N' \N

cI N g ~F
21 50 OH 51

Schéma 22. Neuspésny pokus o pripravu produktu obsahujici chinazolin I1.

Dale byl pro ptipravu latky 51 vyzkouSen také médi katalyzovany Ullmanniv
coupling (Schéma 23). Pro syntézu byl pouzit jeden ekvivalent 2,3,5-trichlorpyridinu
a 4-hydroxychinazolinu, ktery byl spole¢né¢ se dvéma ekvivalenty uhli¢itanu
cesného rozpustén v DMSO (5 ml). V katalytickém mnozstvi byl pouzit jodid méd'ny
s TMEDA. Reakce byla pod argonem zahtivana na 110 °C po dobu 24 hodin a ani
tento zplsob nevedl k piipravé latky 51.

N._Cl N Cul/TMEDA N O\(Q
N ~N
| ' @Q e = [0

cl =z cl ~N DMSO 7 NN

Ar, 110 °C, 24 h
21 50 OH 51

Schéma 23. Neuspesny pokus o pripravu produktu obsahujici chinazolin I11.
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4.9 Biologické hodnoceni

Z vyse ptipravené knihovny latek bylo celkem 19 podrobeno biologickému
hodnoceni potencidlni aktivace a inhibice CAR receptoru, a také byla zkouméana
cytotoxicka aktivita na vybrané bunécné linii na Katedfe farmakologie a toxikologie
pod vedenim prof. PharmDr. Petra Pavka, Ph.D. Dale byly syntetizované latky
testovany na Katedie biologickych a Iékaiskych véd pod vedenim RNDr. Klary

Konec¢né, Ph.D. na vybrané bakterie, fungalni kmeny a mykobakterie.

4.9.1 Testovani aktivace CAR receptoru

Aktivace a inhibice mySiho CAR receptoru byla testovana metodou Luciferase
Reporter Assay.*” Data jsou prezentovana jako relativni aktivita vii¢i kontrolnimu
vzorku exponovanému vehikulu (v koncentraci 0,1 %). Data a smérodatné odchylky
byly ziskany z jednoho experimentu provedeného v triplikatech. Aktivace vétsi, nez
kontrola, znaci aktivaci mysiho CAR receptoru, zatimco aktivita niz8i, nezli kontrola
naznacuje inhibici. Nejvyrazngj$i indikovand aktivita v podob& agonistli byla
pozorovana u latek 32, 33, 34, 40 a 46. Naopak latky 24, 26 a 38 se ukazuji byt
nad&jnymi inhibitory (Obrazek 15).

Aktivace mysiho CAR receptoru
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Obrazek 15. Aktivace nebo inhibice mysiho CAR receptoru metodou Luciferase

Reporter Assay.
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Obrazek 16. Syntetizované latky aktivujici CAR receptor.

U ptipravenych sloucenin byla také testovana cytotoxicita bun¢k linie HepG2.
Bunky byly vystaveny testovanym latkdm 24 hodin a poté byla zméfena aktivita
Renilly luciferazy. Relativni viabilita kontrolniho necytotoxického vzorku (vehikulum
DMSO, 0,1 %) je pokladana za 100 % a ostatni data jsou vztaZena k ni. Interval 80 %
znaéi hranici pfijatelné cytotoxicity. Zadna ztestovanych latek neprokazala po

24hodinové expozici vyraznéjsi cytotoxicitu na bunééné linii HepG2 (Obrazek 16).

Stanoveni cytotoxicity/viability prostfednictvim aktivity
Renilla luciferazy
150 =

100+ ll'}‘I‘{-}l _{' .JI.' .
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kontrola relativni viability (0.1 % DMSO)
(100 %)
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Obrdzek 17. Ucinek testovanych litek na expresi Renilla luciferdzy znacici

cytotoxicitu/viabilitu bunék linie HepG2 po 24hodinové expozici.
Latky 24, 26, a 38 inhibuji mySi CAR receptor jak v nepfitomnosti

(Obrazek 15), tak i v pfitomnosti CAR ligandu TCP (Obrazek 17). Bunky linie
HepG2 byly exponovany soucasné agonistou mysiho CAR receptoru (TCP 1 uM) a

36



testovanym latkam (Obrazek 17). MlizZeme tedy konstatovat, ze latky 24, 26 a 38 maji
zajimavou biologickou aktivitu, a proto by dalsi syntetické obmény téchto latek mély
byt zvazovany.

8=
inhibice prototypového ligandu TCP

(=2
1

nasobna aktivita porovnana s
kontrolnim vzorkem
s
1

-
—_
2
Ll — . .
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Obrazek 18. Inhibice mysiho CAR receptoru latkami 24, 26, a 38.
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Obrazek 19. Syntetizované latky inhibujici CAR receptor.

4.9.2 Stanoveni bakterialni toxicity

Bakterialni toxicita byla hodnocena prostfednictvim mikrodilucni bujonové
metody dle metodiky EUCAST?® na Katedfe biologickych a lékafskych véd FaF v
Hradci Kralové. Antibakteridlni aktivita je vyjadfena jako minimdlni inhibi¢ni
mikroorganismi). Bylo otestovano 16 latek na patogenni i lidskému télu vlastni kmeny
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii — celkem 8 kment, které byly ziskany z
Americké typové kultury ATCC, z Ceské sbirky mikroorganismii CCM a z Némecké
sbirky mikroorganismi DSM (Tabulka 5). Zbyvajici latky 23, 24, 35 a 37 nebylo
mozné hodnotit z divodu jejich nerozpustnosti v DMSO v pozadované koncentraci.
Syntetizované latky nevykazovaly zvySenou bakteridlni toxicitu vici zadnému

z pouzitych kment.
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BAKTERIALNI TOXICITA

Testovana 5

stova KMEN (kéd)

MIC/ICos SA |[MRSA| SE | EF | EC | KP | ACI | PA
(umol.I™)

25 24h| 500 | >500 | 500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500

48h | >500| >500 | 500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500

26 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

27 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

28 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

29 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

30 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

31 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

32 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

33 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

34 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

36 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

38 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

40 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

42 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

44 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

46 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

Tabulka 5. Bakterialni toxicita pripravenych sloucenin.

SA Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 29213, CCM 4223 MRSA
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 43300, CCM 4750 SE Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, CCM 4418 EF Enterococcus faecalis ATCC 29212,
CCM 4224 EC Escherichia coli ATCC 25922, CCM 3954 KP Klebsiella pneumoniae
ATCC 10031, CCM 4415 ACI Acinetobacter baumannii ATCC 19606, DMS 30007
PA Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955
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4.9.3 Stanoveni antimykotické aktivity

Potencialni toxicita vi¢i kvasinkam a vldknitym houbdm byla hodnocena

mikrodiluéni bujénovou metodou podle metodiky EUCAST.>!>? Celkem bylo pouzito

8 kment ze sbirky Americké typové kultury a z Ceské sbirky mikroorganismtl. Také

u tohoto stanoveni nebyl prokazan vyznamny ucinek viac¢i pouzitym kmentm

(Tabulka 6-7).

ANTIMYKOTICKA AKTIVITA

Testovana .
latka KMEN (kod)
MIC_l CA CK CP CT AF AFla AC TI
(umol.1)

25 24h |>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 250
48h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 250

26 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

27 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 250
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 250

28 24h | >500 | >500 | =500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | >500 | >500

29 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | =500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | >500 | >500

30 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | =500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | >500 | >500

31 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | >500 | >500

32 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | =500 | >500 | =500 | >500 | >500

Tabulka 6. Antimykoticka toxicita pripravenych sloucenin 1.

CA1 Candida albicans ATCC 24433, CCM 8320 CK Candida krusei ATCC 6258,
CMM 8271 CP Candida parapsilosis ATCC 22019, CCM 8260 CT Candida
tropicalis ATCC 750, CCM 8264 AF Aspergillus fumigatus ATCC 204305 AFla
Aspergillus flavus CCM 8363 AC Absidia corymbifera CCM 8077 TI Trichophyton

interdigitale ATCC 9533, CMM 8377

39




ANTIMYKOTICKA AKTIVITA

Testovana .

latka KMEN (kéd)

MIC 1 CAl| CK CP CT AF AFla AC TI
(umol.1")

33 24h |>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

42 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

44 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

46 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 500

40 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

34 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250

48h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250

36 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

38 24h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

Tabulka 7. Antimykoticka aktivita pripravenych sloucenin I1.

CA1 Candida albicans ATCC 24433, CCM 8320 CK Candida krusei ATCC 6258,
CMM 8271 CP Candida parapsilosis ATCC 22019, CCM 8260 CT Candida
tropicalis ATCC 750, CCM 8264 AF Aspergillus fumigatus ATCC 204305 AFla
Aspergillus flavus CCM 8363 AC Absidia corymbifera CCM 8077 TI Trichophyton
interdigitale ATCC 9533, CMM 8377
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4.9.4 Stanoveni mykobakteridlni toxicity

U syntetizovanych derivatt byla rovnéz testovana mykobakteridlni toxicita na
Katedie biologickych a 1¢kai'skych véd FaF v Hradci Kralové. Celkem bylo otestovano
15 latek na vybrané mykobakteridlni kmeny. Na zdklad¢ téchto experimentl byla

pozorovana aktivita vii¢i kmenu Mycobacterium cansasii.

MYKOBAKTERIALNI TOXICITA
Testovana Kmen
latka/MIC M. aurum M. avium M. kansasii M.tbc H37Ra
(ng/mL)

23 250 125 31,25 250
24 125 250 62,5 250
25 62,5 125 <391 62,5
26 > 500 > 500 <391 > 500
27 > 500 31,25 391 > 500
28 > 500 31,25 7,81 > 500
29 > 500 > 500 7,81 > 500
30 > 500 > 500 31,25 > 500
31 > 500 125 391 > 500
32 125 62,5 7,81 62,5
33 > 500 > 500 <391 > 500
42 > 500 > 500 250 > 500
44 125 250 62,5 250
46 250 250 3,91 125
40 > 500 > 500 3,91 > 500

Tabulka 8. Mykobakterialni toxicita.

Mycolicibacterium aurum DSM 43999 (ATCC 23366), Mycobacterium avium DSM
44156 (DSMI18ATCC) a Mycobacterium kansasii DSM 44162 (ATCC
12478), Mtb H37Ra ITM-M006710 (ATCC 9431)
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5. ZAVER

V ramci své diplomové prace jsem pripravila 20 derivatd pyridinu, které byly
odvozeny od ptedlohové struktury agonisty mysiho receptoru CAR TCPOBOP.
Syntéza dalSich dvou zamyslenych sloucenin nevedla k pozadovanému vysledku.
Struktura tfinacti piipravenych latek nebyla dosud v odborné literatufe publikovana.
Reakce probihala mechanismem nukleofilni aromatické substituce s uspokojivymi
vytézKy.

Z vysledkii biologického hodnoceni na mySich CAR receptorech vyplynulo, Ze
pripravené derivaty v porovnani s molekulou TCPOBOP jevily latky pouze slabsi
agonistickou aktivitu vii¢i mySimu CAR receptoru. Jednalo se predevsim o latky nesouci
objemny substituent v poloze 4" a také molekuly zahrnujici tii aromatickd jadra. OvSem
v piipadé¢ sloucenin nesouci v poloze 3’, popiipad¢ 4" u fenylu vazanym na pyridin nitro
skupinu, doslo ke zjisténi inhibi¢ni aktivity na zminény receptor.

Latky byly testovany také na ptipadnou aktivitu vii¢i bunééné linii HepG2, také proti
vybranym bakteridlnim, fungalnim a mykobakterialnim kmentim, kdy latky vykazovaly

pouze ucinek vici Mycobacterium cansasii.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Obecné postupy pouzité pri separaci a charakterizaci latek

Vychozi pouzité latky a rozpoustédla byly zakoupeny od firmy Sigma-Adrich,
vyjimkou byl pouzity p-kresol, ktery byl zakoupen o firmy Merck a 4-aminofenol
puvodem od firmy BDH. Uhli¢itan draselny byl zakoupen od firmy Lachema.

Vsechny latky byly pouzity ve svém pivodnim stavu bez ¢isténi.

Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Pribéh reakce a cistota produktii v této praci byly pribézné kontrolovany a
sledovany pomoci tenkovrstvé chromatografie, béhem které byly pouzivany
aluminiové TLC desky Silica gel 60 F2s4 od firmy Merck. Pouzitd mobilni faze byla
vybrana v zavislosti na analyzovanych slou¢enindch. Ve vét$ing ptipadi se jednalo o
smés rozpoustédel hexan/ethyl-acetat. K detekci danych latek byla pouZzita UV lampa

pii vinové délce 254 nm.

Sloupcova chromatografie

K purifikaci pfipravovanych latek byla pouZita sloupcova chromatografie.
Jako stacionarni faze byl pouzit silikagel 60 (0,040-0,063 mm), ktery byl zakoupeny
od firmy Merck. Mobilni fazi byl ve vétSin€ pifipadh Cisty hexan, jen v nékterych
ptipadech byla polarita mobilni faze zvySovana kombinaci rozpoustédel hexan/ethyl-

acetat.

Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

NMR spektra byla métena v CDCls na pfistroji VARIAN VNMR S500 a Jeol
JNM-ECZ600R. Chemické posuny byly nepifimo vztazeny ke standardu
tetramethylsilanu pomoci zbytkového signalu rozpoustédla (7.26 ppm pro 'H a 77.0
ppm pro 3C). Chemické posuny pak byly zméfeny jako hodnoty & (ppm). Data jsou
prezentovana v nasledujicim potadi: chemicky posun (6), multiplicita (s: singlet, d:
dublet, m: multiplet, brs: broad singlet), interakéni konstanta (Hz) a integrovana

intenzita (v protonovych spektrech).
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Hmotnostni spektrometrie (MS)
Hmotnostni spektra s nizkym rozliSenim (LRMS) byla zmeéfena na
hmotnostnim spektrometru Compact mass spectrometer od spolecnosti Advion's za

vyuziti metody chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI).

Infradervena spektroskopie (IC)
Infracervend spektroskopie byla métena na piistroji NICOLET 6700 FT-IR
metodou jednoodrazové zeslabené uplné reflektance (ATR) s krystalem ZnSe, Ge

nebo C.
Stanoveni teploty tani

Teploty tani vSech latek byly méfeny prostfednictvim piistroje STUART
SMP30, pricemz nebyly korigovany.
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6.2 Obecné metody pouzité pri biologickém hodnoceni

6.2.1 Metoda Luciferase Reporter Assay

Bunky linie HepG2 byly kultivovany na 48 jamkovych platech. Po 24 hodinach
byly transfekovany reagentem Lipofectamin 3000TM reportérovym vektorem
p2B6-luc, expresnimi vektory pro mysi CAR receptor a Renilla luciferazu (pRL-TK).
Poté byly bunky exponovany na 24 hodin testovanym latkam nebo modelovému
ligandu TCP (1,4-bis[2-(3,5-dichlorpyridyloxy)]benzen) v 10 uM koncentraci. Po
dalsich 24 hodinach byla Renilla luciferaza detekovana Dual reportérovym kitem od

firmy Promega.*’

6.2.2 Mikrodiluéni bujonovy test

Bakterialni toxicita (stanoveni MIC v pM) byla hodnocena pomoci
mikrodiluéni bujéonové metody podle pokyntt EUCAST® (The European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing). Referen¢ni kmeny byly pouzity ze sbirky
americké typové kultury (ATCC - American Type Culture Collection, 8 kment),
z Ceské sbirky mikroorganismi (CCM - Czech Collection of Microorganisms, 7
kmenil) a zNémecké sbirky mikroorganismit (DSM - Deutche Sammlungvin
Mikroorganismen, 1 kmen). Kultivace byla provedena v Mueller-Hintonové bujonu
(CAMHB, Sigma-Aldrich) pfi teploté 35 + 2 °C a pH 7,0. Testované slouceniny byly
rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich) za vzniku zasobnich roztok, které byly zfedény
CAMHB na konecné koncentrace (s ohledem na jejich mez rozpustnosti) 2000 — 1000
—500-250-125-62,5-31,25-15,612-7,88 —-3,9 - 1,953 - 0,977 — 0,488 uM.
Do kazdého testu byly zapojeny pozitivni kontroly (kultivaéni médium naockované
bakteriemi), negativni kontroly (testovani sterilniho média) a interni standardy kvality
(gentamycin, ciprofloxacin — oba od Sigma-Aldrich). Kone¢né koncentrace DMSO v
testovacim médiu nepiesahla 2,5 % (v/v) celkového sloZeni roztoku a neovlivnila tak
rist bakterii. Antibakteridlni aktivita je vyjadfena jako minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) po 24 a 48 hodinach statické inkubace ve tm¢ a v humidni
atmosfére. Jako vizudlni kontrola a indikator metabolické aktivity pro hodnoceni

koncového bodu MIC byl pouzit AlamarBlue®® (ThermoFisher Scientific).
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Toxicita na vybranych linii kvasinek a vlaknitych hub (stanoveni MIC v uM)
byla také hodnocena pomoci mikrodilu¢ni bujonovou metodou podle standardi
EUCAST.>5? Referen¢ni kmeny byly pouzity ze sbirky americké typové kultury
(ATCC, 6 kmentl) a z Ceské sbirky mikroorganismt (CCM, 7 kment). Testované
slouceniny byly rozpustény v DMSO a nasledné byly ziedény médiem RPMI 1640
s glutaminem a doplnény glukézou (2 %) a pufrem (kyselina 3-morfolinopropan-
1-sulfonovd) na pH 7,0 (vSe od Sigma-Aldrich). Konecnd koncentrace DMSO v
testovaném médiu neptesahla 2,5 % (v/v) celkového slozeni roztoku a bylo potvrzeno,
Ze tato koncentrace neinhibuje riist testovanych hub. Statické inkubace byla provadéna
v temn¢ a humidni atmosféte pti 35+2 °C po dobu 24 a 48 hodin (72 a 120 hodin pro
Trichophyton interdigitale, v daném potadi). Zahrnuty byly pozitivni i negativni
kontroly a interni kontroly kvality a standardy (flukonazol a amfotericin B, oba jsou
od Sigma-Aldrich). Hodnoty MIC definované jako koncentrace prokazujici, ze
naméfend absorbance je stejnd nebo nizsi nez u kontroly. Jako vizudlni kontrola a
indikator metabolické aktivity byl pouzit opét AlamarBlue> (ThermoFisher

Scientific).

Potencialni aktivita na mykobakteridlni kmeny byla stanovena rovnéz
mikrodiluéni bujonovou metodou dle standardi EUCAST. Antimykobakterialni test
byl proveden skmeny Mycolicibacterium aurum DSM 43999 (ATCC 23366),
Mycobacterium avium DSM 44156 (DSM18ATCC) a Mycobacterium kansasii DSM
44162 (ATCC 12478) z Némecké sbirky mikroorganismi a bunécnych kultur
(Braunschweig, Némecko) a s avirulentnim kmenem Mycobacterium tuberculosis
H37Ra ITM-M006710 (ATCC 9431) =z belgickych koordinovanych sbirek
mikroorganismil (Antverpy, Belgie). Jako kultivacni médium byl pouzit Middlebrook
7H9 bujon (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) obohaceny o 0,4 % glycerolu
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) a 10 % Middlebrook OADC riistovy doplnek
(Himedia, Mumbai, Indie).>*>*

Konec¢na hustota byla upravena na 1,0 na McFarlandové stupnici a ziedéna v
pomeéru bud’ 1:20 (pro rychle rostouci mykobakterie) nebo 1:10 (pro pomalu rostouci
mykobakterie) s bujonem. Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Némecko), poté byl piidan Middlebrookiv 7H9 bujon, aby se

ziskala koncentrace 2000 pg/ml. Standardy pouzivané pro stanoveni aktivity byly
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INH, RIF a CPX (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko). Kone¢né koncentrace byly
nastaveny jako 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,81 a 3,91 ug/ml. Vysledna
koncentrace DMSO nepiesahla 2,5 % (v/v) a neovlivnila rist zddného z kmend.
Zahrnuty byly pozitivni (bujon, DMSO, bakterie) a negativni (bujon, DMSO) kontroly
rustu. Desticky obsahujici pomalu rostouci mykobakterie byly uzavieny
polyesterovym adhezivnim filmem a inkubovany ve tmé pii 37 °C bez michani.
Antimykobakterialni aktivita byla vyjadiena jako minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) a hodnota byla odectena na zédkladé zmény barvy skvrny (modré barva-aktivni
slou€enina; rizova barva-inaktivni slouc¢enina). VSechny experimenty byly provedeny

duplicitné.
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6.3 Syntéza a charakterizace latek

6.3.1 Provedeni syntéz 3,5-dichlor-2-fenoxypyridini

Syntéza prvni série pfipravovanych latek (Schéma 24) vychazela z komercné
dostupného 2,3,5-trichlorpyridinu a rizné¢ substituovaného fenolu v poloze 3’a 4°.
Jeden ekvivalent substituovaného fenolu byl vzdy navazen do bainky a rozpustén
v DMF (5 ml). Nasledn¢ bylo k danym latkdm ptidano pét ekvivalentli uhli¢itanu
draselného a na zavér byl pfidan jeden ekvivalent 2,3,5-trichlorpyridinu (21). Reakéni
smés byla michana pfi teplot¢ 90 °C a poté byla zpracovana extrakci. Smés byla
vytfepana mezi ethyl-acetat (20 ml) a nasyceny roztok siranu médnatého (20 ml).
Organicka faze byla dale vytfepana s vodou (20 ml) a po oddéleni byla vysuSena
bezvodym siranem sodnym. Nasledovala filtrace a odpateni rozpoustédla. Latky byly
purifikovany sloupcovou chromatografii. Celkem bylo timto zplsobem pfipraveno

Sestnact derivatl, pfi¢emz vytézky syntéz se pohybovaly v rozmezi od 31 % do 95 %.

Ny _Cl N K,COs Nar O
| . | .
= 2 DMF cI N gl PR

31-95 %
21 ° 23 -38

R47: -H (24), -CH53 (23), -NH, (25), -NO, (26), -OCH5 (27), -Br (28), -Cl (29),
-F (30), -1 (31), terc-butyl (32), benzyloxy (33)

R3": -OCHs, (34), - Br (35), -CI (36), -F (37), -NO, (38)

Schéma 24. Syntéza prvni série sloucenin.
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3.5-Dichlor-2-fenoxypyridin (24)*

Sumarni vzorec: C11H7CLbNO

Molarni hmotnost: 240,08 g.mol!

N. O Fenol (524,5 mg; 5,573 mmol), 2,3,5-trichlorpyridin

N

N | A, (1,017 g; 5,573 mmol), K2CO3 (3,851 g; 27,865 mmol), DMF

(5 ml), Cas: 24 hodin. Sloupcova chromatografie: hexan,
zpolarnéno na hexan:EtOAc (9:1). Vytézek: 1,268 g (95 %). Bila krystalicka latka.
T.t. 154-155 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.99 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.79 (d,
J=2.3Hz, 1H), 7.48-7.41 (m, 2H), 7.31 — 7.23 (m, 1H), 7.18-7.14 (m, 2H). 3C NMR
(126 MHz, CDCl3) & 157.6, 153.3, 143.5, 138.8, 129.6, 125.5, 125.4, 121.3, 119.5.
LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 240,0 (100) [M+H]"; 241,9 (90). IR: (ATR)
vmax[cm!] 1568, 1492, 1427, 1383, 1282, 1245, 1194, 1161, 1125, 1062, 1022.
Rf: 0,84 (hexan/ethyl-acetat 9:1).

3.5-Dichlor-2-(4-methylfenoxy)pyridin (23)%’

Sumarni vzorec: C12HoCLLNO

Molarni hmotnost: 254,11 g.mol!

N. O p-Kresol (762,9 mg; 7,055 mmol), 2,3,5-trichlorpyridin

/EJ: \©\ (1,287 g; 7,055 mmol), K2CO3 (4,875 g; 35,275 mmol),
“ “ ©Hs DMEF (5 ml), Cas: 48 hodin. Sloupcova chromatografie:
hexan. VytéZzek: 1,327 g (74 %). Nazloutla olejovita latka. "H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 7.97 (d,J=2.3 Hz, 1H), 7.77 (d,J= 2.3 Hz, 1H), 7.21 — 7.27 (m, AA’", BB’,
2H), 7.01 — 7.06 (m, AA’, BB’, 2H), 2.39 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) §
157.9, 150.9, 143.5, 138.6, 135.0, 130.8, 125.2, 121.2, 119.3, 20.89. LRMS (APCI):
m/z (relativni intenzita): 254,0 (100) [M+H]"; 255,9 (90). IR: (ATR) vmax[cm™]
1572, 1506, 1427, 1382, 1283, 1245, 1196, 1164, 1124, 1110, 1062, 1018. Rf: 0,68
(hexan/ethyl-acetat 1:1).
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3,5-Dichlor-2-(4-aminofenoxy)pyridin (25)>

Sumarni vzorec: C11HsClaN2O

Molarni hmotnost: 255,10 g.mol!

p-Aminofenol (608,1 mg; 5,572 mmol),
| N/\ O\Q 2,3,5-trichlorpyridin (1,016 g; 5,572 mmol), K2COs
Cl Cl NHz (3,850 g; 27,862 mmol), DMF (5 ml), Cas: 48 hodin.
Sloupcova chromatografie: hexan. Vytézek 1,226 g (86 %). Svétle hnéda krystalicka
latka. T.t. 65,5-68,5 °C. TH NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.97 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.75
(d, J=2.3 Hz, 1H), 6.98 — 6.92 (m, AA’, BB’, 2H), 6.74 — 6.69 (m, AA’, BB’, 2H),
3.67 (brs, 2H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) & 158.2, 145.1, 143.9, 143.4, 138.5,
124.9, 122.3, 119.0, 115.9. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 255,0 (100)
[M+H]*; 256,9 (70). IR: (ATR) vmax[cm™] 3335, 2926, 1625, 1574, 1508, 1427,
1382, 1244, 1191, 1124, 1109, 1062. Rf: 0,40 (hexan/ethyl-acetat 9:1).

3.5-Dichlor-2-(4-nitrofenoxy)pyridin (26)*

Sumarni vzorec: C11HC1aN203

Molarni hmotnost: 285,08 g.mol!

N. O p-Nitrofenol (540,7 mg; 3,887 mmol),

| ; \Q 2,3,5-trichlorpyridin (709,1 mg; 3,887 mmol), K2CO3

“ “ NO: (2,686 g; 19,435 mmol), DMF (5 ml), Cas: 144 hodin.

Sloupcova chromatografie: hexan. VytéZek: 343,5 mg (31 %). Bild krystalicka latka.

T.t. 108,8-109,0 °C. "TH NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.37 — 8.24 (m, AA’, BB’, 2H),

8.02 (d,J=2.4Hz, 1H), 7.85 (d, J=2.4 Hz, 1H), 7.36 — 7.25 (m, AA’, BB’, 2H). 3C

NMR (126 MHz, CDCI3) 6 158.4, 156.3, 144.7, 143.6, 139.4, 127.2, 125.5, 121.3,

120.2. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 285,0 (100) [M+H]"; 286,9 (70). IR:

(ATR) vmax[cm'] 3116, 3072, 2926, 2855, 1567, 1511, 1490, 1429, 1380, 1348,
1300, 1284, 1254, 1232, 1213, 1167, 1113, 1064. Rf: 0,54 (hexan/ethyl-acetat 9:1).
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3.5-Dichlor-2-(4-methoxyfenoxy)pyridin (27)

Sumarni vzorec: C12HoCl,NO;

Molarni hmotnost: 270,11 g.mol!

N. O 4-Methoxyfenol (541,8 mg; 4,364 mmol),
| /\ \©\ 2,3,5-trichlorpyridin (796,1 mg; 4,364 mmol), K2CO3
Cl Cl OCHj4 v .

(3,016 g; 21,820 mmol), DMF (5 ml), Cas: 96 hodin.

Sloupcova chromatografie: hexan. Vytézek: 613,7 mg (52 %). Bila amorfni latka.

T.t. 65,5-66,0 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.99 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.76 (d,

J=2.4Hz, 1H), 7.14-7.10 (m, AA’, BB’, 2H), 6.98 — 6.93 (m, AA’", BB’, 2H), 3.83

(s, 3H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) & 157.8, 156.7, 146.3, 143.1, 138.4, 124.9,

122.2, 1189, 114.4, 55.2. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 270,0 (100)

[M+H]"; 271,9 (90). IR: (ATR) vmax[cm™'] 3066, 3000, 2934, 2835, 1574, 1508,

1434, 1388, 1302, 1294, 1237, 1211, 1190, 1061, 1038. Rf: 0,48 (hexan/ethyl-acetat
9:1).

3.5-Dichlor-2-(4-bromfenoxy)pyridin (28)
Sumarni vzorec: C11HsBrCl.NO

Molarni hmotnost: 318,98 g.mol!

4-Bromfenol (772,0 mg; 4,462 mmol),

| N/\ O\Q 2,3,5-trichlorpyridin (814,0 mg; 4,462 mmol), K2CO3
Cl Cl Br (3,084 g; 22,310 mmol), DMF (5ml), Cas: 48 hodin.
Sloupcova chromatografie: hexan. Vytézek: 1,160 g (82 %). Bila krystalicka latka.
T.t. 71,2-71,5 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.98 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.79 (d,
J=223 Hz, 1H), 7.56 — 7.52 (m, AA’, BB’, 2H), 7.08 — 7.02 (m, AA’, BB’, 2H).
I3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 157.2, 152.3, 143.4, 138.9, 132.7, 125.9, 123.8, 119.5,
118.4. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 319,9 (100) [M+H]"; 317,9 (60).
IR: (ATR) vmax[cm] 3073, 2929, 1568, 1481, 1460, 1429, 1401, 1382, 1299, 1288,
1252, 1234, 1202, 1165, 1064, 1060, 1012. Rf: 0,68 (hexan/ethyl-acetat 9:1).
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3.5-Dichlor-2-(4-chlorfenoxy)pyridin (29)*’

Sumarni vzorec: C11H¢ClzNO

Molarni hmotnost: 274,53 g.mol!

4-Chlorfenol (531,2 mg; 4,132 mmol),

| N/\ OQ 2,3,5-trichlorpyridin (753,8 mg; 4,132 rvnmol), K2CO3
Cl Cl Cl (2,855 ¢g; 20,660 mmol), DMF (5 ml), Cas: 48 hodin.
Sloupcova chromatografie: hexan. Vytézek: 1,058 g (93 %). Bila krystalicka latka.
T.t. 96,0-96,5 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.98 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.79 (d,
J=2.4 Hz, 1H), 7.43 — 7.36 (m, AA’, BB’, 2H), 7.15 — 7.05 (m, AA’, BB’, 2H).
I3C NMR (126 MHz, CDCl3) 8 157.3, 151.7, 143.4, 138.9, 130.7, 129.7, 125.9, 122.8,
119.5. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 273,9 (100) [M+H]"; 275,8 (95).
IR: (ATR) vmax[cm™'] 3076, 1486, 1462, 1429, 1405, 1383, 1288, 1253, 1202, 1163,

1127, 1088, 1060, 1015. Rf: 0,61 (hexan/ethyl-acetat 9:1).

3.5-Dichlor-2-(4-fluorfenoxy)pyridin (30)
Sumarni vzorec: C11HsC1,FNO
Molorni hmotnost: 258,07 g.mol!

4-Fluorfenol (510,6 mg; 4,555 mmol),

| N/\ O\©\ 2,3,5-trichlorpyridin (831,0 mg; 4,555 mmol), K:COs3
Cl cl F (3,148 g; 22,775 mmol), DMF (5ml), Cas: 48 hodin.
Sloupcova chromatografie: hexan. Vytézek: 1,025 g (87 %). Bila krystalicka latka
T.t. 93,5-93,7 °C. 'TH NMR (500 MHz, CDCls) & 7.97 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.79 (d,
J=2.3 Hz, 1H), 7.14 — 7.11 (m, 4H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 159.94 (d,
J=244.0 Hz), 157.59, 148.91 (d, J = 2.8 Hz), 143.39, 138.85, 125.66, 122.91 (d,
J=8.4Hz), 119.33,116.30 (d, /= 23.4 Hz). LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita):
257,9 (100) [M+H]"; 259,9 (90). IR: (ATR) vmax[cm'] 2928, 2856, 1748, 1499,

1429, 1384, 1237, 1224, 1179, 1091, 1060. Rf: 0,71 (hexan/ethyl-acetat 9:1).
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3.5-Dichlor-2-(4-jodfenoxy)pyridin (31)
Sumarni vzorec: C11HsCLLINO

Molarni hmotnost: 365,98 g.mol!

4-Jodfenol (519,9 mg; 2,363 mmol), 2,3,5-trichlorpyridin

/EI \©\ (431,1 mg; 2,363 mmol), K2CO3 (1,633 g; 11,815 mmol),

DMF (5 ml), Cas: 72 hodin. Sloupcova chromatografie:

hexan. Vytézek: 573,8 mg (66 %). Bila krystalicka latka. T.t. 70,2-70,5 °C. '"H NMR

(500 MHz, CDCl3) 6 7.98 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.76 — 7.71

(m, AA’, BB’, 2H), 6.96 — 6.92 (m, AA’, BB’, 2H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) §

157.2, 153.1, 143.5, 139.0, 138.7, 126.0, 123.7, 119.6, 89.2. LRMS (APCI): m/z

(relativni intenzita): 366,0 (100) [M+H]"; 367,9 (90). IR: (ATR) vmax[cm'] 2805,

1571, 1479, 1456, 1431, 1382, 1302, 1288, 1251, 1203, 1055, 1008. Rf: 0,69
(hexan/ethyl-acetat 9:1).

3.5-Dichlor-2-(4-terc-butylfenoxy)pyridin (32)

Sumarni vzorec: Ci15Hi5C1aNO

Molarni hmotnost: 296,19 g.mol!

N O 4-terc-Butylfenol (457,6 mg; 3,046 mmol),

| Pz CI\©\’<CH3 2,3,5-trichlorpyridin (555,7 mg; 3,046 mmol),
cHe™  KaCOs (2,105 g; 15,230 mmol), DMF (5 ml), Cas:

144 hodin. Sloupcova chromatografie: hexan. Vytézek: 857,6 mg (95 %). Bila
krystalicka latka T.t. 62,1-62,3 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.00 (d, J= 2.4 Hz,
1H), 7.78 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.46 — 7.42 (m, AA’, BB’, 2H), 7.10 — 7.06 (m, AA’,
BB’, 2H), 1.36 (s, 9H). *C NMR (126 MHz, CDCl3) & 157.7, 150.9, 148.0, 143.5,
138.7, 126.5, 125.3, 120.5, 119.5, 34.5, 31.4. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita):
296,0 (100) [M+H]*; 298,0 (80). IR: (ATR) vmax[cm™'] 3041, 2959, 2868, 1573,

1508, 1430, 1386, 1288, 1254, 1205, 1171, 1065. Rf: 0,77 (hexan/ethyl-acetat 9:1).
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2-(4-Benzyloxy)fenoxy-3.5-dichlorpyridin (33)

Sumarni vzorec: C1sH13C1LNO;

Molarni hmotnost: 346,21 g.mol!

N o 4-(Benzyloxy)fenol (4579 mg; 2,287 mmol),
| = \©\ 2,3,5-trichlorpyridin  (417,2 mg; 2,287 mmol),
! O K:COs (1,580 g; 11,435 mmol), DMF (5 ml),
K@ Cas: 120 hodin. Sloupcova chromatografie:
hexan. Vytézek: 594,4 mg (75 %). Bila krystalicka
latka. T.t. 94,6-95 °C. 'TH NMR (600 MHz, CDCl3) 8 7.96 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.74
(d, J=2.4 Hz, 1H), 7.46 — 7.31 (m, 5H), 7.09 — 7.05 (m, 2H), 7.03 — 6.99 (m, 2H),
5.06 (s, 2H). 3C NMR (151 MHz, CDCl3) 6 158.1, 156.4, 146.9, 143.6, 138.8, 137.0,
128.7, 128.1, 127.6, 125.3, 122.5, 119.3, 115.8, 70.5. LRMS (APCI): m/z (relativni
intenzita): 346,2 (100) [M+H]"; 348,1 (90). IR: (ATR) vmax[cm™'] 3073, 1568, 1482,
1460, 1429, 1383, 1235, 1203, 1165, 1064, 1061. Rf: 0,54 (hexan/ethyl-acetat 9:1).

3.5-Dichlor-2-(3-methoxyfenoxy)pyridin (34)

Sumarni vzorec: C12HoCIaNO;

Molarni hmotnost: 270,11 g.mol’!

v o ocH, 3-Methoxyfenol (442,0 ul; 4,028 mmol),
| = \©/ 2,3,5-trichlorpyridin (734,7 mg; 4,028 mmol), K2COs
cl cl (2,783 g; 20,14 mmol), DMF (5 ml), Cas: 72 hodin.
Sloupcova chromatografie: hexan. Vytézek 1,0 g (92 %). Bild amorfni latka.
T.t. 49,2-49,5 °C. "TH NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.00 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.78 (d,
J=2.3 Hz, 1H), 7.34 — 7.31 (m, 1H), 6.83 — 6.79 (m, 1H), 6.75 — 6.70 (m, 2H), 3.82
(s, 3H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) & 160.7, 157.5, 154.3, 143.6, 138.8, 130.0,
125.6,119.6,113.3,111.1,107.3, 55.4. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 270,0
(100) [M+H]"; 271,9 (90). IR: (ATR) vmax[cm™'] 3059, 2966, 1607, 1595, 1491,
1424, 1384, 1292, 1281, 1264, 1164, 1145, 1074, 1068, 1035. Rf: 0,46 (hexan/ethyl-
acetat 9:1).
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3.5-Dichlor-2-(3-bromfenoxy)pyridin (35)
Sumarni vzorec: C11HsBrCbNO

Molarni hmotnost: 318,98 g.mol!

3-Bromfenol (523,6 mg; 3,025 mmol),

| N; o\©/5r 2,3,5-trichlorpyridin (367,09 mg; 3,025 fnmol), K2CO3
Cl Cl (2,091 g; 15,13 mmol), DMF (7 ml), Cas: 96 hodin.
Sloupcova chromatografie: hexan. Vytézek: 694,8 mg (72 %). Bila amorfni latka.
TH NMR (600 MHz, CDCls) § 7.98 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.77 (d, J= 2.3 Hz, 1H), 7.39
~ 7.34 (m, 1H), 7.34 —7.30 (m, 1H), 7.30 — 7.22 (m, 1H), 7.13 — 7.04 (m, 1H).
I3C NMR (151 MHz, CDCI3) 8 157.2, 154.0, 143.7, 139.1, 130.7, 128.6, 126.3, 124.8,
122.7, 120.2, 119.8. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 319,9 (100) [M+H]";
318,0 (90). IR: (ATR) vmax[cm™'] 2924, 2853, 1568, 1490, 1471, 1427, 1383, 1280,

1245, 1193, 1090, 1062.

3.5-Dichlor-2-(3-chlorfenoxy)pyridin (36)*’

Sumarni vzorec: C11HsClzNO

Molarni hmotnost: 274,53 g.mol!

N o ol 3-Chlorfenol (624,7 mg; 4,859 mmol),

| /\ \©/ 2,3,5-trichlorpyridin (886,5 mg; 4,859 mmol), K2CO3

Cl cl (3,358 g; 24,30 mmol), DMF (7 ml), Cas: 48 hodin.

Sloupcova chromatografie: hexan. Vytézek: 1,237 g (93 %). Nazloutld olejovita

kapalina. '"H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 7.98 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.77 (d, J = 2.3 Hz,

1H), 7.35 = 7.31 (m, 1H), 7.23 — 7.20 (m, 1H), 7.18 — 7.16 (m, 1H), 7.06 — 7.03 (m,

1H). 3C NMR (151 MHz, CDCls) 4 157.2, 154.0, 143.7, 139.1, 135.0, 130.4, 126.3,

125.7, 122.0, 119.8, 119.7 LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 273,9 (100)

[M+H]*; 275,8 (95). IR: (ATR) vmax[cm™] 3064, 2930, 1568, 1473, 1461,1427, 1383,
1269, 1249, 1236, 1195, 1090, 1063. Rf: 0,73 (hexan/ethyl-acetat 9:1.)
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3.5-Dichlor-2-(3-fluorfenoxy)pyridin (37)
Sumarni vzorec: C11HsCl1,FNO

Molarni hmotnost: 258,07 g.mol!
3-Fluorfenol (501,0 mg; 4,469 mmol),
| N/\ OOF 2,3,5-trichlorpyridin (815,3 mg; 4,469 fnmol), K2CO:
Cl Cl (3,088 g; 22,35 mmol), DMF (7ml), Cas: 96 hodin.
Sloupcova chromatografie: hexan. Vytézek: 1,095 mg (95 %). Bezbarvy ole;.
'TH NMR (600 MHz, CDCl3) & 7.98 (d, J=2.3 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.38
—7.33 (m, 1H), 6.97 — 6.92 (m, 2H), 6.91 — 6.87 (m, 1H). 13C NMR (151 MHz, CDCl3)
6163.2(d,J=247.6 Hz), 157.2,154.4 (d,J=11.3 Hz), 143.7, 139.1, 130.4 (d,J=9.5
Hz), 126.3,119.9,117.0 (d, /= 3.4 Hz), 112.4 (d, J=21.0 Hz), 109.4 (d, ] = 24.5 Hz).
LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 257,9 (100) [M+H]"; 259,9 (80). IR: (ATR)
vmax[cm™] 1737, 1607, 1568, 1486, 1425, 1383, 1282, 1261, 1242, 1156, 1120, 1062.
Rf: 0,61 (hexan/ethyl-acetat 9:1).

3.5-Dichlor-2-(3-nitrofenoxy)pyridin (38)*

Sumarni vzorec: C11HC1aN203

Molarni hmotnost: 285,08 g.mol!

N. O NO, 3-Nitrofenol (512,8 mg; 3,680 mmol),

| /\ \©/ 2,3,5-trichlorpyridin (672,4 mg; 3,680 mmol), K2CO3

cl cl (2,543 g; 18,40 mmol), DMF (7 ml), Cas: 72 hodin.

Sloupcova chromatografie: hexan. Vytézek: 934,4 mg (89 %). Bila amorfni latka.

T.t. 97,2-97,5. '"H NMR (600 MHz, CDCl3) & 8.13 — 8.09 (m, 1H), 8.05 — 8.02 (m,

1H), 7.97 (d,J=2.3 Hz, 1H), 7.81 (d,J=2.3 Hz, 1H), 7.61 —7.55 (m, 1H), 7.52 — 7.48

(m, 1H). 3C NMR (151 MHz, CDCI3) 6 156.7, 153.8, 149.1, 143.6, 139.4, 130.3,

127.8, 126.9, 120.3, 119.9, 117.0. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 284,9

(100) [M+H]*; 286,9 (80). IR: (ATR) vmax[cm™'] 3083, 1524, 1475, 1461, 1433,
1385, 1350, 1275, 1255, 1239, 1203, 1080. Rf: 0,38 (hexan/ethyl-acetat 9:1).
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6.3.2 Syntéza 2-(3-bromnaftalen-2-yloxy)-3,5-dichlorpyridinu

Pro ptipravu 2-(3-bromnaftalen-2-yloxy)-3,5-dichlorpyridinu (40) (Schéma 25)
byl pouzit jeden ekvivalent 3-brom-2-hydroxynaftalenu (39), ktery byl navazen do
banky a ihned byl rozpustén v DMF (5 ml). Nasledn¢ bylo pfidano pét ekvivalenti
uhli¢itanu draselného a jeden ekvivalent 2,3,5-trichlorpyridinu (21). Reakéni smeés
byla michana 48 hodin pfi teplote 90 °C. Poté byla provedena extrakce se smési
ethyl-acetatu (20 ml) a nasyceného roztoku siranu méd’natého (20 ml). Organicka faze
byla poté vyttepana s vodou (20 ml) a po oddé€leni vysusena bezvodym siranem
sodnym. Nasledovala filtrace a odpafeni rozpoustédla. Pfipravovand latka byla
purifikovana sloupcovou chromatografii. Mobilni fazi byl cisty hexan. Vytézek

ptipravované latky Cinil 75 %.

Cl
N Cl HO o
N K2CO3 =
JOIDOS e
Cl Cl  Br DMF cl ™ NBr
21 39 75 % 40
Schéma 25. Priprava produktu obsahujici naftylovy zbytek.
2-(3-Bromnaftalen-2-yloxy)-3.5-dichlorpyridin (40)
Sumarni vzorec: C1sHsBrCl,NO
Moléarni hmotnost: 369,04 g.mol!
3-Bromnaftalen-2-ol (299,0 mg; 1,347 mmol),
Cl
o 2,3,5-trichlorpyridin (245,7 mg; 1,347 mmol), K2COs3

Z
“~ lN (930,8 mg; 6,74 mmol), DMF (5 ml), Cas: 48 hodin.
Cl Br

Vytézek: 3422 mg (75 %). Bila krystalickd latka.
T.t. 109,4-109,6. 'TH NMR (600 MHz, CDCl3)  8.15 (s, 1H), 7.91 (d, J=2.3 Hz, 1H),
7.81 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.79 — 7.76 (m, 2H), 7.67 (s, 1H), 7.53 — 7.46 (m, 2H).
13C NMR (151 MHz, CDCl3) 6 157.4, 147.8,143.5, 139.1, 133.1, 132.8, 132.4, 127.6,
127.0, 126.7, 126.0, 121.1, 119.3, 115.6. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita):
370,0 (100) [M+H]"; 368,0 (90). IR: (ATR) vmax[cm™'] 3059, 2926, 1570, 1438,
1427, 1384, 1302, 1288, 1251, 1229, 1165, 1066, 1001. Rf: 0,59 (hexan/ethyl-acetat
9:1).
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6.3.3 Syntézy 3,5-dichlorpyridini s heteroaroamatem v poloze 2

Ptipravy téchto sloucenin (Schéma 26) opét spocivaly v reakci jednoho
ekvivalentu pfislusného heteroaromatu (41, 43, 45), ktery byl rozpustén v DMF (5 ml)
a nasledn¢ byla ptidana baze. Po nékolika minutach byl vsypan také jeden ekvivalent
2,3,5-trichlorpyridinu (21). Reak¢ni smés byla michana pfti teploté 90 °C. Smeés byla
posléze vytfepana mezi roztok nasycené¢ho siranu méd’natého (20 ml) a ethyl-acetat
(20 ml). Organické faze byla poté vytfepana s vodou (20 ml) a po odd¢€leni vysusena
siranem sodnym. Nasledovala filtrace a odpaieni rozpoustédla. Latky byly precistény

sloupcovou chromatografii. Vytézky se pohybovaly v rozmezi od 15 % do 19 %.

HO 5 ekv. K,CO N._©O
| \N Dlv||2= > /E;: \©\1

= Cl Cl

42

19 %

N. _Cl  HO
| + | 5 ekv. K,CO3 Ny O Ns
Z N~ DME L L
Cl Cl o o
44
H

21 43 18 %
0] N N O.__N
z 1,1 ekv. NaH A A
S e LI T
. o cl
45 15 %
46

Schéma 26. Syntézy sloucenin s dvéma heterocyklickymi skelety.
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3.5-Dichlor-2-(pyridin-4-yloxy)pyridin (42)

Sumarni vzorec: C1oHsCl2N20O

Molarni hmotnost: 241,07 g.mol!

Pyridin-4-ol (473,4 mg; 4,978 mmol), 2,3,5-trichlorpyridin

/EN/JV\O\G\I (908,1 mg; 4,978 mmol), K2CO3 (3,439 g; 24,89 mmol), DMF

Cl Cl (5ml), Cas: 168 hodin. Sloupcova chromatografie:

hexanem, zpolarnéno na hexan/ethyl-acetat 1:1. Vytézek: 230,3 mg; (19 %). Bila

krystalicka latka. T.t. 163,4-163,7 °C. TH NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.43 (d, J=2.2

Hz, 1H), 7.97 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.75 — 7.61 (m, AA’, BB’, 2H), 6.57 — 6.34 (m,

AA’, BB, 2H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 179.3, 148.2, 146.4, 139.9, 138.5,

132.4, 125.2, 118.3. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 241,0 (100) [M+H]";

242,9 (90). IR: (ATR) vmax[cm™'] 3053, 3009, 2983, 2922, 2850, 1628, 1569, 1554,
1435, 1342, 1300, 1197, 1186, 1088. Rf: 0,15 (hexan/ethyl-acetat 1:1).

3.5-Dichlor-2-(pyridin-2-yloxy)pyridin (44)

Sumarni vzorec: C1oHsCl2N2O

Molarni hmotnost: 241.07 g.mol!

Pyridin-2-ol (486,1 mg; 5,112 mmol), 2,3,5-trichlorpyridin

/EN;[O\ENJ (932,5 mg; 5,112 mmol), K2COs (3,533 g; 25,56 mmol), DMF

Cl Cl (5 ml), Cas: 120 hodin. Sloupcova chromatografie: hexan,

poté hexan/ethyl-acetat 9:1. Vytézek: 222,0 mg (18 %). Bila krystalicka latka. T.t.

81,5-81,8 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCl;3) 6 8.28 — 8.23 (m, 1H), 8.15 (d, J=2.4 Hz,

1H), 7.83 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.82 — 7.76 (m, 1H), 7.16 — 7.08 (m, 2H). 3C NMR

(126 MHz, CDCI3) 6 161.4, 156.1, 147.9, 144.4, 139.8, 139.1, 127.8, 122.5, 120.3,

113.4. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 241,0 (100) [M+H]"; 242,9 (90).

IR: (ATR) vmax[cm™'] 1612, 1593, 1468, 1438, 1414, 1376, 1240, 1231, 1136, 1119,
1062. Rf: 0,21 (hexan/ethyl-acetat 9:1).
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2-[(3.5-Dichlorpyridin-2-yl)oxy]chinolin (46)

Sumarni vzorec: C14HsC1aN2O

Molarni hmotnost: 291,13 g.mol!

N. O N Chinolin-2-ol (450,2 mg; 3,101 mmol),
| /\ @ 2,3,5-trichlorpyridin (565,7 mg; 3,101 mmol), NaH
cl cl (136,3 mg; 3,41 mmol), DMF (7 ml), Cas: 144 hodin.
Sloupcova chromatografie: Cisty hexan. Vytézek: 134,3 mg (15 %). Svétle zluta
krystalicka latka. T.t. 93,5-93,8 °C. ! H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.26 — 8.21 (m,
1H),8.19(d,/=2.4 Hz, 1H), 7.87 (d,J=2.4 Hz, 1H), 7.84—7.79 (m, 2H), 7.69 — 7.62
(m, 1H), 7.52 — 7.46 (m, 1H), 7.29 — 7.20 (m, 1H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) §
159.5, 156.0, 146.3, 144.4, 140.2, 139.1, 130.0, 128.2, 128.1, 127.4, 126.3, 125.6,
122.9, 113.4. LRMS (APCI): m/z (relativni intenzita): 291,0 (100) [M+H]"; 292,9
(80). IR: (ATR) vmax[cm-1] 3076, 1619, 1603, 1511, 1435, 1417, 1376, 1311, 1251,
1227, 1120, 1110, 1063. Rf: 0,58 (hexan/ethyl-acetat 9:1).
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8. PRILOHOVA CAST

8.1 Seznam pouzitych zkratek

AC
ACI
AF
AF-1
AF-2
AFla
APCI

ATCC
ATP
ATR
brs
CAl
CAR
CCM
CCRP
cDNA
CITCO

CK
Cp
CPX
CT
CYP

DBD
DMF
DMSO
DNA
DSM
E2

EC

Absidia corymbifera
Acinetobacter baumannii
Aspergillus fumigatus

activation function 1 domain
activation function 2 domain
Aspergillus flavus

atmospheric pressure chemical ionization
aryl

American Type Culture Collection
adenosintrifosfat

Attenuated Total Reflectance
broad singlet

Candida albicans

constitutive ansrostane receptor
Ceské sbirky mikroorganismii
cytoplasmic CAR-retaining Protein
cyklickd DNA
6-(4-chlorfenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazol-5-karbaldehyd-O-(3,4-
dichlorbenzyl)oxim

Candida krusei

Candida parapsilosis
ciprofloxacin

Candida tropicalis

cytochrom P

dublet

DNA-binding domain
dimethylformamid
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
Némecka sbirka mikroorganismil
elimina¢ni reakce (bimolekularni)

Escherichia coli
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EF

ekv.

Et
EUCAST
Go6Pase
GST
hCAR
HEPG2
HetAr
HSP90
ICso
INH

IR

KP
LBD
LRMS

mCAR
MDRI1

MIC
mRNA
MRP2
MRPs
MRSA
MS
NaOEt
NAPQI
n-BuLi
n/d
NESI
NES2
NMR

Enterococcus faecalis

ekvivalent

ethyl

European Committee on Antimicrobial Susceptibilty Testing
glucose 6-phosphatase
glutathion-S-transferaza

human constitutive ansrostane receptor
human hepatocellular carcinoma cells
heteroaryl

heat shock protein 90

koncentrace latky, pfi které dochézi k inhibici rastu 50 % organizmi
isoniazid

infraervena spektroskopie

Klebsiella pneumoniae

ligand-binding domain

hmotnostni spektroskopie s nizkym rozliSenim
multiplet

Mycobacterium

mouse constitutive ansrostane receptor
multidrug resistance prapcotein
methyl

minimalni inhibi¢ni koncentrace
messenger ribonukleova kyselina
multidrug resistence-associated proteins
multidrug resistence-associated proteins
Staphyloccocus aureus subsp. aureus
hmotnostni spektrometrie

ethoxid sodny
N-acetyl-p-benzochinonimin
n-butyllithium

nedetekovano

nuclear export signal 1

nuclear export signal 2

nuklearni magneticka rezonance

66



NLS
OATP
PA
PBREM
PEPCK
PNPLA3
PPARa
PP2-A
PPPIR16A
RARESs
RE

Rf

PXR
RIF
RNA
RXR

SA
SE
Snl
Sn2
SULT
T3

T4
TBAF

TCPOBOP (TCP)

THF

TI

TLC
TMEDA
t.t.

UDP
UGT
uv
XRS

nuclear localisation signal

organic anion transporting polypeptide
Pseudomonas aeruginosa
phenobarbital-responsive enhancer modul

phosphoenolpyruvate carboxykinase

Patatin-like phospholipase domain-containing protein 3

peroxisome proliferator-activated receptor alpha

Protein Phosphatase 2A

Membrane-associated subunit of Protein Phosphatase 1

retinoic acid response element
responzivni element

retencni faktor

pregnane X receptor

rifampicin

ribonukleova kyselina

9-cis-retinoic acid receptor

singlet

Staphylococcus aureus subsp. Aureus
Staphylococcus epidermidis
nukleofilni substituce (jednomolekularni)
nukleofilni substituce (bimolekularni)
sulfotransferaza

trijodtironin

tyroxin

tetra-n-butylamonium fluorid
1,4-bis[(3,5-dichlorpyridin-2-yl)oxy]benzen
tetrahydrofuran

Trichophyton interdigitale
tenkovrstva chromatografie
tetramethylethylendiamin

teplota tani

uridindifosfat
UDP-glukuronosyltransferaza
ultrafialové zatreni

xenobiotic responsive sequence
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