Studium moznosti vyuziti 3-aminochinolindionu
k pripravé pyrrolobenzodiazepintrionovych
sloucenin

Bc. Kristyna Cipova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2024 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologickd
Ustav chemie

Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

IJménoa piijmeni:  Bc. Kristyna Cipova

Osobni ¢islo: 122403

Studijni program: ~ N0721A210005 Chemie potravin a bioaktivnich latek

Forma studia: Prezencni

Téma prace: Studium moznosti vyuZiti 3-aminochinolindionii k piipravé pyrrolobenzodiaze-

pintrionovych sloucenin.

Zasady pro vypracovani

I. Teoreticka cast

1. Zpracovat literdrni reSersi zaméfenou na pfipravu a biologické Gicinky analogi k pfipravenym derivattim v ramci DP.

II. Prakticka cast

1. Dle zndmych postup(i uvedenych v odbomé literatufe pripravit dostate¢né mnozstvi N-(ne)substituovanych 3-amino-
chinolindiond predstavujicich vhodné vychozi litky pro nasledné experimenty.

2. Pripravené 3-(3-chlorpropanamido)chinolindiony, za ucelem studia ochoty tvofit benzodiazepin-2,5-diony, vystavit
rlizné silnému bazickému prostredi.

3. Chinolindiony s primdrni aminoskupinou v poloze 3 jiZ ovéfenym postupem nejprve pfevést na benzodiazepin-2,5-diony
a ty nasledné, za celem substituce amidového dusiku v poloze 4, vystavit reakcim s 3-brompropanoylchloridem.

4.V piiipadé Gspéiné piipravy nékterého ocekdvaného produktu z reakci definovanyich v bodech 2 nebo 3 vyvinout maxi-
malni snahu vedenou k jeho transformaci na pyrrolobenzodiazepintrion.

4. 1zolované produkty charakterizovat dostupnymi metodami instrumentdlni analyzy.

5. Vyhodnotit vysledky experimentii a sepsat diplomovou praci.



Forma zpracovani diplomové prace: tidténa/elektronicka

Seznam doporucené literatury:

1. McMurry, J. Organickd chemie, 2005, 1. vyd., VSCHT Praha.

2. Tietze, L. F; Eicher, T,; Diederichsen, U.; Speicher, A.; Schiitzenmeister, N. Reactions and Syntheses: In the Organic Che-
mistry Laboratory, 2015, 2. vyd., Wiley-VCH Verlag GmbH. ISBN: 978-3-527-33814-6

3. Kafka, S.; Kldsek, A. Heterocycles 2002, 57, 1659-1682.

4. Kfemen, F; Gazvoda, M.; Kafka, S.; Proisl, K.; Srholcovd, A.; Klasek, A.; Urankar, D.; Ko3mrlj, J. /. Org. Chem. 2017, 82,
715-722.

5. Fotso, S. Mini-Rev. Org. Chem. 2010, 7, 68—74.

Vedouci diplomové préce: Ing. Roman Kimmel, Ph.D.
Ustav chemie

Datum zadani diplomové prace:  2.ledna 2024
Termin odevzdani diplomové prace: 10. kvétna 2024

LS.

prof. Ing. Roman Cermak, Ph.D. doc. Ing. Michal Rouchal, Ph.D.
dékan feditel Gstavu

Ve Zliné dne 20. Ginora 2024



PROHLASENI AUTORKY
DIPLOMOVE PRACE

Beru na védomi, ze:

diplomova prace bude ulozena v elektronické podobé v univerzitnim informacnim systému
a dostupna k nahlédnuti;

na moji diplomovou préci se plné vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech
souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zikonu (autorsky zakon) ve znéni
pozdéjsich pravnich predpisii, zejm. § 35 odst. 3;

podle § 60 odst. | autorského zakona ma Univerzita Tomase Bati ve Zliné pravo na uzavieni
licenéni smlouvy o uZiti kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu uZit své dilo — diplomovou praci nebo poskytnout
licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity Tomase Bati ve Zlinég,
ktera je opravnéna v takovém pfipadé ode mne pozadovat pfiméfeny pfispévek na tthradu nakladu,
které byly Univerzitou Tomase Bati ve Zliné na vytvofeni dila vynaloZeny (az do jejich skute¢né
vyse);

pokud bylo k vypracovani diplomové prace vyuzito softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase
Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym t¢elim (tj. k nekomerénimu
vyuziti), nelze vysledky diplomové prace vyuzZit ke komer¢nim téelim;

pokud je vystupem diplomové prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se za souéast prace
rovnéz i zdrojové kody, popi. soubory, ze kterych se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti
muze byt divodem k neobhajeni prace.

Prohla3uji,

ze jsem na diplomové praci pracovala samostatné a pouzitou literaturu jsem citovala. V pripadé
publikace vysledka budu uvedena jako spoluautorka.

7e odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG jsou obsahové
totozné.

Ve Zliné dne:

Jméno a prijmeni studentky:

podpis studentky



ABSTRAKT

V teoretické ¢asti diplomové prace jsou rozebirany nejen syntetické postupy vedouci
ke vzniku derivati benzodiazepinu (BZD) a pyrrolobenzodiazepinu (PBD), ale i biologické
aktivity zastupct jednotlivych skupin. Také je zde vénovana kapitola o stabilité a reaktivité
BZD i PBD sloucenin. V neposledni fad¢ byla reSerSe zaméfena na nedavné pokroky
ve vyuziti PBD a jejich dimert, které se v dne$ni dob¢ pysni obrovskym rozmachem.
V praktické casti je nejprve popisovana syntéza 4-(3-chlorpropanoyl)benzodiazepindionil
z 3-aminochinolin-2,4-dionovych prekurzori. Béhem realizace tohoto ukolu, byla pozornost
zaméfena 1 na konformacni analyzu ptipravenych BZD. V dalsi Casti prace je popisovana
jak intramolekularni Claisenova kondenzace derivati pozorovand u 3-((3-ethoxy-3-
oxopropyl)amino)chinolin-2,4-dionu, tak 1 separace a identifikace dvou wvzniklych

diastereomerti derivati pyrrolo[2,3-c]chinolin-4-onu.

Kli¢ova slova: benzodiazepindiony, konformacni analyza, nukleofilni substituce,

Claisenova kondenzace, diastereomery



ABSTRACT

The theoretical part of the thesis discusses not only synthetic procedures leading
to the formation of benzodiazepine (BZD) and pyrrolobenzodiazepine (PBD) derivates,
but also the biological activities of representatives of individual groups. A chapter
on the stability and reactivity of both BZD and PBD compounds is also included. Last
but not least, the research was focused on recent advances in the use of PBD and their dimers,
which are currently experiencing tremendous growth. In the practical part, the synthesis
of 4-(3-chloropropanoyl)benzodiazepindiones from 3-aminoquinolin-2,4-dione precursors
is first described. During the implementation of this task, attention was also focused
on the conformational analysis of prepared BZDs. The next part of the work describes both
the intramolecular Claisen condensation of derivates observed in 3-((3-ethoxy-3-
oxopropyl)amino)quinolin-2,4-dione and the separation and identification of two resulting

diastereomers of pyrrolo[2,3-c]quinolin-4-one derivates.

Keywords: benzodiazepines, conformational analysis, nucleophilic substitution, Claisen

condensation, diastereomers
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UvVOD

Benzodiazepiny jsou rozsédhlou skupinou psychoaktivnich latek, zndmych predevsim
diky svym ucinkiim na centralni nervovy systém (CNS) a jejich rozmanitym vyuzitim.
Mechanismus jejich ptsobeni je zalozen na zvysSeni U¢inku neurotransmiteru GABA
(kyseliny y-aminomaselné) vedouci k potlaceni neuralni aktivity, a tak sniZeni excitace
neurotransmiteru v mozku. Tato vlastnost jim umoziuje pusobit jako U¢inna anxiolytika
(latky odstranujici izkost), hypnotika (latky pasobici tlumivé na CNS) ¢i myorelaxancia
(I€ky na snizeni svalového napéti). Proto jsou hojné vyuzivany v klinické praxi k 1é¢bé prave
uzkostnych poruch, nespavosti, epilepsie nebo jsou vyuzivany jako pifedoperacni anestetika.
Pti uzivani téchto 1€kt je vSak tieba byt obezietnym, nebot’ tak jak mohou pomahat, mohou
vyvolat 1 zavislost. Dilezitym faktorem pfi jejich uzivani je také indikacni davka ¢i délka
uzivani. Dlouhodobé uzivani mulze, ostatné jako u jinych 1éc¢iv, vést k toleranci na BZD.
I kdyZ benzodiazepiny jako takové byly objeveny jiz v 60. letech 20. stoleti, jsou stale tyto
latky natolik zajimavymi, Ze jsou, za ucelem ziskani novych derivati benzodiazepinl

s potencialni biologickou aktivitou, hojné zkoumanymi a syntetizovanymi do dnes.

Pyrrolobenzodiazepiny  jsou  plvodné  pifirodnimi latkami  objevenymi
jako sekundarni metabolity vykazujici protinddorovou aktivitu. Jsou produkované
mikroorganismy rodu Streptomyces. Piedstavuji tak velmi perspektivni tfidu sloucenin
s rostoucim potencidlem v oblasti onkologické terapie. Maji schopnost se vazat na DNA
a narusovat tak jeji funkci, coz nasledn¢ vede k inhibici bunééného déleni a indukci
programované bunécéné smrti Cili k apoptdéze. Maji také schopnost se selektivné zaméftit
na maligni buiiky za minimalniho poskozeni bun¢k zdravych. Jsou proto vhodnymi latkami
k 1é¢bé naddorovych onemocnéni zejména tedy pii 1écbé leukémie nebo lymfomii. Naopak
PBD jednotek. Maji taktéz schopnost se vazat na DNA a blokovat tak jeji replikaci, coz vede
k zastaveni samotného rlstu nddorovych bun&€k. Umoznuji také cilené¢ zasdhnout
do bunécného déleni a tim minimalizovat poSkozeni zdravych bunék, ¢imz jsou i sniZzeny
jejich vedlejsi ucinky. Dimery se nyni py$ni velkého rozmachu vyuziti v ADC terapii,
coz je nova zajimava oblast vyzkumu a vyvoje novych 1é€iv proti rakoving, majici slibnou

budoucnost v rdmci vyvoje novych 1é€ivych postupti.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BENZODIAZEPINY

Benzodiazepiny (BZD) jsou tfidou psychofarmak vykazujicich anxiolytické, sedativni,
antikonvulzivni & myorelaxaéni nebo hypnotické u¢inky.! Vzhledem k jejich rychlé
a specifick¢é Uc¢innosti se staly jednémi z nejrozsifenéjSich psychofarmak. Nicméné
tato 1é¢iva maji i stinné stranky. Bylo zji§téno?, Ze se u pacientii s dlouhodobym uzivanim
téchto medikamentd Casto projevuji nejen psychické, ale i fyzické zavislosti. Zakladni
struktura BZD (Obrazek 1) nabizi mnoho mist, na které je mozné navazat rtiznorodé
funk¢ni skupiny nebo postranni fetézce, diky ¢emuz je mozné pripravit rozmanité derivaty

BZD majicich rozdilnou G€innost, farmakokinetiku ¢i farmakodynamiku.

Obrazek 1. Obecny vzorec benzodiazepinu.

1.1 Historie vzniku benzodiazepinu

Prvni zminka o BZD pochéazi z druhé poloviny 20. stoleti, kdy doslo k takzvané
psychofarmakologické revoluci, kterd piinesla do klinické 1écby tii hlavni farmakologické
skupiny.®~> Byly zde zahrnuty antipsychotické latky®, antidepresiva’ a anxiolyticka l1é&iva®.
Revoluce byla ovlivnéna psychoanalytickym myslenim této doby, kdy byly povazovany
tzkosti za klinicky projev neuréz.’ K dispozici byly v té dobé hlavné sedativni latky,
tedy barbituraty, které vSak nemély na symptomy psychiatrickych poruch specifické
u¢inky.'? Situace se vyrazné zménila po predstaveni skupiny BZD, které s sebou pfinesly
nové moznosti 1é¢by dusevnich poruch.? Podobné jako u mnoha psychofarmak vyvinutych
v téchto letech byl i objev BZD vyrazné ovlivnén védeckou ndhodou. Cely vyzkumny proces

byl protkany chybami a selhdnim, které se zménily zcela ne¢ekané ispéchy.

Za objevitele benzodiazepinii je povazovan polsky organicky chemik Leo Henryk
Sternbach, ktery svij vyzkum zapocal v laboratofich spole¢nosti Hoffmann-LaRoche Inc.
v Basileji (Svycarsko) v roce 1940.!! Jeho vyzkum byl viak pozastaven tehdej§im rezimem,
a proto se zpét ke své praci vratil az vroce 1954, kdy se zaméfil na latku z némecké
literatury, tehdy zndmou pod nidzvem 4,5-benzo(hepto-1,2,6-oxazin)'?, ze které vyvinul

Ctyficet novych sloucenin. Jedna znich byla pojmenovéna jako -chlordiazepoxid
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(Obrazek 2), prvni pouzivand aktivni substance 1€kt na bazi benzodiazepinu, patentovany

v roce 1958 a uvedeny na trh o dva roky pozd¢ji s obchodnim nazvem Librium®.

Obrazek 2. Struktura chlordiazepoxidu.

1.2 Farmakologie benzodiazepinu

Obecné lze fici, ze farmakologie hraje pfi vyvoji medikamenti znaén€ vyznamnou roli.
Tento védni obor nezkouma pouze to, jak nékteré latky ovliviiuji zivé organismy, ale také
se podili na vyzkumu novych léCivych ptipravkl, které mohou potencidlné vykazovat
podobné terapeutické uc¢inky.'? Jednou diileZitou soucasti farmakologie je farmakokinetika,
ktera se zabyva tim, jak se dané léCebné substance vstiebavaji do téla a druhou
je farmakodynamika, kterd se zamétuje na mechanismy, jimiz tato 1é¢iva ovliviiuji razné
biologické cile (napt. enzymy nebo receptory).!* Globalné vzato jsou farmakologické studie
nezbytné pro detailni porozuméni G¢inkiim novy potencidlnich 1ékti a jejich bezpecnému
pouzivani.

V zévislosti na substituci jednotného skeletu BDZ 1éCiv se tyto slouCeniny ve svych
farmakologickych vlastnostech 1isi. Obvykle jsou BZD déleny do tifi skupin,
a to na kratkodobé¢, ptisobi mén¢ jak 12 h, stiednédobé pulisobici, jejich doba plisobeni
se pohybuje v rozmezi od 12 h do 24 h, a dlouhodobé¢ pisobici, u nichz hovotime o dob¢
plsobeni delsi jak 24 h.'> Rozdilné doby ucinkdi jsou zplisobeny metabolismem,
nebot’ nékteré BZD podléhaji intenzivnimu metabolismu v jatrech, coz ovlivituje rychlost
eliminace a tim samoziejmé i dobu ucinku. Neni to vSak jediny z faktori. Dilezitou roli
hraje také farmakodynamika ¢i polocas eliminace. Kratkodobé ptlisobici jsou casto
pfedepisovany na poruchy spanku. Stfedné a dlouhodobé plsobici jsou predepisovany

na poruchy spojené s uzkostmi.'®
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1.2.1 Farmakodynamika

Hlavnim cilem pro centrdlni pasobeni BZD je receptor kyseliny y-aminomaselné
(GABAA), ktery se nachazi na nervovém zakonceni v centralnim nervovém systému (CNS).
GABAA je primarni inhibi¢ni neurotransmiter hrajici velkou roli pfi snizovani neurondlni
drazdivosti ¢i pii regulaci svalového tonusu. Sklada se ze tfi podjednotek, a to a, B a v,
kdy a- a y-podjednotky jsou vazebnymi misty pravé pro BZD, kde se na misto receptoru
vaze alostericky. Naopak [-podjednotky jsou vazebnymi misty pro samotnou
y-aminomaselnou kyselinu. Ve stfedu receptoru se nachazi kandl chloridovych iontd.
Benzodiazepiny interaguji s podjednotkami receptoru GABAa a zvySuji afinitu GABA
k t€émto receptoriim, coz ji usnadiluje vazani se na né. Po aktivaci receptoru dochazi
k otevieni kandlu pro chloridové ionty v bunééné membrané, kdy pravé navazané BZD
zvysuji pravdépodobnost otevieni iontového kanalu. To umoznuje vstup vétsSiho mnozstvi
chloridovych iontii do nervové bunky. V tomto okamziku nastava hyperpolarizace bunécné
membrany (elektricky potencidl vice negativni), tim se ztiZi vzruSeni nervovych bungk, které
k vytvotfeni nervového vzruchu vyzaduji vétsi depolarizaci (Obrazek 3). Tento princip
potlaceni nervové aktivity je vyuzivan pii 1é¢bé uzkosti, nespavosti, epilepsie ¢i dalSich

podobnych stavii.!”

@ Benzodiazapine
® Cl
® GABA

Benzodiazapine

(BDZ) binding site ®

o . 4 l'
| ...

! }

Obriazek 3. Grafické znazornéni mechanismu u¢inku BZD terapeutik.'®
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1.2.2 Farmakokinetika

Jak uz bylo feceno vySe, farmakodynamika, ale stejné tak 1 farmakokinetika
je u jednotlivych derivati BZD jind, a proto nelze jednotné urcit jejich metabolismus. Jelikoz
je téchto biologicky aktivnich BZD znama celé fada, neni mozné v ramci rozsahu této prace
vSechny detailn€ rozebirat zvIast, proto jsou nize komentovany pouze nékteré vybrané
derivaty, které jsou dostupné na lékaisky piedpis vCR a ziroven se fadi

mezi nejpouzivanéjsi na svete.
Alprazolam

Alprazolam, ktery je obvykle zndm pod nazvy Xanax, Alpravecs, Niravam ¢i Valeans,
spadd do skupiny stfednédobé plsobicich BZD. Je vyuzivan k 1é¢bé panické poruchy
nebo akutni  uzkosti.””  Alprazolam ma srovnatelnou Gcinnost s Diazepamem,
aviak zplisobuje nizs$i ospalost.?’ Je dobte vstiebavan pfi perordlnim podani.?! Alprazolam
je enzymaticky metabolizovan jatry na dva hydroxylované isomery. Cytochrom P450
subtypu 3A4?? jej konvertuje na 4-hydroxyalprazolam, oproti tomu cytochrom subtypu 3A5
poskytuje a-hydroxyalprazolam®~2° (Obrazek 4). Pfiblizné 80 % celkového mnoZstvi
podaného Alprazolamu opousti télo do 72 h v podobé¢ uvedenych metaboliti. Zbylych 20 %
se do 11 h od ¢asu podani vylou¢i mo¢i v nezménéné formé.?° Maximalni doporucéend denni
davka by neméla piekro¢it 4 mg.?

Me N
~ N

/
O o
Cl =N

Me\(/N\N CYP3A4
N\/S 4-hydroxyalprazolam
Cl I =N
N
O CYP3A5 HO™ Sy

alprazolam

a-hydroxyalprazolam

Obrazek 4. Metabolicka draha alprazolamu.
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Bromazepam

Toto terapeutikum je mozné nalézt pod tadou jinych obchodnich nazvi,
jako jsou Brixopan, Calmepam ¢i pod jeho nejznaméjSim a nejuzivangj$im nazvem
Lexaurin. Vyuzivan je pfevazné k odstranéni Uzkosti, psychické tenzi a napéti, strachu,
trémé nebo k 16¢bé gastrointestinalnich kie¢ich a enurézach.?* Metabolismus bromazepamu
neni dosud zcela probadan, ovsem jiz v 90. letech minulého stoleti zjistili*’, Ze je za jeho
preménu pravdépodobné zodpovédny cytochrom P450. O nékolik let pozdé€ji byl pozorovan
metabolismus bromazepamu v téle Clovéka, psa, potkana a mysSi, kdy bylo zjisténo,
7e kone¢nymi metabolity  jsou derivaty pyridinu, 2-(2-amino-5-brom-3-
hydroxybenzoyl)pyridin a 2-(2-amino-5-brombenzoyl)pyridin, jeZ vznikaji ¢astenym
rozpadem 3-hydroxybromazepam glukuronidu, ktery byl v mo¢i pacienta zastoupen nejvice
(Obrazek 5).2% Pfi vyzkumu, kdy bylo deseti subjektim podano jednorazové 12 mg
bromazepamu, bylo maximdlni mozné plazmatické koncentrace 131 ng/ml dosaZeno

jiz mezi 1 az 4 hodinami, kdy k uplnému poklesu doslo mezi 8-19 hodinami.?’

H O H o
N N
- o OH
Br =N Br —N
N\ N/
bromazepam 3-hydroxybromazepam
| X
N
O NH, Z
N\ OH Br o
| +
& NH,
Br

2-(2-amino-5-brom-3-hydroxybenzoyl)pyridin 2-(2-amino-5-brombenzoyl)pyridin

Obrazek 5. Metabolismus bromazepamu.

Diazepam

Diazepam neboli Valium ¢i Ansiolin je mozné povazovat za jednu z nejzajimavéjSich
a nejprozkoumangjsich sloucenin spadajici do skupiny BZD. Je jist€ zajimavé zminit,
ze 1 kdyZz se jednd o druhé nejstar$i BZD terapeutikum, je pro své unikatni vlastnosti
ve vztahu k 1é€be uzkosti, zachvatli nebo pro predoperacni anestezii stale hojné vyuzivan.

Jeho maximdlni mozné denni davka neni pfesné stanovena, je to vSak obvykle okolo
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6 mg/den. Nicméné¢ u tézsich piipadi onemocnéni je mozné davku navysit az na 30 mg/den.
Primarni metabolismus diazepamu probihd v jatrech jaternimi enzymy a jen velmi malo
se z téla vyluduje mo¢i*® V jatrech probihd N-demethylace za katalyzy cytochtomu
CYP2C19, diky které dochazi k tvorb¢ aktivniho metabolitu desmethyldiazepamu znamého
spise pod nazvem nordazepam. Ten je déale hydroxylovan cytochromem CYP3A4
na oxazepam, ze kterého naslednou transformaci vznika oxazepam glukuronid. DalS$im
moznym metabolitem vzniklym z diazepamu, vlivem katalytického ucinku cytochromu
CYP3A4, je temazepam, ktery po ztraté methylové skupiny poskytuje opét oxazepam.’!
Zajimavym faktem je, Ze pii rozboru krve, je mozZné nalézt pouze diazepam
a demethyldiazepam. Je to ztoho divodu, Ze metabolismus oxazepamu a temazepamu

probihd tak rychle, jako je vylu€ovan moci ven, tudiz se do krve téméf nedostane

(Obrazek 6).3

H O
O N\/g
Cl =N
Ve O/ O \ 4o
N\g N\§7
O nodazepam O OH
Cl =N cl =N

9 v 9
N\g;
oxazepam
diazepam O OH
Cl =N

temazepam

Obrazek 6. Metabolismus diazepamu.

Bezpochyby znacnou vyhodou diazepamu je, Ze i jeho vySe uvedené metabolity maji
obdobné ucinky, coz je uzce spjato s delsi dobou jeho piisobeni. Proto je mozné neodbornym
davkovanim akumulovat tento 1€k nebo nékteré z jeho metabolitl v téle, ¢imZ velmi snadno
muze dojit k ptedavkovani, u kterého Ize pozorovat zvySenou ospalost, dysartrii ¢i zavratg,
a to dokonce i tyden po podani protiléku. Jako antagonisté se pouzivaji flumazenil
a omeprazol (Obrazek 7), ktefi jsou schopni inhibovat tvorbu tfi metabolitl, nordazepamu,

temazepamu i oxazepamu®>~**
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o 24
N—/ o\ H 0
Me /@: < N=
F N, MeO N N\ / Me
o Me
ch OMe

flumazenil omeprazol
Obrazek 7. Struktura flumazenilu a omeprazolu.
1.3 Syntéza a reaktivita benzodiazepinovych slou¢enin

Jak uz bylo naznaceno na pocatku této kapitoly, heterocyklus zédkladnich BZD sloucenin
ma nekolik typickych mist, kde je moZné je substituovat a meénit tak jejich fyzikalne-
chemické vlastnosti, s ¢im je Uzce spjatd 1 jejich bioaktivita. Pfi srovnani zavislosti
bioaktivity na struktufe BDZ slou€enin je moZné vypozorovat nékolik charakteristickych
rystl. Za velmi dileZité jsou povazovany povahy substituentii v polohach 1, 3, 5 a 7.1%3536
Vyznamnost substituentl vazanych k atomu dusiku v poloze 1 klesa v tomto potfadi OH > F
> NH,> H > NHOH > C;Hs> Cl > CF3> Br > CH3.>” V pfipadech, kdy byla v této pozici
terc-butylova skupina, dochédzelo ke ztratdm pozadovanych biologickych vlastnosti
sledovanych latek.*® Zcela ziejmy vliv substituce na atomu uhliku v poloze 3 je pouze
v ptipadech, kdy je zde vazand hydroxylova skupina. Jeji pfitomnost jednak zvySuje
celkovou polaritu daného BZD a jednak je pii jeho metabolismu glukuronidovana,
¢imZ dochazi k rychlejsi eliminaci 1é¢iva z t&la*®, coz je samoziejmé tizce spjato s kratsi
dobou ucinku.*® Dalsi vlivy substituce v této poloze, z divodu mozné enantiomerizace
odehravajici se v téle zivého organismu, jsou vSak celkové dost nejasné a Spatné
piedvidatelné.*'™* Dalsi misto na BZD skeletu, které ovliviiuje jeho uéinnost, je poloha 5.
V ptipadech, kdy byl k tomuhle atomu uhliku vazany fenylovy substituent, ktery soucasné
nesl atomy nebo skupiny atomi pfitahujici elektrony (NO2 > F > CN > Cl > CF3), doslo
ke vyznamnému zvyseni jejich wcinnosti.***® Absence fenylové skupiny sice sniZuje
vazebnou silu BZD na GABA, avsak k navazani na GABA receptor stile dochéazi.*’
Substituenty v poloze 7, jejichz dilezitost klesa v fadé CH>CF; > I > Br > CF3 > CI >
C(CH3)3> NO»> F > N3> CH=CHa, hraji vyznamnou roli v afinit¢ BZD k receptoru.*®

Z cisté chemického hlediska je moZzné BZD povaZovat za bicyklické slouceniny skladajici
se zaromatického uhlovodiku, benzenu, a sedmiclenného heterocyklu, diazepinu.
Pomineme-li aromatickou ¢ast molekuly derivatl na bazi 1,4-benzodiazepin-2-onu a 1,4-

benzodiazepin-2,5-dionu a zaméfime-li se na modifikaci daného heterocyklu obecné,
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zjistime, ze se jedna o dosti reaktivni slouceniny podléhajici celé fad¢ riznych chemickych
pfemén.

Oxoskupina amidového uskupeni v poloze 2 se mize v pritomnosti reduk¢nich Cinidel
redukovat na skupinu hydroxylovou.*” Nesubstituované 1,4-benzodiazepiny v piitomnosti
bazi tvofi dva typy aniontli lokalizovanych na atomu dusiku v poloze 1 a na atomu uhliku
v poloze 3. Vyssi stabilita aniontu na N-1 oproti aniontu na C-3, ktera je pravdépodobné
zpusobena zapojenim volného elektronového paru do konjugace s m elektrony pfipojeného
aromatického kruhu, zapti¢iiiuje vyssi kyselost protonu vazané¢ho k atomu dusiku v poloze
1, coz se ve vysledku projevi vyssi reaktivitou.’® Nicméné obé tyto polohy (na N-1ina C-3)

je mozné halogenovat, alkylovat, acylovat nebo aminovat.>!

Dale pak, diky moZnostem
tvorby druhych tautomernich forem, jsou na diazepinovém kruhu zndmé i cykloadi¢ni reakce

(Obrazek 8).°%%

alkylace alkylace
acylace acylace
halogenace redukce halogenace redukce
H o alkylace H O / alkylace
N acylace N acylace
@/ «— halogenace \g < halogenace
=N TN NH N
N cykloadice 3 A\ cykloadice
cykloadice cykloadice

Obrazek 8. Reaktivita 1,4-benzodiazepin-2-onti a 1,4-benzodiazepin-2,5-diont.

Syntetickych postupli a moznosti, jak ziskat riizné derivaty BDZ je mnoho, a proto budou
niZe popsany jen nékteré z nich. Pfi prizkumu dostupné literatury je mozné pomérné zahy
zjistit, Ze k ptipravé 1,5-benzodiazepini jsou témét vyhradn€ vyuzivany derivaty benzen-

1,2-diaminu.

Pomérné zajimavy postup byl popsan ve studii zvefejnéné v roce 2018, kde k syntéze
derivati 1,5-benzodiazepinu vyuzili kondenzaci substituovaného o-fenylendiaminu
s alifatickymi nebo cyklickymi ketony aktivovanou supermagnetickym, kyselym
nanokatalyzatorem Fe3;O4@Si02SOsH NPs. V podstaté se jednd o tandemovou reakci,
pfi niZ nejprve dochézi k nukleofilni adici obou aminoskupin na oxoskupiny dvou stejnych
vychozich ketonli, které jsou nasledné¢ doprovazeny dvojnasobnou dehydrataci,

jez ma za nasledek tvorbu diazepinového kruhu s jednou dvojnou vazbou (Schéma 1).
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Vyhodou téchto reakci je, ze béhem 3—4 hodin je mozné ziskat 1,5-benzodiazepiny s vytézky

prevysujici 80 % a pouzity katalyzator s pomoci magnetu snadno odstranit z reakéni smési.

2 2
R1@NH2 + 9 (1 Fe;0,@Si0,SO3H R1@N\\[R ad|cenaC o] C[ j,
o o) e
= NH, MeOH, rt % |N R3 2H20
3
R o

R3

0 H( ()
NH . N . _ N
N 2 Fe;0,@Si0,SOzH AN adice na C=0 X
RS- P + 2 RS- P Un) —_— R1—| P
NH (n) MeOH, rt |N -2H,0 N )
R'=H, Me, Et, NO, Q)

R2, R® = Me, Et, iPr, Ph, acyl
(n=1,2,3

Schéma 1. Syntéza 1,5-benzodiazepintl s vyuzitim kyselého nanokatalyzatoru.

O rok pozdé&ji vysla dalsi publikace na dosti podobné téma®, kde Korbekandi et al.
studovali moznosti vyuziti organokovového katalyzatoru na béazi nikotinu véazaného
k nanocasticim oxidu kiemicitého (Fe"-NicTC@nSiO2). Béhem svého vyzkumu,
kdy nechali reagovat o-fenylendiamin s dimedonem nebo cyklohexa-1,3-dionem
a s alifatickymi, polycyklickymi ¢i aromatickymi aldehydy nesoucimi elektronakceptorni
nebo elektrondonorni skupiny pii laboratorni teploté, zjistili, ze dand metoda je obecné
pouzitelna a béhem 10 min poskytuje 1,5-benzodiazepiny s velmi vysokymi vytézky

pohybujicimi se okolo 90 % (Schéma 2).

0] H R3
NH 1) Fe-NicTC@SIO,, rt NH N o}
©: 2 . ﬁw ) Fe-NicTC@SIiOg, r @i 2‘_/ 1)adice na C=0Q @
o)
NH, o R2 M0 NH/z\ 2)-2H,0 N
R3 H
R‘\

H RIR2
R", R? = Me,H

Schéma 2. Piiprava 1,5-benzodiazepini s vyuzitim organokovového katalyzatoru.

Déle pak autofi v citovaném clanku prokazali, ze za danych podminek je pouzity
katalyzator chemoselektivni. Zjistili, Ze kdyz jsou vychozi latky pouZity v poméru 1:1:1
(diamin:diketon:dialdehyd), byly ziskany pouze mono-1,5-benzodiazepiny a naopak, je-li
do reakce dan dvoumolarni ptebytek o-fenylendiaminu a diketonu (tj. pomér 2:2:1), byly

vyhradné ziskany bis-1,5-benzodiazepiny (Schéma 3).
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@ﬁz @ﬁz

o)
NH 90% 88%
©: 2 1) Fe(Ill)-NicTC@nSiO,, rt, 10 min
+
2) H,0, rt, 20 min
NH; Y He 2:2:1
OHC CHO CHO H
\©/ nebo Q/
OHC N

Schéma 3. Chemoselektivita Fe'!!

-NicTC@nSi0O; v ptipravé 1,5-benzodiazepini.
Skupina zahrani¢nich autorGi vyuzivala pii ptipravé pyrimidinovych derivatd 1,5-
benzodiazepinu se silnymi antibakterialnimi u¢inky vaci S. aureus a E. coli jako vychozi
latky nitrilové derivaty 1,5-benzodiazepinu, jejichz syntézu zapocali nékolikahodinovym
varem benzoylacetonitrilu anebo pyruvonitrilu s N, N-dimethylformamid dimethylacetalem
(DMF-DMA). Naslednou cyklokondenzaci izolovanych meziprodukta,
dimethylaminomethylenovych ketonli, s o-fenylendiaminem ve vroucim ethanolu
byly ziskany pftislusné karbonitrilové derivaty benzodiazepinu s vytézky pohybujicimi

se v rozmezi 60-70 % (Schéma 4).%°

NH,
R1
R DMF DMA @
NH
= }CN o @ o
CN reflux EtOH, reflux
R' = Me, Ph 60-70 %

Schéma 4. Syntéza karbonitrilovych derivatd BZD.

V roce 2019 piedstavili Obara ef al. dvé€ inovativni metody pro pfipravu derivati 3-amino-
1,5-benzodiazepin-2-onid. V syntetickém procesu hraje kli¢ovou roli Michaelova adi¢ni
reakce o-fenylendiaminu s dehydroalaninem HFI (1,1,1,3,3,3,-hexafluorpropan-2-ylovym)
nebo s HOBt 1,2,3-benzotriazol-1-olovymi estery dehydroalaninu, kterd je néasledovana

spontdnni intramolekularni cyklizaci vzniklého meziproduktu. Béhem optimaliza¢nich
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reakci s témito substraty bylo zjisténo, ze experimenty s HOBt-estery je vhodné realizovat

v DMF pii laboratorni teploté, kdezto s HFIP-estery je nutné vafit v toluenu (Schéma 5).°’

NHR'
@E L R!
NHR?2 Michaelova adi¢ni 'l.\lHR1 Intramo_lekularm N O
reakce 4 cyklizace
+ R&ii )
N
' R2 R4

F3C N=N

R', R2, R*=H, Me X= fO—é , N\o\;
R3 = NHAc, NHCbz, NHPhth FsC

Schéma 5. Syntéza 1,5-benzodiazepin-2-ont Michaelovou adi¢ni reakci s naslednou
intramolekularni cyklizaci.

V roce 1994 Akssira et.al v jednom ¢lanku publikovali hned dva mozné piistupy vedouci
k 1,4-benzodiazepin-2,5-diontim (Schéma 6).°® Prvni postup zahrnuje cyklizaci dipeptid,
piipravenych z anthranilové kyseliny ochranéné terc-butyloxykarbonylovou skupinou
a methylestera a-aminokyselin v N,N’-dicyklohexylkarbodiimidu (DCO)
a 4-dimethylaminopyridinu (DMAP). Druhy postup spoc¢iva v reakci N-anhydrida karboxy
a a-aminokyselin, taktéz s ochranénou kyselinou anthranilovou v roztoku
dimethylformamidu (DMF) s kyselinou chlorovodikovou. Oba pfistupy vedly k vysokym
vytézkiim pohybuyjici se ptes 60 %.

R2
o
1 HN 1
I? \< RN (0]
N Boc O  1)pcc, bmAP
+ nebo > R?
COOH 2) HCI, DMF NH
2
1 °
H,N” >COOMe

Schéma 6. Syntéza 1,4-benzodiazepin-2,5-dionti z derivatl anthranilové kyseliny.

Casto uvadény zpisob pro syntézu derivatd 1,4-benzodiazepin-2,5-dionti vychéazi
z anhydridu kyseliny isatoové. Piistup zndzornény na Schématu 7 vyuZzivé nejprve piipravy
meziproduktu s otevienym fetézcem, ktery byl ziskany reakci hydrochloridu glycinesteru

s anhydridem kyseliny isatoové v pfitomnosti pyridinu nebo triethylaminu. Z téchto dvou
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sledovanych bazi se vice osvédcil pyridin, s jehoz uc¢inkem byly ziskdny vyssi vytézky
o¢ekavaného meziproduktu. Ten byl nasledné zahtivan s kyselinou octovou nebo s kyselinou
sirovou, jejichz vlivem doslo k cyklizaci postranniho fetézce. Vytézky 1,4-benzodiazepin-

2,5-dioni se pohybovaly okolo 40 az 70 %.>’

0] R2 _ O R? o]
e T O N+HC' pyridin AN N)\H/OEt H,S0, / (CH;COOH) NH
RS A s ————————» R H R
SN0 o 24 h, reflux 0 TR 24 h, reflux N
H : H ©

Schéma 7. Syntéza 1,4-benzodoazepin-2,5-diont vychazejici z isatoového anhydridu.

V neddavné dob& byla publikovana studie,® ve které skupina zahrani¢nich autort,
pomineme-li samotnou piipravu meziproduktu vychézejici taktéZ z anhydridu kyseliny
isatoové a methylesteru a-aminokyseliny, modifikovala podminky cyklizace postranniho
fetézce, diky kterym se  jim podatilo ziskat 3.,4-disubstituované
1,4-benzodoazepin-2,5-diony s vysSimi vytézky, jez se pohybovaly se okolo 80 %.
Zé4sadni zména se tykala pouziti jiného katalyzatoru, kterym byla kyselina
hexachloroplati¢ita. Efektivita této kyseliny byla nékolika screeningovymi experimenty
pozorovana v zavislosti na pomeéru jejiho latkového mnozstvi vii¢i substratu a na typu
pouzitého rozpoustédla, od kterého se mimo jiné odviji i reak¢ni teplota. V ptipadé, kdy bylo
pouzito 5 Y%mor katalyzatoru (H2PtCls) se prokazalo, ze THF, oproti methanolu, acetonitrilu,
toluenu nebo diethyletheru, je v zavislosti na vytézku a reak¢éni dobé nejlepsi volba.
Za téchto podminek, to je 30 minutovy var reak¢ni smési, byl ziskan sledovany derivat BZD
se 70% vytézkem. ZvySenim koncentrace katalyzatoru z 5 %mo1 na 15 %mor vzrostl vytézek
az na 86 %. Dalsi navySovani mnoZstvi katalyzatoru jiz nemé&lo na vytézek ocekavaného
produktu ani na zkraceni reakéni doby zadny vliv. Ddle také zjistili, Ze pfi této cyklizaci
pravdépodobné hraje vyznamnou roli i teplota reakéni smési. Jestlize pouzili rozpoustédlo
s vyrazné¢ vys$i teplotou varu, konkrétné DMF, byly, taktéz ve vysokych vytézcich
pohybujicich se blizko 80 %, misto ocekavanych 1,4-benzodiazepin-2,5-ont izolovany

chinazolinony.
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Schéma 8. Intramolekulérni cyklizace methyl-2-(2-aminobenzamido)acetatu.

V neposledni tadé je tfeba zminit 1 metodu piipravy benzodiazepindiont
z 3-aminochinolin-2,4-dionl. Tyto vychozi latky 1ze pomérné hladce a s vysokymi vytézky
ziskat tfistupniovou reakci vychazejici z derivati anilinu a diesterti malonovych kyselin

(Schéma 9).61-93

OH o}
R2 Cl HR3
R,CH(CO,Et), A SOCl, Rr2 RsNH2
_—— _——
NH N0 N" o
R’ R'
43-95% 68-98% 46-96%

R' = Me, Ph, H
R? = Me, Bu, Bn, Ph
R3 =Me, Bu c-hex, Ph

Schéma 9. Syntéza 3-aminochinolin-2,4-diont.

Pfeména 3-aminochinolindionli na benzodiazepindionové derivaty je vyvolana u¢inkem
sttedné silnych az silnych bazi, diky kterym dochéazi k intramolekularni adici dusiku
aminové skupiny a uhlik oxoskupiny v poloze 4. Tim pravdépodobné dojde k vytvoreni
aziridinového kruhu, ktery se nasledné dusledkem Stépeni vazby uhlik-uhlik rozpada,
¢im nastdva expanze pavodné SestiClenného kruhu na sedmiclenny (Schéma 10).
V literatufe jsou zndmé i reakce opacné. Tim jsou mysleny kontrakce sedmiclenného kruhu
benzodiazepinu na Sesti¢lenny kruhu chinolindionu. Tyto reakce se provadéji tcinkem
bis(trimethylsilyl)amidu lithného (LiHMDS) nebo bis(trimethylsilyl)amidu draselného
(KHMDS) pti teplotach hluboce pod nulou, &asto pti -78 °C.5463

N 0 R3 o R
N BH* N
(, P — //27R2 P — (RZ
N NS NN+ -B N
Rt © rRi©

Schéma 10. Intamolekularni reakce 3-aminochinolidionu.
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1.3.1 Stabilita 1,4-benzodiazepinii a 1,4-benzodiazepin-2,5-dioni

I ptes skute¢nost, ze jsou slouceniny na bazi 1,4-benzodiazepin-2-oni a 1,4-benzodiazepin-
2,5-diond jedny z nejucinngjSich biologicky aktivnich derivati vSech znamych BZD,
atudiz je jim védeckymi pracovniky z oblasti organické syntézy a farmacie vénovana
zna¢na pozornost, doposud stale nejsou, a to prevazné z vySe popsanych divodd, plné
odhaleny mechanismy jejich farmaceutické aktivity a zplsob, jakym piesné pusobi
na bunécné receptory. Proto, pfi posuzovani biologické aktivity latek tohoto typu,
je nezbytné, mit konkrétni predstavu nejen o chemickém sloZeni, ale 1 o stabilité konformace

testované slouceniny a o rozloZeni elektronové hustoty v molekule.¢-¢”

Slouceniny s motivem 1,4-benzodiazepin-2-onti mohou v zavislosti na prostfedi v némz
se vyskytuji, podléhat oxo, enol ¢i iminol tautomerii (Obrazek 9). Obecné vzato jsou
izomery iminolového a enolového typu méné stabilni nez jejich odpovidajici oxoforma.
Po provedeni vypoctovych studii bylo prokazano, ze pokud je na uhlik v pozici 5 zaveden
aromaticky substituent, je mezi enol/iminol formou a oxo formou mensi zména v relativnich
energiich. Pokud je v tomto misté navazan acylovy substituent, je zvyhodnén enolovy

68

tautomer oproti oxo C¢i iminolovému tautomeru.”® V piipadech, kdy se na uhliku

v poloze 3 nachazi stereogenni centrum, mtize vlivem tautomerie dochdzet k racemizaci

H OH H O
\§ - \§ -
O O

sloueniny.’

enol

iminol

Obrizek 9. Tautomerni rovnovéhy 1,4-benzodiazepin-2-oni.%®

Obecné lze fict, Ze mnozstvi konformert a schopnost molekuly existovat v jedné ¢i druhé
formé, respektive rychlost ptemény jednoho konformacniho isomeru v druhy, znacné zavisi
na druhu atoml a jejich poctu, na typu vazeb, jeZ je spojuji, na nevazebnych
intra/intermolekuldrnich interakcich a v neposledni fad¢ také na podminkéach prostiedi

JjimZ jsou vystaveny.

Jelikoz jsou BZD slouceniny z ¢asti tvofeny benzenovym kruhem, ktery je jakozto

aromatickd sloucenina prakticky vyhradné planarni, tak z pohledu konformace je zajimavy
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pouze diazepinovy cyklus. Oba dva atomy dusiku zabudované do tohoto sedmiclenného
kruhu vytvafeji v téchto sloucenindch silné intramolekularni vodikové vazby
a elektrostatické interakce, které maji zasadni vliv na rovnovahu konformaénich isomert.”
Z téchto faktl jasné plyne, ze stabilita daného konformeru miize byt ovlivnéna substituci
jak na diazepinovém, tak i na benzenovém kruhu zikladniho BZD. Urceni spravné
konformace je dosti komplikované a casto je k tomuto ucelu nutné vyuzit znalosti
teoretickych vypocetnich chemikii a odborniki ovladajicich komplexni strukturné-
analytické metody, jako jsou rentgenova difrakéni analyza monokrystalu

¢1 multidimenzionalni nuklearni magneticka rezonance.

V jedné zahrani¢ni publikaci se autofi zabyvali hodnocenim prioritnich konformaci 1,4-
benzodiazepin-2-onil a na zdkladé vypocti Gibbsovy energie zjistili, Ze interkonverzni
bariéra mezi konformery M a P zavisi na velikosti substituentu na atomu dusiku v poloze
1.7 Se zvysujicim se objemem substituentdi vizanych k této poloze rostou hodnoty Gibbsovy
energie (Obrazek 10).”> U sloucenin, kde jejich Gibbsova energie piesahuje hodnotu
20 kcal/mol  je moZné je separovat pomoci sloupcové  chromatografie.”?
Objemn¢;jsi substituenty poutané k atomu uhliku v poloze 3 uptednostiiuji ekvatorialni
polohu, ¢ili tento (3S5)-analog preferuje (M)-konformaci, oproti menSim substituentiim,

u kterych je preferovany (P)-konformer.

H, G = 12,3 kcal/mol
Me, G = 18,0 kcal/mol

N
\/g H i-Pr, G = 21,1 kcal/mol
N t-Bu, G > 24 kcal/mol
—N j\Hb P —
Ph" "N
O < O

(M)-konformer (P)-konformer

VXA

1,4-benzodiazepin-2-on

Obrazek 10. Konformery M a P u 1,4-benzodiazepin-2-on.

Naopak 1,4-benzodiazepin-2,5-diony preferuji konformaci lodi¢kovou s pseudoaxidlnimi
a pseudoekvatorialnimi substituenty na uhliku v poloze 3 (Obrazek 11). Teoretické vypocty
podporuji experimentalni vysledky ziskané NMR analyzou, diky kterym bylo zjisténo,
ze energeticky rozdil mezi dvéma pseudoaxialnimi a pseudoekvatoridlnimi konformery
je zanedbatelny a zaroven pfitomnost substituentii na uhliku v pozici 3 a 4 ma minimalni

vliv na energetickou bariéru.’* Stejné jako 1,4-benzodiazepin-2-ony je interkonverzni
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energetickd bariéra mezi konformacnimi izomery zavisla na velikosti substituentu na dusiku

v poloze 1.5
(0]
1 2
RN [e) Heq R1\ NiR
1
< e N0
N —-—
N\RZ o) &H
(e} N‘RZ
(0]
1,4-benzodiazepin-2,5-dion
(M)-koformer (P)-konformer

R = H, alkyl, aryl

Obrazek 11. Konformery M a P u 1,4-benzodiazepin-2,5-diond.

Jak jiz bylo pséno vySe, za urcitych podminek je mozné jednotlivé formy konformerii
pozorovat, respektive charakterizovat i pomoci NMR. Jako piiklad jsou na Obrazku 12
uvedena 'HNMR spektra 3-benzyl-4-methylbenzo[e][1,4]diazepin-2,5-dionu méiena
pii riznych teplotdch, na kterych je mozné vidét, Ze energeticka bariéra mezi dvéma

atropoizomery daného derivétu je piekrodena az pii teploté nad 50 °C.76

. 6 N,Me
S2a%8
N
® H o [
'f\
H1 H6 H8 ﬂ | jl\ : jﬂu
353K /\ JL __)/\.}\Uhl j 1

11.0 10.0 78 16 14 72 ppm

Obrazek 12. Vliv teploty na energetickou barieru mezi M a P konformery u 1,4-
benzodiazepin-2,5-dionu.’®
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2 PYRROLOBENZODIAZEPINY

Pyrrolobenzodiazepiny (PBD) jsou vyznamné heterocyklické slouceniny, jez ve své
molekule obsahuji benzodiazepinovy kruh s pfikondenzovanym pyrrolidinovym kruhem.
Radime je také mezi mikrobialni sekundarni metabolity se zajimavou biologickou aktivitou
proti nadorovym buiikam, coZ je motivaci pro vytvoreni novych derivati.”’ Velkou rodinu
PBD lze rozd¢lit na dvé skupiny, a to na monomerni a na dimerni PBD (Obrazek 13).
Monomerni PBD byly plivodné objeveny v kulturach Streptomyces, pozdéji vsak byly
izolovany i z druhu Micrococcus.”® PBD jsou sekvenéné selektivni vazebna ¢&inidla
pro DNA.”?#% Jejich interakce s DNA je zplsobena tvarem tfirozmémé struktury,
ktery takika dokonale zapada do drazky dsDNA. A nejen to. PBD jsou schopny diky
své elektrofilni iminové &asti v poloze 10 tvofit vazbu s guaninovou bazi' V disledku
jejich schopnosti specificky rozpoznévat a také se pevné vazat na konkrétni sekvenci DNA,
funguji jako silné inhibitory syntézy nukleovych kyselin.®>#* Naopak dimery se pfirozené
nevyskytuji a jsou oproti monomernim PBD navrZeny tak, aby pokryly daleko vétsi délku
DNA, ¢imZ maji zvysenou sekvenéni selektivitu a tvoii piiéné vazby DNA.# Kromé toho,
nekteré derivaty dimerit PBD projevily vyraznou aktivitu proti MRSA bakteriim,
coz vzbudilo zajem v oblasti antimikrobialnich latek.®® Nejnovéjsi studie naznacuji, ze PBD
by mohly putsobit jako neurologické modulatory. Mohly by tedy umozinovat lécbu

neurogenerativnich onemocnéni jako je tieba Alzheimerova choroba.

10 10 10"
9 .
R'-=-A | B 11a (R X 11a 11a) .
R R1 1
7 P4 5 c - ~ > R
6 N\)Z \/N 7 "OMe MeO"” 7 N\/
(0] 3 (0] (0]
PBD monomer PBD dimer
X = methylen, heteroatom, cyklus

Obrazek 13. Monomer a dimer PBD.
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2.1 Strukturni izomery PBD

PBD ma tfi strukturni izomery a to tedy pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepiny I,
pyrrolo[1,2-a][1,4]benzodiazepiny Il ~a  pyrrolo[1,2-d][1,4]benzodiazepiny  III

(Obrazek 14).%
N §
SONe .
N _C NH N
| 1] 1]

Obrazek 14. Struktura izomerit monomernich pyrrolobenzodiazepint.

2.1.1 Pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepiny

Do skupiny téchto izomeru patii pfirozené se vyskytujici PBD v podobé¢ anthramycinovych
antibiotik, kdy nejzndméj$im z nich je pravé anthramycin,®’ ktery byl izolovany v roce
1965 z bakterie Streptomyces refuineus.®® Doposud bylo z bakterii rodd Micrococcus
a Streptomyces izolovano celkem 18 pfirodnich latek na bazi PBD, z nichz 16 vykazuje
mirnou antimikrobialni aktivitu. Mezi nejznaméjsi ztéto ftady patii tomaymycin,
sibiromycin ¢i neothramycin A i B (Obrazek 15). Zbyl¢ dva nevykazuji biologickou

aktivitu viitbec Zadnou. ¥

OH
N h b\/\
P~ CONH, MeO ~Me Me O/Cgr x"Me
o o) Me—7o 0
MeHN
anthramycin tomaymycin HO

sibanomycin

OH
HO. N= H HO N= H
MeO% MeO%
Oho’ H ° ' on
neothramycin A neothramycin B

Obrazek 15. Vybrané piirodni latky izolované z bakterii rodu Streptomyces.

Jako neslibnéjsi PBD se jevil pravé prvné objeveny anthramycin, ktery vykazoval uc¢innost
proti rakoviné gastrointestinalniho traktu a prsu, lymfomim ¢i sarkomim. I pfes nizkou
hematologickou toxicitu je jeho klinické vyuZiti omezeno kvili kardiotoxicite,

ktera je hlavni prekazkou pfi davkovani 1éku.®® Latky na bazi PBD byly izolovany i z jinych
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druhii mikroorganismi jako tfeba limazepin E ziskany z Micrococcus sp. kmenu ICBB

8177 ¢i fuligocandin B ziskany z Fuligo candida (Obrazek 16).°!

limazepin E fuligocandin B

Obrazek 16. Struktura limazepinu E a fuligocandinu B.

Mezi dalsi zastupce PBD vyskytujici se v ptirodé fadime 1 toxicky tilivallin (Obrazek 17),
ktery je produkovan lidskou mikrobidlni bakterii Klebsiella oxycata. Tilivallin byl Siroce

zkouman kvli jeho roli v patogenezi kolitidy.”?

OH NH

T

(0]

Obrazek 17. Tilivalin.

Nizk4 biologicka aktivita pfirodnich PBD vyvolala mezi odborniky velkou touhu
syntetizovat jejich derivaty s vyssi biologickou aktivitou. Mezi nejzajimavéjsi z téchto
slouc¢enin rozhodné patii SG2042 a SG2738 (Obrazek 18), které byly vyvinuty pro testovani
in vivo proti Siroké Skale lidskych nadorii, kdy na konci linie nebylo pozorovano Zadné

poskozeni DNA. 394
MeO N H
MerC%/N

SG2042 SG2738

OMe

Obrazek 18. Struktura uméle pfipravenych PBD SG2042 a SG2738.

Prilomovy okamzik v této skupin€ latek byl objev dimertt PBD (Obrazek 19), které byly

navrzeny tak, aby vytvately pfi¢né vazby v DNA pomoci kovalentnich vazeb s guaninovymi
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bazemi na obou koncich molekuly. Vrcholem vyzkumu byla syntéza PBD dimeru znamého

jako SJIG-136, ktery je v sou¢asné dobé v druhé fazi klinickych zkousek.”

H N= O ~0 N=
ﬁN OMe MeO : Wﬁ
(0] (0]
SJG-136

Obrazek 19. Struktura dimeru PBD SJG-136.

2.1.2 Pyrrolo[1,2-a][1,4]benzodiazepiny

[zomert tohoto druhu je oproti pfedchozim zndmo daleko méné. To vSak neznamena,

ze by vykazovaly o biologickou aktivitu. Ba naopak. Bylo u nich prokézano, ze nékteré

-----

u jejich derivati popsany také protinadorové vlastnosti u¢inkujici proti riznym typiim

leukemickych buné&énych linii®®, nebo aktivita ovlivitujici centralni nervovy systém.!'%

N Me
\

Obrazek 20. Derivat pyrrolo[1,2-a][1,4]benzodiazepinu vykazujici fungicidni t¢inek.”

Jeden z této skupiny byl jiz dokonce uveden na trh jako neurologicky 1€k pod ndzvem
Flumazenil (Obrazek 21).""! Ten je vyuzivan jako antagonista receptoru pouZivany

pii predavkovani benzodiazepiny ¢&i jinymi nebenzodiazepinovymi hypnotiky.'%?

>
N / O/\
Me
F N,
o Me

Obrazek 21. Struktura flumazenilu.
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2.1.3 Pyrrolo[1,2-d][1,4]benzodiazepiny

Pro uplnost je zde doplnéna i tato skupina latek, kterych je, oproti pfedchozim
uvedenym, nejméné pocetnd mnozina. Z této kategogie stoji za zminku pouze jedna
sloucenina (Obrazek 22), kterd je nenukleosidovym inhibitorem reverzni transkriptazy

HIV-1. Jeji ICq0 je 0,29 pg/ml.!%

N COOBnN
[

Obrazek 22. Derivat pyrrolo[ 1,2-d][ 1,4]benzodiazepinu inhibujici HIV-1 transkriptazu.

2.2 Mechanismus piisobeni

Jak jiz bylo vySe naznafeno, PBD jsou slouceniny, které jsou schopny vytvofit
kovalentni vazbu mezi atomem uhliku C-11 iminového uskupeni diazepinového kruhu
s aminoskupinou guaninu nachézejici se v malém zlabku DNA (Obrazek 23). Molekuly
PBD maji pravotocivou helikalni chiralitu zpisobenou stereogennim centrem v poloze 11,
diky které dokonale zapada do vedlejsi drazky DNA.!% Afinita k DNA se zvysuje také diky
tvorbé vodikovych mistki, elektrostatickych & van der Waalsovych interakei.'%® Dale také

bylo zjisténo, Ze cely mechanismus preferuje sekvence purin-guanin-purin.'%6-108

s < A/‘%{;
o)

(0] guanin PBD
|

0=P-0r

\
o

Obrazek 23. Interakce monomerniho PBD s guaninem.

Bliz§im vyzkumem chovani anthramycinu a tomaymycinu bylo zji$t€no, Ze jejich
preferujici potfadi bazi je nasledujici 5'-Pu-G-Pu > Pu-G-Py > Py-G-Pu > Py-G-Py-3".
Toto potadi souvisi s malym zkroucenim Sroubovice v mistech, kde jsou sekvence tvorené

dvéma purinovymi bazemi.’® Biochemické experimenty prokézaly, ze PBD mohou
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inhibovat vazbu transkripéniho faktoru a také, ze mohou selektivné blokovat transkripci
v kodujicich oblastech genii.'?”1% Molekuly PBD pii pfipojeni na molekulu DNA vykazuji
protinadorové vlastnosti a po vytvoreni kovalentni vazby mezi guaninem a PBD dochazi
k apoptoze nadorové builkky. Tu Ize podpofit pouzitim dimeru molekuly PBD,
ktery ma schopnost udrzet sekundarni strukturu DNA (Obrazek 24). Adukt PBD-DNA

by tak mohl byt pro nadorové buiiky naroénym na opravu na rozdil od bunék zdravych.!''”

~A—T—C—X

0
\CHZM MeO
CHp__
CH,
SG2000 ™0 N
(8JG-136) e

X—C—T—A— A G—X

Obrazek 24. Znazornéni mezifet€zcového zesitovani dimeru PBD SG2000 a SG2057
s DNA, kdy X je purinova nebo pyrimidinova baze.'!!

2.3 Syntéza pyrrolobenzodiazepinovych slou¢enin

Dle ptechozich odstavcii lze usoudit, Ze zajem o syntézu sloucenin na bazi PBD
je zcela nepochybné vyvolan diky jejich zajimavym Uc¢inkiim na zivé organismy. B&zny
piistup k formovani péticlenného kruhu vyuziva derivati L-prolinu. Této aminokyseliny
bylo vyuZito pii syntéze DC-81, coz je znamé protinadorové antibiotikum produkované
Streptomycety.!'? Pro zisk této latky mliZzeme postupovat hned né&kolika strategiemi.
Prvni z nich vychézi z kyseliny 2-nitrobenzoové, které je chloridem cinatym pfevedena
na jeji amino derivat. Vznikly amin poté reagoval s trifosgenem v THF pod zpétnym

chladi¢em za vzniku anhydridu kyseliny isatové. Ta byla nésledné spojena s L-prolinem
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pti teploté¢ 120 °C v DMF, ¢imz vznikl dilaktam. Amid byl poté ochrdnén MOMCI
(methyl-oxymethylchlorid) a nésledné odchranén se soucasnou redukci oxo skupiny
borohydridem lithnym. Poslednim krokem byla jiz samotnd redukce benzylové skupiny

palladiovym katalyzatorem na uhliku na jiZ finalni produkt DC-81(Schéma 11).'"?

PthCOj@NOZ SnCly2H,0 PhHZCO:@("‘HZ trifosgen  PNM2CO Y _ Lproin__
kbt ekl Sl —_—

MeOH
MeO COOH MeO coon  F om0

MeO
H O

0
PhH,CO N~H  NaH,MomcI PhH,CO N~ 4 LiBH, PhH,CO N H PAIC HO N H
—_— —_— _——
THF THF klohexadi
MeO: i /77/N MeO: : /77/N MeO: : %TN KA MeO: : %FN
0 o o 0

Schéma 11. Syntéza DC-81 z kyseliny 2-nitrobenzoové.

Druha strategie je dosti odliSna, nebot’ vychézi z azidokarboxylové kyseliny, ktera
je thionylchloridem pfeménéna na jeji chlorid. Ten nasledné¢ reagoval pod zpétnym
chladicem s methylesterem L-prolinu s triethylaminem, 4-demithylamminopyridinem
(DMAP) v THF. Redukce ziskané latky diisobutylaluminiumhydridem (DIBAL) poskytla
aldehyd. Ten byl michén s trifenylfosfinem v toluenu za laboratorni teploty za zisku DC-81.

(Schéma 12).'

COOMe
HN COOMe

MeO COOH SOCl, MeO COOCI DIBAL, CHZCIZ
_—
reflux Et;N-DMAP, THF, reflux 78 °C
BnO N3 BnO

N3

(0]
]dl\o _ PPhyTo Meow H,/katalyzator Meow
lab. teplot “ “
ab. teplota BnO = H HO n= H

Schéma 12. Syntéza DC-81 z derivatu kyseliny azidokarboxylové.

Pro ptipravu PBD milze byt vyuzivdna i kyselina L-glutamova. V syntéze,
jez je prezentovana v citované literatufe,!'> byl pyrrolovy kruh vytvofen az v poslednim
kroku, ktery poskytoval vysledny PBD s vytézkem nepiekracujicim 10 % (Schéma 13).
Po prozkoumani literarnich zdrojii bylo zjisténo, Ze pouze u velmi malo znamych metod
je pyrrolovy kruh PBD slou€enin syntetizovdn z postrannich alifatickych fetézct.

VétSina strategii vyuziva prekurzory, ktery tento heterocyklus jiz obsahuji.
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HO N= HO N= 4
w',” L
MeO NH \—COOMe MeO N
(¢} (¢}
DC-81

Schéma 13. Syntéza DC-81 z kyseliny L-glutamové.

Nova studie!!® uvadi syntézu tif novych skupin pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-
ontl ziskanych tfistupnovym procesem, ktery zahrnuje Ugiho reakci, syntézu pyrrolového
jadra a redukci snaslednou cyklizaci na odpovidajici derivaty PBD (Schéma 14).
Dle pouzitého aminu, 1ze Ugiho syntézou ziskat rlizné stupné nenasyceni pyrrolového kruhu.
To mlzZe vyrazné ovlivnit jejich biologickou aktivitu, konkrétné afinitu vytvorenych PBD
k DNA. Tato syntetickd metoda sebou nese pozitiva v podobé pouziti levnych a komeréné

dostupnych vychozich materiala.
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Schéma 14. Syntéza tfi novych rodin pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ond.

Kratkym, ale efektivnim syntetickym postupem byly ziskdny enantiomerné cisté

laktamy PBD. Postup umoziiuje v jediném syntetickém kroku zavést nenasycenost
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mezi uhliky v poloze 2 a 3 a dale také vytvorfit stereogenni centrum se zamySlenou
konfiguraci. Sublima¢nim procesem, zahrnujici mimo jiné i vlastni disproporcionaci,

byl ziskan 2,3-dihydropyrrolovy derivat (Schéma 15).'7

1. EtzN/CH,Cl,
2. NaBH,/THF/H,0

0 3. P,Os/Be H o
@f‘\m . MeOOC/,(O_/(o 4.FeSO4/NH3/EtOH N H
Y
NO, HN Et N A e
o}

Schéma 15. Syntéza enantiomern¢ ¢istého PDB.

Syntetickych cest k ziskani riznych derivati PBD existuje mnoho. Dle mého
pruzkumu napfi¢ mnoha literarnimi reSerSemi vSak neexistuje, nebo neni publikovéana cesta,
kdy by byly ziskany pyrrolobenzodiazepintriony, které jsou touZzenym cilem mé diplomové
prace. Byly nalezeny pouze patenty latek, dosti podobnych tém mym cilenym, hovofici

o derivatech PBD jako o uZite¢nych protirakovinnych latkach (Obrazek 25). '8

0]

N
— 0
N
OH

Obrazek 25. Struktura patentovaného derivatu PBD.

2.3.1 Stabilita pyrrolobenzodiazepiniu

Derivaty monomernich PBD se mohou vyskytovat ve tfech rtiznych forméch
(Obrazek 26). Tyto formy se odviji od jejich podminek skladovéni. Tento jev byl poprvé
pozorovan u anthramycinu, ktery byl izolovdn z fermenta¢niho bujénu ve formé
karbinolaminu, néasledné krystalizovan z methanolu ve formé karbinolaminmethyletheru
a poté preveden na iminovou formu za mirného zahfevu s acetonitrilem.’® Prvni forma
se nachazi ve vodném roztoku, kdy je stabilizovana substituenty pfitahujici elektrony
k uhliku v poloze 8.!'!12° Druh4a forma, tedy forma karbinolaminetheru, je tvorena
v protickém rozpoustédle, typicky v alkoholu, kdy se jedna o nejstabilngjsi formu PBD.
Bézné je tedy tato forma uchovéavéana v methanolu pii teploté -20 °C.'?!"'22 Tieti formou jsou

krystalické iminové formy a karbinolamin-methyletherové formy. Ty lze ziskat z acetonu
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¢i smési methanolu a vody pfi teploté varu.'?®> Rovnovaha mezi vy$e zminénymi formami

neni ovlivnéna pouze vybérem rozpoustédla, ale také podminkami analyzy.!?#125

N
(0]
CHCl, min MeOH
H,O CHCI;
H OH H OMe
N N
H MeOH H
AN _— S
R | _— 2 R | _— 2
NR o N R
(0] (0]
karbinolamin karbinolaminmethylether

Obrazek 26. Stabilni formy PBD.

Stejné jako je uvedeno v kapitole 1 u BZD, tak i1 pyrrolobenzodiazepiny maji
sva mista, ktera vyrazné ovliviuji jejich aktivitu. A mezi takova vyznamnd mista patii
nahrazeni iminového uskupeni tvofici uhlikem v poloze 11 a dusikem
v poloze 10 za aminové, kdy dochazi ke zvySeni schopnosti vazat DNA.'?® Dalsim
dalezitym mistem je atom uhliku v poloze 11a, kde se nachéazi stereogenni centrum.
S vyuzitim NMR a difrakéni rentgenové analyzy bylo dokdzano, Ze vSechny piirozené
vyskytujici PBD maji konfiguraci S. Vlivem tohoto chirdlniho mista m& molekula tvar
pravotocivé Sroubovice, diky ¢emuz piesné zapada do vedlejsi ryhy DNA. Molekuly
s konfiguraci R nejsou isohelikélni s vedlejsi ryhou DNA a stfetavaji se tak se sténou jejiho
71abku.8%!127 Také substituenty navdzané na benzenové &asti (kruh A) vyznamné ovliviiuji
ochotu vytvafeni vazby s DNA a cytotoxicitu. Pfitomnost elektrondonornich subtituentii
v polohach 7 a 8 miiZze posilit interakci s DNA prostfednictvim elektrofility a zlepSeni
alkyla¢niho potencialu iminové skupiny mezi C-11 a N-10.'%8 Polohy 7 a 8 jsou také mista,
ptes které jsou v PBD dimerech jejich odpovidajici monomery propojeny alifatickym

linkerem.'?°

Studie molekularniho dokovani také uvadéji fakt, Ze substituenty
v poloze 8 se mohou umistovat podél malé drazky DNA a stabilizovat tak adukt
DNA-PBD.!3° Ovlivitovat aktivitu vii¢i DNA muiZe také nasyceni pyrrolového kruhu (kruh
C). Obecné totiz plati, ze monomerni PBD, které maji tuto ¢ast nenasycenou, jako je tomu
napiiklad u anthramycinu nebo u tomaymycinu, maji k DNA vys§i vazebnou afinitu

neZ monomery majici tento kruh plné nasyceny (neotramycin A nebo chicamycin).'*!
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Oxidace iminu na laktam nebo
redukce na sekundarni amin zvySuje
alkylaéni schopnost

Hydroxylova skupina v poloze C9
vyvolava kardiotoxicitu

C11a(S)-steregenni misto je kritické pro vazbu na
Elektron donorni substituenty na C7/C8 DNA
zyv8uji elektrofilitu na iminu
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zvysuje aktivitu

C3 nebo C6 substituce snizuje aktivitu Kompletni nenasyceni C-kruhu umoziiuje alkylaci

Délka linkeru s lichym &islem poskytuje
vétsi cytotoxicitu nez s Cislem sudym
n= 3 5 n =24
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C2-exo a C1-C2/C2-C3 endo C2-exo a C1-C2/C2-C3 endo nenasyceni
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zvySuje aktivitu

Dimery PBD vazané na C7/C7'maji nizkou isohelicitu
s malou drazkou DNA, coz vede k nizké ucinnosti C2-exo
a C1-C2/C2-C3 endo nenasyceni zvysSuje aktivitu

Obrazek 27. Vztah mezi strukturou a aktivitou monomernich i dimernich PBD.!3?

2.4 Nedavné pokroky v pouziti PBD

V souvislosti s PBD je dnes velmi zkoumana technologie konjugatt protilatka-1ék (ADC),
ktera umozinuje vyuzit vysoce toxické slouceniny jako potencialni 1éky na rakovinu. ADC
nejsou vSak limitovany pouze pro 1écbu onkologickych onemocnéni. V poslednich letech
byly zjiStény 1 protizdnétlivé ¢i antibiotické vlastnosti podilejici se aktivné na potlaceni
nemoci jako je sklerdza ¢i artritida a v soucasnosti patii mezi nejslibngjsi lékové skupiny.!'3?
ADC jsou slozeny tedy ze tii ¢asti a to protilatky, linkeru a cytotoxického €inidla. Protilatka
je zpravidla monoklondlni, zodpovidajici za rozpoznani cilového antigenu exprimovaného
v nadorovych burikdch.!** Po navazani protilatky na antigenni receptor je cela slozka ACD
transportovana dovnitf bunék pomoci endocytozy, kde se Stépi linker tvofici mistek
mezi protilatkou a cytotoxickym ¢inidlem.'**> Po uvolnéni cytotoxického ¢inidla v cilovych
buiikach jsou naruseny bun&né procesy vedouci ke smrti buiiky (Obrazek 28).!3
Oproti konvenéni chemoterapii nabizi ADC nékolik vyhod. Predevsim jde o selektivni cileni
na rakovinné bunky, ¢imZz se snizuje pocet poskozenych zdravych bunék tkani

a minimalizuji se tim 1 vedlejsi ucinky. Diky této konstrukci je mozné aplikovat vyssi
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koncentrace cytotoxického 1éciva, coz by potencidlné mohlo zvysit jeho G¢innost. Protilatka

miiZe navic vyvolat imunitni odpovéd a tim jesté dale zvysit protinadorovou aktivitu. 3713
Pyrrolobenzodiazepiny zde funguji prave jako cytotoxické ¢inidlo, nebot’ prokazuji v ADC

uskupeni cytotoxické schopnosti.'*?

Mechanismus uc¢inku ADC

N

Nadorovy antigen

Endocytéza
monoklonalni protilatka komplexu ADC-,
\ antigen
‘cytotoxucke Einidlo porudeni
* % DNA
Lysozomalni [:>
linker degradace \ ‘ ‘ Apoptoza

Uvolnéni

cytotoxickych latek

do cytosolu

Struktura ADC Myelomova burika Bunééna smrt

Obriazek 28. Mechanismus ADC.'#!

Pyrrolobenzodiazepinové dimery jsou pouzivany v ADC také jako cytotoxicka

¢inidla s vyznamnou ucinnosti proti rakoviné slinivky!'*>'** prsu'®®, prostaty

145,146
¢i proti leukémii'*”!*®. Nyni je mnoho ADC na bazi PBD v procesu klinického hodnocent,
prozatim jedinym schvalenym americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA)
byl Loncastuximab tesirin (Obrazek 29)." Ten je a¢inny proti B-lymfomu, vykazujici
dle tti klinickych studii celkovou miru odpovédi v rozmezi 24,1 % az 56,7 %.'*° Obsahuje
humanizovanou mAb zacilenou na CD19, pfi¢emz jeji §tépitelny linker tvori valin-alanin-
valin.!3%!3! Pfi aplikaci tohoto 1é¢iva se mezi vedlej$imi Gi¢inky vyskytuje anémie ¢i inava.
Nezadouci uc¢inky jsou pozorovany vzdy pii pouziti PBD jako cytotoxického ¢inidla v ADC.
Objevuji se zejména gastrointestindlni poruchy ¢i kozni onemocnéni nebo respiracni

problémy.!?
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monoklonalni protilatka

Obrazek 29. Loncastuximab tesirin.

Dimery pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepinli jsou kli¢ovymi alkyldtory DNA
pro ADC, pouzivajici se jiz v klinickych studiich.!>3~15° Molekularni struktura dimeru PBD
ovlivituje rozpoznani DNA sekvenci diky stereogennimu centru na uhliku v poloze 11,
ktery se diky tomu pfizpisobuje vedlejsi drazce DNA.!3¢1€0 PBD tvofi kovalentni adukt

s guaninem v mensim zlabku dvouvldknové DNA, ¢imz je vytvofeno mezi i vnitrofetézcove

rrrrrr
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II. PRAKTICKA CAST
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Jiz nékolik let se nas Ustav chemie, konkrétné vyzkumna skupina v &ele s docentem
Kafkou a doktorem Kimmelem, zabyva studiem a reaktivitou derivati chinolindiond,
benzodiazepindiond i pyrrolobenzodiazepindiond. Pfipravy a nasledné bazicky indukované
presmyky chinolindionti nesoucich v poloze 3 aminoskupinu substituovanou nasycenym,
3-hydroxypropylovym, nebo nenasycenym, prop-2-ynovym, fetézcem z nichz
je vposlednim kroku formovano pyrrolové jadro, jsou jiz dobfe prozkoumany
a optimalizovany. Velmi struéné je mozné povédét, ze doposud byly pfipraveny
pyrrolobenzodiazepindiony s (ne)nasycenym pyrrolovym kruhem prostym funkénich
skupin. Z tohoto diivodu byla prace smétovana k PBD slou¢eninam obsahujicim oxoskupinu
na pyrrolového kruhu. Na otazku ,,Pro¢ pravé oxoskupina?‘ je pomérné jednoducha
odpovéd’. Karbonylové slouCeniny je obecné¢ mozné transformovat na dosti rozmanitou
mnoZzinu ruznych derivati, mezi které je moZzné zahrnout halogenderivaty, alkoholy,
geminalni dioly, ketaly, kyanhydriny, iminy, enaminy, hydrazony, oximy, produkty
aldolovych kondenzaci a dalSich substitucnich reakci v aktivovanych mistech samotného

uhlikatého fetézce (a polohy vici C=0).

Za timto cilem, jak uz napovida samotny nazev diplomové prace, bylo prozkoumat
moznosti piemén 3-((3-ethoxy-3-oxopropyl)amino)chinolin-2,4-dionii
nebo 3-(3-chlorpropanamido)chinolin-2,4-dionti na noveé benzodiazepindiony
a jejich naslednou konverzi na pyrrolobenzodiazepintriony. Jelikoz prace plynule navazuje
na mou bakaléfskou praci, bude pro lepsi uvedeni do problematiky prvni kapitola vénovana

prave ji.

3.1 Shrnuti dosavadni prace na této problematice

Jak uz bylo popsano vmé bakalafské praci,'®!

cilovymi slouceninami
byly 3-aminochinolin-2,4-diony =~ nesouci  pfes  atom  dusiku  aminoskupiny
3-chlorpropanoylovy fetézec. Prace nejprve =zapocala dobfe znamou syntézou
3-aminochinolin-2,4-dionti (Schéma 16), ktera zahrnuje kroky termické kondenzace
derivath anilinu 1 s diethylestery kyseliny malonové 2 za vzniku 4-hydroxychinolin-2-ont
3, které byly nasledné u¢inkem sulfurylchloridu chlorovany. Poslednim krokem v ptipravé
zakladnich  aminoslouenin 5 byla nukleofilni substituce chlorderivatu 4,

kterd byla vyvoland amoniakem generovanym in situ. Piiprava té€chto sloucenin

byla jiz optimalizovana'®* pred nékolika desitkami let, a proto zde byla popsana jen stru¢né.
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Jelikoz latky uvedené ve Schéma 16 je mozné v nasi skupiné povazovat za esencidlni,
muzeme je v laboratornich zasobach nalézt Cas od Casu ve velkém mnozstvi rtzné
substituovanych latek, ze kterych jsem mnohdy i ja, a to jak pfi realizaci bakalaiské, tak

i diplomové prace, Cerpala.

EtO

O ﬁ @ﬁi @fic. - @fi
NH EtO

1R

Schéma 16. Syntéza 3-aminochinolin-2,4-diont 5.

Posledni pokusy, jez sméfovaly k finalnim produktim, se soustiedily na nukleofilni
substituci primarni aminoskupiny latky 5 acylchloridem. Konkrétné byl k roztokiim
3-aminoderivati v suchém tetrahydrofuranu (THF) pod inertni atmosférou piikapan
triethylamin a po nékolika minutdch i1 roztok 3-chlorpropanoylchloridu taktéz v THF.
Tetrahydrofuran byl vybran cilen€, nebot’ pii reakci vznika Et;N-HCI, ktery je v tomto
rozpoustédle nerozpustny a jde z reakéni smési odstranit pouhou filtraci. Timto zpisobem
byly piipraveny 3 derivaty (Schéma 17). Nebyly vSak ziskdny pouze ptivodné zamyslené
derivaty 6A, ale také produkty jejich dehydrohalogenac¢nich reakci 6B. Primarni produkty
vznikaly ve velmi p€knych vytézcich pohybujicich se okolo 61-87 %.
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Schéma 17. Nukelofilni substituce 3-aminochinolin-2,4-dionu s acylhalogenidem.

Nutno zde podotknout, Ze byla vyvinuta i nemald snaha o vytvoteni derivatu chinolin-
2,4-dionu s fetézcem methyl-propanoatu. Ta vSak vtu dobu nevedla k ocekdvanému
vysledku. Diivodem byla nejen malé vytéZnost pii syntéze samotného methylesteru kyseliny
3-chlorpropanové, ale také vznik komplikovanych smési pii  jeho reakci
s 3-aminochinolindionem. Z téchto pfiin byly tyto reakce provadéné v dobach davno

minulych opustény. JelikoZ nam tento netispéch stale navozoval neklidné spani, byla témto
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reakcim vénovana znacna pozornost v nynéj$im navazujicim magisterském studiu. A o tom,

jak to vSechno dopadlo se dozvime v nasledujici kapitole.

3.2 Diskuze o problematice této prace

Jak jii bylo naznaceno V}’/ée, mé Vynaloiené usili v obdobi poslednich dvou let
jsou sepsany do podoby bakalarské prace. K touzenému cili, tj. z jednodussich sloucenin
postupné vystavit pyrrolobenzodiazepintriony s rizné¢ lokalizovanou oxoskupinou
pyrrolového kruhu, byly navrzeny dvé syntetické cesty (Schéma 18), které se vzajemné lisi
charakterem vazebného mista oxopropylového fetézce piipojeného k aminoskupiné
vychoziho chinolin-2,4-dionu 5, od cehoZ se poté odviji nasledujici kroky. Pro lepsi
ptehlednost je tato kapitola ¢lenéna na dal$i dva mensi celky a to na 3.2.1 Synteticka cesta
A a na 3.2.2 Synteticka cesta B, kde budou jednotlivé stupné a jejich na prvni pohled
neviditelné uskali podrobnéji diskutovany.

Synteticka cesta A
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Synteticka cesta B R =H, Me, Ph

Schéma 18. Navrzena synteticka strategie.

3.2.1 Synteticka cesta A

Tato etapa, kterd predpokladala ptipravu, izolaci a strukturni charakterizaci dvou
meziprodukti  (6A a  7A), byla  odstartovana  nukleofilni  substituci
3-aminochinolin-2,4-dionl 5 s 3-chlorpropanoylchloridem v prostiedi triethylaminu v THF
pfi laboratorni teploté. Jelikoz tyto reakce, které jsou ve Schématu 19 vyznaceny modrym

rameckem, byly jiz v rdmci bakalatské prace dobie optimalizovany, byly pro naSe nynéjsi
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ucely provedeny ve Ctyfndsobné vétsim mnozstvi. 1 kdyz je mozné se cCasto setkat
se skuteCnosti, ze vysledek reakci provedenych v mensim métitku neodpovida
experimentim realizovanych za identickych podminek s vyssi navazkou reaktantti, v nasem

ptipadé byly vytézky produktii prakticky shodné, coz svéd¢i o vyborné reprodukovatelnosti.

Synteticka cesta A
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Schéma 19. Prvni reak¢ni krok po syntetické cesté A.

Nasledné bylo dle navrzené¢ho planu piistoupeno k pokusu o expanzi Sesti¢clenného
pyridinového kruhu na sedmiclenny diazepinovy. Protoze téchto izomeriza¢nich reakei N3-
substituovanych 3-aminochinolindionii bylo jiz v minulosti v nasi laboratoii uspé$né
provedeno nescetné mnozstvi, bylo pro konverzi sloucenin 6A na 7A zvoleny osvédcené
podminky. To znamend, Zze byl roztok (3-chlorpropanamido)chinolin-2,4-dionu
6A s dvojnasobkem stechiometrického mnozstvi TMG v ethanolu jeden den michan

pii laboratorni teploté.

Jiz samotné monitorovani sloZeni reakéni smési, ke kterému byla vyuZzivdna
chromatografie na tenké vrstvé silikagelu (TLC), bylo pro nés znepokojujici. Na TLC byl
sice pozorovan vznik pouze jednoho produktu, coz byva prakticky vzdy radostnd zprava,
ovSem tento produkt mél mensi retencni faktor nez samotnd vychozi latka. Na zaklade
nabytych zkuSenosti s pfipravou téchto latek je tato skutecnost dosti nestandartni, protoze
vSechny derivaty BZD, které kdy byly v minulosti ndmi pfipraveny, mély retencni faktor
vy$$i neZz samotny 3-aminochinolindion. Po zpracovani reakéni smési a NMR analyze
bylo pomérné zahy zjisténo, Ze k expanzi heterocyklického kruhu nedoslo. O¢ekavané BDZ
slou¢eniny by totiz mély mit v 'H NMR spektrech v blizkosti 5 ppm charakteristicky singlet
naleZici protonu vazanému k atomu uhliku C-3 a v *C NMR spektrech by mély byt viditelné

ti1 signaly v oblasti 160—175 ppm pochdzejicich od atomi uhlikl tfi amidovych skupin,
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ovsem pifi pohledu na NMR spektra uvedena na Spektrul, je zcela zfejmé,
ze se s uvedenymi predpoklady neslucuji. Pii detailnim rozboru 2D NMR spekter
bylo zjisténo, ze u derivatu 6A dochdzi vlivem TMG pouze k dehydrohalogenaci

postranniho fetézce (Schéma 20).
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Spektrum 1. '"H NMR spektrum (nahote) a '>*C NMR spektrum (dole) slouceniny 6B.

Jelikoz z reakce nebylo izolovano ani stopové mnozstvi pozadovaného BDZ 7A,
bylo usouzeno, Ze TMG je nejspiSe pfilis slaba baze na to, aby utrhla proton z atomu dusiku
amidové skupiny v poloze 3 a tudiz nemiiZe dojit k nésledné adici tohoto dusikového aniontu
na atom uhliku sousedni oxoskupiny a ndslednému formovéani diazepinového kruhu

(Schéma 20).
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Schéma 20. Pokus o expanzi heterocyklického kruhu.

Pro ovéfeni, zdali amidova skupina poutana k chinolindionu v poloze 3, jeZ byla vici
TMG rezistentni, je ochotna podstupovat zamyslenou reakci, bylo provedeno nékolik
experimentll s mnohem razantnéj$i bazi. Aby byly potlaceny nezddouci eliminacni reakce
probihajici na 3-chlorpropylovém fetézci, byl pozorovan tc¢inek dvou ekvivalentl hydridu
sodného na 3-akrylamidové derivaty chinolindionu 6B. Jelikoz ani po 3 dnech michani
reak¢ni smési pod inertni atmosférou argonu v suchém DMF nebyl pozorovan zadny progres
reakce, byla dale tato smés zahtivana na olejové lazni s teplotou temperovanou na 65-70 °C.
Za téchto podminek jiz po nékolika desitkdch minut byla sice vychozi latka spotiebovana,
ovSem vznikla natolik komplikovand smeés, Ze se zni nepodafilo ani opakovanou
chromatografii na sloupci silikagelu vyizolovat zadné chemické individuum. Pro velkou
touhu zjistit, jestli pfi dané reakci vznikal ocekavany produkt, byla nejCistsi frakce
z chromatografie podrobena jak NMR, tak i GC-MS analyze, ze kterych vyplynulo,
ze se jedna pravdépodobné o smes dvou latek, které nebylo mozné blize specifikovat. Tento

vysledek byl pro oba derivaty totozny (Schéma 21).
NH NaH, DMF N R | R
R' lab.tep./ 65-70 °C XW Me | Ph

N0 N

Schéma 21. Pokusy o intramolekularni reakci pomoci hydridu sodného.

Pasivita téchto sloucenin si vyzadala zménu strategie piivodné navrzené syntézy.

Zakladni inovativni myslenkou bylo nejprve pfipravit samotny, v poloze 4 nesubstituovany
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BDZ a na n¢j teprve poté navazat 3-chlorpropanoylovy fetézec. Pro tuto reorganizaci
prvotniho planu, zdména potadi prvnich dvou krokt, byly tfi 3-aminochinolin-2,4-diony 5
po pétihodinovém kontaktu s TMG ve vroucim ethanolu izomerizovany na odpovidajici
BZD. Ponévadz se tyto latky pomérné¢ dobie vylucuji z alkoholovych nebo
ethyl-acetatovych roztokt, byly z ochlazenych reakénich smési izolovany ve skvélé kvalité
a s dobrym vytézkem pouhou spontanni krystalizaci. Tento stupeini Ize tedy obecné oznacit

za jednoduchy a efektivni.

o o) 14 \ R | vytezek [%]
Cﬁiﬁ:z TMG, EtOH @8\ NH o A | Me 79
reflux /( B Ph 54
21 ° R'.:‘ o cC | H 65
5 14A-C

Schéma 22. [zomerizaéni reakce 3-aminochinolin-2,4-dionu 5.

U prvniho pfipraveného BZD 14A bylo po zméfeni jeho 'HNMR zjisténo,
ze se ve spektru nachéazi dvé sady signalt v ptiblizném poméru 1:1. Jelikoz byl izolovany
produkt dle TLC vyvijenych ve vice riznych mobilnich fazi Cisty, byl tento fakt zarazejici.
Proto byl vzorek analyzovan plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (GC-MS).
Vysledny chromatogram obsahoval pouze jeden pik sretenénim c¢asem 25,145 min

(Obrazek 30), ktery dle hmotnostniho spektra charakterizoval BZD 14A.

25,145 min

15 20 25 30 35 40
Retencni Cas [min]

Obrazek 30. Chromatogram slouceniny 14A ziskany z GC-MS.
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Nebylo nic ponechano nédhod¢ a tentyz vzorek byl analyzovan i na hmotnostnim
spektrometru s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS). Ve spektru, jez bylo ziskano z méfeni
v pozitivnim skenovacim moddu, byly pozorovany pouze dva ionty (Spektrum 2)

a to molekulovy ion s hodnotou 266 m/z a jeho sodny adukt s hodnotou 288 m/z.

289.0
[M+Na'T

[M+HT
267.0

|

R B R B N R LR R L B R A B R
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 m/z

Spektrum 2. ESI-MS spektrum slou¢eniny 14A méfené v pozitivnim skenovacim maédu.

Vysledky obou analytickych metod, které potvrdily, ze produkt ziskany z vySe
uvedené reakce obsahuje pouze jednu Cistou latku, kterou je bezpochyby ocekavany BZD
14A, nas dovedly k myslence, 7e dvé sady signalt viditelné v 'H NMR spektrech
analyzovanych pti 30 °C (303,15 K) nélezi dvéma konforma¢nim staviim téze molekuly.
Abychom si tuto hypotézu ovérili, zkusili jsme zmétit vzorek pri 90 °C (363,15 K).
Spektrum ziskané z méfeni vzorku pii vyssi teploté ukazalo, ze doslo ke sjednoceni signali
tzv. koalescenci, kterou lze nejlépe pozorovat u izolovanych signali. V tomto piipadé
se dé koalescence krasné¢ demonstrovat na dvou dubletech vyskytujicich se okolo 9 ppm,
které vystihuji proton amidové skupiny v poloze 4, a dvou dubletd s chemickym posunem
blizkym 5 ppm, jez charakterizuji proton v poloze 3 (Spektrum 3, nahote). Ve spodnim

spektru je mozné vidét, Ze jsou tyto signdly jiz sjednocené.
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Spektrum 3. Rozdil v '"H NMR spektrech BZD 14A méfenych pii 303,15 K a 363,15 K.

Po syntéze druhého analogu 14B, ktery se liSil pouze substituci v poloze 1, panovalo
napéti, zdali se bude i1 tento derivat chovat v magnetickém poli stejné. Proto byla
thned po izolaci z reakéni smési méfena jeho NMR spektra. Opét byl pozorovan stejny
fenomén. Ve spektrech naméienych pii 30 °C (303,15 K) se vyskytovaly zdvojené signaly
protonti vazanych do poloh 3 a 4, které se po zahtati vzorku na 90 °C (363,15 K) sjednotily
(Spektrum 5).
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Spektrum 4. Rozdil v 'H NMR spektrech BZD 14B méfenych pii 303,15 K a 363,15 K.

Vzorek byl rovné€z analyzovéan na ESI-MS. Spektrum bylo opét méteno v pozitivnim
skenovacim modu a byly sledovany 3 ionty, molekulovy ion s hodnotou 329 m/z, jeho sodny

adukt s hodnotou 351 m/z a také dimer s hodnotou 657 m/z (Spektrum 4).

329.1
[M+HT

[e]
@ [M+Na']
3511

[2:M+HT
657.1

1. A A
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Spektrum 5. ESI-MS spektrum slou¢eniny 14B méfené v pozitivni modu.
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Jako treti a posledni byl syntetizovan BZD 14C, ktery byl na obou atomech dusiku
diazepinového kruhu bez substituce. Bylo zajimavé, ze v NMR spektru tohoto derivatu
analyzovaného pifi 30 °C (303,15 K) byla pozorovana pouze jedna sada signalt

(Spektrum 6), a tudiz spektra pti vysSich teplotach nebylo smyslné méftit.

V inkriminovanych mistech, ve kterych se v predchozich spektrech vyskytovaly
zdvojené signaly, je mozné pozorovat pouze jeden dublet s chemickym posunem 5,00 ppm
nalezici atomu vodiku v poloze 3, ktery je typickym pro benzodiazepinové slouCeniny,
ajeden dublet pii 8,89 ppm patiici atomu vodiku amidové skupiny v poloze 4.
V tomto piipadé, kdy byl mefen v poloze 1 nesubstituovany BZD, spektrum obsahuje jesté
navic jeden singlet pti 10,57 ppm, ktery charakterizuje proton piipojeny k atomu dusiku
pravé v této poloze. Déle je také mozné si v Casti spektra, ve které se vyskytuji signaly
alifatickych protont, povSimnout, Ze jsou zde pfitomny dalsi 4 signaly, které¢ dle jejich malé
intenzity zcela bezpochyby nenaleZi protoniim, jeZ jsou soucasti molekuly BZD 14A.
Dle tvaru multipleti a jejich chemickych posunii se jedna o signdly pochazejici z vody

pritomné DMSO-d6 a zbytkovému ethanolu, ze kterého byla latka krystalizovéna.
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Spektrum 6. '"H NMR spektrum BZD 14C méfeného pti 303,15 K.

U sloucenin, jez mély v 'H NMR spektrech naméfenych pii 30 °C (303,15 K) dvé
sady signalt vystihujici ob&é konformace, to je u BDZ nesoucich v poloze 1 methylovou
(derivat 14A) anebo fenylovou skupinu (derivat 14B), byly z divodu hledani teploty,
pii které dochézi ke koalescenci, métena spektra jejich roztokli vytemperovanych na rtizné
teploty. Pro tyto experimenty bylo u kazdé latky zméteno celkem sedmnéct 'H NMR spekter
v teplotnim rozsahu od 20 °C (293,15 K) do 100 °C (373,15 K).
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U derivatu majici v poloze 1 methylovou skupinu dochazelo nejprve ke koalescenci
(pti 60 °C = 333,15 K) signalii charakterizujicich atom vodiku v poloze 3 (Spektrum 7)
a teprve poté (pti 75 °C = 348,15 K) u signali pochazejicich z protonu amidové skupiny
v poloze 4 (Spektrum 8).

e 373,15K
s ) e 36815K
e —— N L . ___ 36315K
358,15 K
2P S 353,15 K
— = __34815K
g hmae.. 343,15K
N — —— ST TR e ————  338,15K
BT 333,15 K
o N T  3815K
T —— 323,15 K
T T— 318,15 K
o T I — 313,15K
B T Y 308,15 K
N gl . N 303,15 K
o f\f\\ s ';f.\f‘-‘llz.___ - 298,15 K
NS 293,15 K
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Spektrum 7. Teplotni zavislost signalu protonu vazaného ve slouc¢eniné 14A k poloze 3.
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Spektrum 8. Teplotni zavislost signalu protonu vadzaného ve slouc¢eniné 14A k poloze 4.
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Jelikoz ma atom vodiku v poloze 3 u obou konformerti 14B v magnetickém poli
velmi podobné vlastnosti, nejsou jejich dublety separované. Diky tomu, Ze se oba signaly
vzéajemné piekryvaly, bylo témétf nemozné jednoznacné urcit teplotu, pii které koalescence
nastala (Spektrum 9). Odhadem vsak lze fici, Ze k ni doslo v intervalu 45-50 °C (318,15—
323,15 K). Oproti tomu byly signaly protonu v poloze 4 velmi dobfe izolované a teplotu
koalescence bylo mozné spolehlive zjistit (Spektrum 10). Sjednoceni signali téchto dubleti

nastalo stejné jako u pfedchoziho derivatu, to je pfi 75 °C (348,15 K).

373,15 K
368,15 K
363,15 K
358,15 K
JVA 353,15 K
AN 348,15 K
_ 343,15 K
i 338,15 K
333,15 K
AN 328,15 K
y/a\u 323,15 K
D7\ 318,15 K
313,15 K
o - 308,15 K

] 303,15 K
. 298,15 K
293,15K

&x = 0,03355 ppm
5.7 5.6 35 54 D 52 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7

Spektrum 9. Teplotni zavislost signalu protonu vazaného ve slouc¢enin¢ 14B k poloze 3.
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Spektrum 10. Teplotni zavislost signalu protonu vazaného ve sloucenin¢ 14B k poloze 4.

Ve Spektrech 7-10 je pozorovana pomala chemicka vymeéna, coz je rovnovazny d¢;j,
ktery lze pozorovat pti naméteni nékolika vodikovych spekter v naSem ptipadé pifi zmené
teploty jednotlivého méfeni a zaroven zde dochazi ke zméné chemického okoli sledovaného
jadra. Ve spektrech je nejprve pozorovano jejich rozsifeni, ke kterému dochazi pii vyssich
teplotach, ¢imz se zvysSuje i rychlost vymény. Nasledné je pozorovano sjednoceni signal
v jeden, coz je nazyvano jako koalescence a teplota pii které k tomu jevu dochazi,

se oznacuje jako teplota koalescence (T.). Pfi dalSim zvySovani teploty se vysledny signal

pouze zuzuje.'®?

Aktivacni energie pfechodu mezi dvéma konformery oznauje energii potiebnou
k pfekonani energetické bariéry mezi jednim a druhym stavem molekuly. Cim nizsi
je aktivaéni energie, tim rychlej$i je samotny proces premény. Pokud ma systém nizsi
aktivacni energii znamena to, Ze systém ma dostatek energie k piekonéani energetické bariéry
a preklapi se konformeru druhého. Naopak vy38i aktivacni energie indikuje stabilitu
systému, kdy konverze probiha z pravidla pomaleji nebo je dokonce zastavena a je potieba
vice energie k vytvofeni poZadovaného konformeru. Dle Rovnice 1 byla vypocitana
aktivacni energie pfechodu mezi jednotlivymi formami a jejich vysledky jsou uvedeny

v Tabulce 1.
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Vypocet aktivacni energie prechodu Rovnice 1:

_ T,
AG* =1,914-1°7°.T, . [9,972 + log (ﬁ)

kde:
AG” .... aktiva¢ni energie prechodu [kJ-mol™']
T .... teplota koalescence [K]

A9 .... rozdil chemického posunu [Hz]

Tabulka 1. Hodnoty koalescence.

Substituent Ad [Hz] Teplota Aktivaéni
v poloze 1 koalescence [K] energie pirechodu
[kJ-mol]
AHc AHgq4 AHc AHgq AHc AHq
Me (14A) 60,47 151,1 338,15 348,15 68,31 68,86
Ph (14B) 13,42 146,7 318,15 348,15 69,10 68,95

Vyse popsané derivaty BZD maji aktivacni energii pfechodu pohybujici se okolo
69 kJ-mol™', coZ je ve srovnani s jednoduchym cykloheptanovym kruhem s energii pfechodu
z zidlickové do vani¢kové konformace 35,8 kJ-mol!, znaéné vysoka hodnota. Jedna se tedy

o relativné stabilni konformery.'®*

[ =

zidlickova konformace vanic¢kova konformace

Obrazek 31. Zidlickova a vani¢kova konformace cykloheptanu.

Dalsi kroky v konformacni analyze derivatu BZD vedly ke Karplusové rovnici
(Rovnice 2). Ta pojedndva o velikosti vicinalni interakéni konstanty (*J(HH)),
ktera je zavisla primarné¢ na dihedrdlnim Uhlu (¢) mezi interagujicimi atomy vodiku.

)165

Zavislost popisuje Karplusova kiivka (Obrazek 32)'*>, kde spodni kiivka vychazi

z teoretickych znalosti, kdezto tmavé Seda ¢ast oznacuje jeji vyuziti v praxi.
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J (Hz)

0° 90° 180°

Obrazek 32. Karplusova ktivka vyjadiujici vztah mezi dihedralnim thlem a vicinalni
interakci.

Nejvétsich hodnot nabyva vicinalni interakce pii 0° a pii 180°, kdy si mizeme
na Obrazku 32 v§imnout, Ze pti 180° je znaéné vyssi neZ pti 0°. Pfi dihedralnim thlu okolo
90° se hodnoty blizi nule. Modelovym ptikladem muze slouzit molekula cyklohexanu.
Jsou-li v cyklohexanu na sousednich atomech uhliku atomy vodiku v axialni poloze, sviraji
mezi sebou dihedralni uhel 180°, pozorujeme velkou vicindlni interakci s hodnotou
10 az 13 Hz. Pokud je vSak mezi nimi thel 60° ¢i -60°, coz znamena, ze alesponi jeden
z atomu vodiku je v poloze ekvatorialni, je vicinalni interakce mala a jeji hodnota spada
do intervalu 2—4 Hz. U benzenu obvykla vicinalni interakce mezi vodiky v poloze ortho

nabyva hodnot od 7 do 8 Hz. Pokud je vSak v cyklu obsazen heteroatom, dochazi

k ovlivnéni interakce a ke sniZeni jeji hodnoty (Obrazek 33).'6

H
H N _H
%\H @[ S >5—6Hz
H H H 7 H
H‘_j

10-13 Hz 2-4 Hz 7-8 Hz 7-9 Hz

Obrazek 33. Srovnani vicinalni interakce u modelovych ptikladu.

Dulezité je zde zminit, ze pokud se atomy vodiku nachazeji v konfiguraci cis, tedy
maji mezi sebou dihedralni thel 0°, jejich interakéni konstanta je mensi neZ u atomi vodiku
v konfiguraci trans, které sviraji uhel 180°. Na zaklad€ téchto informaci a teoretického
vypoétu interakéni konstanty jsme se pokusili z 'H NMR spekter piifadit jednotlivé signaly

konkrétnimu konformeru.'®?
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Obecna Karplusova rovnice pro vypocet interakéni konstanty (Rovnice 2):
2J(HH) = A - cos?(¢) + B - cos(¢p) + C

kde:

A, B, C .... empirické konstanty

¢ .... dihedralni uhel

Pficemz plati vztah: *Jigo > *Jo — J (trans) > J (cis)

Dihedralni tihel obou analyzovanych derivati byl zjistén i pomoci pocitacové
modelace molekuly, kterd poskytla vysledky, jez byly v souladu s experimentalnimi daty
ziskanymi z NMR spektroskopie. Z téchto pocitacovych simulaci bylo zjiSténo, Ze by se m¢l
derivat, obsahujici v poloze 1 methylovou skupinu 14A, vyskytovat ve dvou konformerech
(Obrazek 34), jejichz uskupeni H-C3-N4-H ma dv¢ konfigurace. Prvni konformer (A),
svym tvarem pifipominajici misku ¢i pismeno U, mé4 vodiky skupiny C3-H a N4-H

v cis konfiguraci se svirajicim tthlem o hodnoté 7,4°. Druhy z konformerti (B) ma spise

planarnéjsi tvar molekuly a vodiky skupin C3—H a N4—H jsou k sobé v trans konfiguraci

s dihedralnim uhlem -138,8°.

B

Obrazek 34. Pocitacové modely konformert derivatu 14A.

Derivat 14B majici v poloze 1 skupinu fenylovou taktéz existuje ve dvou
konfiguracich. Jejich tvary jsou totozné jako u pifedchoziho derivatu 14A, jen uhly

jsou malinko jiné. Prvni z nich 14B-A v konfiguraci cis ma dihedrélni tthel o hodnoté¢ -8,1°
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adruhy z nich 14B-B v konfiguraci trans mad hodnotu dihedralniho thlu 139,9°
(Obrazek 35).

Obrazek 35. Pocitacové modely konformeri BDZ 14B.

Empirické konstanty figurujici v Rovnici 2 jsou konstantami teoretickymi a je nutné
si je dohledat v odborné literatute. Pro vypocet interakéni konstanty mezi uskupenim H-C3—

166,167

N4—H dostala rovnice po odvozeni Barfieldem a Gearhartem nasledujici podobu:

Vypocet interakéni konstanty H-C3—N4—H pro amidy v cis konfiguraci (Rovnice 3):

Tabulka 2. Srovnani teoretickych (Rov. 3 a 4) a experimentalnich interak¢nich konstant.
Substituent v poloze 1 ¢ [°] 37 3J experimentalni [Hz]
teoreticka
[Hz]

JHCNH) Jd) Jd) Jc) Jc)

Me (cis) 14A 7,4 7,43
6,84 4,83 7,63 5,65
Me (trans) 14A 1388 9,64
Ph (cis) 14B -8,1 7,40

7,68 591 827 6,7
Ph (trans) 14B 139,9 9,91
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Dle vyse uvedenych teoretickych a vypocétenych hodnot interakénich konstant
v Tabulce 2 a zaroven pii platném vztahu 3Jiso > *Jo — J (trans) > J (cis), 1ze konstatovat,
ze signaly nachazejici se zpravidla vlevo s oznafenim d a ¢, jsou signaly konformeru,
ktery ma tyto dva atomy vodiku v konfiguraci trans. Signaly oznaceny jako d” a ¢” pochazeji
ze slouceniny, jez ma tyto dva atomy vodiku v poloze cis. Hodnota J(c) je zde oznacena
svétle Sedou barvou, protoze pii bliz§im nahlédnuti do Spektra 9 je mozné se presvédcit,
ze hodnotu interakéni konstanty signalu ¢” 1ze jednoduse odecist, naopak hodnotu interakcni
konstanty signalu ¢ se da pouze odhadnout a nelze ji povazovat za zcela korektni. Nicméné
1 takto ziskana data naznacuji, Ze se jedna o signal slouCeniny majici opét vySe zminéné

atomy vodiku v poloze 3 a 4 v konfiguraci trans.

Pomoci pocitatovych simulaci a experimentd byly ziskany pro oba derivaty BZD
14A i 14B pribchy jejich molekulové dynamiky v Case, coZz mizeme vidét vzdy vlevo
na Obrazku 36 i Obrazku 37. Cemnd linie je zdznamem zmény dihedralniho uhlu
mezi atomem vodiku v poloze 3 a 4 (H-C3-N4-H). Cervena kiivka naopak poukazuje
na vzdalenost benzenového kruhu BZD a fenylového substituentu. Molekulovd dynamika
byla métfena celkové 5ns, ovSem pro lepSi zndzornéni je mozné na Obrazku 36
a Obrazku 37 vidét pouze vytez od 1 do 2 ns . Pokud vzroste velikost mezi jadry, zméni
se tim 1 dihedralni uhel a naopak pokud dihedralni thel ma nizsi hodnoty 1 jejich vzdalenost

se snizi. Z téchto grafl je tedy mozné dokonale pozorovat ob¢ formy latky.

Naopak na grafech vpravo (Obrazky36 a 37) je pozorovatelnd distribuce,
ktera na ose y vystihuje dihedralni thel z molekulové dynamiky, ktery je zastoupen
nejcastéji. Osou x je znacena vzdalenost mezi jadry, kdy hodnoty jsou opét brany
z molekulové dynamiky a znaci hodnoty, jeZ jsou zastoupeny nejcastéji. U derivatu 14A
(Obrazek 35) 1ze pozorovat, Ze konformery nejsou zastoupeny v dokonalém poméru 1:1,
coz muiZe byt zpisobeno ¢asem méteni molekulové dynamiky, nebot’ tyto dva konformery

mély témef totozné jejich energetické hladiny, coZ poukazuje na jejich rovnocennost.
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Obrazek 36. Molekulova dynamika slouc¢eniny 14A.

Na Obrazku 37 pattici derivatu 14B, vidime témét dokonale zastoupeny obé formy
tohoto derivatu, které jsou v poméru 1:1. U tohoto derivatu rovnéz odpovida tento
experiment 1 vypocitanym aktivacnim energiim, které jsou u obou forem opét identické.
Celkoveé grafy obou meétfenych derivati ukazuji, Ze jsou stavy zastoupeny rovnomérne,

coz jasn¢ odpovida i NMR experimentu.
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Obrazek 37. Molekulova dynamika derivatu 14B.

Po uspésnych syntézéach sloucenin 14 a ziskani dostatecného mnozstvi téchto latek
byla provedena série syntéz, které si kladly za cil pfipojit 3-chlorpropanoylovy fetézec
k molekule BDZ (Schéma 23). K tomuto Uc¢elu byl pouZivan jak komeréné zakoupeny
chlorid 3-brompropanové kyseliny, tak i jeho 3-chlorovy analog, ktery byl pfipraveny
v laboratofi vafenim kyseliny 3-chlorpropanové s thionylchloridem dle postupu uvedenym

jiz v mé bakalaiské praci.'®!
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Schéma 23. Série provedenych reakci k navazani fetézce na BZD skelet.

Pro tyto pozadované nukleofilni substituce bylo vyzkouSeno velké mnozstvi
experimentl. V podstaté bylo pozorovano chovani dvou derivatt BZD 14A a 14B
s 3-halogenpropanoylchloridem v prostfedich vzniklych z kombinaci dvou rozpoustédel
(THF a DMF) a dvou bazi (EtzN a NaH). JelikoZz ani po pétidennim michani smési
pfi laboratorni teploté nedochéazelo k Zadnym zméndm plivodniho BZD 14, byly reakéni
roztoky, vnichz byl jako rozpoustédlo pouzit DMF, zahtivany na teplotu udrzovanou
okolo 90-95 °C. Za téchto podminek byla sice po 3 h vychozi latka zcela spotfebovana,

ovSem piemenila se na slozitou smés produkt.

Po provedeni tolika neuspéSnych reakcich jsme byli natolik zoufali a vycerpani,
ze bylo jiz celkem snadné se smifit s mySlenou, ze jsme cestu k vysnénym
benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-3,5,11-trionim 8A nenasli. Nicméné stile svétlo
na konci tunelu neuhasinalo. Zatim byly stile ve hie jeSté jejich izomery,

benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-1,5,1-triony 10C.

3.2.2 Synteticka cesta B

Druha syntetické vétev, ktera byla konstruovdna pro ptipravu benzo[e]pyrrolo[1,2-
a][1,4]diazepin-1,5,1-triontt 10C, zahrnuje pét reakcnich stupiitl, jejichz vychozimi latkami
jsou opét 3-aminochinolin-2,4-diony 5. Predpoklad byl takovy, Ze v prvnim kroku bude
k derivatim 5 pfipojen 3-ethoxy-3-oxopropylovy fetézec a poté budou ziskané slouceniny
6C intramolekularni reakci pfevedeny na odpovidajici BZD 7C. Na zavér méla byt,
po hydrolyze esteru a chloraci karboxylové skupiny, sméfovana pozornost na cyklizaci

postranniho fetézce (Schéma 24).
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—~

o o o
EtO. Cl OEt OH cl
[o} Tl/\/ o} H o J o (o} [o}
NH, o NWOE( N N N
Ph — PR 0 —_— PR — Ph  —— PR —
N0 N“ 0 N N N N— Ph °
iy g O ;0 g O g O
6C 7c 8C 9C 10C

R R
5

Schéma 24. Navrzeny plan — synteticka cesta B.

Cesta k latkdm obsahujicim chinolindionovy skelet s navazanym alifatickym
fetézcem pfes aminovou skupinu byla jiz diive publikovana v diplomové praci'®® Zuzany
Macaloveé. K dosazeni jedné z této skupiny latek vyuzivala levné a pohodin€ dostupné
reagenty, kterymi byly 3-aminochinolindiony, primarni alifaticky halogenderivat, uhlicitan
draselny a DMF. K navazani poZzadované¢ho fetézce sice doslo, avSak reakce neposkytovala
prilis vysoké vytézky, proto bylo od této varianty v jeji praci upusténo a dale pokracovala
v opa¢ném gardu, to znamena, Ze substituovala 3-chlorchinolindiony alifatickym primarnim
aminem. Tyto reakce sice vedly k lepSim vysledkiim, nicméné zadani mé DP vyZzadovalo
vyuZzivat jako vychozi latky 3-aminochinolindiony, a proto byly prvni experimenty
v této syntetické strategii zaméfeny vyhradné na moznosti optimalizace jejich reakce

s ethylesterem kyseliny 3-chlorpropanové.

Prace na tomto tématu byly zahajeny sadou reakci, diky kterym mél byt
k 3-aminochinolin-2,4-diontim 5 piipojen 3-ethoxy-3-oxopropylovy fetézec. Jelikoz tyto
reakce meély probihat jako klasicka nukleofilni substituce primarniho halogenderivatu
primarnim aminem, byly zvoleny standardni osvéd¢ené podminky, to znamena,
ze byly ponechany reagovat roztoky 3-aminochinolin-2,4-dionu 5§ v DMF s komer¢nim
ethylesterem kyseliny 3-chlorpropanové v pfitomnosti potaSe (Schéma 26). Jiz samotny
pribéh reakce byl znacné nestandartni, nebot’ se az po jednom dnu objevily v reakénim

roztoku né&jaké produkty. VSechna vychozi latka vSak byla spotfebovana aZ po 3 dnech,
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cozje pro tento typ reakci neobvykle dlouha doba. S nasycenym primarnim

halogenderivatem tyto reakce probihaji v fddech n€kolika hodin.

0 cl o
NH, \/\[o(
Ph

o K,CO3, DMF

! lab.teplota

R'=H, Me, Ph

Schéma 25. Nukleofilni substituce 3-aminochinolindionu esterem halogenkyseliny.

Pti pokusech o optimalizaci reakce je vzdy nutné sledovat zavislost vytézku
pomer reagentil, doba jejich pusobeni a teplota reakéni smési. Prvni proménou byl nezbytny
nadbytek reagentti. Pfi hledani vhodnych pomért reakénich slozek bylo zjiSténo,
ze na 1 ekvivalent vychozi latky 5 je tieba pouzit 2 ekvivalenty nejen uhli¢itanu draselného,
ale 1 esteru. Pfi pouziti mensiho mnozstvi téchto latek nedochazelo k tplné pieméné vychozi
latky, a naopak vétsi prebytek reakei, ve smyslu zkraceni reakéni doby, naristu vedlejSich
latek, nijak neovliviioval. Dalsi dilezitou podminkou kazdé reakce je teplota. Z pokust
provadénych za zvysené teploty se ukdzalo, ze pfi zvySeni teploty reak¢ni smési na 50 °C
byla sice vychozi latka po 2 hodinach spotfebovana, ale za cenu nartstu velkého poctu
produktl tvorici neodd¢litelnou smés. Proto byly reakce dale provadény za laboratorni

teploty. Reak¢ni doba byla sice delsi, ovSem produkty vznikaly pouze dva.

Separace produktii na sloupci silikagelu s mobilni fazi sloZzenou ze smési
CHCIs/EtOAc (7/3; v/v) nebo PE/EtOAc (1/1; v/v) byla ve vSech piipadech uspésna.
Po NMR analyze vSech Sesti produkti (dva produkty zjednoho vychoziho aminu 5)
a po nahlédnuti do jejich "H NMR spekter (Spektrum 11) bylo jasno, Ze ani jeden z nich

neni poZadovany derivat 6C.

Pro jeho nejvice piehledné spektrum byl prvnim zkoumanym vzorkem
jeden z produkti  reakce 3-amino-3-fenylchinolin-2,4-dionu (5). 'V ¢asti  spektra,
kde se vyskytuji signaly protonti alifatickych ¢asti molekuly, se nachdzi urcité nesrovnalosti,
a to konkrétné v celkovém souctu hodnot integralnich ploch signalt vyjadiujici pocet atomil

vodiku pfipojovaného fetézce - z ptivodné desiti ocekavanych atomii vodiku jich bylo
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zastoupeno pouze devét. DalSim zardzejicim zjiSténim byla pfitomnost singletu
s chemickym posunem okolo 5,5 ppm, ktery je taktéz netypickym pro pozadované derivaty.
Diky tomuto signalu vSak zacala panovat ptfedstava, Ze se jednd o derivat BDZ, protoze
pro tyto slouceniny je ostry singlet s chemickym posunem blizkym 5 ppm nalezici atomu
vodiku diazepinového kruhu v poloze 3 charakteristickym rysem. Po srovnani NMR spektra
se spektrem druhého produktu z diskutované reakce (Spektrum 11), pracovné nazvanych

jako latky nizs$i a vyssi frakce, byly pozorovany jen malé zmény v chemickém posunu

singletu pfi 5 ppm a dale drobné zmény v multiplicité hlavné v alifatické casti spektra.
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Spektrum 11. '"H NMR spektrum ziskané niz§i a vys$3i frakce z reakce 3-amino-3-

fenylchinolin-2,4-dionu (5).

Po zbé&zném rozboru uhlikovych NMR spekter '*C (P¥iloha I) a DEPT-135 byly
nalezeny nesporné dikazy, Ze nedrzZime vruce ocekdvany 3-(3-ethoxy-3-
oxopropyl)amino)chinolin-2,4-dion 6C ani predpokladany 4-(3-ethoxy-3-
oxopropyl)benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dion 7C. ObE tyto slouCeniny, by musely mit
ve spektru 3 oxoskupiny i 3 methylenové skupiny, ovSem spektrum bylo o jeden signal

z kazdé jmenované skupiny chudsi. Bylo tedy nutné pfistoupit k 2D NMR analyzam.
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Z '"H-3C HSQC spektra nizsi frakce byla zjisténa jedna dblezitd informace, kterou byla
skuteCnost, ze singlet schemickym posunem okolo 5,5 ppm nevykazuje pfimou,
jednovazebnou korelaci s Zadnym atomem uhliku v molekule, z ¢ehoz vyplyva, ze se velmi

pravdépodobné jedna signal protonu hydroxylové nebo aminové skupiny.
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Spektrum 12. Vyiez z HMBC spektra nizsi frakce.

Dale se pak v 'H-'*C HMBC spektru ukazalo, Ze tento singlet nevykazuje zadnou
vicevazebnou korelaci s atomy uhliku dvou pfitomnych karbonyll, coz vypovidalo o jejich
vetsi vzajemné vzdalenosti (Spektrum 12). Oproti tomu, se v pribchu detailniho lusténi
spekter postupné zacalo zjistovat, Ze tento signdl ma tfi silné korelace se dvéma kvarternimi
atomy uhliku chinolinového skeletu (oznacené d, e) a sjednim z navazané¢ho fetézce
(oznaceny m). Z 1D NMR spekter bylo nezpochybnitelné, Ze analyzovana sloucenina
obsahuje chinolinovy skelet s pfipojenym fetézcem v pozménéné podobé. Z komplexnich
indicii poskytnutych 2D NMR spektry se zrodila myslenka, Ze singlet pii 5,55 ppm pochazi

z hydroxylové skupiny vazané k atomu uhliku heterocyklu v poloze 4, kterd vznikla vlivem
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tandemove, intramolekularni, cykliza¢ni adice postranniho fetézce esteru na puvodné

ptitomnou oxoskupinu v poloze 4 (Schéma 28).
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Nukleofilni substituce Claisenova kondenzace

Schéma 26. Nukleofilni substituce s naslednou Claisenovou kondenzaci.

Jelikoz oba produkty (vyssi a nizsi frakce) izolované z komentované reakce mély
stejnou hodnotu m/z svého molekulového iontu souc¢asné sva NMR spektra zcela analogicka
(pouze drobné rozdily v chemickych posunech jednotlivych signalii), bylo absolutné jasné,
ze se nam podafili separovat dva diastereomery téze latky 15A. K tomu, aby bylo mozné
se pokusit o urCeni konfigurace alesponl nékterého ze tfi chirdlnich uhlikli a ziskané
slou¢eniny jesté blize specifikovat, byla zméiena jejich '"H-'"H ROESY spektra, ktera jsou
obecné vyuzivéana k hledani nevazebnych interakci mezi jadry atomi vodiku, které si jsou

v prostoru blizké.

Na niZe piiloZzeném vyfezu 'H-'H ROESY spektra (Spektrum 13) nizsi frakce 15A

je mozné pozorovat interakce protoni methylové skupiny p s atomy vodiku v poloze f, g a i.
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Malou interakci mlzeme pozorovat i s atomem vodiku h. Napovidd to tedy o tom,

ze ethylesterové uskupeni je s hydroxylovou skupinou v konfiguraci anti.

15A-anti

74 73 72 7.1 7.0 6.9 10.0  30.0 500

Spektrum 13. Vyiez ROESY spektra nizsi frakce.

Oproti tomu na Spektru 14 vidime ROESY spektrum vyssi frakce, kde jsou
pozorovany korelace protonit methylové skupiny p pouze s vodikovymi jadry fai. I zde,
stejné jak ve spektru nizsi frakce, se objevuje mala korelace s vodikem h. Absence korelace

s atomem vodiku g, nas presvédCila, ze tento stereoizomer ma hydroxylovou skupinu

s ethylesterovym uskupenim v konfiguraci syn.
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15A-syn

74 73 7.2 74 7.0 0.1 0.2

Spektrum 14. Vyiez ROESY spektra vyssi frakce.

Kompletni ESI-MS a NMR analyzou (‘H, '*C, DEPT, COSY, HSQC, HMBC,
ROESY), jez byly provedeny i u obou ziskanych N-methylovych derivati 15B,
bylo potvrzeno, ze se taktéz jedna o dva geometrické izomery (Spektrum 15). Obdobné
jako v predeslém ptipad¢€, pifi separaci smési téchto dvou diastereomert sloupcovou
chromatografii, byl prvni z kolony eluovan produkt s konfiguraci anti (nizsi frakce)

a jako druhy produkt s konfiguraci syn (vyssi frakce).
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Spektrum 15 '"H NMR spektra diastereomert pyrrolochinolinonu 15B.

Je zcela nepopiratelné, ze cinit obecné zavéry ze dvou provedenych reakci

je ukvapené, nicméné ze ziskanych izolovanych vytézkl jednotlivych izomert je mozné

zaznamenat jisty trend. VZdy bylo, v ptipadech sloucenin 15A i 15B, produktu s konfiguraci
(Schéma 29).

syn izolovano vétsi mnozstvi, nez produktu s konfiguraci anti

Je predpokladano, ze dilezitou roli pfi vzniku rozdilného mnozstvi danych izomeri hraje

velikost prostoru v okoli reak¢énich center na atomech uhliku m a d. NejspiSe je tomu tak,

ze pii vzniku syn-produktl je atom uhliku m pfi vystavbé pyrrolového kruhu Claisenovou

kondenzaci méné¢ stericky branén nez v ptipad¢€ produkti s konfiguraci trans.
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FIQ lab.teplota R |I2 C Ph - 40

15-anti 15-syn

Schéma 27. Nukleofilni substituce neo¢ekavaného spadu.
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Vyjimkou je vSak derivat 15C, ktery byl v poloze 1 substituovan fenylem. U tohoto
derivatu byly taktéz ziskany dvé frakce. U prvni z nich jsou korelace a strukturni informace

ziskané z 1D i 2D spekter totozné jako u 15A-syn a 15B-syn.

U druhé frakce bylo zarazejici jiz protonové spektrum, nebot’ je v aromatické ¢asti
reprezentovano daleko vétsi mnozstvi atomd vodiku, jak bylo ocekavano. V idedlnim
pripadé by se v této oblasti m¢lo nachazet 14 protont, zde se jich vSak nachazi témér
dvojnasobek a to 25. Alifatickd ¢ast spektra je vSak totozna se spektrem prvni latky 15C,

proto je vylouceno, ze se by se mohlo jednat o smés dvou latek (Spektrum 16).

1.14
1.12
111

N
N\

benzen

0.63=
0.98-T
0.97=

T T T T
13.5 12,5 11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 5.0

Spektrum 16 'H NMR spektra derivatu 15C-syn a nizsi frakce neznamého slozeni.

Bylo taktéZz zméfeno '*C NMR spektrum, které ukdzalo, Ze tato litka obsahuje
ketonickou oxoskupinu, nebot’ se ve spektru nachézi signal uhliku s chemickym posunem
okolo 190 ppm a taktéz dalsi dva atomy uhliku (6 = 171,37 ppm a 171,64 ppm), jeZ mohou
byt soucasti esterovych nebo amidovych oxoskupin. Z ostatnich ptipadd jiz vime,
ze oxoskupina v poloze 4 chinolin-2,4-dionu a 3-ethoxy-3-oxopropylovy fetézec spolu
reaguji. O tom, Ze se jednd o produkt Claisenovy kondenzace nasvédCoval i singlet

s chemickym posunem 5,83 ppm, ktery byl pro hydroxylovou skupinu v poloze 4 typicky.
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Na zakladé poméru integralnich ploch signald protonti aromatickych a signalG protoni
alifatickych ¢asti molekuly panovala domnénka, Ze tento produkt vznikl reakci primérniho

3-aminochinolin-2,4-dionu 5 s pfechodn¢ vznikajicim esterem 6C (Schéma 28).

l‘:h
N__O
/_\ /\ o
WO\/ ©\)ENH2 H
o
N N“~0 NH,
Ph Ph Ph

4

Schéma 28. Navrh vzniku struktury dle NMR.

Misto toho, aby vysledky z méfeni vzorku na ESI-MS navrh mozného produktu
utvrdily, vnesly do problematiky pouze otaznik. Bylo zjisténo, Ze molekulovy ion

ma 856 m/z, coz by pfesné odpovidalo dimeru létky 6C. Bylo-li by tomu tak,

Mrwe

) |
Ph Ph y W "
h

P
856 m/z

Schéma 29. Navrh vzniku struktury dle ESI-MS.
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4 CHARAKTERIZACE PRISTROJOVEHO VYBAVENI A
INSTRUMENTALNICH METOD

Rozpoustédla a ¢inidla pouzité pro ptipravu produktii byla zakoupena z komer¢nich

zdrojii Merck, VWR, Fisher Scientific a Siot Trade.

Prabéh vsech reakei a Cistota naslednych produktd byla sledovana pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC) na silikagelu nanesenémna hlinikovém plechu (Alugram® SIL G/UV
254; 220-240 mesh; Macherey-Nagel) s fluorescenénim indikdtorem pro UV 245 nm.
Pro kapalinovou sloupcovou chramtografii byl pouzivan Fluka Silica gel 60, 220—-240 mesh

s velikosti porti 60 A a velikosti ¢astic 35-75 pum.

Teploty tani byly stanoveny na Koflerové bloku (Helmut Hund GmbH, Wetzlar)
a nebyly korigovany. Infracervena spektra byla métena spektrometrem FT-IR Alpha (Bruker

optic, GmbH Ettlingen, Germany) metodou KBr tablet.

NMR spektra byla métena pomoci spektrometru JEOL ECZ 400 pfii frekvenci 400 MHz
("H) a 101 MHz ('3C). Mé&feni byla provadéna pfi teploté 300 K, pokud nebylo pfistoupeno
k analyzam vyzadujici vy$si teplotu. '"H NMR spektra byla kalibrovana na residualni CHCl;
o chemickém posunu 7,26 ppm ¢ DMSO-ds s chemickym posunem 2,50 ppm. *C NMR
spektra byla kalibrovana na signal '*C CDCl; schemickym posunem 77,16 ppm
nebo 3C signal DMSO-ds o chemickém posunu 39,52 ppm. Méfeni 2D ROESY NMR
spekter bylo provadéno za nasledujicich parametri: spinlock strenght 3 Hz; mixing time
500 ms; pocet skenti 1; teplota 303,15 K; offset 4,66 ppm/69 dB. Chemické posuny jsou
uvadény v jednotkdch ppm. Interakéni konstanty J jsou uvadény v jednotkach Hz.
Multiplicita signalt je znacena zkratkami s (singlet), d (dublet), dd (dublet dubletu),
ddd(dublet dubletu dublett), t (triplet), m (multiplet).

ESI-MS experimenty byly provadény na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti
amaZon X (Bruker Daltonics) za pouziti elektrospreje jako iontového zdroje. Méteni byla
provadéna v pozitivnim skenovacim modu. Do iontového zdroje byly vzorky piivadény
v podobé roztoku kovovou kapilarou pfi konstantnim priitoku 3 ul-min~"'. Ostatni parametry
byly nasledujici: koncentrace 0,5 mg-ml™', rozpoustédlo MeOH/H-O (1/1, v/v), napéti
na kapilafe -4,2 kV, napéti na konci kapilary 140 V, teplota suSiciho plynu 220 °C, pritok
susiciho plynu 6 dm*-min ™!, tlak rozpraSovaciho plynu 55,16 kPa. Jako susici a rozpragovaci

plyn byl pouzit dusik. Tandemova hmotnostni spektra byla, po izolaci vybraného iontu,
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meéfena za pomoci kolizn€ indukované disociace (CID), pficemz jako kolizni plyn bylo

pouzito helium.

Chromatogramy byly ziskany z plynového chromatografu spojeného s kvadrupdlovym
hmotnostnim detektorem (GS-MS) Shimadzu GSMS-QP2010 s kolonou Supelco (30 m x
0,32 mm x 0,25 um). Pro vS§echny provedené analyzy byl zvolen teplotni program: 50 °C/
7 min; 25 °C/min a teplotou nastiiku 250 °C. Nosnym plynem bylo helium, iontovy zdroj
200 °C, 70 eV. Analyzy byly provadény za linedrni konstantni rychlosti 5000 m/z-s™.
Ve vypisu signald z hmotnostnich spekter jsou uvadény hodnoty iontl s relativnim
zastoupenim nejmén¢ 10 % s vyjimkou molekulovych iontt. V zavorkach za hodnotou m/z

jsou uvedeny hodnoty intenzit jednotlivych fragmentda.

Modely latek xy, yy byly vytvofeny pomoci semiempirické kvantové mechaniky
(xTB-GFN2). Nejstabilnéjsi konformery byly vyhledany pomoci metody "minima-hopping"
v implicitnim prostfedi DMSO. Pro vSechny geometrie byly vypocitany vibracni frekvence
a zadné imaginarni frekvence nebyly pozorovany. Po zapocitdni termostatické korekce
a entropie byly ureny volné energie vSech konformera. Cis a trans konformery latek xx a yy
byly na srovnatelné energetické hladiné€ pro R 1 S stereoizomery. Molekulovd metadynamika
latek xx a yy byla provedena na trovni semiempirické kvantové mechaniky (xTB-GFN2)
s pouzitim RMSD jako kolektivni proménné pro vSechny atomy. Simulace probihala
po dobu 5 ns v implicitnim prostfedi DMSO za 298 K a jako startovni geometrie byl pouzit

trans konformer. Trajektorie byla vyhodnocena pomoci softwaru Travis.
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5 POPIS SYNTETICKYCH POSTUPU S CHARAKTERIZACI
PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

5.1 Priprava benzodiazepin-2,5-dionu z derivatu chinolindionu 6A

Ke smési vychoziho 3-(3-chlorpropanamido)chinolin-2,4-dionu 6A
(0,5 mmol, 1 ekv.) ve 20 ml ethanolu byl béhem minuty ptikapan
roztok TMG (1 mmol, 2 ekv.) ve 2 ml ethanolu. Vychozi latka
nebyla dokonale rozpusSténa a vytvarela jemnou suspenzi, kterd byla
dale michana pfti laboratorni teploté. Po 26 h byla reakce zpracovana, kdy v reakci byla
pfitomna nezreagovana vychozi latka 6A a produkt 6B. Reakéni smés byla zfiltrovana

za regenerace vychozi latky. Mate¢ny louh byl odpaten za ziskani produktu 6B.

3-(3-Akrylamido)-3-fenyl-1-methylchinolin-2,4(1H,3H)-dion 6B

Bil4 krystalickd latka: vyt&Zek 40 %, t = 237-242 °C (EtOH),
R,= 0,25 (9/1 CHCLy/EtOH).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3220, 2992, 2896, 1673, 1598, '
1524, 1470, 1352, 1239, 987, 774, 701, 649, 522, 442. g

'"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm & 3,53 (s, 3H, —-CH3); 5,69 (dd, 1H, H-n,
J=10,3; 2,0 Hz); 6,08 (dd, 1H, H-n, J = 17,2; 2,0 Hz); 6,51 (dd, 1H, H-m, J = 17,2; 10,3
Hz); 7,20 (t, 1H, H-g, J = 17,5 Hz); 7,32-7,35 (m, 2H, H-p, H-t); 7,37-7,41 (m, 3H, H-q, H-r,
H-s); 7,42 (d, 1H, H-i, J = 8,3 Hz); 7,70-7,74 (m, 1H, H-h); 7,83 (dd, 1H, H-f, J=7,7; 1,5
Hz); 9,52 (s, 1H, -NH-k).

3C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: § 30,12 (~CH3); 71,51 (C-n); 115,85 (C-i);
119,92 (C-e); 123,06 (C-g); 126,94 (C-n); 127,29 (C-p, C-t); 127,73 (C-f); 129,05 (C-q, C-s);
129,33 (C-1), 129,92 (C-m); 133,13 (C-0); 136,36 (C-h); 142,13 (C-j); 164,84 (C-b); 169,13
(C-1); 189,85 (C-d).
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5.2 Priprava benzodiazepin-2,5-dioni z derivati chinolin-2,4(1H,4H)-
dionu 6B

K roztokiim 3-(3-akrylamino)chinolin-2,4-dionu(0,25 mmol,
1 ekv.) v 0,5 ml DMF byl ptisypan NaH (0,25 mmol, 1 ekv.). Vznikl
roztok zluté barvy, ktery byl po dobu 1,5 h michan pti laboratorni
teploté. Po uplynuti doby vSak nedoslo dle TLC k zadné zméné a v roztoku byla stale
pritomna pouze vychozi latka. Proto byl pfidan jesté¢ 1 ekv. NaH. KdyZ ani po 3 dnech
michani nedo$lo k zaddné¢ zméné, bylo pfistoupeno k zahfivani na olejové lazni
vytemperované na teplotu 65-70 °C. Jiz po 30 minutach zahtivani se objevil produkt.
Reakéni smés byla nésledn€ promichdna s 10 ml destilované vody a nasledné vytfepana
3x10ml CHCls. Organické podily byla spojeny, vysuSeny NaSOs, prefiltrovany
za atmosférického tlaku a odpafeny na RVO (teplota vodni lazné 30 °C). Ziskana byla

neidentifikovatelna smeés nékolika latek.

5.3 Syntéza 1H-benzol|e][1,4]diazepin-2,5-dionu 14

K roztoktim 3-aminochinolin-2,4-dionu 5 (2 mmol, 1 ekv.) v 10 ml ethanolu byl
béhem 1 minuty pfikapan roztok TMG (4 mmol, 2 ekv.) ve 3 ml ethanolu, ¢imz doslo
k okamzité vizualni zméné z pavodné bezbarvého roztoku na zluty. Reakcéni smési byly
michany na olejové lazni temperované na teplotu 80—85 °C. Reakce byly monitorovany
pomoci TLC. Po ukonceni 5 hodinového varu a samovolném ochlazeni reakénich smési byly

produkty 14 izolovany spontanni krystalizaci.

3-Fenyl-1-methyl-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dion 14A
0]

Fialova krystalicka latka: vytézek 79 %, t. = 195-197 °C (EtOH), A . . ([j\lH 9_p
Ry=0,21 (7/3 CHCI3/EtOAc). | a

b/ |
kK'N m n

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3156, 3013, 2886, 1644, 1460, HsC
1389, 1093, 870, 755, 690, 537.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz, 363,15 K), ppm: & 3,39 (s, 3H, -CH3); 5,11 (dd, 1H,
H-c, J=3,5 Hz); 7,19 (s, 7H, H-h, H-j, H-m, H-n, H-o, H-p, H-q); 7,44 (s, 1H, H-1); 7,60 (s,
1H, H-g); 8,78 (s, 1H, NH-d).
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13C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz, 363,15 K), ppm: & 35,03 (~CHs); 58,33 (C-c);
121,27 (C-j); 124,51 (C-m, C-q); 127,01 (C-h); 127,48 (C-n, C-p,C-0); 128,35 (C-f); 129,06
(C-g); 131,50 (C-i); 134,38 (C-1); 139,96 (C-k); 167,16 (C-¢), 169,67 (C-b).

GC-MS (R, = 25,145 min.), m/z (%): 50(18), 51(42), 52(11), 63(22), 64(19), 76(16), 77(85),
78(51), 79(20), 90(19), 92(12), 104(100), 105(81), 106(62), 132(21), 133(50), 134(22),
161(60), 266,10(21).

ESI*: [M+H']" = 267 m/z.

1,3-Difenyl-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion 14B o) .
g9
i ."NH =%
Oranzova krystalicka latka: vytdzek 54 %, t, = 219-223 °C " ° .
. a |
(EtOH), Rr= 0,24 (5/3 PE/EtOAc). Y KN ? m n

)
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3348, 3027, 2921, 1645, 1447, t@“”
1374, 1239, 759, 693, 545, 516. u

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz, 363,15 K), ppm: 8 5,27 (d, 1H, H-c, J=7,1 Hz); 6,65
(s, 1H, H-j); 7,26 (d, 7H, H-h, H-i, H-m, H-n, H-o, H-p, H-q, J = 7,4 Hz); 7,37 (dd, 3H, H-t,
H-u, H-v, J = 10,5; 4,3 Hz); 7,47 (t, 2H, H-s, H-w, J = 7,6 Hz); 7,70 (s, 1H, H-g); 8,90 (s,
1H, NH-d).

13C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz, 363,15 K), ppm: 58,53 (C-c); 123,92 (C-j); 124,87
(C-h); 126,98 (C-0); 127,17 (C-m, C-q); 127,58 (C-s, C-w); 128,00 (C-n,C-p); 128,83 (C-t,
C-v, C-u); 128,99 (C-g); 129,24 (C-f); 131,30 (C-i); 133,98 (C-1); 139,58 (C-k); 141,07
(C-1r); 167,10 (C-¢), 168,62 (C-b).

ESI': [M+H"]" = 329 m/z.

3-Fenyl-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion 14C o
9. ¢ NH 9P
Bila krystalick latka: vyt&zek 65 %, t = 246-248 °C (EtOH), " ° w
. a |
R;= 0,26 (9/1 CHCIy/EtOH). RN,

IC spektrum (tableta KBr), cm™': 3137, 3059, 1651, 1440, 1401, 1255, 751, 693, 530.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 5,00 (d, 1H, H-c, J = 7,1 Hz); 7,01 (d, 1H,
H-j,J= 28,1 Hz); 7,08 (t, IH, H-h, J=7,5 Hz); 7,19-7,25 (m, 5H, H-m, H-m, H-o, H-p, H-q);



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78

7,38 (td, 1H, H-i, J = 7,9; 1,0 Hz); 7,66 (dd, 1H, H-g, J =7.8; 1,2 Hz); 8,89 (dd, 1H, NH-d,
J=7,0 Hz); 10,57 (s, 1H, NH-a).

3C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: § 57,99 (C-c); 120,55 (C-j); 123,72 (C-h);
125,96 (C-m, C-q); 126,69 (C-f); 127,64 (C-0); 128,12 (C-n, C-p); 130,30 (C-g); 132,21
(C-1); 134,61(C-1); 136,19 (C-k), 167,77 (C-e); 171,04 (C-b).

5.4 Pokusy o pripojeni 3-halogenpropanoylového fetézce k BZD

Metoda A

K michanym roztoktim vychozich BZD 14 (1 mmol, 1 ekv.)
ve 12,5 ml bezvodého THF byl za laboratorni teploty ptfiddn EtsN (1,5 mmol, 1,5 ekv.)
a po kratkém cCase 1 roztok 3-halogenpropanoylchloridu (1,5 mmol, 1,5 ekv.) ve 2,5 ml THF.
Thned po pridani se v reakénich smésich objevoval bily dym. Reakéni roztoky byly michany
po dobu 5 dnt za laboratorni teploty a monitorovany pomoci TLC. Ani po tak dlouhé dobé
se v reak¢nich roztocich neobjevila zadna znamka vznikajicich produktt. Proto byly reakce

ukonceny za zpétnych ziskli vychozich latek 14.

Metoda B

K michanym roztokiim vychozich BZD 14 (1 mmol, 1 ekv.) ve 12,5 ml bezvodého
THF byl za laboratorni teploty piidan NaH (2 mmol, 2 ekv.) a po kratkém cCase i roztok
3-halogenpropanoylchloridu (2 mmol, 2 ekv.) ve 2,5 ml THF. Reak¢ni smési byly zpocatku
monitorovany kazdych 30 minut pomoci TLC. Kdyz vSak ani po 6 h michani nebyly
v reak¢énich smésich pfitomny zddné produkty, byly smési ponechany michat pfes noc.
Ani po 24 h michani pfi laboratorni teploté se vSak v reak¢nich bankach nenachazel produkt,
a tak byl pfidan dal$i 1 mmol NaH. Reakce byly opét ponechdny michat pti laboratorni
teploté dalSich 24 h. Z reakci ukoncenych po 2 dnech byly izolovany pouze vychozi latky 14.
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Metoda C

K michanym roztoktim vychozich BZD 14 (1 mmol, 1 ekv.) ve 12,5 ml bezvodého
DMEF byl za laboratorni teploty pfidan NaH (1 mmol, 1 ekv.) diky ¢emuz doslo k okamzité
zméné puvodné bezbarvého roztoku na oranzovy. Po kratkém cCase 1 roztok
3-halogenpropanoylchloridu (1 mmol, 1 ekv.) ve 2,5 ml DMF, ¢imz se opét roztok odbarvil.
Reak¢ni roztok byl michan pii laboratorni teploté za inertni atmosféry. Ani po 3 dnech
michani reak¢niho roztoku se dle TLC, kterou byla reakce monitorovana, neobjevoval
produkt. Proto bylo ptfidano jest¢ 0,5 mmol NaH, kdy opét doSlo ke zméné zabarveni

vV

roztoku pfitomna pouze vychozi latka.

Metoda D

K roztokitim vychozich latek 14 (0,5 mmol, 1 ekv.) v 6,5 ml DMF byl pifisypan NaH
(4 mmol, 8 ekv.), kdy doslo k okamZitym zméndm barev ze Zluté na oranzovou. Nésledné
byl za laboratorni teploty ptfidan roztok 3-halogenpropanoylchloridu (I mmol, 2 ekv.),
¢imz se barva zmeénila z oranzové na zlutou. Reakce byly nasledné zahiivany na olejové
lazni temperované na teplotu 90-95 °C. Reakce byly jako vzdy monitorovany pomoci TLC
a ukonceny po 5 hodinach za vzniku smési tvofenych z nékolika produktt. Reakéni roztoky
byly odpateny na RVO s teplotou vodni lazn¢ 30 °C do sucha. K odparkim bylo pfidano
vzdy 10 ml destilované vody a extrahovano 7x10 ml CHCIls. Organické podily byly slity,
vysuseny Na>SOys a piefiltrovany za atmosférického tlaku. Organické podily byly odpafeny
na RVO. Ty byly oddé€leny pomoci kapalinové sloupcové chromatografie za vyuziti mobilni
faze 7/3 CHCI3/EtOAc. Byly ziskany dva produkty, které byly podrobeny NMR analyze,

poukazujici, Ze se jedna o latky tvorici néjakou nerozeznatelnou velmi znecisténou smés.
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Metoda E

K roztokim vychozich latek 14 (0,5 mmol, 1 ekv.) v 6,5 ml DMF byl ptikapan roztok
Et:N (1 mmol, 2 ekv.) v 1 ml DMF. Po kratkém case byl k takto pfipravenym roztokiim
vychozich latek a bézi ptfikapan roztok 3-halogenpropanoylchloridu (1 mmol, 2 ekv.)
za pozorovani barevnych zmén ze zluté na oranzovou. Jelikoz dle TLC ani po 5 h michani

reak¢nich smési nebyly ptfitomny produkty byly bez dal§iho zkoumani zlikvidovény.

Metoda F

K roztoktim vychozich latek 14 (0,5 mmol, 1 ekv.) v 6,5 ml DMF byl ptikapan roztok
EtsN (I mmol, 2 ekv.) vl ml DMF. Po kratkém case bylo pfidano 1 mnoZstvi
3-halogenpropanoylchloridu (1 mmol, 2ekv.) kroztokiim vychozich latek a bazi
za pozorovani barevné zmény. Reakcéni smés byla zahifivana na olejové lazni s teplotou
udrzovanou na 90-95 °C. Po uplynuti 3 hodin se dle TLC reakéni smési skladaly pouze
ze dvou produktli, z nichz ani jeden nebyl plvodni latkou. Po zpracovani reakci jejich
odparenim do sucha byly opétovné provedeny TLC, kdy bylo zjiSténo, Ze se jedna o smési
nc¢kolika produkta, které nelze v zadné z mobilnich fazi oddélit pomoci kapalinové

sloupcové chromatografie.

5.5 Syntéza 9b-hydroxy-4-oxopyrrolo[2,3-c]chinolin-1-karboxylati 15
Metoda A

K 3-fenyl-1-methyl-3-aminochinolin-2,4-dionu 5§ (1 mmol, 1 ekv.) v 5 ml DMF byl
ptisypan K>COs3 (2,6 mmol, 2,6 ekv.). Na zavér byl, béhem 1 minuty pfiddn do reak¢éniho
roztoku ethylester kyseliny 3-chlorpropanové (1,3 mmol, 1,3 ekv.) ve 2 ml DMF. Vznikly
roztok byl michén pfi laboratorni teploté. Po 24 h byl v reakénim roztoku pozorovan produkt
jen vmalé mife, aproto bylo pfistoupeno k zahiivani reakéni smési olejovou lazni
temperovanou na teplotu 95-100 °C. Jiz po 2 h zahfivani doslo k pfeméné veskeré vychozi
latky. Reakéni smés byla odpatfena na RVO s teplotou vodni 1azn€ 30 °C. K odparku bylo
nalito 10 ml destilované vody, ktera byla extrahovana CHCI3 (8 x 10 ml). Organické podily
byly slity, vysuSeny pomoci Na;SO4 a odpareny na RVO opét s teplotou vodni lazné 30 °C.
Po ziskani olejovitého odparku byla provedena analyza surového produktu pomoci TLC,

které poukazovala na smés asi ze 6 neseparovatelnych produkta.
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Metoda B

K roztokiim 3-aminochinolin-2,4-diont1 5 (2 mmol, 1 ekv.) v 10 ml DMF byl ptidan
1 KoCO3 (4 mmol, 2 ekv.), kdy doslo k barevhym zménadm ze svétle zluté na syté zlutou
barvu. Na zavér byl béhem 1 min pfikapan ethylester kyseliny 3-chlorpropaonové (4 mmol,
2 ekv.) ve 2 ml DMF. Ziskané reakcni smési byly michany pfi laboratorni teploté 3 dny
a monitorovany pomoci TLC, to je do doby neptitomnosti vychozi latky. Po ukonceni reakci
byly smési nality do 150 ml ledové destilované vody, ktera byla extrahovana CHCI3 nebo
EtOAc (8 x 20 ml). Organické podily byly odpaieny na RVO do sucha s teplotou vodni 1azn¢
udrzovanou okolo 30—-35 °C. V reakcich byly identifikovany celkové dva produkty,
proto bylo pfistoupeno k chromatografiim na sloupci silikagelu (50g SiO»)
s vyuzitim mobilnich fazi 7/3 CHCIs/EtOAc nebo 1/1 PE/EtOAc v zavislosti na jednotlivych

derivatech.

(1R,3a5,9bR)-Ethyl-9b-hydroxy-4-oxo-3a-fenyl-2,3,3a,4,5,9b-hexahydro-1H-
pyrrolo[2,3-c]chinolin-1-karboxylat 15A-anti p/o\ //?
O m

Nazloutlad krystalicka latka: vytézek 22 %, t¢ = 211-217 °C  HO
(7/3 CHCI3/EtOAc), Ry = 0,40 (7/3 CHCI3/EtOAc).

IC spektrum (tableta KBr), cm™': 3306, 2978, 2902, 2736, 1721, 1662,
1493, 1378, 1193, 1093, 835, 695, 537.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: § 0,79 (t, 3H, H-p, J= 7,1 Hz); 3,18-3,20 (m,
1H, H-1); 3,25-3,32 (m, 2H, H-1, H-m); 3,36-3,40 (m, 1H, H-o0); 3,54-3,59 (m, 2H, H-o,
NH-k); 5,55 (s, 1H, -OH); 6,90 (d, 1H, H-i, /= 7,9 Hz); 6,99-7,03 (m, 1H, H-g); 7,16-7,20
(m, 3H, H-s, H-s1, H-t); 7,21-7,25 (m, 1H, H-h); 7,30-7,32 (m, 2H, H-r, H-r1); 7,48 (dd, 1H,
H-f, J=7,7; 1,0 Hz); 10,52 (s, 1H, NH-a).

13C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 13,34 (C-p); 45,00 (C-1); 59,81 (C-0); 60,21
(C-m); 73,90 (C-c); 83,00 (C-d); 114,75 (C-1); 122,03 (C-g); 125,26 (C-e); 125,63 (C-s,
C-s1); 126,95 (C-t), 127,49 (C-1, C-11); 128,03 (C-f); 128,79 (C-h); 135,73 (C+j); 138,65
(C-q); 170,86 (C-n); 172,11(C-b).

ESI": [M+H']" =353 m/z.
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(185,3aS5,9bR)-Ethyl-9b-hydroxy-4-oxo0-3a-fenyl-2,3,3a,4,5,9b-hexahydro-1H-
pyrrolo[2,3-c]|chinolin-1-karboxylat 15A-syn

Bila krystalicka latka: wvytézek 70%, t = 220-225 °C
(7/3 CHCI3/EtOAc), Ry = 0,46 (7/3 CHCI3/EtOAc).

IC spektrum (tableta KBr), cm™': 3286, 3038, 2853, 1721, 1662, 1494,
1334, 1189, 1038, 1005, 678, 490.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: § 1,07 (t, 3H, H-p, J= 7,1 Hz); 3,11-3,17 (m,
2H, H-1, H-m); 3,42(s, 1H, NH-k); 3,52 (dd, 1H, H-1, J = 9,1; 7,3 Hz); 3,90-3,94 (m, 1H,
H-0); 4,03-4,08 (m, 1H, H-o0); 5,03 (s, 1H, -OH); 7,02 (dd, 2H, H-g, H-1, J = 11,5; 4,4 Hz);
7,15-7,18 (m, 3H, H-s, H-s1, H-t); 7,25-7,29 (m, 1H, H-h); 7,31-7,33 (m, 2H, H-r, H-11);
7,40 (dd, 1H, H-f, J=8§,1; 1,2 Hz); 10,70 (s, 1H, NH-a).

13C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 13,91 (C-p); 42,93 (C-1); 54,26 (C-m); 59,78
(C-0); 73,96 (C-c); 81,03 (C-d); 114,90 (C-i); 122,00 (C-g); 126,81(C-e); 127,03 (C-s, C-s1);
127,27 (C-t), 127,54 (C-r, C-11); 127,67 (C-f); 128,52 (C-h); 134,36 (C-j); 137,27(C- q);
169,41 (C-n); 172,70(C-b).

ESI': [M+H']" = 353 m/z.

(1R,3a5,9bR)-Ethyl-9b-hydroxy-5-methyl-4-oxo0-3a-fenyl-2,3,3a,4,5,9b-hexahydro-1H-
pyrrolo[2,3-c]chinolin-1-karboxylat 15B-anti p/o\ //?
O n/’,‘m

Oranzova krystalicka latka: vytézek 27 %, t. = 138-145°C HO
(1/1 PE/EtOAc), Ry = 0,25 (1/1 PE/EtOAc).

IC spektrum (tableta KBr), cm™': 3434, 3336, 3266, 2923, 2849, 1731, i CH, s
1603, 1468, 1372, 1345, 1184, 1096, 968, 753, 578.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,07 (t, 3H, H-p, J= 7,1 Hz); 3,13-3,18 (m,
2H, H-1, H-m); 3,19 (s, 1H, NH-k) 3,44 (s, 1H, -CH3); 3,53 (dd, 1H, H-1, J =9,0; 7,0 Hz);,
3,91 (dq, 1H, H-0, /= 10,8; 7,1 Hz); 4,07 (dq, 1H, H-0, J=10,9; 7,1 Hz); 5,08 (s, 1H, -OH);
7,09-7,16 (m, 1H, H-g); 7,21-7,24 (m, 2H, H-s, H-s;, H-t); 7,26 (d, 1H, H-i, J = 0,8 Hz);
7,39 (ddd, 1H, H-h, J=8,1; 7,4, 1,6 Hz); 7,46 (dd, 1H, H-f, J=7,7; 1,5 Hz).

3BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: § 13,92 (C-p); 29,98 (-CH3); 42,54 (C-1);
53,80 (C-m); 59,81 (C-0); 74,29 (C-c); 79,84 (C-d); 114,67 (C-1); 122,60 (C-g); 127,24 (C-s,
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C-s1); 127,36 (C-t); 127,50 (C-r, C-11), 127,59 (C-f); 127,92 (C-¢); 128,68 (C-h); 136,49
(C5j); 137,01 (C- q); 169,44 (C-n); 172,25(C-b).

ESI": [M+H']" =367 m/z.

(185,3aS5,9bR)-Ethyl-9b-hydroxy-5-methyl-4-oxo-3a-fenyl-2,3,3a,4,5,9b-hexahydro-1H-
pyrrolo[2,3-c]chinolin-1-karboxylat 15B-syn P
Svétle Zluta krystalicka latka: vytézek 38 %, t. = 147-152 °C
(1/1 PE/EtOAc), Ry = 0,36 (1/1 PE/EtOACc).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3300, 3057, 2958, 2925, 1724,
1658, 1602, 1461, 1339, 1184, 1094, 945, 870, 837, 752, 696, 498.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 0,70 (t, 3H, H-p, J = 7,1 Hz); 3,16 (dd, 1H,
H-l,J = 13,0; 11,0 Hz); 3,28— 3,32 (m, 6H, -CHs, NH-k, H-I, H-m); 3,33-3,37 (m, 1H, H-o);
3,52-3,58 (m, 1H, H-0); 5,72 (s, 1H, -OH); 7,09-7,13 (m, 1H, H-g); 7,09-7,17 (m, 4H, H-s,
H-si, H-t, H-i); 7,20~7,24 (m, 2H, H-r, H-r1); 7,36 (ddd, 1H, H-h, J=8,1; 7,4, 1,6 Hz); 7,56
(dd, 1H, H-f, J=7,7; 1,6 Hz).

3C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 13,28 (C-p); 29,82 (-CH3); 44,27 (C-1);
59,51 (C-m): 59,84 (C-0); 74,06 (C-c); 81,80 (C-d); 114,56 (C-i); 122,77 (C-g); 126,73(C-¢):
126,88 (C-s, C-s1); 127,10 (C-t), 127,46 (C-r, C-r1); 127,74 (C-f); 129,01 (C-h); 137,61 (C-j);
138,01 (C- q); 170,93 (C-n); 171,47(C-b).

ESI*: [M+H']" = 367 m/z.

(185,3aS5,9bR)-Ethyl-9b-hydroxy-4-oxo0-3a,5-difenyl-2,3,3a,4,5,9b-hexahydro-1H-
pyrrolo[2,3-c]chinolin-1-karboxylat 15C-syn

Zluto oranzova krystalicka latka: vytézek 40 %, t = 134-137 °C
(benzen), Ry= 0,32 (7/3 CHCI3/EtOAc).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3291, 3042, 2980, 1736, 1665,
1455, 1332, 1217, 1033, 759, 698, 510.

'"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,12 (t, 3H, H-p, *
J=7.1Hz); 3,20 (t, 1H, H-1, J= 9.8 Hz); 3,51 (ddd, 3H, H-m, H-1, NH-k, J = 35,9; 9.6: 7,6
Hz); 3,59 (dd, 1H, H-1, J=9,0; 7,0 Hz); 3,97 (dq, 1H, H-0, J=10,9; 7,1 Hz); 4,13 (dq, 1H,
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H-o0, J=10,8; 7,1 Hz); 5,22 (s, 1H, -OH); 6,34 (dd, 1H, H-i, J = 8,1; 0,8 Hz); 7,09 (td, 1H,
H-g, J=7,6; 1,0 Hz); 7,17-7,25 (m, 4H, H-v, H-vi, H-w, H-w1); 7,21-7,24 (m, 2H, H-s,
H-s1, H-t); 7,26 (d, 1H, H-i, J = 0,8 Hz); 7,39 (ddd, 1H, H-h, J=8,1; 7,4, 1,6 Hz); 7,46 (dd,
1H, H-f, J=17,7; 1,5 Hz).

3C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 13,98 (C-p); 42,54 (C-1); 54,31 (C-m); 59,91
(C-0); 74,69 (C-c); 80,13 (C-d); 115,79 (C-i); 122,77 (C-g); 127,14 ( C-1, C-11); 127,53 (C-t);
127,67 (C-e); 127,77 (C-s, C-s1);128,06 (C-f) 128,27 (C-v, C-v1); 128,49 (C-w, C-w1);
128,87 (C-x); 129,94 (C-h); 136,84 (C-j) 137,38 (C-u); 137,98 (C-q); 169,49 (C-n);
172,23(C-b).

15C-nizsi frakce neznamého slozeni

Nazloutlad krystalicka latka: vytézek 17 %, tc = 124-130 °C(benzen), Ry = 0,19
(7/3 CHCI3/EtOAc).

IC spektrum (tableta KBr), cm™': 3296, 3047, 2924, 1732, 1674, 1460, 1334, 1194, 1001,
757, 695, 515.

'"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz) a '3C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz) viz.
Priloha L.

ESI*: [M+H']" = 858 m/z.
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ZAVER

Cilem diplomové préace bylo prozkoumat moznosti vyuziti derivatii 3-aminochinolin-
2,4-diontt v syntéze pyrrolobenzodiazepintrioni vedouci pies benzodiazepindionové
intermediaty. K syntéze cilovych derivath PBD byly navrzeny dvé cesty,

které ptredpokladaly, ze vhodnymi vychozimi latkami budou derivaty 3-aminochinolindioni

s 3-chlorpropanoylovym anebo s 3-ethoxy-3-oxopropylovym fetézcem.

Syntéza esencidlnich latek (slouceniny 6A) jedné cesty byla jiz dobie popsana
a optimalizovana v mé bakalaiské praci, a proto bylo pomérné snadné si z téchto latek vytvorit
zasobu pro dal$i kroky. OvSem hned nésledujici experimenty, ve kterych bylo planovano
pro intramolekularni ptesmyky heterocykld vyuzivat osvédcenych ucinkit TMG v ethanolu,
v nds vyvolaly pomérné velké zklamani. Vlivem TMG doslo pouze k dehydrohalogenaci
postranniho ftetézce (slouCeniny 6B). Pro provéieni stability amidového uskupeni byly
vyzkouSeny 1 reakce se silngjsi bazi, s hydridem sodnym. Nicméné ani touto modifikaci
nebyly cilené derivaty BZD syntetizovany. Proto byla zménéna strategie syntézy, jejiz hlavni
mySlenou bylo nejprve syntetizovat N4-nesubstituované BZD a nasledné na né
do polohy 4 ptipojit pozadovany typ fetézce. Tento krok vSak nabral neoc¢ekdvany rozmeér.
U ptipravenych BZD 14A a 14B substituovanych v poloze 1 a 3 bylo dle NMR spekter
meéfenych pii razné teploté zjisténo, Ze kazdy z derivatl se vyskytuje pfi teplotach do 40 °C
v podobé dvou konfomerti, jez maji atomy vodiku H-C3—N4—H s konfiguraci cis nebo trans.
Z namétenych spekter byla nasledné stanovena teplota koalescence. Byla vypocitana
1 aktivacni energie pfechodu mezi jednotlivymi konformery, jejiz hodnota se, jak u latky 14A,
tak i u latky 14B, pohybovala okolo 69 kJ-mol!. Konformacni analyza byla také podpoiena
vypocty Karplusovy rovnice. Déle byla u téchto latek stanovena molekulova dynamika 1 jeji
distribuce, kdy tyto experimenty jasné podpofili data ziskand NMR spektroskopii a poukazuji
na zastoupeni konformert v pfiblizném poméru 1:1. Po provedené konformacni analyze BZD
14A a 14B bylo pfistoupeno k pokusiim o navazani 3-chlorpropanoylového. Bylo provedeno
celkové Sest typl reakei u dvou derivatl, ze kterych se nejlépe jevily reakce probihajici
za teploty 90-95 °C, ale ani z téchto reakci nebyly uspé$né syntetizovany pozadované BZD.
Proto bylo od této cesty upusténo a pozornost byla néasledné presunuta na druhou navrZzenou

cestu.
U syntetické cesty B bylo kli€¢ové nejprve pfipravit derivat 3-aminochinolin-2,4-
dionu s navazanym 3-ethoxy-3-oxopropylovym fetézcem. Byla tedy provedena reakce

chinolindionu 5 s ethyl-3-chlorpropanodtem s uhli¢itanem draselnym v DMF,
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ktera po 3 dnech michani pti laboratorni teploté poskytovala dva produkty. Produkty 15A
a 15B byly podrobeny 1D a 2D NMR analyzam, pfi kterych bylo diky HMBC zjisténo,
ze se nejedna o pozadované produkty, nybrz o derivaty 9b-hydroxy-4-oxopyrrolo[2,3-
c]chinolin-1-karboxylati. Jelikoz se "H NMR spektra jednotlivych produktl se vzdy lisila
v chemickych posunech hydroxylové skupiny a v multiplicité nékterych signald,
bylo proto ptistoupeno k naméteni ROESY spekter. Ta ukdzala, Ze se jedna o produkty
majici skupinu hydroxylovou a ethylesterovou ve dvou konfiguracich, a to syn a anti.
Vyjimku tvotila syntéza derivatu 15C vychazejici z 1,3-difenyl-3-aminochinolin-2,4-dionu,
ze které byly taktéz izolovany 2 produkty, jeden z nich 15C-syn a druhy dosud blize

nespecifikovany.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BZD
DMF
DNA
ESI-MS
Et
EtOAc
GABA
HIV
HMBC
HSQC
KHMDS

LiHMDS

MRSA
NMR
PBD
PE

Ph

Ry, Ry
ROESY
RVO
THF
TLC
T™G

Triton B

benzodiazepin

N, N-dimethylformamid
deoxyribonukleova kyselina

hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
ethyl

ethylester kyseliny octové

y-aminomaselna kyselina

virus lidské imunodeficience

heteronuclear multiple bond correlation
heteronuclear single quantum coherence
bis(trimethylsilyl)amid draselny
bis(trimethylsilyl)amid lithny

methyl

methicilin-rezistentnim Staphylococcus aureus
nuklearni magneticka rezonance
pyrrolobenzodiazepin

petrolether

fenyl

reten¢ni faktor, retencni ¢as

rotating-frame nuclear Overhauser effect correlation spectroscopy

rota¢ni vakuova odparka
tetrahydrofuran
chromatografie na tenké vrstveé
1,1,3,3-tetramethylguanidin

benzyl(trimethylamonium)hydroxid
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