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ABSTRAKT

Predstavend diplomovd prace je zaméfend na problematiku syntézy sloucenin
benzodiazepinového a pyrrolobenzodiazepinového typu. V teoretické Casti je popsana jejich
biologicka aktivita, farmakokinetika a moznosti syntézy. Experimentalni ¢ast je vénovana
moznostem postupné premény chinolin-2,4(1H,3H)-dioni na benzo[e]pyrrolo[1,2- a]
[1,4]diazepin-1,5,11(10H,11aH)-triony nebo na benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-
3,5,11(2H,10H,11aH)-triony, které byly navrZeny na zakladé poznatkii mych pfedeslych
kolegi.

Klicova slova: chinolindion, benzodiazepin, pyrrolobenzodiazepin, intramolekulérni

piremeéna, biologicka aktivita

ABSTRACT

The presented master thesis is focused on the synthesis of benzodiazepine and
pyrrolobenzodiazepine compounds. The theoretical part describes their biological activity,
pharmacokinetics and different synthetic paths. The experimental part is devoted to the
possibilities of gradual conversion of quinoline-2,4 (1H, 3H) -diones to benzo[e]pyrrolo
[1,2-a][1,4]diazepine-1,5,11(10H, 11aH)- triones or benzo[e]pyrrolo [1,2-a] [1,4] diazepine-
3,5,11(2H, 10H, 11aH)-triones, their design was based on the results of my colleagues.

Keywords: quinolindione, benzodiazepine, pyrrolobenzodiazepine, intramolecular change,

biological aktivity.
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UVOoD

Jiz 80 let benzodiazepiny a jejich derivaty poméhaji lidem trpicim tzkostnymi poruchy,
problémy spanku, epilepsii a svalovym napétim. Diky tomu, ze s nimi nejsou témei spjata
Zadna rizika, pomohli nahradit, a tim 1 vyfeSit neZadouci u¢inky barbituratovych 1éc¢iv, jako
jsou sexudlni disfunkce, dychaci potize a mnoho dalsich. Kratkodobé uzivani téchto 1€k je
bezpecné a léciva se ukazuji jako dost efektivni proti fad€ jiz zminénych na zaclatku
onemocnéni. Dlouhodobé uzivani je vSak kontroverzni z diivodu moznosti vzniku tolerance,
a zavislosti, taky je dulezité pamatovat, ze konzumace alkoholu spolu s BZD by mohla byt
pro pacienta fatalni.

Pyrrolobenzodiazepiny (PBD), coz jsou v podstaté benzodiazepiny s pfikondenzovanym
pyrrolovym kruhem, tvofi dalsi zajimavou skupinu latek, kterym jsou pfipisovany napiiklad
kancerostatické, protiinfekéni, fungicidni a analgetické t¢inky. Biologicka aktivita PBD s
konfiguraci S a jejich derivati je zptisobena interakci s dvouSroubovici DNA. Tvorba
takového aduktu inhibuje sérii dilezitych bunéénych procest vCetné vazby transkripénich
faktorti na DNA a funkci nékterych enzymn, napt. endonukleazy, ktera slouzi u bakterii jako
ochrana pted nezaddoucimi plazmidy nebo bakteridlnimi viry. Ale i kdyz ted’ jsou PBD Ié¢iva
ucinna proti fad¢ druhd mikroorganismt, s ¢asem z riiznych diivoda se u bakterii a plisni
vyviji rezistence, a proto stale panuje potieba vyvijet nové a nové derivaty PBD. Diky tomu
se o jejich syntézu hojné zajimaji nejen organicti chemici v rtiznych koutech svéta, ale 1 izka
skupinka lidi na naem Ustavu chemie Univerzity Tomase Bati, ktefi hledaji kratsi a snazsi
cesty k syntéze derivati PBD, které¢ by mohly, v pfipadé §tésti, vykazovat zajimavé ucinky

na zivé organismy.
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1. BENZODIAZEPINY

Benzodiazepiny (BZD) jsou vysoce u¢inné 1é¢ivé latky. Chemicka struktura vSech latek
této skupiny ma spole¢ny strukturni znak, sklddaji se z benzenového a diazepinového kruhu.
Dle polohy atomt dusikli v diazepinovém kruhu lze benzodiazepiny rozd¢lit na:

e 1H-benzo[b][1,4]diazepiny

e 1H-benzo[f][1,4]diazepiny

e 3H-benzo[d][1,2]diazepiny

e 3H-benzo[e][1,3]diazepiny

Druhym spoleénym strukturnim znakem BZD je substituce v poloze 5 fenylovou
skupinou. Uginnost BZD lze zvysit bud’ substituci uvedeného fenylu v poloze ortho atomem
halogenu, nejcastéji chlorem anebo fluorem, anebo ptitomnosti elektronegativni skupiny
(Cl1, NO2) v poloze 7. Nitroskupina sou¢asné zesiluje hypnoticky G¢inek na pacienta.’

Diky svym  biologickym  ucinkim jsou ve farmacii = nejvyznamnéjsi
1,4- benzodiazepiny (Obrazek 1), které se vyuzivaji v 1écb¢ tizkostnych stavili, nespavosti,

amnesie a také jako myorelaxancia, antiepileptika ¢i hypnotika.?
N
Me o TN

O O

Diazepam Alprazolam

Obriazek 1. Piiklad nejéast&ji pouzivanych 1,4-benzodiazepint. !

Postranni substituenty ovlivituji vazani molekuly benzodiazepinu na receptor GABAA a
tak je mozné modulovat farmakologické vlastnosti, farmakokinetiku a celkovou ucinnost
BZD.? Alkylace BZD v poloze 1 zvySuje aktivitu 1é¢iva (diazepam). Substituce v poloze 2
elektronegativnim atomem kysliku, nebo atomem dusiku, je bézna pro prvni generace BZD
(medazepam). Substituce v poloze 3 hydroxylovou skupinou zptsobuje zvySeni polarity a
soucasné¢ umoziuje glukoronidaci, jejimz vysledkem je rychlejsi eliminace léciva
z organismu (lorazepam). Pro aktivitu BZD je optimalni benzenovy kruh v pozici 5.
Substituce tohoto benzenového kruhu atomem chloru nebo fluoru v ortho poloze podniti
zvySeni aktivity 1é¢iva (flurazepam-F, klonazepam-Cl). Substituce v poloze 7 nitroskupinou

zvySuje hypnoticky uc¢inek léCiva (klonazepam), oproti tomu substituce halogenem na
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stejném misté zvyraziuje u¢inek anxiolyticky (lorazepam).? Uginnost benzodiazepinového
1éCiva lze taktéz ménit zvySenim nebo sniZzenim jeho podavané davky. Naptiklad snizeni
davky BZD ma za nasledek hypnoticky uc¢inek a potlacuje tizkost, ale naopak vys$si davky

vyvolavaji u pacientli spanek.’

1.1 Historie vzniku benzodiazepinovych lé¢iv

Historicky prvni benzodiazepin, chlordiazepoxid, byl syntetizovany v roce 1955
chemikem Leem Sternbachem b&hem své prace ve farmaceutické spole¢nosti Hoffman-La
Roche. Pii testovani biologickych vlastnosti chlordiazepoxidu se ukazalo, Ze slou¢enina ma
velmi silné sedativni, antikonvulsivni a myorelaxa¢ni ucinky. V roce 1960 byla tato latka
zavedena firmou Hoffman-La Roche na farmaceuticky trh pod ndzvem Librium® a v roce
1963 stejna spoleénost piedstavila vice u¢inny diazepin zndmy pod nazvem Valium®.* Nové
lé¢ivo mélo oproti pivodnimu ty vyhody, Ze plsobilo po krat§i dobu a vykazovalo
anxiolytické ¢inky.’

Od té¢ doby byly dfive hojné predepisované barbituraty do znacné miry nahrazeny
benzodiazepiny.® Oproti barbituratim pouziti BZD je méné rizikové. ProtoZe mozkova
aktivita pfi poziti BZD neni obecné tak inhibovand jako barbituraty, je sebevrazda
predavkovanim nebo mozna paralyza dechu téméf vyloucend.” I kdyz benzodiazepiny byly
nejvice predepisovanymi léky na celém svété, az za 15 let od momentu syntézy prvniho

benzodiazepinu (bio)chemici pochopili mechanismus piisobeni téchto 1é¢iv.?

1.2 Mechanismus pisobeni benzodiazepinovych léc¢iv

Plisobeni BZD je zavislé na tfech faktorech. Prvni a nejdulezité;jsi je rychlost redistribuce
z centralniho do periferniho kompartmentu. Druhym faktorem je jaterni metabolismus a
rendlni exkrece. Tretim je akutni tolerance a akutni adaptace, které jsou podminény snizenou
citlivosti benzodiazepinovych receptort pii kontinudlnim podavani.® Hlavnim principem
mechanisml G¢inkd BZD je augmentace inhibi¢niho plisobeni y-aminomdaselné kyseliny
pozitivni alosterickou modulaci postsynaptického GABA-receptoru.!”

Pro to, aby byl vysvétlen mechanismus ptisobeni BZD 1¢€iv je nutné porozumét, jak
funguje receptor y-aminomadselné kyseliny (GABA). GABA je neurotransmiterem
v centralnim nervovém systému (CNS), ktery zvySuje nebo sniZuje excitabilitu neuront, a

tak reguluje mozkovou aktivitu. Po navazani GABA na piislusny receptor se otevie iontovy
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kanal pro chloridové ionty, které nasledné hyperpolarizuji buné¢nou membranu, coz zplisobi
snizeni excitability cilové buniky.” V CNS existuji tfi druhy GABA receptorii: GABAA,
GABAB, GABAc. BZD lé&iva jsou agonistou GABAa receprorii.? Ionotropni receptor
GABAA je proteinovy komplex, ktery je umistény na synapsich neuroni a je tvofeny péti
glykoproteinovymi subjednotky: dvéma a, dvéma  a jednou y. BZD se obvykle vaZe na

o subjednotku GABAAa ergniho komplexu (Obrazek 2).2
cr

GABA

GABA

Benzodiazepiny
Flumazelm
Zolpidem

Barbituraty

Tontovy kanal

Obrazek 2. Vazani benzodiazepint na receptor GABAA.

BZD ptisobi na GABAA jako pozitivni alostericky modulétor, to znamend, ze BZD
neovliviluje receptor piimo, ale zvysuje afinitu GABA pro dany receptor, tim se zvySuje
celkové vedeni chloridovych iontll pfes membrany neurondlnich bunék a disledkem je

hyperpolarizace neurontl, ¢imz se snizuje aktivita CNS.

1.3 Farmakokinetické vlastnosti a metabolismus benzodiazepinii

Obvykle BZD jsou podavany oraln¢ kvili dobré absorpci. Absorpce se charakterizuje
vysokou rychlosti, je Uplnd a probihd v proximalni &asti tenkého stfeva.” Intravendzni
podavani je charakterizované rychlou distribuci 1é¢iva do mozku a CNS, ale jsou urceny
vyhradné pro mimotadné situace, jako jsou napiiklad akutni zachvaty.

BZD a jejich metabolity pfi podavani jsou v organismu distribuovany do vysoce

prokrvenych organii, zejména do CNS. Tyto 1é¢iva jsou lipofilni a pasivni difuzi prochézi
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hematoencefalickou bariérou. Prinik do CNS je rychly, a proto za rozdil v nastupu G¢inkt
u riznych BZD 1é¢iv miiZe jen rozdilné rychlost vstiebavani. Je nutné podotknout, Ze vysoce
lipofilni BZD 1é¢iva jsou rychleji vstiebavany a tak u¢inky nastupuji rychleji.!!
Metabolismus BZD lze popsat na piikladu diazepamu (Obrazek 3). Nejdiive probéhne
demethylace na atomu dusiku v poloze 1, potom (nebo sou¢asné€) na atomu uhliku v poloze
3 nastava hydroxylace, ¢imz vznika biologicky aktivni farmakofor oxazepam (Obrazek 3).’
BZD ztraci ucinnost az po konjugaci hydroxylové skupiny v poloze 3 s kyselinou
glukuronovou. V této form¢ se mize z organismu snadno vyloucit ledvinami.

Me

\

H O

o)
N N
1 1
O 3 O 3>—QOH
cl =N Cl =N

Obrizek 3. Struktura diazepamu (vlevo) a oxazepamu (vpravo).’

BZD, které¢ misto atomu chloru maji nitroskupinu a na fenylovém substituentu atom
fluoru (napt. flunitrazepam) vykazuji podobny metabolismus. VSechny uvedené latky
s vyjimkou oxazepamu, ktery se inaktivuje jedinou metabolickou zménou, patii ke
dlouhodobé piisobicim.’

Vétsina BZD je metabolizovana ve dvou fazich. Prvné probihd oxidace, hydroxylace
nebo dealkylace enzymy cytochromu P450 (faze I) a dale nastava konjugace s glukuronidem
nebo sulfatem (faze II). Nakonec jsou moé¢i vylouceny z t&la témét Gplng.!! Ne&které druhy
BZD mohou byt metabolicky pfetvaieny na aktivni metabolity (chlordiazepoxid, diazepam,
flurazepam) nebo na neaktivni, které jsou vyluovany ledvinami.'®

Jedna z klasifikaci BZD je zalozena pravé na jejich biologickém polocCase a dé€li se na
kratce pusobici (biologicky ¢as <5 h), stfedne¢ dlouho piisobici (biologicky ¢as 5-24h)
a dlouhodobé plsobici (biologicky ¢as > 24h). Existuji ovSem také i velmi dlouho ptsobici,
které maji dobu eliminace z organismu az do 300 h. Ptikladem kratce plisobicich BZD jsou
flurazepam, midazolam a triazolam, které po podani zplisobuji u pacienti rychly néstup
spanku. Diky témto u¢inklim se ptedepisuji jako hypnotika. Ke stiedné dlouho pisobicim
BZD lé¢iviim patii alprazolam, chlordiazepoxid, lorazepam, oxazepam, lormetazepam, které
se predepisuji pii 1€cbé uzkostnych stavi. Za dlouhodobé plisobici BZD [é¢iva jsou

povazovany diazepam a klonazepam'' za velmi dlouho piisobici prazepam a klorazepat!®
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Tyto posledni dvé skupiny BZD ptedstavuji riziko akumulace v téle starSich lidi a pacient
s poruchou metabolismu.

Latky s kratkym poloCasem eliminace lze ziskat zavedenim dal§iho cyklu obsahujiciho
atom dusiku s methylovou skupinou, ktera se rychle hydroxyluje (midazolam, brotizolam a
triazolam). Brotizolam a triazolam jsou hypnotika, midazolam se podava jako anestetikum.
Latky stfedné dlouho ptisobici Ize ziskat ndhradou nitroskupiny za atom chloru nebo za atom
bromu. Nitroskupina se totiz pomérné rychle redukuje na aminoskupinu, ktera se pak ihned
acetyluje. V téchto pripadech bioinaktivace probiha v disledku jen jedné jediné inaktivacni

reakce.’

1.4 Syntéza benzodiazepinovych derivata

BZD lze ziskat riiznymi postupy, jak chemicky, tak 1 biologicky. Historicky prvni a
klasicky synteticky postup ptipravy BZD, jak jiz bylo feceno, byl navien
Leem Sternbachem (Schéma 1).! Principem této syntézy je kondenzace substituovanych 2-
aminobenzofenonti s hydrochloridem ethyl-glycinatu. Ptipadné¢ pozadovana methylace
polohy 1 se provadi v poslednim stupni syntézy u¢inkem dimethylsulfatu v pfitomnosti silné

baze.!?

MeO 2802 N
NH, EtO pyr|d|n MeONa \g

H N cl —N
R2

Schéma 1. Obecna syntéza benzodiazepinovych slou¢enin.!

V roce 2019 byla popséana reakce syntézy derivati 1,4-benzodiazepinu s heterogennim
nanokatalyzatorem CoFe204@SiO2@NH-NH2-PCuW (Schéma 2). Karbonylova skupina
dimedonu se aktivuje kyselou ¢asti katalyzatoru a reaguje ihned s aminoskupinou o-
fenylendiaminu, ¢imz dochézi k eliminaci vody a k tvorbé iminového meziproduktu, ktery
je nestabilni a podléha tautomerizaci za vzniku isomerniho enaminu. Soucasné reaguje 1
druhd primarni aminoskupina s karbonylovou skupinou benzaldehydového derivatu opét za
vzniku iminu. Nakonec se intramolekuldrni cyklizaci ze vzniklého meziproduktu uzavie

diazepinovy kruh. Vyhodou tohoto syntetického postupu jsou vysoké vytézky (98 %) za
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pomérné kratkou reakéni dobu (10 min), ,,zelené” reakéni podminky, snadnost regenerace

katalyzatoru a jeho op&tovné pouziti.'?

R
0 H
NH, O Me Kat. N 0
R G
NH, N
o) H Me
Me

R =H, Cl, NO,, Me, OH, OMe  kat.= CoFe,0,@SiO,@NH-NH,-PCuW

Schéma 2. Katalytickéa syntéza derivati 1,4-benzodiazepinu.'?

Triazolobenzodiazepiny jsou skupinou benzodiazepint, které se strukturné odliSuji od
ostatnich BZD tim, ze maji pfikondenzovany triazolovy kruh. Napiiklad triazolam a
alprazolam se pfipravuji pfevedenim piislusnych benzodiazepinonii ucinkem sulfidu
fosfore¢ného na odpovidajici sulfanylové derivaty, které jsou v dalSim kroku kondenzovéany

s acethydrazidem (Schéma 3).!

Cl  triazolam
H alprazolam

Schéma 3. Syntéza triazolobenzodiazepin.!

Jak jiz bylo feceno, BZD lze ziskat i biologickou cestou. Zatim jediny znamy
mikroorganizmus, ktery produkuje BZD, je plisen Penicillium cyclopium. Tento
mikroorganismus, jak je mozné vidét na Schématu 4, k biosyntéze BZD vyuziva kyselinu

anthranilovou, fenylalanin a methionin, které¢ svym metabolismem pfeméni na cyklopeptin,
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dehydrocyklopeptin, cyklopenon a cyklopenin. Alkaloidy cyklopenin a cyklopenol mohou
byt dale prevedeny na chinolinony viridicatin a viridicatol enzymem cyklopentéaza, ktery je
piitomny v konidiich plisni.'* Tyhle &tyii latky jsou vyznamné diky svym fytotoxickym a

antibakterialnim u¢inkam. "

COOH WCOOH @f\\
NH2 {

cyklopeptin
COOH NAD
‘ o] ',Vle
o —ole — ot
N™ ~O N N
H H O H O
viridicatin cyklopenin dehydrocyklopeptin
o |
& -
CKL ”
OH
O
viridicatol cyklopenol

Schéma 4. Biologicka syntéza BZD alkaloidt plisni Penicillium cyclopium .'®
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2 PYRROLOBENZODIAZEPINY

Pyrrolo[1,4]benzodiazepiny (PBD) jsou tricyklické slouceniny, které maji Sirokou skalu
biologickych Gc€inkl. Existuji tfi mozné znamé strukturni izomery PBD, a to jsou:

e pyrrolo[1,2-a][1,4]benzodiazepiny;
e pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepiny;
e pyrrolo[1,2-d][1,4]benzodiazepiny;

Jejichz zakladni strukturni motivy je mozné vidét na Obrazku 4.7

o P o)

pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin
pyrrolo[1,2-a][1,4]benzodiazepin pyrrolo[1,2-d][1,4]benzodiazepin

Obriazek 4. Strukturni izomery pyrrolobenzodiazepint.'”
Pyrrolo[2,1-a][1,4]benzodiazepiny jsou znamé diky svym protizanétlivym,
analgetickym, fungicidnim, silnym sedativnim, antikonvulzivnim a myorelaxacnim
G¢inkim.'"®  Dalsi dva izomery PBD  pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepiny a
pyrrolo[ 1,2- d][1,4]benzodiazepiny piedstavuji taky zajimavou skupinu latek, protoze jeden
z izomerdl se pouZiva jako inhibitor enzymu nenukleosidové HIV—1 reverzni transkriptazy'’

a druhy vykazuje protinddorové ginky.?°

2.1 Interakce pyrrolobenzodiazepini s DNA

Od pocatku objeveni prvniho PBD, anthramycinu, bylo vynalozeno mnoho usili pro
studium mechanismu ptlisobeni téchto latek. Ukazalo se, ze biologicka aktivita PBD je
zpusobend tim, Ze nejen prostorova struktura molekuly PBD umoziluje perfektné zapadnout
do malého zlabku DNA, ale i tim, Ze je v tomto misté schopna tvofit pevnou kovalentni

vazbu mezi uhlikem C-11 PBD a atomem dusiku guaninu (Obrazek 5).%!



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

RZ
Guanin N 0
N PBD

! NH H
S < N
o S ONE
| N N/)\NH2 / 1
0 H R

(0]

Hcl) T H

0=P-0

|
O\f 3

Obrazek 5. Mechanismus tvorby kovalentni vazby mezi PBD a DNA %2

Béhem biochemickych testl typu ,,in vitro transcription stop bylo zjiSténo, ze PBD
mohou blokovat transkripci kodujici oblasti gent.?* Dalsi testy (EMSA, ChiP apod.)
ukazaly, ze PBD jsou schopny se podilet na inhibici vazby transkripéniho faktoru gend.?*
Obe tyto vlastnosti potencialné zptisobuji zmirnéni exprese genil v nddorovych buiikéach, kde

na rozdil od zdravych bunék je exprese nadmérna.

2.2 Pyrrolobenzodiazepiny izolované z prirody

Ptirodni PBD jsou monomerni slouceniny, které tvofi velkou, strukturdln€ dosti
rtiznorodou skupinu sekundarnich metabolitii bakterii.”>. Prvnim PBD ziskanym
z ptirodnich zdroji je anthramycin, ktery je svymi zndmymi antibiotickymi a
protinadorovymi U¢inky vyznamnou slouceninou. Tento derivdit PBD byl izolovany
z aktinomycetu Streptomyces refuineus sbsp. thermotolerans, ktery jej produkuje, jak je
naznaceno na Schématu 5, z 4-methyl-3-hydroxyanthranilové kyseliny, jez je ziskdvana
primarni metabolickou kynureninovou dradhou z tryptofanu, a z derivatu dehydroprolinu

vznikajictho oxidaénim $tépenim benzenového kruhu tryrosinu.?®
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NH, HOOC,
{  cooH H,N
N
H
g
NH»
COOH
(@]
NH
o7
HO  NH,
(@]
HO)/H H  NH,
HO HN—7.. /
N—/ °
Me
(0]
S COOH
1= Me~ \/\/
NH,

Schéma 5. Biosyntéza anthramycinu bakteriemi Streptomyces refiines.?®

Anthramicin neni ovSem jediny PBD izolovany z mikroorganizmu. Existuje cela fada
piirodnich PBD, napiiklad tomaymycin®’, tilivallin®® nebo alkaloidy circumdatiny, které se
vyuzivaji jako chemotaxonomické markry, jsou metabolity plisni Exophialia sp. a
Aspergillus sp. FM242.?° Tilivallin je enterotoxicky metabolit mikroorganismu Klebsiella
oxytoca, ktery zpusobuje u lidi stfevni onemocnéni. Tomaymycin je biosyntetizovan
aktinomycety Streptomyces achromogenes a nachazi uplatnéni ve farmacii jako
protinadorové antibiotikum.

Biosyntéza tomaymicinu (Schéma 6) gram-pozitivnimi bakteriemi Streptomyces
achromogenes za&ina Sikimatovou drahou, pii které vznika kyselina chorismova, ktera je
ucinkem enzymu fenazin syntetdzy a anthranilat syntetdzy je transformovana na
anthranilovou kyselinu. NADH-zavisla flavin oxidoreduktdza katalyzuje hydroxylaci

anthranilové kyseliny v poloze 5, nasledovanou hydroxylaci v poloze 4. Dale pak pted,
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anebo po vytvofeni pyrrolobenzodiazepinového kruhu O-methyltransferaza zplsobi

methylaci jedné ze dvou hydroxylovych skupin.?’

Sikimatova draha

l COOH
o CH, TomD
HO,,, TomP NHz  TomoO /@:NHz
— > —
COOH COOH HO COOH

Chorismat

TomE
TomA D[ TomG TomF

ij COOH HO]@[
HO HO COOH

MeO N =~ _Me
(0] TomA
Tomaymicin \ TomB
N
TomG HO =\ M
HO N ~. _Me

TomD = fenazin syntetaza

TomP = anthranilat syntetaza

TomO = NADH-zavisla flavin oxidoreduktaza
TomE = fenol-2-monooxygenaza, reduktaza
TomF = fenol-2-monooxygenaza, oxygenaza
TomG = O-methyltransferaza

TomA = neribosomalni peptid syntetaza ORF21
TomB = neribosomalni peptid syntetaza ORF22

Schéma 6. Biosynteticka draha produkce tomaymicinu.?’

2.3 Pyrrolobenzodiazepiny pripravené synteticky

Syntetické PBD ptedstavuje celd fada rozmanitych sloucenin, které je mozné, podle jejich

zakladni struktury, rozd¢€lit na monomerni PBD, dimerni PBD, nebo na konjugované PBD.

2.3.1 Monomerni pyrrolobenzodiazepiny

Ptiklad syntézy monomernich PBD muze byt prezentovan na postupu piipravy derivati

tomaymycinu, kterého je ¢asto vyuzivano i pro ziskdvani derivati jinych PBD. Jak je mozné
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vidét ze Schématu 7, v prvnim kroku syntetického postupu reaguje, po ochranéni primarni
aminové skupiny f-butyloxykarbonylovou skupinou (BOC), anthranilova kyselina s
methylesterem  L-prolinu. Nasledné¢ po redukci esterové skupiny U¢inkem
diisobutylaluminiumhydridu (DIBAL-H) je kyselou hydrolyzou odstranéna chranici
skupina, ¢imZ je umoznéna intramolekuldrni cyklizace za vzniku 1,4-diazepin-2-olového

kruhu.?°

I?oc Elioc
R? NH, (Boc),0 R2 NH L-proOMe R? NH
R OH NaHCO; gt OH HATU L N
MeCN HOBL
O O DMF, DIPEA o
/
0 DIBAL-H Me
78°C | Dom
oC
R2 1 MHcl R?
R? EtOAC Rm
lab.tep.

Tomaymycmovy derivat

HATU = 1-[bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridin-3-oxidhexaflorfosfat
HOBt = hydroxybenzotriazol

DIPEA = diisopropylethylamin

DIBAL-H = diisobutylaluminiumhydrid

Schéma 7. Syntéza derivatii tomaymycinu.>

2.3.2 Dimerni a konjugované pyrrolobenzodiazepiny

PBD dimery jsou pfevazné pouzivany pii monoterapii.’! Timto pojmem se oznaluje
lé¢eni nadorovych onemocnéni jednim lékem nebo jednim zptsobem. Prvni dimerni PBD
(Obrazek 6) byly syntetizovany v roce 1988 Suggesem a jeho spolupracovniky. Obecné se
jednalo o dvé jednotky PBD spojenych prostiednictvim rtizného alifatického linkeru
v poloze C-7/C-7’. Nevyhodou téchto latek byla vSak pomérn¢ slabé interakce s DNA a

nizka cytotoxicita.*?
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OMe OMe

X=8(CH3)4S, O(CH3),N(CH3)(CH3),0, HN(CHy)3N(CH3)(CH3)3NH

Obriazek 6. Struktura prvnich dimernich pyrrolobenzodiazepinti.*?

Oproti tomu, bylo v testech provedenych in vitro zjisténo,*® ze dimerni PBD spojené
v poloze C-8/C-8" pentyldioxylovym linkerem (Obrazek 7) se pevné kovalentné spojuji s
protilehlymi fetézci Sroubovice DNA. Tim znemoziiuji jeji rozplétani pii replikaci, coz ve

vysledku zptsobuje jejich vysokou cytotoxicitu.

N N
Me ™ OMe MeO — Me
0] (0]

Obrazek 7. Piiklad PBD dimeru spojeného v poloze C-8/C-8’.*?

Spojeni PBD dimeru s DNA a nasledné vytvotreni aduktu je vysledkem nukleofilniho
ataku obou exocyklickych primarnich aminovych skupin guaninovych bazi na elektrofilni
atomy uhliku C-11/C-11" PBD dimeru. Déle jsou tvofeny vodikové vazby mezi atomy
dusiku N-3/N-3" adenini, které jsou v DNA fetézci sousedici s guaninem, a obéma atomy
vodiku v poloze N-10/N-10" PBD jednotek (Obrazek 8). Dokonalé umisténi dimeru PBD
v malém zlabku DNA ma za nasledek pokiiveni Sroubovice DNA, ¢imz se potencialné
zabrani mechanismim opravy DNA a béZnému jevu rezistence vuci podavanym

terapeutikim.’!

3'-Y C T A G X

9'-X G A T C Y

Obrazek 8. Adukt PBD dimeru s dvoustoubovici DNA 3!
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V poslednich letech bylo provedeno mnoho experimentti, ve kterych byla u fady PBD
dimert sledovana schopnost tvofit jejich konjugaty s protilatkou. Prvnimi PBD konjugaty,
které se dostaly aZ do klinické praxe, byly rovalpituzumab-tesirin (Rova-T) a vadastuximab-
talirin (Obrazek 9). Tesirin byl vyvinut firmou StemCentrx Inc. pro lé¢eni rakoviny plic a
nedavno prosel prvni fazi klinickych zkousek. Talirin byl pfipraven spolecnosti Seatle
Genetics Inc. za udelem terapie akutni myeloidni leukemie.*** Od té doby bylo
syntetizovano hodné dalSich konjugovanych PBD, které jsou nyni v rlznych stadiich

klinickych zkousek.*®

Tesirin

MeO

A
ut
! ﬂj

Obriazek 9. Struktura PBD prolé¢iva tesirin a talirin.*

MeO

Talirin

Mnoho védct raznych vyzkumnych skupin, za Gcelem 1é¢by rakoviny, stale pracuji na
vyvoji novych a novych PBD konjugat. V tomto roce byl pfipraven prvni PBD konjugat

s adenosinovym nukleosidem. Toto spojeni bylo navrzeno proto, ze adenosin plni u savci
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fadu fyziologickych funkci a soucasné bylo prokazano, ze jako odpovéd na bunécny stres
zprostiedkovava cytoprotekei,’” zatimco PBD ma na buiiku vliv opaény. Zptisobuje naruseni
klasického tvaru DNA, coz ve vysledku vede k apoptdze. Zaclenéni cytoprotektivniho
nukleosidu do struktury PBD umoznilo modulaci biologické aktivity PBD konjugat(.>®
Ptiprava PBD konjugitu s adenosinem byla zapocata modifikovanou syntézou
2- jodadenosinu z guanosinu (Schéma 8). Jak je tomu pfii reakcich glykosidi bézné, bylo
prvné nezbytné ochranit reaktivni hydroxylové skupiny cukerné ¢asti, které byly ti¢inkem
acetanhydridu v pyridinu acetylovany. 2-Jodadenosin, dale pouzivany jako vhodny reaktant
pro tvorbu konjugatu s PBD, byl zvychoziho acetylovaného guanosinu piipraven
tfistupiiovym procesem zahrnujicim chloraci oxoskupiny guanosinu a Sandmeyerovu reakci,
kterd piedstavovala prevedeni primarni aminoskupiny za atom jodu pies diazoniovou sul.
Na zavér byly ucinkem methanolického amoniaku soucasné provedeny nukleofilni

substituce atomu chloru v poloze 6 a odstranény protekéni skupiny ribosylu.*®

0 0
Guanosin </N , NH </N ’ NH POCl,
N— 2 Ac;0 N N//k Et,NC|
HO N™ "NHz  pyridin AcO NH2 N, N-dimethylanilin
o DMF o MeCN
— . —_—
OHOH I OAcOAc cl
(NfN cul (NfN
N N//kNH 2 N N/J\|
AcO 2 CH,l, AcO
i Initrit v THF
° soamynitv 1 o 6-chlor-2-jodnukleosid
OAcOAc 80 °C OAcOAc

6-chlorguanosintriacetat
NHs/MeOH

HO

Schéma 8. Syntéza vychoziho 2-jodadenosinu.®
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Dalsi kroky syntetické¢ ptipravy konjugatu PBD-adenosinu zahrnovaly kondenzaci
2- jodadenosinu (2) s pentynylmetansulfondtem Sonogashirovou cross-couplingovou
reakci, ¢imz byl ziskan meziprodukt 3, ktery po protekci hydroxylovych skupin cukerné ¢asti

byl ponechan reagovat s derivatem tomaymycinu.*®

NH>
N
N ¢ N
AN M =
\/\/O S HO N N N
2 - R OMs
pent-4-yn-1-ylmetansulfonat 0 3
(PPhs),PdCl, OH OH
cul NH2
EtzN /N N
- <N | //\/\/
AcO N NV
A
DMAP, Ac,0 o OMs
3 >
4
OAcOAc
NH»
N
HO N= % fN
N N/
MeO N AcO A 0 N=
0] 0]
4 - MeO N
OAcOAc
Kl 0]
K,COs5
DMF

Schéma 9. Synteticka piiprava konjugatu PBD s adenosinem.>®

Po podrobeni ptipraveného konjugatu fade biologickych testli vztazenych na cytotoxicitu
a antimikrobidlni u¢inky vi¢i mikroorganismim Mycobacterium aurum a Mycobacterium
bovis, coz jsou nepatogenni mikroorganismy fylogeneticky blizké k patogennim
Mycobacterium tuberculosis, se ukazalo, Ze nové syntetizovana latka neni pro vybrané
mikroorganismy cytotoxicka ani inhibi¢ni. Dal$i zklamani bylo, kdyz se prokazalo, ze se
konjugat ani pii vysokych koncentracich nevaze na Zddnou DNA sekvenci lidského genu
HexA (hexaaminidaza A). Ale i kdyz tato latka nevykazovala oc¢ekdvané ucinky, védci
experiment povazuji za prulomovy a predpokladaji, Ze bude mit dopad na budouci design

PBD konjugat.’®
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II. PRAKTICKA CAST
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Rekapitulace dosazenych vysledkii kolegii

Cast vyzkumné skupiny pana docenta Kafky na Ustavu chemie na Univerzité Tomase
Bati ve Zlin¢ se zabyva syntézou pyrrolobenzodiazepini a jejich derivati uz delsi dobu.
PocateCnim impulzem byla ndhoda, kdy Ing. Marianna Molnarova se pokousela provadét
nukleofilni  substituce  sekundarni  aminoskupiny  jednou stranou  poutanou
k chinolindionovému uskupeni a druhou stranou k propynylové skupiné. Jelikoz amin byl
vuci propargylbromidu za ptitomnosti obvyklé baze, uhli¢itanu draselného, rezistentni, byly
sledovany ucinky bazi silngjsSich, tetramethylguanidinu (TMG) a hydridu sodného. Po
izolaci hlavnich produktl z diskutovanych reakci bylo zjisténo, ze pii zadné reakci
k nukleofilni substituci nedoslo, nicméné byly izolovany zcela jiné neo¢ekdvané slouceniny,
benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dion (u¢inek TMG) a benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11-
dion (ucinek hydridu) (Schéma 10). Benzodiazepinové slouceniny z ptivodnich 3-
aminochinolindion® vznikly za¢lenénim atomu dusiku aminoskupiny do heterocyklu, ¢imz
doslo k expanzi Sesti¢lenného kruhu na kruh sedmiclenny. U pyrrolobenzodiazepinovych
sloucenin nedochazi pouze ke zminované expanzi kruhu, ale nastava také vlivem mocného

hydridového iontu k cyklizaci postranniho propargylového fetézce za vzniku péti¢lenného

kruhu.
O
1_o52_ ]
_ R'=R“=Ph N
o / Ph
TMG, DMF
NH gy lab. tep. E\l @]
R2 N Ph
+ —
NS0 o
1 1-p2-
R \. R'=R“=Ph &X\N ]
NaH, DMF N Ph
lab. tep. I (0]
Ph
Schéma 10. Prvotné izolované latky izomerizaci propargylaminochinolindionii.*
Béhem naslednych prizkumt literatury bylo zjiSténo, Ze PBD jsou pro své biologické
G¢inky (antibakterialni, kancerostatické, fungicidni, ...)*¢ zajimavé latky. Protoze nikde
nebylo nalezeno, ze by tuto ,,snadnou” pfeménu z chinolindiontt na PBD nékdo prezentoval,

zaCala nase vyzkumna skupina na Ustavu chemie tyto isomeriza¢ni piesmyky studovat

(Schéma 11). Postupem casu po optimalizaci reakénich pomért vychozich derivati a
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pouzitych bazich Ing. Adéla Lajdova syntetizovala Sest benzodiazepindionli nesoucich
v poloze 4 propargylovou skupinu, dva pyrrolobenzodiazepindiony s nenasycenym
péticlennym kruhem, které obsahovaly fenylovou skupinu vézanou v poloze 1la.
V pokusech o pripravu analogickych PBD nesoucich v poloze 11a methylovy substituent
uspeésnd nebyla, protoze tyto slouceniny byly za studovanych siln¢ bazickych podminek
znacn¢ nestabilni a poskytovaly zna¢né mnozstvi dekompozi¢nich produktl, které nebylo

mozné vzajemné separovat.>

NaH; lab. tep.

‘ DMF

0
NH
Ph (

N0 DMF DMF

| lab. tep. lab. tep.
Ph P

Schéma 11. Pfemény propargylaminochinolindioni na BZD a PBD studované.

Dalsi vyzvy, kterou byla pfiprava takika identickych PBD sloucenin liSicich se pouze
nasycenosti péticlenného kruhu, se zhostila Ing. Zuzana Macalova. Ta ve své diplomové
praci ptipravila tfi vychozi 3-(3-hydroxypropylamino)chinolindiony s fenylovou skupinou
v poloze 3 (Schéma 12), protoze arylovy substituent v blizkosti reaktivniho mista se
v diivéjsich experimentech ukdzal jako jediny vhodny, které néekolikastupiiovou
transformaci s riznym sledem jednotlivych reakcnich krokli Uspé$né prevedla na
pozadované tricyklické slouceniny s nasycenym péti¢lennym kruhem. Problematika
pfemény 3-methylovych derivati chinolindioni je prozatim rozpracovana, nicméné doposud

se oproti methylovym derivatim s propargylovou skupinou vyviji slibng.*
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Schéma 12. Sled reakénich kroki pfipravy nasycenych PBD.*

3.2 Stanoveni cilii a zadani problematiky

Na tomto misté bych ¢tenare rada seznamila s naplni problematiky feSené v ramci této
diplomové prace, ktera plynule navazuje na vyse struéné¢ komentované vysledky dosazené
mymi predchidkynémi. To, Ze slouCeniny s pyrrolobenzodiazepinovym strukturnim
motivem jsou latky s potencidlni biologickou aktivitou, bylo jiZ mnohokrat feceno. Pii
pohledu na struktury téchto bioaktivnich PBD je na prvni pohled patrné, Ze maji vice ¢i méné
sloZitou strukturu (monomerni, dimerni ¢i konjugované PBD), kterd se ptfevazné lisi
substituci na benzenovém a pyrrolovém kruhu. My jsme se v tomto okamziku zamé¢fili na
mozZnost ptipravit PBD slouceniny, které by mély substituovany péti¢lenny pyrrolovy kruh
oxoskupinou. K tomuto napadu néas dovedla jednak skuteCnost, ze je teoreticky mozné
oxoskupinu substituovat nebo ptfevést na skupinu jinou, a jednak proto, Ze analogickych
sloucenin je znamo pouze fadoveé nekolik jednotek. V pripadé zdaru by mohly noveé
syntetizované PBD vykazovat stejné nebo podobné ucinky, jak i jejich analogy, a to
antibakterialni, protinddorové nebo anxiolitycké, navic je dulezitym to, Ze k novym PBD by
u patogennich mikroorganismii zatim nebyla vyvinuta rezistence, coz by usnadnilo 1é¢bu
mnoha infek¢nich onemocnéni.

Protoze byla pro ptipravu pyrrolobenzodiazepintrionovych sloucenin kladena podminka,
ze syntéza musi vychdzet z chinolindiontl, byla na zdklad¢ zkuSenosti s predeslymi vyzkumy

navrzena strategie takova, ze logicky v prvnim kroku se provede navazani zbytku propanové



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

kyseliny k heterocyklu a poté se provedou pokusy o expanzi Sesticlenného kruhu na kruh

sedmiclenny nasledované cykliza¢ni reakci postranniho fetézce.

3.3 Diskuze vysledku dané prace

Jak jiz bylo uvedeno vyse v ptedchozi kapitole, kladli jsme si za cil, pokusit se nalézt
vhodnou cestu pro piipravu pyrrolobenzodiazepinovych sloucenin, které¢ by nesly

oxoskupinu v poloze 1 nebo v poloze 3 pyrrolového kruhu (Obrazek 10).

@] O B
@f\\/’g d\N 3
O
[\l OPh N Ph
!
R R ©

Obrazek 10. Struktura pozadovanych slouc¢enin.

Ma-li byti splnéna podminka, ze syntézy musi vychazet z chinolindiond, tak v podstaté
pro oba strukturni typy teoreticky existuji dvé mozZné syntetické varianty, které v sobé
samoziejme skryvaji jeste nékolik drobnych modifikaci. Jak je patrné ze Schématu 13, jedna
syntetickd cesta pfedstavuje pfipravy vhodn€¢ N-substituovanych 3-aminochinolin-
2,4(1H3H)-dioni 8, 12, které jsou ucinkem baze pievedeny na odpovidajici
benzodiazepinové slou€eniny 10, 13, u nichZ je nasledné, v pfipad¢ syntézy slouceniny 13
az po uprave postranniho fetézce, provedena cykliza¢ni reakce.

Druhd syntetickd strategie prezentuje prednostné piipravu 3-fenyl-3,4-dihydro-1H-
benzo[e][1,4]diazepin-2,5-diond 15, na které jsou az poté navazany pfislusné zbytky
propanové kyseliny, jejichZ cyklizaci jsou teoreticky ziskatelné stejné vysledné derivaty jako

v prvnim piipadé.
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Schéma 13. Schéma syntetickych moznosti pfipravy pyrrolobenzodiazepintriond.

Zapoceti samotné prace na planované problematice pifedchazela ptiprava dvou vychozich
1,3- disubstituovanych 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dionii 6. Protoze se v pokusech mych
predeslych kolegh ukazalo, Ze alkylovy substituent v poloze 3 benzodiazepinovych
sloucenin zplisoboval v pfitomnosti silné baze nezbytné pro cyklizani reakce jejich

postranniho fetézce znacnou nestabilitu celého heterocyklického systému a v zadné
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sledované reakci nebylo dosazeno pozitivnich vysledki, byl pro substituci v inkriminované
poloze zvolen vyhradné fenylovy substituent.

Jelikoz jsou 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-diony 6, ve vztahu k substituci halogenu, zna¢né
reaktivni, jsou &asto na Ustavu chemie vyuZivany jako vychozi bod riiznych premén
vychézejicich z chinolonovych derivati, a proto je jejich syntéza jiz velmi dobie
optimalizovana*! a to jak v mnoZstvi malém, tak i ze zna¢né vysokych navazek. Piistup
k nim vyuzivd zdkladnich surovin, jako jsou derivaty anilinu a ethylesteru kyseliny
malonové, které jsou vzajemné kondenzovany za relativné vysokych teplot pohybujicich se
v rozmezi od 150 °C do 300 °C. Timto zptisobem byl ziskan 1,3-difenyl-4-hydroxychinolin-
2(1H)-on (5), ktery byl nasledné do polohy 3 chlorovéan u¢inkem sulfurylchloridu v dioxanu
pfi teploté pohybujici se blizko 50 °C (Schéma 14). Mimo to, byl pfipraven 1 N-methylovy

derivat 6b, jehoz vychozi latka byla ziskana z laboratornich zasob.

0

Et Jj\[ S0,Ch
NH 150-350 °C 45-50 °C
Ph 1

5 6 R'=Ph, Me

R.doba Vytézek Vych.l. R! R.doba Vytézek

(h) (%) 5 (min) (%)

5 83 a Ph 45 88

b Me 30 91

Schéma 14. Priprava vychozich sloucenin 5 a 6.

Prvni  mysSlenka (Schéma 15), ktera se pro ziskani chinolindionu s
(2- karboxyethyl)aminovou skupinou zpocatku jevila jako nejvice snadna, byla ponechat
reagovat piipraveny 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dion 6 s 1,1 ekvivalenty B-alaninu za
pritomnosti dvoumolarniho nadbytku uhli¢itanu draselného jako baze ve vroucim roztoku
vody v dimethylformamidu (H2O/DMF; 1/5; v/v). Voda byla do reakéni smési ptidavana
z diivodu neochoty B-alaninu se rozpoustét v jakémkoliv organickém rozpoustédle (velmi

dobfe rozpustny ve vod¢; nerozpustny v benzenu, CHCI3, DCM, THF, DMF, DMSO).
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Schéma 15. Pokus o piipravu 3-(2-karboxyethylamino)chinolindionu.

Jelikoz v reakéni smési po 3 h varu nebyly na TLC pozorovany ani nepatrné zmény
vychozi latky, bylo rozhodnuto, ze se pokusime z B-alaninu pfipravit jeho ester, ¢im by bylo
zabranéno moznosti premistovani naboje mezi karboxylovou skupinou a skupinou
aminovou zavislého na pH prostiedi a soucasné by se zvysila rozpustnost v organickych
rozpoustédlech. Po prizkumu literatury bylo zji$téno, Ze pro ptfimou konverzi B-alaninu na
methyl-3-aminopropanodt jsou v podstaté¢ vyuzivany dva zplsoby. V jednom z nich se
pozvolna, obvykle na ledové lazni, ptikape 1,2-2,5 molarni néasobek thionylchloridu
k roztoku aminokyseliny v methanolu a nasledn¢ autofi publikaci nechaji smési reagovat
dlouhy &as (obvykle 24 h) pfi teploté mistnosti,*** anebo smé&s n&kolik hodin (2-10 h)
vaii.* Druhy postup, obecné pro dany typ reakce vice &asty zpisob, vyuZival piimou
esterifikaci P-alaninu methanolem katalyzovanou koncentrovanou kyselinou sirovou za
varu.® I kdyz ve v§ech citovanych pracich byly slibovany vytézky hydrochloridu methyl-3-
aminopropanodtu pievySujici 90 %, v nasem ptipadé se ndm ze zdhadnych divodil
nepodafil, i pfes dodrZeni prezentovanych postupti, ziskat ani v mnozstvi malém
(Schéma 16, Metoda A, B, C). Z tohoto diivodu, bylo pfistoupeno k pokusiim o postupnou
pfipravu chloridu 3-aminopropanové kyseliny, ktera byla délana opét podle ptedpisu
v literatufe,*® to znamend, 7e byl k suspenzi B-alaninu v suchém DCM pozvolna pii
laboratorni teplot¢ a pod inertni atmosférou argonu nadavkovan dvoumolarni nadbytek
thionylchloridu a vie bylo vafeno (Schéma 16). Po zméieni 'H NMR spektra bylo zjisténo,
ze byla ziskana blize nespecifikovand smes latek, ve které prevazuji signaly atomt vodika
pohybujicich se v oblasti 8-8,4 ppm. JelikoZz se v této ¢asti NMR spektra vyskytuji atomy
vodikl vazanych k aromatickym slou¢eninam, bylo toto zjisténi, které si neumime vysvétlit,
velmi zarazejici. Jedind moznost je, ze v prib¢hu zpracovani reakéni smési, nebo pii
manipulaci pii chystani vzorku na NMR doslo k jist¢ kontaminaci latkou druhou, ktera
s potencialn€ vzniklym chloridem kyseliny zreagovala. Z téchto ditvodd, byl jako posledni
varianta vyzkousen experiment, ve kterém byl dodrzen identicky postup jako pfi pfipraveé

chloridu kyseliny 3-aminopropanové, ovsem po 1,5 h varu reaktanti v DCM bylo piimo do
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reakéni smési piidano trojndsobné mnozstvi (vztazeno na f-alanin) methanolu a opét vse
bylo stejnou dobu vafeno (Schéma 16, Metoda D). I v tomto piipadé bylo z 'H NMR spektra
patrné, Ze se nam touzeny ester pfipravit nepodafilo, a proto byla tato syntetickd cesta

smétovand k chinolindionu s (2-karboxyethyl)aminovou skupinou opusténa.

Metoda A

Metoda B Metoda D Metoda D
HaN~~coon g

Metoda C

Metoda A : SOCI,, MeOH, lab.tep., 24 h

Metoda B : SOCl,, MeOH, var, 3 h

Metoda C : H,SO,4, MeOH, var, 8 h

Metoda D : 1) SOCl,, DCM, var, 1,5 h; 2) MeOH, var, 1,5 h

Schéma 16. Pokusy o piipravu methylesteru -alaninu.

Doposud bylo netspésné zkouseno na chlorchinolindion vdzat aminokyselinu, ale protoze
jsme se u predchozich experimentl setkali s neCekanou neochotou P-alaninu jakékoliv
reakce, pokusili jsme se na dany problém podivat obracené. 1,3-Difenyl-3-chlorchinolin-
2,4(1H,3H)-dion 6a byl nukleofilni substituci atomu chloru amoniakem vyvijenym in situ
z chloridu amonného a potaSe v DMF pfi laboratorni teploté¢ béhem 24 h pteveden na
odpovidajici 3-aminochinolin-2,4(1H,3H)-dion 7 (Schéma 17), ktery byl ziskan ve vysokém
vytézku a po piecisténi pouhou krystalizaci surového produktu i v optimalni kvalité. Jelikoz
se jednd o latku jiz zndmou, bylo dostacujicim diilkazem o pravosti slouCeniny srovnani

naméfenych teplot tani a IC spektra, které se shodovaly s daty uvedenymi v literatuie*?.

NH,CI o Ph
Cl KQCO3 NH2
e
R.doba Vytézek
l}l O DMF ITI ) (h) (%)
6a Ph lab. tep. 7 Ph

23 70

Schéma 17. Konverze 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dionu 6a na 3-aminoderivat 7.

Nasledné byl 3-aminochinolin-2,4(1H,3H)-dion 7 rozpustény v DMF pii laboratorni
teploté vystaven plisobeni 3-chlorpropanové kyseliny a uhlicitanu draselného. Jelikoz 1 po
22 h byla v reakéni smési piitomna pouze vychozi latka, byl pokus proveden opakovangé,

ovSem stim rozdilem, Ze byla reakéni smés 25h vafena pod zpétnym chladicem



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

(Schéma 18). V tomto piipadé sice byla pozorovana ¢astecna pieména 3-aminochinolin-
2,4(1H,3H)-dionu 7, ale dochazelo k tvorbé znacného mnozstvi vedlejsich latek, z nichz se
s vyuzitim sloupcové chromatografie podatilo izolovat pouze jednu z nich, kterd i ptes
skutecnost, Ze se nejednd o chemické individuum, ¢inila hmotnost 8dové nékolik jednotek

miligram.
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Metoda A : K,COg3; DMF; lab. tep.
Metoda B : K,CO3; DMF; var

Schéma 18. Pokus o reakci 3-aminochinolin-2,4(1H,3H)-dionu 7 s 3-chlorpropanovou kys.

Po tomto neuspéchu opét nastaly pokusy o piipravu methyl-3-chlorpropanoatu, ¢imz by
mély byt eliminovany ptipadné vedlejsi reakce zplisobené volnou karboxylovou kyselinou.
Po prohledani odborné literatury bylo zjisténo, ze pfiprava methylesteru 3-chlorpropanové

1474849 7¢ kterych

kyseliny byla popsana pouze ve tfech publikacich starych ptiblizné 100 le
nebylo mozné ziskat konkrétni informace. Bylo pouze ziejmé, ze reakce byly katalyzovany
silnou kyselinou. Proto bylo k experimentiim pfistoupeno kreativné. Nicméné varem
kyseliny  3-chlorpropanové s ekvivalentnim mnozstvim koncentrované kyseliny
chlorovodikové nebo sirové v methanolu béhem 10 h k tvorb¢ esteru nedoslo (Schéma 19).
Veskeré vySe popsané neuspéchy vedly ktomu, Ze tématika pfipravy

benzo[e]pyrrolo[1,2- a][1,4]diazepin-1,5,11(10H,11aH)-trionu 14 byla prozatim opusténa.

Schéma 19. Pokusy o esterifikaci 3-chlorpropanové kyseliny.

Dalsi experimenty byly smérovany k piipravé analogickych pyrrolobenzodiazepini
srozdilnou  polohou  oxoskupiny vazané k pyrrolovému  kruhu. K syntéze
benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-3,5,11(2H,10H,11aH)-trionu 11 byla zaujata prakticky
stejnd strategie jako vySe popisovana, to znamend, ze je v prvnim kroku nezbytné na 3-
aminochinolindion navéazat zbytek 3-chlorpropanové kyseliny, ovSem z jeji druhé strany. Za

timto ucelem bylo prvné nutné ziskat ptislusny acylchlorid.
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Na zakladé inspirace zpublikace® byla ve smési rozpoustédel dichlormethanu a
dimethylformamidu ucinkem thionylchloridu provedena chlorace 3-chlorpropanové
kyseliny (Schéma 20, Metoda A). Po 2,5 h michani reak¢ni smési za laboratorni teploty byl
dle NMR sice ziskan pozadovany 3-chlorpropionylchlorid, ale s neuspokojivym vytézkem
4 %, proto byl hledan jiny alternativni zptisob a bylo zjisténo, Ze kdyZ je 3-chlorpropanova
kyselina 6 h vafena v samotném thionylchloridu, je mozné odpovidajici acylchlorid ziskat

s vyrazng vyssim vytézkem 78 % (Schéma 20, Metoda B).

Metoda A
Metoda B
Metoda A : SOCIl,, DMF, DCM, lab.tep. Metoda R.doba Vytézek
0,
Metoda B : SOCl,, var (h) (%)
A 2,5 4
B 6 78

Schéma 20. Ptiprava 3-chlorpropionylchloridu.

Nasledné byl 3-chlorpropionylchlorid v tetrahydrofuranu vystaven nukleofilnimu ataku
dvéma derivatim 3-aminochinolin-2,4(1H,3H)-dioni 7a a 7b (derivat 7b byl ziskan
z laboratornich zasob) za asistence triethylaminu (Schéma 21). Dle indikace pribézné
provadéné chromatografie na tenké vrstvé byly obé reakce po 1,5 h u konce a poskytly jeden
hlavni produkt, ktery byl doprovazen stopovym mnozstvim fady vedlejSich latek. S vyuzitim
chromatografie na sloupci silikagelu byly ze surovych smési izolovany hlavni produkty,
které po dalsi purifikaci krystalizaci z vhodného rozpoustédla byly charakterizovany 1D i
2D NMR spektroskopii, ze které jasné¢ vyplynulo, Ze v obou pfipadech bylo na primarni
aminovou skupinu chinolindionu navazani 3-chlorpropionylové skupiny tspésné. V piipade¢,
kdy byla sloucenina 7a vychozi latkou, se podatilo z reakéni smési vyizolovat, mimo hlavni
produkt, 1 vedlejsi latku. Po ur€eni struktury s vyuzitim NMR spektroskopie je patrné, ze
s velkou pravdépodobnosti slou¢enina 9 wvznikla z hlavniho produktu 8a eliminaci

chlorovodiku z postranniho fetézce.
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Schéma 21. Syntéza sloucenin 8a a 8b.

3.4 Experimenty planované do budoucna

Experimenti do budoucna, vzhledem k fadé netspéSnych experimentl, je mozné
naplanovat celou fadu, nicméné v prvé fad€ bude dozajista vénovana pozornost pfemeéneé jiz
syntetizovanych sloucenin 8a a 8b na pfislusné benzodiazepiny a nasledné cyklizaci jejich
postrannich fetézcii. V pripadé uspéchu by méla, bude-li touha ptipravu téchto zajimavych
sloucenin prezentovat v odborném periodiku, pro doplnéni reprezentativni série nasledovat
syntéza dal$ich analogickych derivati nesoucich v poloze 3 methylovou skupinu. Taktéz by
bylo vhodné obé¢ tady (s fenylem i s methylem v poloze 3) doplnit o slouceniny, které by
nemély v poloze 1 zadny substituent, protoze z fady publikaci zabyvajicich se reaktivitou
chinolindiont, je mozné u téchto sloucenin oproti jim piibuznym zaznamenat ponékud

netypické chovani.
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Schéma 22. Planované experimenty.
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Dale budou jisté studenti, ktefi pfevezmou problematiku, na které jsem pracovala, se
snazit o ptipravu estert B-alaninu a 3-chlorpropanové kyseliny. Po zkuSenostech se vzdorem
zminovanych kyselin tvofit estery béznym zplsobem, by bylo nejspiSe dobré nejprve
pfipravit jejich varem s thionylchloridem odpovidajici acylchloridy a ty az posléze nechat
reagovat s alkoholem. Budou-li UspéSni, a j& véfim, Zze budou, otevie se cesta k
benzo[e]pyrrolo[1,2- a][1,4]diazepin-1,5,11(10H,11aH)-trionim 14.

Jak jiz bylo v prvotnich odstavcich této kapitoly zminéno, za Gcelem naplnit zadani
diplomové prace, existuje jeSté druhd syntetickd strategie pro pfipravu
pyrrolobenzodiazepinovych slouc¢enin. V tomto sméru doposud, diky vypuknuti necekané
koronavirové pandemie, nebyly podniknuty zadné kroky sméfujici k Zadanému cili. Proto
by bylo vhodné nejprve vyvinout snahu o izomerizaci 3-aminochinolin-2,4(1H,3H)-dionu
7a ve vroucim ethanolu vlivem dvoumolarniho nadbytku tetramethylguanidinu, coz jsou
podminky ovéiené v piedeslych letech na vice jak deseti podobnych derivatech. V ptipade
uspeésné piipravy 1,3-difenyl-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dionu (15) bude
zajimavé pozorovat, jeho chovani v pfitomnosti 3-chlorpropanoylchloridu, ptipadné esteru
3-chlorpropanové kyseliny. Tyto zamyslené experimenty by nemély ¢init sebemensi obtize,

ovSem otdzkou bude, jak se zachovaji jejich produkty pii vystaveni silné bazi.
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Schéma 23. Planované pfemény 3-aminochinolindionti 7 na PBD 11 a 14.
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Podafri-li se ziskat touzené pyrrolobenzodiazepintriony, a to jak benzo[e]pyrrolo[1,2-
a][1,4]diazepin-1,5,11(10H,11aH)-triony = nebo  benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-
3,5,11(2H,10H,11aH)-triony, bude jist¢ velmi zajimavé podrobit je mikrobiologickym nebo

cytostatickym testlim.
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4 CHARAKTERISTIKA PRISTROJOVEHO VYBAVENI A
POUZITYCH INSTRUMENTALNICH METOD

Vsechny pouzité reagenty, véetné rozpoustédel byly zakoupeny z komer¢nich zdroju,
kterymi byly Fischer Scientific, Siot, Penta, VWR a Sigma Aldrich. Pro sledovani prib¢hu
reakci byla pouzita metoda tenkovrstvé chromatografie na komercnich hlinikovych
destickach s vrstvou silikagelu (Alugram® SIL G/UV254; 220-240 mesh; Macherey-Nagel)
s fluorescenénim indikatorem pro ultrafialové zateni (UV) 254 nm. Pro piecisténi
piipravenych latek byla zvolena metoda sloupcové kapalinové chromatogratfie, na kterou byl
pouzit Fluka Silica gel 60 220 —240 mesh s velikosti ¢astic 35-75 um, velikosti port 60 A.
Teploty tani byly méfeny na Koflerové bloku a nebyly korigovany.

Vsechna infracervena spektra byla naméfena pomoci metody KBr tablet na FT-IR
spektrometru znacky Alpha (Brucker Optik GmbH Ettlingen). NMR spektra byla métfena na
spektrometru JEOL ECZ 400 pii frekvencich 399,75 MHz ('H), 100,55 MHz ('3C) a 41
('°N). Mé&feny byly roztoky vzorkti v DMSO-ds pfi teploté 303 K. 1H NMR spektra byla
kalibrovana na residualni DMSO-ds s chemickym posunem 2,50 ppm. '3C NMR spektra
byla korigovana na '*C signal DMSO-ds s chemickym posunem 39,52 ppm. Chemické
posuny jsou uvedeny v jednotkach ppm. Interakéni konstanta J je uvedena v jednotkach Hz.
Multiplicita signalt je znacena zkratkami s (singlet), d (dublet), dd (dublet dubletu), ddd
(dublet dubletu dublett), t (triplet), m (multiplet).
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5 DETAILNI POPIS SYNTETICKYCH POSTUPU A STRUKTURNI
CHARAKTERISTIKY PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

5.1 Priprava prekurzoru a cilovych latek

Syntéza 3-chlorpropionylchloridu

K 3-chlorpropionové kyseliné (50 mmol) byl na ledové lazni pozvolna piikapan
thionylchlorid (15 ml). Ziskana suspenze byla na olejové lazni (90-100 °C) v inertni
argonov¢ atmosféfe varena pod zpétnym chladi¢em. Nasledné byly z reakéniho roztoku

ochlazeného na laboratorni teplotu na RVO odpateny prebytecné tékaveé slozky.

3-Chlorpropionylchlorid
Cl\ﬁ/\/Cl

Zluty roztok: vytzek 78 %. o °

'"H NMR spektrum (CDCl3, 400 MHz), ppm: & 3, 35 (t, 1H, H-2, J = 6,4 Hz); 3,76 (t, 1H,

H-3,J=6,4 Hz).

3C NMR spektrum (CDClz, 101 MHz), ppm: & 30,78 (C-2); 49,33 (C-3); 171,07 (C-1).

Syntéza 1,3-difenyl-4-hydroxychinolin-2(1H)-onu 5

Smés difenylaminu (300 mmol) a diethyl-fenylmalonétu (330 mmol; 1,1 ekviv.) byla 5 h
zahtivana na kovové lazni, jejiz teplota byla dle rychlosti destilace uvoliiovaného EtOH
postupné zvySovana od 150 °C do 300 °C. Po ukonceni ohfevu byl reakéni roztok za horka
nalit do toluenu (250 ml), kde tavenina prokrystalizovala. Vylouceny pevny podil byl
prefiltrovan ptes fritu a opakované (5 x 200 ml) macerovan vroucim toluenem. Ziskana
pevna latka byla vysuSena a rozpousténa ve vodném roztoku NaOH (570 ml; 0,5 M).
Zpocatku dochézelo k rozpousténi, ale nasledné k vylouceni vzhledové odlisné husté
suspenze (vznikla malo rozpustna sodna stl), proto byla piidana dest. voda (1000 ml) a vse
bylo michano 30 min. K tplnému rozpusténi suspenze stejné nedoslo. Dale byla smés slabé
okyselena 10% HCI. Vznikla srazenina byla ptefiltrovana pies fritu. Pevny podil byl zbaven
zbytkl kyseliny dikladnym promytim dest. vodou, vysuSen v suSarn¢ a piekrystalizovan

z vrouciho EtOH.
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1,3-Difenyl-4-hydroxychinolin-2(1H)-on (5)

Bil4 krystalicka latka: tt = 230-234 °C (EtOH), lit.>! t = 232-233 °C
(EtOH); vytézek = 83 %; Re= 0,16 (29 % EtOAc v PE), Rf= 0,19 ¢
(38 % EtOAc v PE). 7 ga N~ O

8 1
6
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 1651, 1610, 1548, 1536, 1432, 1343, 53
1333, 1268, 1273, 1143, 1053. Odpovida 1it.>". 4

Syntéza 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dionii 6

K michané suspenzi 4-hydroxychinolin-2(1H)-onu (60 mmol) v dioxanu (180 ml)
vytemperované na 45-50 °C bylo béhem 5 min piikapdno 13 ml SO2Cl> (150 mmol;
2,5 ekviv.). Vznikly zluty roztok byl dale 30 min michan pfi stejné teplote. Poté byl reakéni
roztok ochlazen na laboratorni teplotu, pfefiltrovan pies filtracni papir (odstranéni
nezreagované vychozi latky) a nalit do ledové vody (800 ml), kde se vyloucilo znacné
mnozstvi pevné latky. Po rozpusténi ledu byla suspenze piefiltrovana pies fritu, pevny podil
byl diikladné promyt vodou a nasledn¢ vysusSen v susarné, ¢imz byl ziskéan prvni dil surového
produktu. Veskeré vodné podily byly pfevedeny do dé€licky a opakované (5 x 100 ml)
extrahovany CHCIl3. Organické podily byly spojeny, vysuSeny NaxSOs, ptefiltrovany a
odpateny na RVO (druhy dil surového produktu). Oba dily surového produktu byly spojeny

a nasledn¢ prekrystalizovany z vrouciho benzenu.

3-Chlor-1,3-difenylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (6a)

Bila krystalicka latka: tt = 170172 °C (benzen); 1it.>% t = 172—
173 °C (benzen).

vytézek =88 %; Rr=0,47 (38 % EtOAc v PE).

IC spektrum (tableta KBr), cm™': 3061, 1720, 1688, 1598, 1493,
1462, 1330, 1301, 1239, 1159, 952, 904, 850, 745, 690, 611, 584,
492. Odpovida lit.>2,
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3-Chlor-3-fenyl-1-methylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (6b)

Zluta krystalicka latka: t = 121-123 °C (benzen), lit*' t =
121- 123 °C (benzen); vytézek 91 %; Rr =0,41 (38 % EtOAc v
PE), Rr =0,19 (29 % EtOAc v PE).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 1714, 1688, 1602, 1472, 1348,
1239, 1141, 1060, 958, 908, 756, 693, 585, 461. Odpovida lit. 4!,

Syntéza 3-amino-3-fenylchinolin-2,4(1H,3H)-dionu 7

K suspenzi NH4Cl (30 mmol; 2 ekviv.) a K2CO3 (60 mmol; 4 ekviv.) v DMF (75 ml)
vytemperované¢ na 0 °C byl pfikapan roztok 3-chlor-3-fenylchinolin-2,4(1H,3 H)-dionu
(15 mmol; 1 ekviv.) v DMF (40 ml). Nasledn¢ byla smés michdna 23 h pfti laboratorni
teploté a poté byla nalita do ledové vody (600 ml), kde se vyloucil pevny podil. Jelikoz byl
natolik jemny, Ze jej nebylo mozné odfiltrovat pies fritu (hustou fritu ucpal a 1dsi protékal),
byla pevna faze ve vodné suspenzi rozpusténa v benzenu (70 ml). Ziskana emulze byla
prevedena do d¢licky, kde byla rozdélena. Nasledné byla vodna vrstva opakované (7 x 150
ml) extrahovana benzenem. Veskeré organické podily byly spojeny, vysuSeny Na2SOs,

prefiltrovany a odpafeny na RVO. Surovy produkt byl nasledné krystalizovan z benzenu.

3-Amino-3-fenylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (7)
Bil4 krystalick4 latka: t. = 128-133 °C (benzen), lit. 3 t; = 128—
133 °C (benzen), vytézek =70%; Rr=0,20 (38 % EtOAc v PE).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3320, 3068, 3033, 1710, 1674,
1599, 1491, 1460, 1337, 1245, 765, 690. Odpovida lit.>>.

Syntéza (3-chlorpropionylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-dionii 8

K roztoku 3-aminochinolin-2,4(1H,3H)-dionu (3 mmol; 1 ekviv.) v 37,5 ml THF byl
ptikapan EtsN (2,5 mmol; 1,25 ekviv.) a chlorid kyseliny 3-chlorpropionové (3,6 mmol; 1,2
ekviv.). Poté byl reakéni roztok michén 1,5 h pti laboratorni teploté. Po ukonceni reakce

byly tékavé podily odpateny na RVO. Odparek byl rozpustén v DCM (40 ml) a ziskany
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roztok byl pteveden do délicky, kde byl opakované extrahovan nejdiiv destilovanou vodou
(3 x 30 ml) a pak nasycenym roztokem NaHCO3 (3 x 30 ml). Organicky podil byl spojen,
vysuSen Na2SOs, prefiltrovan a odpafen na RVO. Surovy produkt byl pfecistén opakovanou
chromatografii na sloupci silikagelu s vyuzitim vhodné mobilni faze (38 % EtOAc v PE pro
8a; 25 % EtOAc v BE pro 8b). Frakce, obsahujici hlavni produkt, byly ptekrystalizovany

z vrouciho benzenu.

3-(3-Chlorpropionylamino)-1,3-difenylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (8a)
Nazloutla krystalickd latka: t = 247-250 °C (benzen);
vytézek =45 %; R = 0,42 (38 % EtOAc v PE), Rr = 0,29 (29
% EtOAc v PE).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3186, 3039, 2923, 1722, 1687,
1647, 1462, 1338, 1251, 1160, 936, 770, 697, 587, 517, 446.
'"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: § 2,69-2,86 (m,
1H, H-2%); 3,75 (dd, 1H, H-3*,J = 6,6; 6,6 Hz); 6,41 (d, 1H, H-
8,J=28,2 Hz); 7,14-7,20 (m, 1H, H-6); 7,39-7,54 (m, 8H, H-7, H-2B H-3B8 H-48 H-58
H-68 H-2€ H-6%); 7,54-7,60 (m, 1H, H-4); 7,66 (dd, 2H, H- 3, H-5 , J=7.,3; 7,3 Hz);
7,87 (dd, 1H, H-5,J=17,7; 1,5 Hz); 9,54 (s, 1H, NH).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 37,00 (C-2%); 40,07 (C-3%); 71,72 (C-3);
116,68 (C-8); 119,60 (C-4a); 123,30 (C-6); 127,35 (C-2® a C-6); 127,96 (C-5); 128,77
(C-2€a C-6%); 129,00 (C- 4°); 129,28 (C-3B a C-5B); 129,48 (C-4B); 130,43 (C-3€ a C- 5°);
132,77 (C-1B); 136,02 (C-7), 137,41 (C-1); 142,90 (C-8a); 169,15 (C-2); 169,88 (C-1%);
189,72 (C-4).

3-(3-Chlorpropionylamino)-3-fenyl-1-methylchinolin-2,4(1H,3 H)-dion (8b)
Bila krystalicka latka: tt = 198-200 °C (benzen); vytézek 68 %;
Rr =0,47 (25 % EtOAc v Be), Rr = 0,28 (20 % EtOAc v Be),
Rr=0,26 (50 % EtOAc v Be).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3340, 3034, 2669,1711, 1657,
1601, 1472, 1357, 1299, 1126, 1039, 936, 768, 699, 577, 516, 458.
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'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 2,71-2,83 (m, 1H, H-2%); 3,73 (dd, 1H, H-
34, J=6.6; 6,6 Hz): 7,16-7,22 (m, 1H, H-6); 7,28-7,34 (m, 2H, H-28, H-6%); 7,34-7,40 (m,
3H, H-3, H-4% H-5P); 7,41 (d, 1H, H-8, J = 8,3 Hz); 7,72 (ddd, 1H, H-7, J = 8,9; 7,3; 1,7
Hz); 7,82 (dd, 1H, H-5, 7= 7,7; 1,6 Hz); 9,44 (s, 1H, NH).

13C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 30,11 (-CH3); 36,99 (C-2%); 40,04 (C-3%);
71,39 (C-3); 115,82 (C-8): 119,87 (C-4a); 123,03 (C-6); 127,24 (C-2B a C-6B); 127,73
(C- 5); 129,02 (C-3P a C-5P); 129,31 (C-4); 133,18 (C-1%); 136,33 (C-7); 142,10 (C-8a),
169,08 (C-2); 169,59 (C-14); 189,72 (C-4).

3-(3-akrylamido)-1,3-difenylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (9)
Zluta krystalicka latka: te = 260-264 °C (benzen); vytézek 7 %;
Rr =0,33 (38 % EtOAc v PE).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3372, 3028, 1969, 1720, 1686, 6@ 2 °
1462, 1339, 1235, 1160, 970, 773, 710, 584, 516, 449. °
"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 5,71 (dd, 1H, H-3%, J=10,3; 2,0 Hz); 6,13
(dd, 1H, H-3%,J=17,2; 2,0 Hz): 6,42 (d, 1H, H-8, J = 8,3 Hz); 6,51 (dd, 1H, H-2A, J = 17,2;
10,3 Hz); 7,13-7,20 (m, 1H, H-6); 7,38-7,60 (m, H-7, H-2® H-3 B, H-4B H-5% H-68,
H- 2€, H-4, H-6 ); 7,66 (dd, 2H, H-3, H-5, J=7,1; 7,1 Hz); 7,88 (dd, 1H, H-5, J=7.8;
1,5 Hz); 9,63 (s, 1H, NH).

3C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: § 71,81 (C-3); 116,69 (C-8); 119,60 (C-4a);
123,32 (C-6); 127,14 (C-3%); 127,39 (C-2B a C-6P); 127,94 (C-5); 128,80 (C-2€ a C-6%);
128,99 (C- 4%); 129,29 (C-3B a C-5B); 129,47 (C-4P); 129,82 (C-2%); 130,38 (C-3¢ a C-5°);
132,71 (C-1B); 136,01 (C-7), 137,37 (C-1°); 142,91 (C-8a); 165,07 (C-1%); 169,15 (C-2);
189,82 (C-4).
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5.2 Postup nezdarenych experimenti

Pokus o pripravu 3-(2-karboxyethyl)aminochinolindionu A

Metoda A
Suspenze 3-chlorchinolindionu (2 mmol), p-alaninu
(2,2 mmol) a K2COs3 (4 mmol) v roztoku vody (1 ml) v 5 ml c
DMF byla 3 h vafena na olejové lazni. Jelikoz béhem michani
nedoslo v reakéni smési k Zddnym zméndm vychozi latky, bylo vSe bez dalSiho zkoumani

zlikvidovano.

Metoda B

K roztoku 3-aminochinolindionu (0,8 mmol) v 5 ml DMF byla pfidana 3-chlorpropionova
kyselina (1 mmol) a K2CO3 (2 mmol). Vznikla suspenze byla 22 h michéna pfi lab. teploté
nebo 25 h vatfena pod zpétnym chladi¢em. Poté bylo k suspenzi pfidano 50 ml vody, vse
pirevedeno do de€licky a nasledn€ byla vodna vrstva opakované (4 x 25 ml) extrahovana
chloroformem. Organické podily byly spojeny, vysuSeny Na2SOs, piefiltrovany, odpafeny
na RVO a chromatografovany (25 % EtOAc v Be). Okyselenim vodného podilu 1M HCI

byla regenerovana nezreagovana 3-chlorpropionova kyselina.

Pokus o syntézu hydrochloridu methyl-3-aminopropanoatu

Metoda A

K suspenzi B-alaninu (10 mmol) v. MeOH (50 ml) vytemperované
ledovou 14zni na -10 °C byl pozvolna ptikapan thionylchlorid (30 mmol). Vznikly roztok
byl michan 24 h za laboratorni teploty. Dale byly z reak¢niho roztoku odpafeny na RVO

prebytecné tekave slozky.

Metoda B

K suspenzi -alaninu (5 mmol) v. MeOH (10 ml) vytemperované ledovou 14zni na -10 °C
byl pozvolna piikapan thionylchlorid (6 mmol). Dale byla suspenze na olejové lazni (80 °C)
vafena po dobu 3 h. Nasledné byly ze vzniklého reakéniho roztoku odpafeny na RVO

piebytecné tékavé slozky.
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Metoda C

K suspenzi B-alaninu (10 mmol) v. MeOH (20 ml) byla pozvolna ptikapana
koncentrovana (95%) kyselina sirovd (12 mmol). Déle byla suspenze na olejové lazni
(80 °C) 8 h varena. Nasledn¢ byly ze vzniklého reakéniho roztoku odpafeny na RVO

piebytecné t€kavé slozky.

Metoda D

K suspenzi B-alaninu (10 mmol) v. DCM (25 ml) byl pozvolna ptikapan thionylchlorid
(20 mmol). Dale byla suspenze na olejové lazni (50 °C) 1,5 h vafena. Po ochlazeni byl do
reakéni smési piidan MeOH (30 mmol) a opét vSe 1,5 h vafeno pod zpétnym chladi¢em.

Nasledné byly ze vzniklého reakéniho roztoku odpatreny na RVO prebytecné tekavé slozky.

Pokus o pripravu methylesteru 3-chlorpropanové kyseliny

K roztoku 3-chlorpropanové kyseliny (4,6 mmol) v. MeOH (5 ml)
byla pozvolna vjednom pokusu piikapana koncentrovana (35%)
kyselina chlorovodikova (0,4 ml) a v experimentu druhém koncentrovana (95%) kyselina
sirova (0,25 ml). Dale byla suspenze na olejové lazni (80 °C) 10 h vatena. Nasledn¢ byly ze

vzniklého reak¢niho roztoku odpareny na RVO piebytecné tékavé slozky.
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ZAVER

Jak jiz bylo konstatovano, na Ustavu chemie Univerzity Toméase Bati &ast vyzkumné
skupiny pana docenta Kafky se zabyva syntézou pyrrolobenzodiazepinti a jejich derivati uz
delsi dobu. Stanovena problematika a cil dané diplomové prace navazovaly na vysledky
dosazené mymi predchidkynémi, o kterych se jiz hodné mluvilo v kapitole 3.1, s tim
rozdilem, ze naviené strategie predpokladaly jako cilové PBD slouceniny, které¢ by mély
substituovany péti¢lenny pyrrolovy kruh oxoskupinou v poloze 1 nebo 3 (dfiv byly
pripraveny PBD jen s nesubstituovanym pyrrolovym kruhem). Naviené syntetické postupy
(Schéma 13), podle kladené podminky, vychazely z chinolindionti 6. Jedna synteticka cesta
ptfedstavovala piipravu vhodné N-substituovanych 3-aminochinolin-2,4(1H,3H)-dionti 8 a
12, které by byly u¢inkem baze pievedeny na odpovidajici benzodiazepinové slouceniny 10,
13. V ptipadé¢ syntézy slouCeniny 13 by byla potfebna uprava postranniho fetézce
hydrolyzou a chloraci, aZ teprve potom by byla provedena cykliza¢ni reakce. Druha
syntetickd  strategie prezentovala pfednostné pfipravu 3-fenyl-3,4-dihydro-1H-
benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dioni 15, na které jsou aZz poté navazany piisluSné zbytky
propanové kyseliny, jejichz cyklizaci by teoreticky mély vzniknout stejné vysledné derivaty
jako v prvnim pfipad¢.

Nejdiiv byl ptipraven vychozi 1,3-disubstituovany 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dion 6a
(Schéma 14), ktery byl, za ucelem syntézy 3-(2-karboxyethylamino)chinolindionu, za
zvysene¢ teploty vystavovan 3-aminopropanové kyseling€ (Schéma 15). Jelikoz reakce nebyla
uspesnad, nasledovaly pokusy o pfipravu esteru B-alaninu, ovSem bohuzel 1 pies dodrzeni
prezentovanych postupti, nebyl ziskan ester ani v malém mnoZstvi (Schéma 16).Nakonec
misto navazani aminokyseliny na 3-chlorchinolindion, byl zkousen postup obraceny. Prvné
byla provedena konverze 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dionu 6a na 3-aminoderivat 7
(Schéma 17), ktery byl dlouhodobé michéan s 3-chlorpropanovou kys. (Schéma 18), ¢imz
dochazelo k tvorbé znacného mnozstvi vedlejSich latek, ze kterych se s vyuzitim sloupcové
chromatografie nepodatilo, mimo vychozi latku, izolovat ani jednu Cistou latku. Proto byly
dale provadény pokusy o pfipravu methyl-3-chlorpropanoatu, nicméné zvolenymi postupy
k tvorbé esteru nedoSlo. Tyto nezdary nas ptizvedly k opusténi tématiky piipravy
benzo[e]pyrrolo[1,2- a][1,4]diazepin-1,5,11(10H,11aH)-trionu 14.

Jelikoz naviené syntetické cesty prepokladaly navazani 3-chlorpropanoylu na 3-
aminochinolindion 7, byla provedena chlorace 3-chlorpropanové kyseliny. Kvili nizkym

vytézkiim zreakce provedené v roztoku DMF/DCM, byl vyzkouSen experiment bez
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pfitomnosti organického rozpoustédla, ¢imz byl vytéZzek navySen o témét 75 %
(Schéma 20). Nasledovala nukleofilni substituce mezi 3-aminochinolindionem 7 a
pfipravenym  chloridem  3-chlorpropanové  kyseliny, ¢imz  byly  ziskdny
3- (3- chlorpropionylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diony 8a a 8b (Schéma 21).

Po tom, co se konecné zacaly experimenty dafit, se musela prace kvili pandemii prerusit,
a proto fada experimentl nebyla dokoncena a zatadily se do skupinky reakci planovanych
do budoucna (kapitola 3.4). Ale i pfes tuto skuteCnost, experimenty, které se zrealizovat

stihly, nas v dané problematice jistym zptisobem posunuly dale.
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BOC

BZD

CNS

ChiP

DCM

DIBAL-H

DMAP

DMF

DNA

EMSA

GABA

NAD

NADH

NMR

PBD

Ph

THF

™G

kat.

terc-butyloxykarbonyl

benzodiazepin

centralni nervovy systém

test imunoprecipitace chromatinu
dichlormethan
diisobutylaluminiumhydrid
4-dimethylaminopyridin
dimethylformamid
deoxyribonukleotidova kyselina

test posunu elektroforetické pohyblivosti
y-aminomaselna kyselina

virus imunologické nedostatecnosti ¢loveéka
infracervena spektroskopie

methyl

nikotinamidadenindinukleotid
rednikotinamidadenindinukleotid
spektroskopie nukledrni magnetické rezonance
pyrrolobenzodiazepiny

fenyl

tetrahydrofuran

tetramethylguanidin

alpha

beta

gama

katalyzator
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