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ABSTRAKT

Predmétem teoretické cCasti v  predlozené bakalarské praci se staly derivaty
4-hydroxypyridin-2(1H)-onu a 4-hydroxychinolin-2(1H)-onu, a to jak po strance biologické aktivy,
tak 1 po strance jejich moznosti syntézy. V praktické Casti jsou rozebirany postupné kroky syntézy,
které ptes anil jako meziprodukt vedly k vytvofeni findlnich sloucenin. Mén¢ uspé€Snymi syntézami
anilu se ukazaly reakce vedouci pies Streckeriv meziprodukt. Nejvice vhodna se ukdzala piima
kondenzace ketoni s anilinem za pouziti molekulového sita. Z fady ptipravenych anild se podaftilo
pripravit tfi cyklické derivaty pyridin-2(1H)-onu, z nichz dva byly podrobeny tuberkulostatickym

testum.

Klic¢ova slova: 4-hydroxypyridin-2(1H)-on, 4-hydroxychinolin-2(1H)-on, Streckertiv meziprodukt,

tuberkulostatické ucinky, biologicka aktivita.

ABSTRACT

Theoretical part of this bachelor thesis deals with the biological activity and possibilities of
synthesis of 4-hydroxypyridin-2(1H)-one derivatives and 4-hydroxyquinolin-2(1H)-one. Practical
part analyses successive steps of synthesis leading to the formation of the final compounds via anil
as an intermediate product. Reactions through Strecker intermediate were proved less successful.
Direct condensation of ketones with aniline using molecular sieve was the most suitable. Three cyclic

derivatives of pyridin-2(1H)-one of the anilines series were prepared, two of them were also subjected

to tuberculostatic assays.

Keywords: 4-hydroxypyridin-2(1H)-one, 4-hydroxyquinolin-2(1H)-one, Strecker's intermediate,

tuberculostatic effects, biological activity.
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UvVOoD

z Laboratoii Mikrobiologie, Parazitologie a Hygieny na Antverpské univerzité v Belgii, kteti
oslovili Ustav chemie Fakulty technologické Univerzity Toméase Bati ve Zliné a pozadali
doc. Kafku, zdali by byl ochoten dodat libovolné mnozstvi derivati pro testovani
tuberkulostatickych u¢inkt. V zéavislosti na tomto pozadavku byly poslany veskeré vzorky
nachazejici se v danou dobu v archivu Ustavu chemie. Jednalo se o slou¢eniny rozmanitych
struktur. Pro pfedstavu to byly naptiklad derivaty furochinolindioni, ketoacylanthranilovych
kyselin, benzoxazinonl, hydrazidi, dioxindiol, 2-hydroxyindoxylenl, triazold,
adamantylchinolint, purinti, thiazolochinolindionli, chinolinylidenti, azold, pyrazold,
4-glykosilchinolinonti, 4-hydroxychinolinonti, 3-hydroxy-, 3-halogen- a 3-azido-
chinolindionti. Po zékladnich screeningovych testech vyhodnotili, Ze nejvétsi potencial,
v souvislosti s  tuberkulostatickymi  U¢inky, v  sobé skryvaji  derivaty
4-hydroxychinolin-2(1H)-onu, proto byly jejich ucinky na mikroorganismy zpusobujici
Dtvodem je zna¢né adaptabilnost bakterii zptisobujici tohle onemocnéni, coz je velmi uzce
spjato s hledanim stale novych chemickych individui ptisobicich alespon inhibi¢né na dany
typ mikroorganismi. Jelikoz jsme i my chtéli na tomto poli prispét, pokouseli
jsme se o piipravu analogickych sloucenin k 4-hydroxychinolin-2(1H)-onu. Synteticky

pfistup k témto analoglim je rozebiran v praktické ¢asti této prace.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOAKTIVITA A PRIRODNI ZDROJE

1.1 Antimikrobialni a antivirové pisobeni vybranych derivata

4-hydroxypyridin-2(1H)-onu

Obecn¢ je mozné fici, ze pyridinovy kruh je Casto soucasti velmi zajimavych sloucenin
s rozmanitymi u¢inky na zivé organismy. Pyridin je aromaticka, heterocyklicka sloucenina,
diky své struktufe velmi podobna benzenu, kterd ma v Sesticlenném kruhu zabudovany jeden
atom dusiku. Ten s jadrem sdili dva elektrony, jez jsou ve stejné hybridizaci jako atomy
uhlik@i v aromatickém jadfe, a to tedy v sp*. Soucasné volny elektronovy par na atomu dusiku

dava pyridinu vlastnosti slabé baze.!

Zaméfime-li se ovSem na vice konkrétni derivat pyridinu, 4-hydroxypyridin-2(1H)-on,
dojdeme k poznatku, Ze je soucasti alkaloidil a antibiotik, které, jakozto skupiny ptirodnich

produktt, casto byvaji slouc¢eniny s bohatou diverzitou biologickych ucink.

Jiz v 19. stoleti byla z ricinovych bobu izolovana jedovata krystalicka latka nazvana
ricinin (1). Pozd¢ji se ukéazalo, ze je to vyznamny insekticidni a hepatotoxicky alkaloid
produkovany rostlinou Ricinus communis a je ve velkych koncentracich nachdzen ve vSech

&astech této rostliny. >

Hlavnim pfirodnim zdrojem velkého mnozstvi derivatd pyridin-2(1H)-onu
jsou mikroorganismy, nejcastéji houby. Naptiklad z parazitické houby Beauveria tanella
a Beauveria bassiana byly izolovany sloZit¢j$i derivaty pyridonu, tanellin (2)
a bassianin (3). V jedné studii prokazali, Ze jsou pro hmyz patogennimi,’ ¢ehoZ je mozné

vyuzit pfi ptipraveé insekticida.
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n = 1: tannelin (2); n = 2: bassianin (3)

Slouceniny 3-deazauridin (4) a 3-dezacytidin (5) jsou dalsi pyridinové analogy v ptirodé
se vyskytujicich pyrimidinovych nukleosidi, cytidinu a uridinu. Jsou to nejvice biologicky
zajimavé slouceniny této strukturni modifikace. Oba jsou ucinné proti ristu nadorovych

bungk, jak in vivo, tak in vitro. Pozitivné G¢inkuji také na kozni 1éze u pacientd s bazalnimi

karcinomy a také maji Siroké spektrum aéinnosti proti RNA virtim.*
OH OH
O~ N O~ N

\jﬁ“\OH \;ﬁ‘\\OH
OH OH OH “OH
4 5

Nékteré 3-acyl-4-hydroxypiridin-2(1H)-ony 6 patii do skupiny latek, které hraji

vyznamnou roli v zemé&délské chemii jako sougést tzv. agrochemikalii.’

OH O
R
Me
R @)
R
6

R=H, Acyl, Aryl

Derivaty 4-hydroxypyridin-2(1H)-onu (7) si jiz diive, diky svym antimikrobialnim,

antivirovym a protirakovinovym vlastnostem ziskaly pozornost hlavné ve farmaceutickém

I
H 7

odvétvi.®

0]
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Mnoho derivati pyridonu zastavd vyznamnou pozici v oblasti vyzkumu
tuberkulostatickych preparati, kterd vyplynula z jejich jednoduchosti syntézy a z vyraznych
ucinkt proti bakteriim rodu Mycobacterium zpisobujicich celosvétové nebezpecné
onemocnéni, tuberkulézu. Roku 2015 byla tuberkuléza organizaci WHO prohlasena
za jednu z nejbéznéjSich piicin smrti zpisobenou jedinym faktorem, napadenim bakterii
Mycobacterium tuberculosis (Mtb).%" JelikoZ jsou tyto bakterie znaéné adaptabilni,
s postupem casu si vytvaii vysokou rezistenci viici bézné pouzivanym lé¢iviim (isoniazidu,
rifampicinu ¢i fluorchinolonovym derivatim) a tak je stale vynakladano mnoho usili
pro hledani dalsich u¢innych derivati.®

Naptiklad 3-fenyl-4-hydroxy-6-isobutylpyridin-2(1H)-on (8) vykazuje inhibici rastu
patogennich bakterii Mtb H37Rv.

R
OH
8 H
AN
| 9 Me
N O 10 isopropyl
R
11 benzyl

Po ptipravé jeho analogii a vystaveni stejnym testim, bylo zjiSténo, ze nahrazenim NH
skupiny v cyklu slouc¢eniny 8 atomem kysliku (slouc. 12) nebo alkylaci hydroxylové skupiny
(slouc. 14) dochézi k poklesu ti¢innosti. Podobny vysledek poskytuje taktéz pln¢ aromaticka

slouCenina 13.

OH OH Me<q
: : Lﬁi@
| B |
O 0 N Q [I\j (0]
Me H
12 13 14

Z piipravené série byla pii testovani inhibice kmenu Mth H37Rv nejaspésné;si latka 9,
jejiz ucinnost sice nebyla tak vysoka, jako u vychozi slouceniny 8, ovSem oproti dal$Sim

testovanym slou¢enindm 12—-14 byla vys3i piiblizné o deset procent.®

Taktéz analogicka sloucenina majici pouze prikondenzovany benzenovy kruh,

3-fenyl-4-hydroxychinolin-2(1H)-on (19), ma ucinek na sledovanou bakterii nizsi.
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Na patentovaném panelu 60 bunék z NCI (National Cancer Institut) byly testovany
protirakovinné ucinky sloucenin 15. VSechny zkoumané slouceniny vykazovaly jistou
aktivitu, kterd byla znacné ovliviiovdna typem substituce. Nejucinnéjsi byly derivaty 15,
které nesly na obou heterocyklech morfolinovy zbytek. Ten, co m¢l na alifatickém mustku
vazany 2,6-dichlorfenylovy substituent (R! = 2,6-CIPh), pozitivné téinkoval na celém
vybraném panelu 60 bunék. Zaménou za 4-chlor-3-nitrofenylovou skupinu

(R! = 4-C1-3-NO>Ph) doslo k omezeni Gi¢innosti na 43 rakovinovych bungk.

R! = 2,6-CIPh, 4-C1-3-NO,Ph, Ph, 4-MePh, 4-MeOPh, furan-2-yl
R? = pyrrolidin-2-yl, morfolin-4-yl
Analogické derivaty 15 s pyrrolidinovym zbytkem byly G¢inné velmi mélo a slouceniny
16 a 17, jez slouzily jako vychozi material v piipravé vyse diskutovanych molekul,

nevykazovaly aktivitu viibec Zadnou.’

OH R
EtOOC X
| 16 pyrrolidin-2-yl
R l}l O 17  morfolin-4-yl
H

1.2 Tuberkulostatické a ostatni farmakologické vyuziti vybranych

derivata 4-hydroxychinolin-2(1H)-onu

Chinolin tvoifi soucést struktury chininu, léku proti malarii. Chinolony, které jsou
analogické s pyridony, obsahujici napt. karbonylovou skupinu v poloze 3 byvaji povazovany

za uzite¢na antibiotika.'”

Chinolony se od objeveni svych uinkl v Sedesatych letech 20. stoleti staly védecky velmi
zajimavymi. Prvni derivaty chinolonl GspéSné plisobily proti Gram-negativnim bakteriim,
¢imz si vyslouzily svou pozornost ve farmaceutickém odvétvi, coz logicky vedlo

ke zna¢nému Usili syntetizovat jeho dal3i analogy.!® Zjistilo se, Ze nabizi mnoho atributt,
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jak se stat naptiklad dobrymi chemoterapeutiky s vysokou Uc¢innosti, Sirokym spektrem

pouziti a velmi malym mnoZstvim vedlej$ich uginkd.!!

Velmi slibnymi se ukézaly byt derivaty 4-hydroxychinolin-2(1H)-onu, které si ziskaly
pozornost diky Sirokému spektru farmakologickych vlastnosti. Uz diive byly zkoumany
jejich antivirova aktivita, zahrnujici 1 aktivitu proti viru HIV, antibakterialni aktivita proti
Gram-pozitivnim 1 Gram-negativnim bakteriim, antifungalni a dokonce i antimykoticka
aktivita.®

Podobn¢ jako derivaty 4-hydroxypyridin-2(1H)-onu byly slouceniny 18-23 testovany pro

lux

jejich potencialni schopnost inhibice kmenu Mtb H37Ra™ . Obecné by se dalo fici, Ze jejich
schopnost omezit riist vybraného kmenu byla vysoka. Inhibice rtistu (GI) dosahovala hodnot
od 92,4 % (u slouceniny 19) az po 99,5 % (u slouceniny 23) pii koncentraci 10 pM.
Pii stondsobném ziedéni vzorkl, jedny z nejlepSich vysledk vykazovaly derivaty 18

(59,2 %) a 21 (56,5 %).

R! R? R3 R4

OH 18 H E H H
3 2
R "R 9 H P H H
. 20 Ph PhH H
R N"0
e 20 H Ph H  OMe
22 H Ph H OH
23 H PhF H

U Zadné z uvedenych sloucenin, pfi in vitro testech, nebyla pozorovana Zadna vyznamna
genotoxicita. Vybrané slouceniny taktéz vykazovaly dobré vysledky GI na kmenech

Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium a Mycobacterium smegmatis.®

Antagonisté glycinu na N-methyl-D-aspartatu  (NMDA), ktefi dokaZzi penetrovat
do mozku, maji antikonvulzivni a neuroprotektivni vlastnosti.'> Mohou byt vyuzity k 16¢bé
riznych neurologickych a neurodegenerativnich onemocnéni. SoucCasné nemusime mit
divod se obavat, ze by zpusobovaly vedlejsi ucinky, jako napt. blokaci kalciovych kanald,
tj. kanalt vedoucich draselné ionty pies bunéénou membranu. Hleddni antagonisti glycinu
s lepSi penetraci ptfes hematoencefalickou bariéru vedlo autory k syntéze

3-substituovanych-4-hydroxychinolin-2(1H)-onti 24-29. %14
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R! R?

R 24 Ph Cl
AN
25 COcPr Cl
R2 N~ 0

. 26 CO,CH,CCPhOH-3  ClI

H
27 Ph cl
28 3-(PhO)Ph cl
29 3-(PhO)Ph Me

Zatimco slouceniny 24-27 se ukazaly jako selektivni antagonisté glycinového mista
na NMDA receptoru, jejich analogy 28 a 29, z divodu velké afinity ke glycinu,

nevykazovaly velkou in vivo aktivitu.

To se prokézalo i v pfipad¢, kdy byl aromaticky kruh nahrazen pouze alkylovymi zbytky
a to methylovym a propylovym, konkrétn¢ u sloucenin (30) a (31). V této studii bylo
dosazeno urcitych vysledkl pouze u sloucenin s chinolonovym skeletem, které jsou uvedeny

déle (40, 41), kde hrala velkou roli pfitomnost substituentu R?, ktery afinitu zlepsuje.'*

OH OH
Mef\IPh Me A Ph
Me” NSO Me N

H
30 31

Dalsi dilezitou moznosti vyuziti strukturné podobnych sloucenin, konkrétné latek 32-35,
je jejich schopnost inhibovat syntasy mastnych kyselin (FAS). FAS katalyzuje syntézu
dlouhych fetézclh mastnych kyselin, nejcastéji z acetyl-CoA a malonyl-CoA. Jelikoz FAS
je vyrazné aktivnéj$i u nadorovych bun€k neZ v normalni tkani, miZeme jeji inhibici

zpusobit ¢etnou apoptdzu rakovinovych bunék.

OH O 32 nNOo,
O X 33 H
R l}l O 34 Cl
H 35 F

Z provedenych testll byl u¢inén zavér, ze odstranénim nitroskupiny z molekuly latky 32

je schopnost inhibice FAS upln¢ potlacena, naopak navazanim atomu chloru (slouc¢enina 34)
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nebo atomu fluoru (sloucenina 35) do polohy 7, je schopnost inhibice desetkrat vétsi. Stejné
tak je ztracena schopnost inhibice odstranénim fenylového kruhu z polohy 3.
Jeho nahrazenim skupinou jinou, napft. 2,4-dichlorfenylovou, schopnost inhibice nepatrné
vzroste. Jak dokazaly 1 in vivo testy, slou¢eniny nezpiisobuji vyraznéjsi bunécnou toxicitu,

kterou lze viak jesté vice sniZit nahrazenim nitroskupiny skupinou nitrilovou.'?

Za zminku, alesponi okrajove, jisté stoji bioisosterni sloucenina, kumarin (36). Jeho
derivaty jsou hojné nachazeny v rostlinach jako produkty jejich metabolismu. Jsou obsazeny
naptiklad v &eledich mifikovité, hvézdnicovité, bobovité, lilkovité a routovité.'®

G\
o "0
36

Z posledni jmenovité eledi bylo izolovano az 178 rtiznych modifikaci kumarinu.!” Velké
uplatnéni nachéazeji ve farmaceutickém pramyslu naptiklad jako soucast 1€k na spani,
diuretik ¢i antikoagulanti, jako forma antimikrobidlniho a insekticidniho ¢inidla,'® ¢i latka

pomahajici snizit cholesterol v krvi.'” V poslednich letech se také zacala rozvijet moznost

pouziti ur¢itych derivati kumarinu jako inhibitorti protedzy HIV.!82

1.3 Tuberkulostatické a dalSi biologické ti¢inky vybranych derivata
4-hydroxypyridin-2(1H)-onu s prikondenzovanym nasycenym

kruhem

U slou€enin 37-42 byla sledovana schopnost inhibovat homocytotropni protilatky
indukované pasivni kozni anafylaktickou reakci (PCA) u potkanti. Zminovana skupina latek
byla porovnavéna s kromoglykatem sodnym, b&zné uzivanym lékem proti rliznym

alergickym projeviim, posouzenim jejich relativni schopnosti inhibovat krysi PCA.?!

Ze ziskanych dat bylo zjisténo, ze bioaktivita neni vyrazné zménéna nahrazenim atomu
dusiku v kruhu za atom kysliku, ani zvétSenim heterocyklického kruhu. Je ovSem ovlivnéna
velikosti pfikondenzovaného nasyceného kruhu a velikosti substituentli navazanych
k heteroatomu. Se zvétSujici velikosti skupiny poutané k heteroatomu, PCA aktivita rapidné

klesala. Je mozné, Ze tuto skutecnost zptisobuje stericky efekt substituentu.?!
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R! R? R3 R* RS

37 H NO, H H H

, 3 H NO, Me H Me
R? OH
AN

| 40 H NO, H H Me

R* N~ ~0 41  Et NO, H H H

RS H

42  Et NO, H H Me

43 H Ph H H Me

44 H 3-(PhO)Ph H H H

Aktivita byla nejvétsi v ptipadé cyklohexanového derivatu 37. Cyklopentanovy derivat
45 nevykazoval zadnou aktivitu ani v davkach az do 100 mg/kg vahy testované¢ho subjektu.
Rozdil mtize byt zptsoben vysokym tuhlovym pnutim v molekule cyklopentanového
derivatu, kde vnitini hly vytvofené cyklopentanovym kruhem sviraji thel 108° (u
cyklohexanového derivatu je 120°). Cykloheptanové a cyklooktanové homology (46

a 47) vykazovaly téméF stejnou aktivitu jako cyklohexanovy derivat 37.%!

OH OH OH OH
CK\INOZ d\INoz Q\)\INOZ (D\)\INOZ
| o | o | o | o
R R R R
45 37 46 47
R = H, Alkyl
U nékolika sloucenin 48 byly radiometrickou metodou zkoumany jejich antituberkularni
vlastnosti. Metoda je obecné zaloZena na detekci '*CO, uvolnéného metabolismem
mykobakterii, které ziskavaji radioaktivni uhlik '*C ze substratu. Pfitomnost metabolického
produktu je p¥imo (imérnd ristu bakterii.??> Z mikrobiologickych screeningii vyplynulo,
Ze hydrogenaci benzenového kruhu chinolonu aktivita rapidné klesa, a proto byly slou¢eniny
s obdobnou strukturou povazovany za neucinné. Za povSimnuti stoji snad pouze derivat
slouceniny 48, kde R je 5-isopropyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl, ktery jako jediny i pii malé
koncentraci dokdzal potlagit riist Mtb. H37Rv z 98 %.>

|
o H
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2 SYNTEZA DERIVATU PIRIDIN-2-ONOVEHO KRUHU

Derivaty pyridinu se prakticky vitbec neziskavaji obménou samotného heterocyklu,
protoze nesubstituovany pyridin je pii elektrofilnich aromatickych substitucich velmi malo
reaktivni. Nejvétsim problémem je acidobazickd reakce mezi atomem dusiku, ktery se,
jelikoz ma volny elektronovy par, chova bazicky, a elektrofilem atakujicim molekulu.
Elektronegativni dusik taktéz snizuje elektronovou hustotu na ostatnich atomech uhliku.
Nukleofilni aromatické substituce na jadie probihaji o poznani snadnéji. Reaktivita
a chemické vlastnosti chinolinu, zndmého kondenzovaného heterocyklu s benzenovym
a pyridinovym jadrem, pak odpovidaji reaktivité jednotlivych cykli, benzenu a pyridinu.!
Z tohoto divodu se derivaty pyridin-2(1H)-onu nej¢astéji pripravuji kondenzaci ketimint

popft. enimint s estery kyseliny malonové.

Jelikoz je tato bakalafskd prace sméfovana ke hledani vhodnych podminek syntézy
pyridonti spojenych s nasycenym kruhem, bude pozornost v nasledujici ¢asti vénovana

tvorb¢ pyridin-2(1H)-onového kruhu.

2.1 Priprava ketimini respektive tautomernich enimini

Ketiminy odvozené od aromatickych aminii jsou obecné na vzduchu stalé a nazyvaji
se Schiffovy baze. VSechny obsahuji vazbu R'C=NR?, kde R? jsou arylové zbytky. Jejich
redukei hydridovymi ¢inidly (LiAlH4, NaBH4, NaBH3CN, ...) mohou poskytovat aminy.
Zminéna stabilita Schiffovych bazi je zplisobena konjugaci iminové skupiny s aromatickym

jadrem.*

V dostupné literatute jsou znamé prakticky pouze dva mozné zpusoby ptipravy ketimint

popt. tautomernich enimind, které maji n€kolik riznych modifikaci.

Nejhojn€ji je vyuzivdna piimd syntéza, tj. reakce ketonu s aminem. Nevyhodou
této piipravy je, Ze se jedna o reakci zvratnou, pii které pomérné rychle v reakéni smési
nastane chemickd rovnovaha. To znamend, Ze pfi reakci uvoliiovand voda hydrolyzuje
vznikajici ketimin na plvodni smés aminu a ketonu. Proto je nutné pro dosaZeni
uspokojivého vytézku titulnich sloucenin, vznikajici vodu odstranovat. Za timto ucelem
mnoho védeckych pracovnikli do aparatury zacleituje azeotropicky, tzv. Deantiv-Starkiv

nastavec. Ten, jelikoZ je obvykle cejchovany, umoziiuje pribézné¢ odméfovat mnozstvi
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uvoliiované vody a sledovat tak stupei konverze vychozich latek.?

Ketiminy mohou byt pohodln¢€ pfipravovany reakci roztoku ptislusSného ketonu a aminu
za pritomnosti aktivovaného molekulového sita, které je ndsledné ze smési snadno
odstranéno pouhou filtraci. Tato elegantnéjsi varianta, jez je ve Schématu 1 prezentovana
na reakci cyklohexanonu a anilinu, je v podstaté vS§eobecné pouzitelna, dokonce i na ketony
se stitedn¢ velkym kruhem, u kterych je reakci bézné branéno. Jelikoz tato metoda poskytuje
produkty casto s vysokymi vytézky za laboratornich podminek, miZze byt aplikovana
1 v ptipadech, kdy za jinych, ponékud drsnéjSich podminek intenzivné vznikaji vedlejsi

produkty.?6

benzen
L, ¢ D e 0D e
(@] HoN i N

mol. sito

Schéma 1. Kondenzace cyklohexanonu a anilinu.

Ve dvou recentnich pracich, ve kterych ptipravovali ketiminy z anilinu a z rizné velikych
cyklickych ketont, N-cyklopentanonu az N-cyklooktanonu, ptidavali do benzenovych nebo
xylenovych roztokd Lewisovy kyseliny (ZnCly, TiCls nebo AICI3), které zptsobovaly
1 pfi laboratorni teploté vznik vedlejSich produkti. OvSem 1 ptes tuto skutecnost byly zddané

produkty izolovany s dobrymi vytézky pohybujicimi se v rozmezi 74-88 % (Schéma 2).2%%

Lewisova kys
+ +
[C%O HoN rozpoustedlo Q\ H0

Schéma 2. Kondenzace cyklickych ketonti a anilinu s vyuzitim Lewisovy kyseliny.

Druhé typové odlisna metoda vedouci k ptipravé cyklickych ketiminii vyuziva znamé
Streckerovy syntézy, ktera se nejCastéji vyuziva k ziskani a-aminokyselin. V prvnim stupni
uvazované syntézy je snaha pfipravit odpovidajici aminonitrilovy derivat. Ten obecné
vznik4 reakci aminu, ketonu a kyanidového aniontu v kyselém prostiedi. V podstate
v reakéni smési prvne dochazi k adici kyseliny kyanovodikové generované in situ naptiklad

z kyanidu draselného a kyseliny octové na karbonylovou skupinu ketonu a nasledné
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vznikajici intermediat interaguje s piitomnym aminem za uvoliiovani molekuly vody, ¢imz
dochazi selektivné ke vzniku aminonitrilu (NC-R-NH-R), ze kterého Ize eliminaci
kyanovodiku ziskat odpovidajici anil. Eliminaci je mozné indukovat silnou bazi, nejcastéji
alkoholovymi roztoky anorganickych hydroxidii, anebo teplotou. Jelikoz se jedna o vratnou
reakci, je nezbytné kyanovodik z reakéni nadoby odvadét. Timto naruSovanim chemické

rovnovahy se dosahuje vyssich vytézka keto-anilu.

L 02 Clwe — (1, Q)
O  HN CN - HCN N

Schéma 3. Kondenzace cyklohexanonu a anilinu za ptitomnosti kys. kyanovodikové.

HCN
- H,0

Oba uvedené zplsoby uvolnéni kyanovodiku ma sva uskali. K rozpusténi anorganickych
hydroxidii v absolutnich alkoholech neni prakticky mozné. Je nutné¢ dodat malé mnozstvi
vody, ktera u vznikajicich, vice labilnich anilti maze zptisobovat jejich hydrolyzu na smés
puvodniho ketonu a aminu. Pfi sledovani §tépeni kyanovodiku iniciovaného teplem, bylo
zjisténo, Ze je-li aminonitril pozvolna zahtivan, nastdva brzy chemickd rovnovdha mezi
eliminaci kyanovodiku z aminonitrilu a jeho zpétnou adici. OvSem, je-li taveni provedeno
rychle a efektivné, a za soucasného odvadéni kyanovodiku, je rovnovéha posunuta smérem

ke vznikajicimu keto-anilu a vytézky jsou vys§i.?8

V ojedin€lych ptipadech se miizeme setkat s pfimou kondenzaci anilinu a ketonu
za pritomnosti kyseliny chlorovodikové nebo jodu, které s ostatnimi vychozimi latkami
vytvaii meziprodukty, jez je mozné alkalickou hydrolyzou pifeménit na dané¢ iminy.

Ovsem ¢asto dochézi ke vzniku slozitych smési.?

2.2 Kondenzace anili s malonaty

V poloze 3 substiuované 4-hydoxypyridin-2(1H)-ony lze pomérné hladce ziskat reakci
alifatického nebo cykloalifatického ketiminu respektive eniminu se substituovanym
diesterem kyseliny malonové. Aby byly ochotny dialkyl-malonaty s anily reagovat,

je nezbytné do reakéni smési pridavat alespon katalytické mnozstvi organické baze,
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naptiklad N, N-dimethylaminopyridin. OvSem ani takovd kombinace neni idealni. Dosahuje
se vyt&zki mensich jak 10 %.3
Mnohem cast&ji se pouzivaji tzv. ,,Magic Malonaty*, jejichZ esterova skupina obsahuje

2,4,6-trichlorfenylovy zbytek, ktery velmi snadno odstupuje v podobé trichlorfenolu.

OH

= g
~ |
N N~ O

cl R cl
o 2 OWO
/\ouo/\
R cl a® ¢ cl
B

Schéma 4. Ptiprava pyridonového derivatu kafru.

Jako ptiklad je mozné uvést reakci purifikovaného iminu kafru, ktery byl pti 250°C taven
se substituovanym bis(2,4,6-trichlorophenyl)-malonatem. Z diivodu znaén¢ vyssi reaktivity
»Magic Malonati* je kondenzace vychozich latek béhem 30 min u konce a vytéZzky

pozadovanych produkti se pohybuji okolo 80 %.

V ptipadé¢, Ze je pouZzit nesubstituovany ester kyseliny malonové, sice dochdzi analogicky
k tvorbé 4-hydroxypyridin-2-onového kruhu, ktery vSak dale reaguje s dalSi molekulou
malonatu za vzniku 4-hydroxypyrano[3,2-c]chinolin-2,5(6H)-dionu. Chceme-li tento
produkt pfemeénit na nesubstituovany 4-hydroxypyridin-2(1H)-on, je nutné jej vystavit,
jak je znazornéno na Schématu 5, podminkam dvojnasobné, prvné alkalické a nasledné

kyselé, hydrolyzy.?
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Schéma 5. Kondenzace kafroanilu s esterem kyseliny malonové.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Jak jiz bylo naznaceno v uvodu, z ptedchazejiciho vyzkumu na Antverpské univerzité
v Belgii vyplynulo, Ze pozitivni tuberkulostatické vysledky poskytly rizné substituované
4-hydoxychinolin-2(1H)-ony. Konkrétné nejlepsi vysledky ze vSech testovanych sloucenin
poskytovaly 3-fenyl-4-hydoxychinolin-2(1H)-ony.

Tamni odborni pracovnici vznesli otazku, jestli by bylo mozné piipravit jejich analogy,
které by misto aromatického benzenového kruhu ve své struktuie obsahovaly nasycené

alifatické kruhy.

Analogického, nam jiz dobfe prozkoumaného postupu, jako pfi syntéze samotnych
4-hydroxychinlin-2(1H)-ont, to je tepelné indukovanou kondenzaci anilini s diestery
kyseliny malonové, nelze vyuzit. Prvni stupeit kondenzace cyklohexylaminu
s dietylmalonatem, tim je mySlena reakce aminoskupiny se skupinou esterovou, by probihal
jisté se stejnou ochotou jako u aminu aromatického, ovSem, nasledna cyklizace vyzaduje
odtrzeni protonu z ortho polohy cykloalifatického kruhu, coz za danych podminek neni

bézné (Schéma 6).

O o) OH
Ol 5 O e (LT
- EtOH - FtQH
n NH,  Et0” 0 n Y% / n N°70
H H

Schéma 6. Znazornéna nevhodna synteticka cesta.

3.1 Syntetické pristupy k pripravé anila

Proto jako prvni byla zvolena osvédceny sled reakci, kterymi byl prvné v roce 2006
pfipraven kafrovy analog 4-hydroxychinolin-2(1H)-onu. Tento postup v prvnim stupni
vyuzival Streckerova meziproduktu. Za timto uc¢elem byl aminokarbonitril, jak je uvedeno
ve Schématu 7, pfipraven kondenzaci cyklohexanonu s anilinem v kyselin€ octové
v pfitomnosti KCN pfi laboratorni teploté. Pfi reakci v podstaté dochazi t€inkem kyseliny
octové na kyanid draselny k uvolnéni kyanovodiku, ktery se aduje na karbonylovou skupinu
cyklohexanonu za vzniku kyanhydrinu, ktery déle reaguje s anilinem za soucasného ostépeni

molekuly vody.
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HoN ACOH; KCN H
+ N
- AcOK
O 3 dny, lab. tep. CN

Schéma 7. Ptiprava Streckerova meziproduktu.

Diskutovand reakce prob¢hla dle ocekavani s vysokym vytézkem 85 %. Dany produkt
vyborné krystalizoval z ethanolu, a dokonce se podafil vypéstovat monokrystal vhodny
pro méfeni rentgenové difrakéni analyzy, jejiz vysledek v podobé ORTEP diagramu

je mozné vidét na Obrazku 1.

Obrazek 1. ORTEP diagram ziskany RTG difrakéni analyzou monokrystalu latky

1-(fenylamino)cyklohexankarbonitrilu.

Jak je mozné vidét na Obrazku 2, molekuly 1-(fenylamino)cyklohexankarbonitrilu jsou
v krystalu uspotadany do fetézct rovnobéznych s rovinou ac (010) ve sméru [101] pomoci
slabych interakci N-H-"N=C. Vzdilenost mezi atomy dusiku je 3,267 A. Ke stabilizaci
téchto fetézct dale ptispivaji disperzni interakce mezi vodikovymi atomy cykloalifatického

kruhu.
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Obrazek 2. Usporadani molekul latky 1-(fenylamino)cyklohexankarbonitrilu v krystalu

(vodikové atomy neucastnici se mezimolekularnich interakci nejsou pro lepsi prehlednost

zobrazeny).

Z molekuly ptipraveného aminonitrilu, za Gcelem syntézy anilu, ktery se jevil jako
vhodny kandidat pro kondenzaci s diesterem malonové kyseliny, bylo nutné odstépit
kyanovodik. JelikoZ se jedné o eliminacni reakci, je nutné na slouc¢eninu pisobit silnou bazi.
Jako prvni byl vyzkousen G¢inek rozpusSténého hydroxidu draselného ve vodném ethanolu.
Po dvanactihodinovém ohtevu reakéni smési na olejové 1azni, jez méla teplotu 90 °C, TLC
analyza indikovala absenci vychozi latky. Po béZném zpracovani reakéni smési, to je jejim
nalitim do ledové vody, extrakci organickych latek do petroletheru a odpafenim
rozpoustédel, byl ze surového produktu odebran vzorek pro GC-MS analyzu, ze které
vyplynulo, Ze ve smési ma produkt relativni zastoupeni 3 %, vychozi latka 1,5 % a anilin
85 %. Ostatni slouc¢eniny nebylo mozné na zakladé GC-MS spekter mozné identifikovat.
Je pravdépodobné, Ze vedle anilinu vznikal také cyklohexanon, jeho identifikace vSak diky

zvolené metod¢ analyzy nebyla potvrzena (velmi nizky reten¢ni ¢as).
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Schéma 8. Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu G¢inkem silné anorg. baze.

Nestabilita anilu za vysSe popsanych podminek, oproti kafroanilu ptipravené¢ho stejnym
postupem popsanym v literatufe,’ byla zardZejici. Proto byl proveden test stability
aminonitrilu v ethanolu s malym mnozstvim vody pfi laboratorni teploté. Jiz po jedné hodiné
bylo z TLC analyzy jasné, Ze se vychozi latka rozpada op¢€t na anilin. Timto experimentem
bylo potvrzeno, Ze za nestabilitu ocekavaného produktu a soucasné ani vychoziho materialu

neni vinen pouze u¢inek KOH, ale velky podil na ni nese vodné prostiedi.

H
P
\© EtOH

CN 1 h, lab. tep.

Schéma 9. Test stability aminonitrilu ve vodném prostiedi.

Nasledné byla plivodni reakce s KOH opakovéna se stejnym pomérem reakénich
komponent, ovSem za laboratorni teploty a s pfidavkem cerstvé vyZihaného siranu sodného,
ktery mél plnit funkci vazani vody a tim snizovat riziko rozkladu. Ani v tomto ptipadé nebyl
podle TLC analyzy indikovan témét zadny jiny produkt nez anilin. Pravdépodobnym
druhym produktem této reakce byl cyklohexanon, ktery ovSem neni TLC analyzou, z ditvodu
absence konjugovanych vazeb, pozorovatelny. Z téchto faktd plyne, Ze siran sodny neni

natolik u€inny, aby byl schopen veskerou vodu na sebe vazat.

H
ey e o™
+
CN © EtOH, N32804 CN @

4.5 h, lab. tep.

Schéma 10. Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu u¢inkem KOH s ptidavkem Na>SOs.

I za predpokladu, ze bude reakce probihat pozvolnéji, byla vyzkouSena také moZznost
zaménit difve pouZivanou silnou bazi (KOH) za bazi slabsi. V tomto ptipad¢ jsme nechali

pusobit Cerstvé vyzihany uhli¢itan draselny v suchém dimethyformamidu pfi teploté 100 °C.
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Jelikoz béhem jedné hodiny v reakcni suspenzi nenastavaly zadné zmény, byla smés dale
3,5 h vafena pod zpétnym chladicem. Béhem tohoto varu nastala vyraznd zména barvy
reak¢ni suspenze, kterou dle tenkovrstvé chromatografie i dle GC-MS analyzy zptisoboval

vznikajici anilin. Mimo néj v reak¢nim roztoku pievazovala vychozi latka.

H H
Oy == Oy - o™
DMF \©
CN \© 1h; 100 °C CN

3,5 h; reflux

Schéma 11. Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu u¢inkem K>CO3 v suchém DMF.

V dalSich experimentech byly dfive pouzité anorganické baze zaménény za velmi silnou
organickou bézi. Rozpusténa vychozi latka v suchém tercidlnim butanolu byla ponechéna
reagovat s tercialnim butanolatem draselnym pii teploté 50 °C v atmosféte inertniho plynu.
Za téchto podminek byla absolutné vylouc¢ena pritomnost vody. Z monitoringu reak¢ni smési
tenkovrstvou chromatografii vyplyvalo, Ze substrat je vici terc-butoxidu rezistentni. Tuto

skute¢nost potvrdila i GC-MS analyza izolovaného surového produktu.

" "
Q/N +BuOK* Q/N
CN \© t-BuOH, Ar \©

2 h 40 min. 50 °C CN

Schéma 12. Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu Gi¢inkem silné org. baze v alkoholu.

Je zajimavé, ze zaménou tercialniho butanolu jako rozpoustédla za suchy benzen, jiz
reakce pod inertni atmosférou argonu pfi laboratorni teploté jistym zpilisobem probihala.
Po tfech hodinach byla reakéni smés zpracovana a izolovany surovy produkt byl podroben
GC-MS analyze. Na chromatogramu byly vidény pouze dva peaky z nichz jeden s relativnim
zastoupenim 68 % odpovidal anilinu a druhy s relativnim zastoupenim 32 % zndzornoval
zadany anil. Jelikoz jeden z hlavnich produkt reakce byl anilin, je témér jisté, Ze mezi

produkty musi figurovat i cyklohexanon, ktery za podminek analyzy neni detekovatelny.

H
N t-BuO'K*
\© b Ar ¥ *
enzen,
CN o} HoN N

3h, lab. tep.

Schéma 13. Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu u¢inkem silné org. baze v benzenu.
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Protoze reakce aminonitrilu s pouzitym alkoholdtem nesplnila ocekavani, byl zkouman
vliv triethylaminu. Jeho roztok s vychozi latkou v bezvodém benzenu byl michan 4 dny
pti laboratorni teploté pod atmosférou inertniho plynu. Za téchto zvolenych podminek
byl v roztoku indikovadn pouze nezménény aminonitril. Ani po nasledném 4,5 h varu

nedochazelo ke vzniku jakéhokoli produktu.

H H

o8 e ()

benzen, Ar \©

CN \© 1) 4 dny, lab. tep. CN
2)4,5h, 90 °C

Schéma 14. Netecnost EtsN k aminonitrilu v suchém benzenu.

Jelikoz zkouseni bazickych indukovanych eliminacnich reakci nebylo uspésné, bylo
piikroceno k posledni nadgji, kterou nabizely dva odborné ¢&lanky.?®2° Autofi v nich
publikovali termicky iniciovanou eliminaci kyanovodiku z aminokarbonitrilli poskytujici
zadouci anily ve stiedné vysokych az vysokych vytézcich. V naSem piipadé byl proveden
pokus o pyrolyzu 1-(fenylamino)cyklohexankarbonitrilu pii teploté 250 °C po dobu 3 hodin.
I kdyz autofi’® prezentovali, Ze po &tvrt hodiné ze stejné vychozi latky izolovali 79 % anilu,
CG-MS analyza surové smési z naSeho pokusu ukézala, ze relativné obsahuje 89 %

nezménéného vychoziho materidlu a 5 % anilinu.

H H
+ +
CN \O 3h 0  HN CN \O

Schéma 15. Zahtivani aminonitrilu na teplotu 250 °C.

Neuspéch pfi eliminacich kyanovodiku z aminonitrilu nas pfivedl k myslence vyzkouset
pfimou kondenzaci cyklického ketonu s anilinem. Za timto ucelem bylo provedeno nékolik
reakci, z nichZ prvni sméfovala k azeotropické destilaci roztoku anilinu v toluenu s 3%
nadbytkem cyklohexanonu pti teplot¢ 140-150 °C. Destilacni aparatura obsahovala
Deantiv-Starktv nastavec, ktery umoziiuje prubézné odméfovat mnozstvi uvoliiované vody
a sledovat tak stupen konverze vychozich latek. I po 14 hodinach reakce byl ve smési
detekovan pomoci TLC nezreagovany anilin. I pfes tuto skutecnost byla reakce ukoncena
a bylo pfistoupeno k vakuové destilaci reakéni smési. Pro nedostatek zkuSenosti s vakuovou

destilaci a pro absenci G¢inné olejové vyvévy byla destilace casové ndrocnd, a ne zcela
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ucinna. Bylo ziskano n¢kolik frakci, z nichz zaddna neobsahovala Cisty produkt. VSechny
obsahovaly vétsi ¢i mensi mnozstvi anilinu, ktery je pro uvazované nasledné kondenzace
nezéadouci. Je zcela mozné, Ze anilin v destilované, stale zahfivané smési vznikal rozpadem

nestabilniho anilu.

Q- "0 s Q0
+
0 -H0 N

Schéma 16. Pfima kondenzace cyklohexanonu a anilinu pfi vysoké teploté.

Z ptedchozich provedenych experimentl Ize ucinit jednoznacny zavér, Ze vznikajici anil
je termolabilni a ve vodném prostfedi se hydrolyzuje na pivodni suroviny, to je na anilin
a cyklohexanon. Z téchto divodi byl proveden experiment, ve kterém byl ponechan
reagovat anilin s 5% nadbytkem cyklohexanonu za ptitomnosti aktivovaného molekulového
sita (4 A) za laboratorni teploty. Molekulové sito bylo, ve vztahu k teoretickému mnoZstvi
uvolnéné vody, déno ve dvojnasobném nadbytku jeho sorpéni schopnosti uvadéné
vyrobcem. Protoze dle TLC nebyl prubéh analyzy prokazatelny, tak byla reakéni smés
analyzovana metodou GC-MS, podle niz bylo nejvétsi zastoupeni zaddaného produktu po
167 hodinach. Podle GC-MS analyzy v surové smési mél produkt relativni zastoupeni 74 %,

cyklohexanon 6 % a nezreagovany anilin 6 %.

mol. sito 4 A
Ar; Be

(l H2N\© 167 h; lab. tep. (l /@
+
0 -H0 N

Schéma 17. Pfima kondenzace cyklohexanonu a anilinu pfi lab. teploté.

Zvolenou metodou s molekulovym sitem byl ziskan zatim nejvétsi podil Zaddaného anilu
a proto jsme jiz dalsi varianty reakci nebrali v potaz. Reakce byla jesté jednou opakovana.
Rozdil byl pouze v dob¢ reakce, kterda nyni byla 193 hodin. Z GC-MS analyzy vyplynulo,

ze zvysSovani reak¢éniho casu nema zésadni vliv na findlni zastoupeni produkti.

Po opétovné analyze metodou GC-MS v identickém vzorku uskladnéném pod inertnim
plynem pfiblizn€ dva mésice v lednici, bylo zjisSténo, Ze obsah anilu se z piivodnich 78,5 %
sniZil na 41 % relativniho zastoupeni. Jediné logické vysvétleni je, Ze anil 1 pfes uskladnéni

1 v temnu pfi nizké teploté podléha rozkladu.
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VySe popsana, uspésna kondenzace cyklohexanonu s anilinem v pfitomnosti
molekulového sita nas podnitila k vyzkouSeni analogickych reakci, za identickych
podminek, s dal§imi rtizn¢ velkymi cykloalifatickymi ketony s anilinem. Jako ketony
byly vybrany cyklopentanon, cyklohexanon a cyklododekanon. Smési reak¢nich roztokt
byly ponechany reagovat pii laboratorni teploté riizné¢ dlouhou dobu uvedenu v tabulce

pod Schématem 18. Reakce byly opét monitorovany s vyuzitim GC-MS.

mol. sito 4 A
Ar; Be
@ H2N\© lab. tep. /@
+
-H ]/\ \\r%
n~0 20 AN
Keton n Doba reakce
cyklopentanon 1 241 h
cykloheptanon 3 286 h
cyklododekanon 8 311h

Schéma 18. Piimé kondenzace cyklickych ketontl a anilinu pfi lab. teploté.

Z provedenych GC-MS analyz je mozné fici, ze ketony se stiedn€ velkym kruhem reaguji
s anilinem mnohem ochotnéji nez ketony s malym ¢i velkym kruhem. Jak je mozné vidét
v tabulce Schématu 18, cykloheptanon poskytuje prakticky stejny vysledek
jako cyklohexanon. Cyklododekanon mé mirné nizsi stupen konverze na oc¢ekavany anil.
V reakénim roztoku cyklopentanonu a anilinu 1 po 10 dnech nebylo dle GC-MS vice

nez 11,5 % relativniho zastoupeni produktu.

PoZadované vznikajici produkty z reakci popsanych na Schématech 17 a 18 nebyly
ze surovych produktli separovany od anilinu, cyklohexanonu a dalSich vedlejSich
vznikajicich latek, jelikoz by rozdéleni bylo velice nesnadné a nezaru€ovalo by zachovani
zadaného produktu. Do dalSich reakci byly tudiZ pouzity jako surové produkty a byly

ponechany reagovat s malonaty ve vife, ze bude mozné odizolovat aZ finalni produkty reakci.

3.2 Kondenzace anilii s malonaty

V prvnich experimentech smétovanych k ptipraveé 4-hydrxypyridin-2(1H)-ont spojenych
v poloze 5 a 6 s nasycenym kruhem byl jako vychozi latka vyuZit racemicky, piecistény
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kafroanil, ktery byl ziskan z laboratornich zasob doc. Kafky. Pétiprocentni molarni nadbytek
kapalného kafroanilu byl smisen S »magic* malonaty, konkrétné
s bis(2,4,6-trichlorfenyl)-2-fenylmalondtem nebo s bis(2,4,6-trichlorfenyl)-2-butyl
malonatem a vznikla smeés byla tavena na kovové lazni pii teploté 220 °C po dobu uvedenou

v tabulce Schématu 19.

Cl Cl
Me Me 0 OH OH
R Me, Me R cl cl
0 220 °C N
oo | *
Me N ! NS0
Ph Cl Cl Me ph Cl

Cl
R t [min] Vytézek [%]
Ph 45 83
Bu 90 42

Schéma 19. Kondenzace kafroanilli s ,,magic* malonaty.

Z tvrdého, pryskyfi¢natého surového produktu bylo nutné odstranit nezreagované
vychozi latky a vznikly 2,4,6-trichlofenol. Tyto slouceniny byly od Zadaného produktu
odd€leny opakovanou maceraci petroletherem. Nizky vytézek butylového derivatu
byl pravdépodobné zpiisoben, ve srovnani s fenylovym analogem, jeho vyrazné vyssi
rozpustnosti v riznych rozpoustédlech. Struktura obou ziskanych bezbarvych krystalickych

produkti byla potvrzena nukledrni magnetickou rezonanci.

Pro pfipravu 1,3-difenyl-5,6,7,8-tetrahydro-4-hydroxychinolin-2(14)-onu byl vyuzit,
z dbavodu wvelké lability pii vySSich teplotdich 1 na silikagelu, necistény
N-cyklohexylidenbenzenamin, ktery byl syntetizovan vySe popsanym zpisobem,
to je pfimou kondenzaci anilinu s cyklohexanonem v pfitomnosti molekulového sita. Surovy
anil byl obdobné, jako kafrovy derivat, taven s bis(2,4,6-trichlorfenyl)-2-fenylmalonatem pii
teploté 250 °C po dobu 45 minut.
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Schéma 20. Kondenzace necisténého N-cyklohexylidenbenzenaminu s fenylmalonatem.

Z provedené reakce bylo mimo o¢ekavany produkt, ktery byl izolovan s vytézkem 52 %,
ziskano i 14 % 3-fenyl-4-hydroxychinolin-2(1H)-onu vznikajiciho konkurencni reakci
ve vychozi smési pfitomného anilinu s fenylmalonatem. Je ov§em zajimavé, Ze se nepodaftilo
izolovat ani stopové mnozstvi 3-fenyl-4-hydroxykumarin-2-onu, ktery, z divodu

pfitomnosti cyklohexanonu, by se dal ocekavat.

3.3 Vysledky tuberkulostatickych testi kafrovych derivati

U pftipravenych kafrovych derivati 4-hydroxypyridin-2(1H)-onu byly sledovany
Laboratoii Mikrobiologie, Parazitologie a Hygieny na Antverpské univerzit¢ v Belgii
tuberkulostatické uc¢inky na bakteriich kmenu Mycobacterium tuberculosis H37Ra™*.
Metodika a vyhodnoceni biologickych testii je detailné popsana v odborném, prestiznim

periodiku,® ve kterém jsou vysledky shrnuty.

Pro ptedstavu byly metodou in vitro testovany roztoky sloucenin v DMSO
o koncentracich 10, 1 a 0,1 uM. I kdyZ metoda in silico naznaovala podobny ucinek
pouzivanych terapeutik k 1é¢be tuberkulozy, ziskané vysledky tak pozitivni nebyly. Oba
sledované kafrové derivaty 4-hydroxypyridin-2(1H)-onu vykazovaly velmi slabé ucinky
inhibice ristu kmenu bakterie Mth H37Ra™*. Vysledky inhibice riistu jsou shrnuty v tabulce
Obrazku 3, kde jsou pro srovnani uvedeny 1 tfi 4-hydroxychinolin-2(1H)-ony,
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které z celkového poctu 52 sloucenin vykazaly inhibici mnohem vyssi.

OH OH OH
N (@) N (@) N (@)
H Ph Ph
I I I
OH OH
N Ph N Bu
| |
N (@) N (@)
Ph Ph
IV \Y

Inhibice rustu pfi zfedéni 10 uM, 1 uM a 0,1 uM
Inhibice ristu (Mth H37Ra!"*) %

Sloucenina
10 uM 1 uM 0,1 uM
I 92,4 59,2 56,0
11 473 46,3 34,4
11 98,3 53,7 30,4
1AY 12,5 8,1 0
A% 7,5 1,2 0

Obrazek 3. Prehled testovanych slou€enin na tuberkulostatické G€inky s vysledky jejich

pusobeni.

Z téchto faktd plyne, Ze pripravené kafrové derivaty 4-hydroxypyridin-2(1H)-onu nejsou
nejvhodnéjsimi inhibitory bakterii zpasobujicich tuberkulézu. Srovname-li strukturu
ucinnych 4-hydroxychinolin-2(1H)-ont uvedenych na Obrazku 3 se strukturou derivati
kafru, je evidentni, Ze je pouze vyrazny rozdil v kruhu pfipojenému
k 4-hydroxypyridin-2(1H)-onu. Pravdépodobné je, Ze kafrovy cyklus je bud’ pfili§ objemny,
nebo rigidni. Je vSak Skoda, Ze v dobu testovani tuberkulostatickych ucinkll nebyl pfipraven
1,3-difenyl-5,6,7,8-tetrahydro-4-hydroxychinolin-2(1H)-on, ktery je svou strukturou

mnohem bliZze podobny zna¢né€ u¢innému 1,3-difenyl-4-hydroxychinolin-2(1H)-onu.
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4 DESKRIPCE PRISTROJOVEHO VYBAVENI A
INSTRUMENTALNICH METOD

Pouzitd rozpoustédla a reagenty byly ziskané z komerc¢nich zdroji (Fluka, Sigma
Aldrich). Uvedené retencni faktory u pfipravenych derivati pyridin-2(1H)-onu byly
stanoveny pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC), pro kterou byly pouzity komer¢ni
hlinikové desticky s nanesenou vrstvou silikagelu (Alugram® SIL G/UV 254; 220-240

mesh; Macherey-Nagel) s fluorescen¢nim indikatorem pro UV 254 nm.

Teploty tani byly méteny na Koflerové bloku a nejsou korigovany. Infracervend spektra
byla méfend na FT-IR spektrometru Alpha (Brucker Optic GmbH Ettlingen, Germany)
technikou KBr tablet. Dale byl pouZit plynovy chromatograf Shimadzu QP-2010
s kvadrupolovym hmotnostnim analyzatorem (GC-EI-MS), ktery je opatfen knihovnou
spekter NIST 02 a s kolonou Supelco SLB-5ms (30 m; 0,25 mm). Nosnym plynem bylo
helium s konstantnim pritokem 38 cm3.s-1. Teplotni program byl nastaven: 100 °C/7 min,
25 °C/min pfi zvySeni na teplotu 250 °C, jez byla drzena po celou dobu méteni. Teplota
nasttiku: 250 °C. lontovy zdroj: 200 °C. Pii vypisovani hmotnostnich spekter byly vybrany

signaly s relativnim zastoupenim alesponl 10 %.

NMR spektra byla méfena na piistroji Bruker Avance III pii frekvenci 500 MHz ('H)
a 126 MHz (**C) pii 300 K. Chemické posuny jsou uvedeny ve stupnici 8 ppm. Interakéni
konstanty (J) jsou uvedeny v Hz. Multiplicita signali byla oznafena takto: s (singlet),
d (dublet), ddd (dublet dubletu dubleti), t (triplet), m (multiplet). Pfifazeni jednotlivych
signali ke konkrétnim atomiim vodiku a uhliku bylo provedeno pomoci 2D NMR
spektralnich analyz (1H-1H gs-COSY, 1H-13C gs-HSQC a gs-HMBC). Pro identifikaci
signalu je Cislovani atomil néasledujici: zakladni skelet, prosta ¢isla (pi.1, 2, ...); fenylovy
substituent v poloze 1 zakladni slou€eniny, ¢isla s pismenem A (pt. Al, A2, ...), fenylovy
substituent v poloze 3 zakladni slouceniny, ¢isla s pismenem B (pf. B1, B2, ...); rozliSené

signaly gemindlnich protonti jsou oznacené feckymi pismenami (a, B).

Hmotnostni spektra s vysokym rozliSenim byla métené na piistrojich Agilent 6224 Accurate
Mass TOF LC/MS s elektrosprejovou ionizaci. Elementdrni analyza (C, H, N) byla
uskute¢néna na pfistroji Flash EA 1112 Automatic Elemental analyzer (Thermo Fischer
Scientific). Vysledky z rentgenostrukturni analyzy byly feSeny a graficky zpracovany
v programu Mercury a Corel DRAW graphic Suite 12.
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5 DETAILNI POPIS SYNTETICKYCH POSTUPU A STRUKTURNI
CHARAKTERISTIKY PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

5.1 Priprava 1-(fenylamino)cyklohexankarbonitrilu

K na ledu vytemperovanému (pod 5 °C) roztoku cyklohexanonu (9,8171 g; 100 mmol;
1 ekviv.) a anilinu (11,179 g; 120 mmol; 1,2 ekviv.) v kyseliné octové (45 ml) byl béhem
10 min po ¢astech ptidan KCN (7,814 g; 120 mmol; 1,2 ekviv.). Dale byla smés jest¢ 10 min
michana na ledové lazni a nasledné 3 dny pfi laboratorni teploté. Prakticky ihned po ohtati
reakéni smési na laboratorni teplotu dochéazelo k intenzivnimu uvoliiovani HCN (reakci
KCN s AcOH) a ke vzniku velmi husté suspenze, kterd byla po cca 1 h zfedéna, z divodu
nemoznosti jejiho u¢inného michani, 10 ml AcOH. Po ukonceni reakce byla smés nalita
do 150 ml destilované vody a ziskand suspenze byla piefiltrovana pies fritu. Pevny podil
byl promyt 3 x 50 ml vody, nasledné 3 x 50 ml petroletheru a vysuSen. Ziskany surovy
produkt byl nésledné rozpustén ve 100 ml vrouciho ethanolu, za horka ptefiltrovan, zahustén

asi na 50 ml a ponechan samovolnég krystalizovat.

1-(Fenylamino)cyklohexankarbonitril

Bezbarva, krystalicka latka, tt. = 72-74 °C (EtOH), Q/E
t.ti?? = 71-72 °C (MeOH), vytézek: 85 %, Ry = 0,45 (17 % N \©

EtOAc v PE), R;= 0,80 (10 % EtOH v CHCls).

IC spektrum (tableta KBr), cm™': 3354 (-NH-), 2951, 2933, 2858, 2228 (-C=N), 1601, 1511,
1496, 1451, 1255, 765, 748, 709, 693, 500.

GC-EI-MS, m/z(%): 41(12), 51(17), 77(58), 117(26), 130(100), 131(12), 144(15), 172(12),
173(44), 200(M", 2), 201([M+1]", 0,4).

EA pro Ci3HisN2 vypoctené: 77,96 % C 8,05 % H 13,99 % N

nalezené: 77,61 % C 8,34 % H 14,14 % N
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5.2 Neuspésné pokusy o pripravu N-cyklohexylidenbenzenaminu

5.2.1 Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu u¢inkem KOH ve vodném ethanolu

K roztoku nitrilu (207,6 mg; 1 mmol; 1ekviv.) v ethanolu (3 ml) byl pfidan roztok KOH
(178,2 mg; 3 mmol; 3 ekviv.) v H2O (100 ul) a EtOH (3 ml). Ziskany roztok byl vafen
na olejové lazni pfi teploté 90 °C po dobu 12 hodin. Ochlazeny reakéni roztok byl nasledné
nalit do 30 ml ledové vody a ihned byla vodné vrstva extrahovana 5 x 15 ml petroletheru.
Organické podily byly spojeny, vysuSeny Na>SOs, piefiltrovany a odpafeny na rotacni
vakuové odparce do sucha. Ziskany surovy produkt byl podroben GC-MS analyze, podle

které smés obsahovala 85 % anilinu, 3 % anilu a 2 % vychoziho nitrilu.

5.2.2 Test stability aminonitrilu ve vodném ethanolu

K roztoku nitrilu (20,1 mg; 0,1 mmol) v EtOH (6 ml) bylo pfidano malé mnozstvi HO
(100 ul; 5,5 mmol). Ziskany bezbarvy roztok byl michan pfti laboratorni teploté 1 h, béhem

které dle TLC nastal absolutni rozklad na anilin a pravdépodobné na cyklohexanon.

5.2.3 Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu u¢inkem KOH ve vodném ethanolu

v pritomnosti Na2SO4

K bezbarvému roztoku nitrilu (200,1 mg; 1 mmol; 1 ekviv.) v EtOH (1 ml) byl ptfidan
roztok KOH (168 mg; 3 mmol; 3 ekviv.) v H2O (75 pul; 4,2 mmol) a EtOH (3 ml). Po 5 min
bylo do reakéni smési pfiddno 500 mg (3,5 mmol) cerstvé vyzihaného Na>SO4
(pro eventualni vychytani vznikajici vody). Ziskany roztok byl michan pti laboratorni teploté
4,5 h, béhem kterych nastal dle TLC c&astecny rozklad vychozi latky na anilin

a pravdépodobné na cyklohexanon.

5.2.4 Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu ué¢inkem K2CQO3 v suchém DMF

K bezbarvému roztoku nitrilu (200,2 mg; 1 mmol; 1 ekviv.) v 6 ml suchého DMF byl
ptisypan vyzihany KoCOs3 (1,3820 g; 10 mmol; 10 ekviv.) a ziskand smés byla zahiivana
na olejové lazni pfi teploté 100 °C po dobu 1 h. JelikoZ po této dobé byla v reakéni smési
pfitomna pouze vychozi latka, byla teplota zvySena na 180 °C a vSe bylo refluxovano 3,5 h.

Po této dobé byla v reak¢éni smési pfitomna vychozi latka a stopy anilinu.
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5.2.5 Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu 4¢inkem #~-BuO’K" v suchém #~-BuOH

K bezbarvému roztoku nitrilu (50 mg; 0,25 mmol; 1 ekviv.) v bezvodém -BuOH (4,5 ml)
byl pfidan ~-BuOK" (42 mg; 0,375 mmol; 1,5 ekviv.) a smés byla michana na vodni lazni
pii teploté 50 °C po dobu 90 minut. Jelikoz byla dle TLC v reak¢ni smési stale pritomna
vychozi latka a vznikala jemnd suspenze, bylo do reak¢éni smési pridano dal§i mnozstvi
t-BuOH (5 ml) a -BuOK" (43 mg; 0,375 mmol; 1,5 ekviv.) a opét vie michano pfi stejné
teploté dalSich 70 minut. Nasledn€ bylo do reakéni smési pfidano 35 ml nasyceného roztoku
NaHCOs3 a vSe extrahovano 3 x 15 ml DCM. Organické podily byly spojeny, vysuseny
NazSO0qs, prefiltrovany a odpafeny na RVO. Izolovany surovy produkt odpovidal GC-MS
i IC spektry vychozi latce.

5.2.6 Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu a¢inkem ~-BuOK" v suchém benzenu

K bezbarvé suspenzi nitrilu (50 mg; 0,25 mmol; 1 ekviv.) v bezvodém Be (4,5 ml)
byl piidan -BuOK" (42 mg; 0,375 mmol; 1,5 ekviv.) a smés byla pod ochrannou atmosférou
argonu michéna pti laboratorni teploté 3 h. Nasledn¢ byl reakéni roztok odpafen na RVO.
Ziskany surovy produkt byl podroben GC-MS analyze, podle které smés obsahovala 68 %

anilinu a 32 % anilu.

5.2.7 Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu u¢inkem Et3N v suchém benzenu

Bezbarvy roztok nitrilu (53 mg; 0,25 mmol; 1 ekviv.) v bezvodém Be (4,5 ml) a Et;N
(82 mg; 0,75 mmol; 3 ekviv.) byl pod ochrannou atmosférou argonu michan 4 dny
pii laboratorni teploté. Jelikoz v roztoku byla dle TLC i po takto dlouhé dobé¢ ptitomna pouze
vychozi latka, byla smés dale 4,5 h vafena na olejové 14zni pfi teploté 95 °C pod zpétnym

chladi¢em.

5.2.8 Pokus o eliminaci HCN z aminonitrilu indukovany teplem

Banika s navdZzenym vychozim nitrilem (50 mg; 0,25 mmol) byla opatfena malym
zpétnym chladi¢em a v digestoii 3 h ohfivana v kovové lazni, jejiz teplota byla udrzovana
v rozmezi 250-255 °C. Prakticky okamzit¢ po zac¢atku ohfevu vychozi latka roztala a vznikla
bezbarva, postupné tmavnouci tavenina, kterd po 1,5 h ztuhnula. Po 2 h dle TLC vznikalo

malého mnozstvi nové latky, jejiz mnozstvi se do ukoneni ohfevu neménilo. Po ukonceni
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ohtevu byl chladi¢ vymyt CHCIl3, ktery byl pfidan k ochladlé reak¢éni smési a vS§e na RVO
odpareno do sucha. Ziskany surovy produkt byl podroben GC-MS analyze, podle které smés

obsahovala 89 % nezménéného vychoziho materidlu a 5 % anilinu.

5.2.9 Prima kondenzace cyklohexanonu a anilinem s vyuZitim azeotropické destilace

Roztok cyklohexanonu (38,7412 g; 395 mmol; 1,03 ekviv.) a anilinu (35,3759 g;
380 mmol; 1 ekviv.) v toluenu (60 ml) byl vatfen v olejové lazni (120 °C), a jelikoz kapky
kondenzovaly diive, nez stacily vystoupat do chladice, byla teplota olejové lazné¢ zvysSena
na teplotu 140—-150 °C, pti které jiZ byla destilace toluenu a uvolfiované vody z reak¢ni smési
znacna. Pfi této teploté byla reakéni smés varena 14 h, béhem kterych bylo z reakéni smési
oddestilovano 6,5 ml vody (teoretické mnozstvi vzniklé vody bylo 6,85 ml). Surovy roztok
byl pro odstranéni nezreagovanych vychozich latek a pieciSténi produktu vakuové
destilovan. Smés byla ohfivana pod maximalnim vakuem (cca 13 torr) membranové vyvévy
asi 5 dni a kazdy den byla nadestilovana jedna frakce. U vSech frakci bylo zméfeno
GC-EI-MS. Vsechny obsahovaly vétsi ¢i mensi mnozstvi anilinu, ktery je pro uvazované

nasledné kondenzace nezadouci.

5.3 Prima kondenzace cyklickych ketonii s anilinem za pritomnosti

molekulového sita

K roztoku cyklického ketonu (10,5 mmol; 1,05 ekviv.) a anilinu (936,5 mg; 10 mmol;
1 ekviv.) v suchém benzenu (10 ml) bylo pfisypano 1,8594 g molekulového sita (4 A;
vyrobce uvadi sorpcni kapacitu 20 %; navazka byla vypoctena na sorp¢ni kapacitu
10 % - teoreticky se mélo reakci uvolnit 181,2 mg H>O). Pfipravena smés byla michdna
pfi laboratorni teploté pod inertni atmosférou argonu po dobu uvedenou ve Schématech 16
a 17. Po ukonceni reakce byla suspenze filtrovana ptes fritu. Poté byla organicka (Be) vrstva

vysuSena NaxSOg, piefiltrovana, odpatfena na RVO.
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N-Cyklopentylidenbenzenamin O\ /@
SN

Hnédy olej

GC-EL-MS, m/z(%): 51(15), 77(37), 130(100), 131(18), 159(M", 41), 160([M+1]*, 5).

N-Cyklohexylidenbenzenamin

Zlutohné&dy idky olej CL\N @

GC-ELI-MS, m/z(%): 51(16), 77(57), 117(26), 130(100), 131(12), 172(13), 173(M", 48),
174([M+17", 6).

N-Cykloheptylidenbenzenamin

Oranzovy tidky olej Q\\N /©

GC-EI-MS, m/z(%): 41(14), 51(17), 77(61), 96(16), 117(18), 130(100), 131(15), 144(23),
158(28), 159(12), 186(15), 187(M", 46), 188([M+17", 7).

N-Cyklododecylidenbenzenamin

Zluty fidky olej

GC-EI-MS, m/z(%): 41(21), 5(11), 77(39), N 93(32), 117(19),

118(11), 130(30), 132(38), 133(100), 134(10), 144(10), 146(43), 158(15), 173(12), 257(M",
17), 258([M+17%, 3).

5.4 Kondenzace anilii s malonaty

5.4.1 Kondenzace kafroanilu s ,,magic* malonaty
K (14,25 mmol; 1 ekviv.) bis(2,4,6-trichlorfenyl)-malonatu byl za laboratorni teploty
ptikapan Cisty racemicky kafroanil (3,4138 g; 15 mmol; 1,05 ekviv.). Smés byla zahtivana

na vytemperované kovove 1azni (220 °C) po dobu uvedenou ve Schématu 18. Po ochlazeni
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bylo do banky ptidano 30 ml petroletheru, ¢imz vznikla z ptivodné snadno rozmélnitelného
materidlu zna¢né tvrdd hmota, kterd byla s pomoci sklenéné tyCinky a ultrazvuku (UZ)
rozdrcena na jemnou suspenzi, kterd byla prefiltrovana pies fritu. Pevny podil byl promyt
petroletherem, opétovné preveden do kadinky a opakované macerovan 1 x 30 ml

petroletherem a nasledné 2 x 30 ml Et,O.

Surovy fenylovy derivat byl rozpoustén v 500 ml vrouciho EtOH, ziskana bila suspenze
byla za horka ptefiltrovana pies fritu, pevny podil na frit¢ byl promyt EtOH a vysuSen. Filtrat
byl za horka zkoncentrovan na cca 100 ml, ponechdn samovolné krystalizovat. Pivodné
ve vroucim EtOH nerozpus$tény pevny podil byl stejné kvality jako ziskané krystaly. Surovy
butylovy derivat byl rozpustén v 70 ml vrouciho EtOH, za horka ptefiltrovan, mirné zahustén

a ponechan samovolné krystalizovat.

3-Fenyl-4-hydroxy-8,9,9-trimetyl-1-fenyl-5,6,7,8-tetrahydro-
5,8-methanochinolin-2(1H)-on

Bil¢ jemné krystaly, t.t. = 286°C Cast tmavne — nastava rozklad,
315 °C cast taje, 356 °C jesté¢ pevny podil, (EtOH), 6‘2
t.t.i’= 358-361 °C (vyvateni v EtOH), vytézek: 84 %, Ry= 0,06 °

(10 % EtOH v CHCl3), Rr=0,41 (30 % EtOAc v CHCI3).

IC spektrum (tableta KBr), cm™': 3048, 2978, 2961, 2874, 1616, 1599, 1568, 1536, 1451,
1430, 1389, 1295, 1269, 1205, 1183, 764, 742, 695.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds), ppm: & 0,25 (s, 3H, CH3—C-8), 0,78 (s, 3H, H3C—C-9-
CH3), 0,82 (s, 3H, H;C—C-9—CH3), 1,11-1,21 (m, 1H, H-6a), 1,37-1,48 (m, 1H, H-7),
1,55-1,66 (m, 1H, H-7p), 1,93-2,03 (m, 1H, H-6B), 3,17 (d, 1H, Ju-s 16 = 2,7 Hz, H-5), 7,16
(t, 1H, Jupanns = 7,0 Hz, H-B4), 7,22-7,30 (m, 4H, H-B3, H-BS, 2 x H-A), 7,38 (d, 2H, Ju.
p2u-83 = 7,8 Hz, H-B2, H-B6), 7,42—7,52 (m, 3H, H-A3, H-A5, H-A), 9,68 (s, 1H, —OH).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds), ppm: & 11,98 (CH3-C-8), 19,03 (H;C—C-9—CHj3), 19,72
(H3C—-C-9—-CHj3), 26,20 (C-6), 32,05 (C-7), 46,92 (C-5), 56,15 (C-8), 56,37 (C-9), 108,22
(C-3), 114,08 (C-4a), 125,68 (C-B4), 127,00 (C-B3, C-B5), 131,08 (C-B2, C-B6), 134,78
(C-B1), 138,69 (C-A1), 128,37 (C-A), 128,63 (C-A), 128,64 (C-A), 128,82 (C-A), 129,95
(C-A), 153,02 (C-8a), 158,72 (C-4), 162,68 (C-2).

EA pro C2sH2sNO;  vypoctené: 80,83 % C 6,78 % H 3,77 % N

nalezené: 80,79% C 6,88% H 3,55%N
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3-Butyl-4-hydroxy-8,9,9-trimetyl-1-fenyl-5,6,7,8-
tetrahydro-5,8-methanochinolin-2(1H)-on

Bil4 jemna vata, t.t. = 296299 °C (EtOH), t.t.i’= 289-291 °C
(BuOH), vytézek: 21%, Ry= 0,51 (30 % EtOAc v CHCI3).

IC spektrum (tableta KBr), cm™:3061, 3040, 2955, 2931, 2872,
1619, 1567, 1535, 1434, 1388, 1246, 1209,1165, 1114, 768,
693, 622.

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds), ppm: & 0,21 (s, 3H, CH3-C-8), 0,74 (s, 6H, H3C-C-9—
CH3), 0,86 (t, 3H, J-chs,-cu2- = 7,2 Hz, -CH,—CH,—CH>—CH3), 1,01-1,10 (m, 1H, H-6a.),
1,22-1,39 (m, SH, -CH>,—CH2—CH2—CH3, H-7a), 0,86 (t, 3H, J_ch3-cH2- = 7,2 Hz, -CH>—
CH>—CH>—CH3), 1,54 (ddd, 1H, Ju-7p.n-70 = 12,4 Hz, Ju-7.n-60 = 9,1 Hz, Ju78,0-6p = 3,6 Hz,
H-7B), 1,88-1,98 (m, 1H, H-68), 2,36 (tt, 2H, J-cH2_cH2-cH2-cHz2-cH2cu2- = 8,2 Hz, J cHz-
cH2-CH2—~cH2—cH2-cH2- = 4,2 Hz, -CH2—CH>—CH>—CH3), 3,06 (d, 1H, Ju-s,u-6 = 3,3 Hz, H-5),
7,13-7,22 (m, 2H, H-A), 7,40-7,51 (m, 3H, H-A), 9,52 (s, I|H, —OH).

13C NMR (125 MHz, DMSO-de), ppm: & 12,01 (CHs—C-8), 13,99 (-CH,~CH,~CH,—CHs),
19,03 (HsC—-C-9-CH), 19,64 (H;C-C-9-CHs), 22,36 (~-CH,~CH,~CH,~CHs), 23,45 (~
CH,-CH,-CH,-CHz), 26,19 (C-6), 30,40 (-CH,~CH,~CH,~CHa), 32,05 (C-7), 46,83 (C-
5), 56,00 (C-8), 56,14 (C-9), 107,98 (C-3), 113,95 (C-4a), 128,20 (C-A), 128,57 (C-A),
128,62 (C-A), 128,72 (C-A), 129,92 (C-A), 138,91 (C-Al), 150,63 (C-8a), 158,70 (C-4),
163,46 (C-2).

HRMS (ESI+) pro C23H3oNO, " ([M+H]"): vypocitané: 352,2271, nalezené: 352,2271.
EA pro C23H2oNO>  vypoctené: 78,59 % C  832%H 3,99% N

nalezené: 78,38% C 8,64 % H 3,72% N

5.4.2 Kondenzace neciSténého N-cyklohexylidenbenzenaminu s fenylmalonitem

K bis(2,4,6-trichlorfenyl)fenyl-malonatu (2,6824 g; 4,98 mmol) byl za laboratorni teploty
pfikapan necistény anil (5,05 mmol). Smés byla 30 minut zahfivana na vytemperované
kovové lazni o teploté 250 °C. Po ochlazeni byla vznikla visk6zni hmota macerovéana 5 x 25

ml PE, ¢imz postupné vznikal bézovy amorfni prasek, ktery byl déle prefiltrovan pftes fritu,
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promyt 30 ml PE a vysuSen. Ziskany surovy produkt byl nasledn¢ rozpustén ve 20 ml

vrouciho EtOH, za horka pfefiltrovan, mirn¢ zahustén a ponechan samovoln¢ krystalizovat.

1,3-Difenyl-4-hydroxy-5,6,7,8-tetrahydrochinolin-2(1H)-on

Svétle hnédy amorfni prasek, t.t. = 235-238 °C (EtOH), vytézek:
52%, Rr=0,59 (5 % EtOH v CHCI3).

IC spektrum (tableta KBr), em™: 3059, 2942, 1633, 1599, 1570, 62
1542, 1386, 1298, 1250, 1185, 1165, 1092, 747, 716, 693. 5

'H NMR (500 MHz, CDCl3), ppm: & 1,65-1,79 (m, 4H, H-6, H-7), 2,16 (t, 2H, J = 5,6 Hz,
H-8), 2,58 (t, 2H, J = 5,5 Hz, H-5), 5,95 (s, 1H, OH), 7,17-7,25 (m, 2H, H-A2, H-A6), 7,34
(ddd, 1H, J = 8,6, 4,4, 2,0 Hz, H-B4), 7,37-7,42 (m, 1H, H-A4), 7,42-7,53 (m, 6H, H-A3,
H-A5, H-B2, H-B3, H-B5, H-B6).

13C NMR (125 MHz, CDCls), ppm: & 21,66 (C-6), 21,89 (C-5), 22,54 (C-7), 28,91 (C-8),
107,64 (C-4a), 110,26 (C-3), 128,21 (C-B4), 128,40 (C-A4), 128,72 (C-A2, C-A6), 129,40
(C-B3, C-BS5), 129,54 (C-A3, C-A5), 130,79 (C-B2, C-B6), 131,73 (C-B1), 138,90 (C-Al),
143,64 (C-8a), 159,96 (C-4), 162,68 (C-2).
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ZAVER

Tato bakalaiska prace vznikla na zékladé¢ pozadavkll Laboratofe Mikrobiologie,
Parazitologie a Hygieny na Antverpské univerzit¢ v Belgii, kterd v tu dobu testovala
tuberkulostatické ti¢inky mnoha riznych sloucenin, jejichz zakladni motivy jsou popsany
v uvodu prace, ptipravenych na ustavu chemie. Jelikoz nejvice pozitivni vysledky poskytly
4-hydroxychinolin-2(1H)-ony, chtéli taktéz vyzkouset jejich analogy, které by neobsahovaly
benzenovy aromaticky kruh. Z tohoto divodu byla napln bakalaifské prace sméfovana

k ptipraveé n€kolika 4-hydroxypyridin-2(1H)-ont spojenych s nasycenym kruhem.

Prakticky jedinymi vhodnymi prekurzory pro jejich syntézu, jak naznacovaly vyhledané
literarni zdroje, jsou iminy cyklickych uhlovodikii. Nalezené postupy piipravy nam
navozovali milnou pfedstavu, ze se bude jednat o jednoduchou syntézu, ov§em pfi ptikroceni
k praktickym experimentiim, jsme se setkali s riznymi piekdzkami. Prvné byly zkouSeny
pokusy o pfipravu anilu pfes Streckeriv meziprodukt, ziskany reakci cyklohexanonu
s anilinem a kyanidem draselnym v kyselin¢ octové, ze kterého se, z divodu vysoké
nestability vznikajiciho anilu, pfi riznych podminkach nepodaftil eliminovat kyanovodik.
Proto byly vyzkouSeny rizné zplisoby piimé kondenzace cyklohexanonu s anilinem. Z nich
se nejvice osvédcila reakce v pritomnosti molekulového sita za laboratorni teploty, kterou
bylo mozné, dle GC-MS analyzy, pteménit vychozi latky na zadany anil, jeZ mél v surové

smési relativni zastoupeni 74 %.

Bé&hem znaéného tsili vynalozeného v laboratoti UCH se uspésné podafilo syntetizovat
3 cyklické derivaty 4-hydroxypyridin-2(1H)-onu. Dva z nich, kafrové derivaty, se pomérné
snadno pfipravily tavenim cistého racemického kafroanilu s trichlorfenylovymi estery
substituované malonové kyseliny pfi teplot¢ 220 °C. Z divodu nelspéSné separace
N-cyklohexylidenbenzenaminu od vedlejSich produkti a vychozich latek byla
pro kondenzaci s fenylmalonatem pouzita surovd smés. Z reakce byl, vedle
3-fenyl-4-hydroxychinolin-2(1H)-onu vzniklého konkurenéni reakci pfitomného anilinu
ve vychozi smési, 1,3-difenyl-5,6,7,8-tetrahydro-4-hydroxychinolin-2(1H)-on izolovan

v dobrém vytézku.

Na zakladé€ ziskanych, ne pfili§ pozitivnich vysledki tuberkulostatickych testi na kmeni
bakterie Mtb H37Ra™, nebyly kafrové derivaty 4-hydroxypyridin-2(1H)-onu blize

studovany z hlediska genotoxicity a cytotoxicity.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AcOH Kyselina octova

AcOK Octan draselny

Be Benzen

Bu Butyl

CoA Koenzym A

DMF Dimetylformamid

DMSO Dimetylsulfoxid

EA Elementarni analyza

ekviv. Ekvivalent

Et Ethyl

Et,O Diethylether

Et:N Triethylamin

EtOAc Ethyl-acetat

EtOH Ethanol

FAS Syntaza mastnych kyselin (Fatty acid synthase)
GC-EI-MS Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem
GI Inhibice rastu (Growth inhibition)

HIV Virus lidské imunitni nedostate¢nosti (Human Immunodeficiency Virus)
HRMS Vysoce rozliSujici hmotnostni spektrometrie (High resolution mass spektrometry)
IC Infracervena spektroskopie

Me Methyl

MeOH Methanol

Mtb Mycobacterium tuberculosis

NCI National cancer institut

NMDA N-Methyl-D-aspartat

NMR Nuklearni magnetické resonance

PCA Pasivni kozni anafylaxe

PE Petrolether

Ph Fenyl

Ry Retencni faktor

RNA Ribonukleova kyselina

RTG Rentgen

RVO Rotaéni vakuova odparka

t.t. Teplota tani

t+-BuOH Tercialni butanol
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t-BuOK* Tercialni butanolat draselny
TLC Tenkovrstvd chromatografie
Uz Ultrazvuk

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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P¥iloha 2. 'H a >C NMR sloudeniny 3-butyl-4-hydroxy-8,9,9-trimetyl-1-fenyl-5,6,7,8-
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Priloha 3. 'H a '3C NMR slouceniny 1,3-Difenyl-4-hydroxy-5,6,7,8-
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