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ABSTRAKT

Diplomové prace spada do problematiky pyrrolobenzodiazepinovych derivatl, coz jsou
vyznamné heterocyklické slouceniny s potencialnimi biologickymi vlastnostmi. Hlavnim
cilem této prace bylo vyvinout efektivni syntetickou metodu zahrnujici substituci a expanzi
pyridinové ¢asti chinolin-2,4-dionti pro piipravu pyrrolobenzodiazepintrionti. Teoreticka
¢ast prace obsahuje shrnuti diilezitosti biologickych ucinkl téchto sloucenin, které je
nasledované ptehledem soucasnych metod syntézy benzodiazepinl
a pyrrolobenzodiazepini. V praktické ¢asti je prezentovan ndvrh nového syntetického
postupu véetné komentait k jednotlivym reakénim kroklim a experimentélni sekce podrobné

popisuje ptipravu a charakterizaci jednotlivych intermediatu.

Klic¢ova slova: benzodizaepindion, pyrrolobenzodiazepintrion, syntéza, biologické ucinky

ABSTRACT

The thesis falls within the scope of pyrrolobenzodiazepine derivatives, which are significant
heterocyclic compounds with potential biological properties. The main aim of this work was
to develop an effective synthetic method involving the substitution and expansion of the
pyridine moiety of quinolin-2,4-diones to prepare pyrrolobenzodiazepinetriones. The
theoretical part of the thesis includes a summary of the biological significance of these
compounds, followed by an overview of current methods for synthesizing benzodiazepines
and pyrrolobenzodiazepines. In the practical section, a proposal for a new synthetic approach
is presented, along with comments on individual reaction steps, and the experimental section

provides a detailed description of the preparation and characterization of each intermediate.

Keywords: benzodiazepinedione, pyrrolobenzodiazepinetrione, synthesis, biological effects
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UvVOD

Benzodiazepiny (BZD) a pyrrolobenzodiazepiny (PBD) piedstavuji dva zajimavé hrace ve
sveété heterocyklickych slouCenin, ktefi lakaji pozornost védcii a farmakologli svou
ruznorodosti a potencidlem. Zatimco BZD jsou pro své ucinky v 1écbé uzkosti a dalSich
neurologickych poruch jiz dlouho znamé, PBD se teprve neddvno zacinaly prosazovat jako
nad¢jna tiida sloucenin s potencidlem v boji proti rakovin€. Piestoze jsou BZD osvédcenymi
1éCivy, jejich dlouhodobé uzivani Casto s sebou piinasi vznik zévislosti souvisejici
se snizovanim jejich u¢innosti a vyskyt vedlej$ich ucinkli, mezi néz patii ospalost, zavraté
a problémy s paméti. Syntéza BZD je zalozena na fad¢ organickych reakci, které umoziuji
vytvareni této dulezité tfidy sloucenin. Jednim z nejbéznéjsich postuptli je kondenzace mezi
kyselinami a aminy za pfitomnosti vhodného katalyzatoru. Pyrrolobenzodiazepiny oteviraji
nové perspektivy v boji proti rakoviné diky svym slibnym protinddorovym vlastnostem.

Jejich syntéza a vyzkum se stava stiedem pozornosti v 1ékaiské chemii a farmakologii.

Praveé zde lezi dilezitost této prace, kterd se zamctfuje na detailni zkoumani syntetickych
postupll pro piipravu téchto zajimavych latek. Pozornost byla sméfovdna k syntéze
pyrrolobenzodiazepintriontit z benzodiazepindionl, které mély v poloze 4 navéazany
3-oxopropylovy fetézec. Pro dosaZeni tohoto cile bylo vyuzito Siroké Skaly chemickych
¢inidel a rozpoustédel, umoznujicich manipulaci s molekularnimi strukturami a reakcemi

nezbytnymi k vytvofeni pozadovanych produkti.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BENZODIAZEPINY

Benzodiazepiny, jez spadaji do tfidy psychoaktivnich slouc¢enin, maji Siroky a rozmanity
vliv na centralni nervovy systém, coz z nich ¢ini jedny z nejcastéji piedepisovanych 1€ka
v oblasti psychiatrie a neurologie. Po objevu jejich vlastnosti, to je pfiblizn¢ od druhé
poloviny 20. stoleti, se benzodiazepiny s obecnou strukturou uvedenou na Obrazku 1 staly
nezbytnym nastrojem v 1écb¢ uzkosti, nespavosti, epilepsie a dalSich neurologickych
poruch.! Tato tfida sloudenin ovliviiuje neurotransmitery v mozku, predev§im inhibiéni
neurotransmiter GABA (kyselina y-aminomdselna). Mechanismus ucinku spociva
v modulaci GABAergniho systému, coz vede k inhibici neurondlni aktivity a naslednému

uvolnéni svald, zmirnéni iizkosti a zlep$eni spanku.? >

Obrazek 1. Obecna struktura benzodiazepinovych terapeutik.

Benzodiazepiny mohou byt systematicky rozdéleny podle nckolika klicovych kritérii.
Z pohledu farmakologickych vlastnosti mtizeme oddélit diazepam (1) nebo alprazolam (2),
jez jsou pro své znamé ucinky pusobici proti uzkostnym staviim vyuzivany jako anxiolytika
od triazolamu (5) nebo flurazepamu (3), které maji spiSe hypnotické ucinky a jsou tedy
piedepisovany pfi poruchach spanku.* K dalsim Gcelim se benzodiazepiny pouZivaji také
jako antikonvulziva (lorazepam 8), nebo myorelaxancia, kde hraje dilezitou roli diazepam
(1).° Zajimavym kritériem miize byt i selekce receptort GABA, kde n&které benzodiazepiny
jsou vysoce selektivni pro specifické receptorové podtypy GABA-A, coz ovliviiuyje jejich

farmakologické tcinky.

Druhym hlediskem pro klasifikaci benzodiazepinti mize byt doba trvani jejich tc¢inku.
Je mozné se setkat s kratce plisobicimi benzodiazepiny, jakymi jsou napt. midazolam (4) ¢i
triazolam (5), anebo naopak s dlouhodob¢ pilisobicimi, kde je mozné zahrnout naptiklad

diazepam (1) nebo chlordiazepoxid (6).2
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Poslednim kritériem je chemické struktura, coz nas vede k rozliSeni mezi diazepamovymi
(klonazepam 9), oxazepamovymi (napf. temazepam 7), imidazolovymi (napf. triazolam 5)

nebo triazolovymi derivaty (napf. alprazolam 2).>

Me N
Me o N
N\g N\g
/% ‘/N c/% ‘/N c
1 2

HN-Me

Obrazek 2. Chemické struktury vybranych benzodiazepinovych 1é¢iv.

1.1 Historie

Pocatek historie 1€¢iv na bazi benzodiazepinovych sloucenin je datovan k zacatku druhé
poloviny 20. stoleti. Prvnim objevenym benzodiazepinem byl chlordiazepoxid (6), ktery byl
syntetizovan v roce 1955 chemikem Leo Sternbachem v laboratofi firmy Hoffman-La Roche
ve Svycarsku. Tento objev byl nahodny a pan Sternbach brzy zjistil, Ze chlordiazepoxid ma
vyrazné sedativni uCinky, coZ ho vedlo kdalSimu vyzkumu této slouceniny.
Chlordiazepoxid byl pozdégji uveden na trh pod ndzvem Librium a stal se jednim z prvnich
komeréné dostupnych benzodiazepinii.® Dalsim dileZitym objevem byl diazepam (1), ktery
byl pfedstaven v roce 1963 a ziskal obchodni ndzev Valium. Diazepam se rychle stal jednim
z nejprodavanéjSich 1€kl na svété a byl pouzivan k 1écbé tzkosti, nespavosti a k uvolnéni
svalovych kfe¢i. Po objevu chlordiazepoxidu a diazepamu nésledovalo mnoho dalSich
benzodiazepind, véetné alprazolamu (2) (Xanax), lorazepamu (8) (Ativan) a mnoha dalsich.’
Pozdéji bylo zjisténo, ze dlouhodobé uzivani benzodiazepini miize vést k fyzické
a psychické zavislosti, coz vyvolalo zajem o regulaci a kontrolu jejich pouzivani. I pies
rizika zavislosti zlstavaji benzodiazepiny dllezitymi léky pouzivanymi k lécbé uzkosti,

nespavosti, epilepsie a dal$ich psychickych poruch.®
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1.2 Syntetické cesty vedouci ke konstrukci benzodiazepinového skeletu

1.2.1 Metody syntézy derivati 1,5-benzodiazepinu

Obecn¢ znamé syntézy 1,5-benzodiazepinti jsou zalozené na kondenzaci o-fenylendiamint
s a,pB-nenasycenymi karbonylovymi slou¢eninami, o-halogenketony, o-aminoketony, ketony
anebo alkyny. V zavislosti na stdle neuhasinajici zajem o tyto slouc¢eny Korbekandi et al.
popsali pfipravu nového organokovového katalyzatoru na bazi nikotinu poutané¢ho
k nanocasticim oxidu kifemicitého, kterého nasledné¢ wvyuzili v syntéze rhznych
1,5-benzodiazepini (Schéma 1). Prezentovand syntéza je v podstaté¢ tandemova reakce,
ve které po pridavku aldehydu k meziproduktu kondenzace o-fenylendiaminu (10)
s dimedonem (nebo 1,3-cyklohexandionem) v ptitomnosti Fe(III)-NicTC@nSiO, dochazi
pfi laboratorni teplot¢ k formovani diazepinového kruhu. Tento zplsob nevyzadujici
pritomnost organickych rozpoustédel nabizi vynikajici vytézky a selektivitu, kratkou reakéni

dobu, mirné podminky a op&tovnou pouzitelnost katalyzatoru.’

H Ar
@[NHZ b< 1) Fe(lll)-NicTC@nSiO, @[ 0
+ R >
NH, 0 R 2) 0O

N
M H R
10 11 Ar” H 12 R

R =H, Me

Schéma 1. Metoda syntézy 1,5-benzodiazepinli v pfitomnosti Fe(III)-NicTC@nSiOx.

Pravdépodobny mechanismus syntézy 1,5-benzodiazepinu v pfitomnosti katalyzatoru
Fe(III)-NicTC@nSiO> je znazornén ve Schématu 2. Mechanismus zahrnuje aktivaci
karbonylové skupiny dimedonu katalyzatorem za vzniku meziproduktu A, ktery reaguje
s jednou ze dvou pfitomnych aminoskupin o-fenylendiaminu za vzniku meziproduktu B.
Karbonylova skupina aldehydu je poté aktivovdna katalyzatorem, nasleduje reakce
s aminoskupinou meziproduktu B za vzniku meziproduktu C. Nakonec intramolekuldrni
cyklizace meziproduktu C poskytuje pozadovany 1,5-benzodiazepin (D), ze kterého

uvolfiuje katalyzator, jez vstupuje do dalsiho cyklu.’



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

H Ry
O X
N
H )/‘
H Ry
D No

o]
Q—CI/FeCl, >|;;f

o

@—Cr/FeCly @—Cl/FeCly
>qo
A 0o
H,N
@—CI/FeCls :@
\ R1

N— )
. @[V H o Q—CI/F\eCIS Q—Cr/FeCl;

b Rj\mN -
“ i ehe

Schéma 2. Mechanismus syntézy 1,5-benzodiazepinu v piitomnosti Fe(III)-NicTC@nSiOa.

H,0

Studie Isaeva a kolegii zkoumala katalytické vlastnosti novych nanoporéznich materialt
(MIL/K-SOsH a MIL/Ks-CN), které¢ byly vytvofeny enkapsulaci p-sulfonatokalixarenu
(K-SO3H) a p-terc-butylthiokalix[4]arenu (Ks-CN) do organokovového komplexu
NH>-MIL-101(Al). Tyto materidly byly nasledné vyuzity k mikrovinné asistované syntéze
1,5-benzodiazepinli (Schéma 3), kde byly testovany katalytické vlastnosti novych
kompozitnich materiala pti kondenzaci o-fenylendiaminu (10) a riznych ketonti za teploty
50 °C. Kompozit MIL/Ks-CN vykazoval vyssi aktivitu nez MIL/K-SOsH, coz lze pficist
povaze funkénich skupin v molekulach kalix[4]arenu. Pfitomnost silné€ kyselych funkénich
skupin v K-SO;H vedla k vysoké acidité, coz ovlivnilo interakci mezi protony skupin SOsH
a atomy dusiku NH> skupin v NH>-MIL-101(Al). Naopak pfitomnost slabsi kyselé povahy
Ks-CN vedla k menS$im interakcim mezi témito protony, coZ nasledné vedlo ke zvySeni

katalytickych vlastnosti.'°
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H R'l R2
NH2 O 50 oC N
+ R1)J\/R2 > @[ R2
NH> MIL/K-SO3H nebo MIL/Ks-CN N=
10 13 14 Ri

R; = Me, Et, Pr, Ph

R, =H, Me, Et, Pr

Schéma 3. Syntéza 1,5-benzodiazepinii pomoci MIL/K-SO3H nebo MIL/Ks-CN.

Misra a spol. piedstavili syntézu a molekularni dokovani nového pyrimidinového analogu
1,5-benzodiazepinu potencionalné vyuzitelného jako antibakterialni 1é¢ivo. V podstaté byly
stejnym postupem pfipraveny dva rGzné derivaty, jejichz syntézy vychazely
z benzoylacetonitrilu (15) a pyruvonitrilu (20) (Schéma 4). Jejich nékolika stupniova syntéza
zahrnuje tvorbu nitrilovych benzodiazepind, jejich naslednou konverzi na amidoximy 18
a 23, které po reakci s diesterem poskytuji jist¢é meziprodukty, znichZz po prob&hnuti
nckolika intramolekuldrnich reakci vznikaji kone¢ného pyrimidinového derivaty 19 a 24.
Dale zkoumali potencidlni antibakteridlni aktivitu téchto slou¢enin pomoci tfady in vitro
testdl. Vysledky sloucenin ukazaly slibné dokovaci skore a silné interakce mezi receptorem
a ligandem. Toto zjiSténi naznacuje, ze uvedené slouceniny mohou cilit na receptor HER-2
a potencialn¢ inhibovat rust rakovinnych bun¢k, coz zdaraziuje jejich potencial pro dalsi

vyvoj jako novych terapeutik proti rakoving.!!

NH,
Ph ©: N OH
Ph DMF, DMA o NH NH,0H.HCI DABCO = —
, 10 2
a—»——@ CN%@[ e L e
N NH2 MeOOC COOMe N N

Me H COOMe
15 16 19

HO OH

NH, Ho-n N>_\g7COOMe
N
oN ol "
o DMF, DMA Ve 10 > NHOHHOl _ omco
CHy w —_— /

) MeOOC—==—COOMe
20 Me 91

Schéma 4. Syntézy antimikrobidlniho derivétu 1,5-benzodiazepinu.
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1.2.2 Metody syntézy 1,4-benzodiazepinii

I pfes mnoho existyjicich metodologii pro syntézu téchto vyjimecnych sloucenin
se vyuzivaji Ctyfi nejCastéjsi piistupy (Schéma5) a to cyklokondenzacni reakce
2-halogenobenzoovych kyselin nebo 2-halogenovanych benzofenoni a jejich analogl
s 1,2-diaminy (Metoda A), cyklizaéni reakce 2-aminobenzoovych kyselin nebo
2-aminobenzofenont a jejich derivati s a-aminokarbonylovymi slou¢eninami (Metoda B),
reakce N-fenyl-1,2-diamint s bis-elektrofily (Metoda C) a reakce aminu s aldehydy dle
Pictetovy-Spenglerovy syntézy (Metoda D).!?

A
H R,
X R, Rj N
O, - 3 — O
COR; HoN NH, —N
Ry
X = halogen
R4 = alkyl, aryl,Cl, OH
R, = R3 = alkyl, aryl
B
R
NH, o Ney °
H,N
L, " — "
COR; R, —N
Ry
R4 = alkyl, aryl,Cl, OH
R, = alkyl, aryl
R3; =H, OH
C
H R3
N
NH, Ry Rs
+ —_— Rz
NH, z z NH
R R
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Schéma 5. Obecné syntetické ptistupy vedouci k 1,4-benzodiazepintim.
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Bylo prokazano, ze 1,4-benzodiazepinony obsahujici karbonylovou skupinu na
diazepinovém kruhu jsou zikladnimi kameny vétsiny piedepisovanych anxiolytik.!* Na
Schématu 6 je popsan Ctyistupniovy piistup k syntéze benzodiazepin-2-onu 30 z bézné
dostupnych vychozich materiali. Prvnim krokem byla nitrace
methyl-4-(brommethyl)benzodtu (25) tulinkem nitraéni smeési pii 10 °C. Vznikly
methyl-4-(brommethyl)-3-nitrobenzoat (26) byl nésledn¢ klasickou nukleofilni substituci
s methylesterem sarkosinu (27) pfeveden na slouceninu 28, ktera redukci vyvolanou smési
zelené skalice s chloridem amonnym poskytla odpovidajici amin 29. Ten byl v zavérecném

kroku v prostedi kyseliny octové zacyklen na pozadovany produkt 30.'

Q N__com
e
i e i
OMe  HNOyH,S0, OMe 0 27 Me OMe
_— |
[ 10°C MeOOC._N
NO; 28

25 Br NO, 26

FeSO,
NH,CI

o]
H O
MeOOC N AcOH Me OMe
\@/ ~———— MeOOC__N
N
| NH,

Me
30 29

Schéma 6. Syntéza 1,4-benzodiazepin-2-onového karboxylatu.

Zajimavy zplsob pfipravy 1,4-benzodiazepinonli je zaloZen na intra/intermolekularni
alkendiamina¢ni reakci katalyzovanou médnatymi ionty. Tato metoda vyuziva
2-ethylhexanoat médnaty jako promotor k usnadnéni kondenzace externich amint
s 2-sulfonamido-N-allylbenzamidy 31, coz vede k tvorb&é aminomethyl-substituovanych
1,4-benzodiazepinontt 32 v dobrych vytézcich (Schéma 7). Tyto vyznamné bioaktivni
slouceniny nalézaji své uplatnéni nejen v I¢katské chemii, ale jsou také vyuzivany jako

ligandy nebo katalyzatory pii organickych a organokovovych transformacich jinych latek.!
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Ry
NHR

NH 7 RaNH 3 R, =Ts, Ns

[ R, = Ph

// N CU(”) R = alkyl, aryl
X R _

0 2 X=H,Cl
31 32

Schéma 7. Syntéza 2-aminomethyl-1,4-benzodiazepin-5-onu katalyzovana méd’natou soli.

Dal$im popisovanym postupem syntézy je piiprava potenciondlné antituberkuldrnich
1,4-benzodiazepin-2,5-dioni 36 =z aminokyselin. Proces zacind syntézou vhodné
substituovanych prekurzori, 2-aminobenzamidomethylestertt 35, z komeréné dostupného
anhydridu kyseliny isatoové (33) a hydrochloridu methylesteru L-aminokyseliny 34.
Ziskané meziprodukty byly intramolekularni cyklizaci vyvolanou katalytickym w¢inkem
hexachloroplati¢ité kyseliny ptevedeny na 1,4-benzodiazepin-2,5-diony 36 (Schéma 8).
U syntetizovanych sloucenin byly testovany jejich inhibi¢ni ucinky na mykobakterialni
tuberkulozu (anti-TB). Sledované 1,4-benzodiazepin-2,5-diony 36 oproti jejich

nezacyklenym prekurzortim 35 vykazaly vyrazné lepsi vysledky.!®

Ry =H, Me
R, = H, Me, i-Pr, i-Bu, Ph, Bn, -CH,OH, BnOH

Schéma 8. Piiprava tuberkulostatickych 1,4-benzodiazepin-2,5-dionti 36.

Slouceniny s 1,4-benzodiazepin-3-onovym skeletem 39 Ize uspesné syntetizovat metodou
redukéni cyklizace halogenovanych o-nitroacetamidii (Schéma 9). Tyto dvoukrokové
reakce byly zahdjeny substituci N-(2-nitrobenzyl)amini s chloracetylchloridem ve vroucim
toluenu a u vzniklych 2-chloracetamidti 37 byly v ethanolovém roztoku obsahujicim Zelezny

prach a chlorid amonny vyvolany intramolekularni cyklizace alifatickych fetézct. Jelikoz
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tato metoda vyuziva cenové dostupné prekurzory a jednotlivé reakéni stupné jsou provadény
za mirnych podminek na aparaturdch nenaroénych na vybavu laboratofe, je dozajista
zajimavym syntetickym pristupem vedoucim ke sloucenindm

s 1,4-benzodiazepin-3-onovym motivem.'”

NO, 0 NH, o) H
NJ\/C' Fe, NH,CI \ e N
I - = ! 0
R EtOH, H,0 R N,
R
37 38 39

R = Me, Et, Pr, i-Pr, Ph, 4-fluorobenzyl, 2-fenylethyl, 4-bromfenyl

Schéma 9. Syntéza 1,2,4,5-tetrahydro-1,4-benzodiazepin-3-ont 39.
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2 PYRROLOBENZODIAZEPINY

Pyrrolobenzodiazepiny (PBD) piedstavuji skupinu pfirozené se vyskytujicich sloucenin
s vyraznymi biologickymi ucinky a zajimavou strukturou. Strukturn¢ se PBD skladaji
z tricyklického skeletu, kde aromaticky (A), pyrrolovy (C) a diazepinovy (B) kruh tvofi
centralni strukturu a je reprezentovan tfemi moznymi strukturnimi izomery
pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin (40), pyrrolo[1,2-a][1,4]benzodiazepin (41)

a pyrrolo[1,2-d][1,4]benzodiazepin (42) (Obrazek 3). Takové spojeni heterocyklickych
kruht poskytuje PBD vysokou stabilitu a schopnost specifické interakce s biologickymi
makromolekulami.'®! Prvni izolovanou a nasledné charakterizovanou molekulou PBD byl
Anthramycin (43). Od té doby byla identifikovana cela fada pfirozené se vyskytujicich PBD,
které pochazeji ze Streptomyces. Mezi né patii naptiklad Sibiromycin (44) a Tomamycin

(45).%°

H H

N NH N
11a w
N C N N
40 M 42
" 1 oH 1 H_or
Me N—" Me N— y H OMe
N
N P
A _~_ _NH, OHd Me MeO N
0 5 ) o
43 >
44 45

Obrazek 3. Struktura PBD izomeri a vybranych zastupcti PBD izolovanych z bakterii.

Zavislost farmakologickych vlastnosti na struktute PBD sloucenin je zna¢né ovlivnéna
konfiguraci na atomu uhliku v poloze 11a. Je-li na tomto chirdlnim misté konfigurace S,
molekula méd v trojrozmérném prostoru tvar pravoto€ivé Sroubovice, diky ¢emuz PBD
dokonale zapadaji do malé drazky DNA s minimalnim zkreslenim tvaru piivodni Sroubovice
DNA.2!?2 Diky tomu, e se PBD vaZou pevnou kovalentni vazbou k DNA, vykazuji
cytotoxickou aktivitu viici nddorovym buitkdm, ¢imz jsou nominovany mezi zajimavé
kandidaty k 1éc¢bé rakoviny. Jejich mechanismus G¢inku spocivad v navazovani na DNA

a interferenci s replikacnimi procesy. Tim je narusena bunétna proliferace a dochdzi k
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apoptéze nadorovych bunék.?® Bunééna apoptdza mize byt ucinné posilena pouzitim PBD
dimerti (dvé PBD jednotky vazané ptes alkylendioxylové linkery). Diky tomu, Ze se kazda
PBD jednotka tohoto dimeru vaze kovalentni vazbou k jinému vlaknu dvousSroubovice

DNA, je zabranéno jejimu rozplétani, ¢imz je znemoznéna jeji replikace.?* Bylo zjisténo, Ze

5

PBD maji vyznamné pozitivni G¢inky, proti rakoving slinivky b¥isni*°, rakovin& prsu?®,

rakoviné prostaty?’, rakoviné zaludku®®, melanomu® a leukémii’’.

(@] (@)
N
R—'\ N R R—'\ N R
| " H S /2?
N N DNA
3 —_— HOHN. N
. DNA NG T
o)

Schéma 10. Navrhovany mechanismus tvorby kovalentni vazby mezi PBD a guaninem.

Pyrrolobenzodiazepinové dimery se vyuzivaji i jako ADC (konjugaty protilatka-1¢€k), coz
ptedstavuje slibnou strategii v oblasti cilené 1é€by rakoviny. ADC je typ biologického 1€ku,
ktery kombinuje monoklonalni protilatku (antibody) s cytotoxickou latkou (lé¢ivem).
V ptipadé, ze jsou PBD navazany na protilatku, kterd cilené rozpoznava a vaze se na
specifické receptory exprimované na povrchu rakovinnych bunék. Po navazani na bunku
dochdzi k vnitrobunéénému uvolnéni PBD, ktery zprostfedkovava cytotoxické ucinky,
vedouci k zni¢eni rakovinné buiiky. Tato strategie umoziuje selektivni niceni rakovinnych
bunék s minimalnimi vedlej$imi u€inky na normalni tkén€, coz zvySuje ucinnost 1€Cby

a snizuje toxicitu pro pacienta.’!

2.1 Metody syntézy PBD

V roce 2017 byla vyvinuta nova metoda syntézy PBD 46, zndma jako Ugi/Cykliza¢ni
sekvence. Jedna se o viceslozkovou organickou reakci, pii které reaguje aldehyd nebo keton,
amin, isokyanid a karboxylova kyselina, coz umoznuje provadét tuto reakcei v jedné nadobé.
Pro ptipravu odpovidajicitho iminu byl 2-nitrobenzylamin smichan s roztokem glyoxalu
v methanolu, nasledn¢ byl pfidan alkylisokyanid a kyselina 3-brompropionova.
Reakéni smés byla michana pfi laboratorni teploté az do vysrazeni produktu. V druhém

kroku reakce byl produkt 46 redukovan chloridem cinatym za kyselych podminek a teploty
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50 °C. Béhem této reakce vznikla aminoskupina reagovala s karbonylovou skupinou ketonu
za vzniku o¢ekévaného PBD 48. Pti zvysSeni teploty na 120 °C pak aminoskupina reagovala

s karbonylovou skupinou amidu, ¢imz vznikl pyrrolochinazolin 49 (Schéma 11).*

(0]

HH& B i @\N
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0 4 o N/E o g y N RCONHR2
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49

Schéma 11. Syntéza PBD Ugi/Cykliza¢ni sekvenci.

Pro ziskani enantiomerné ¢istého PBD 54 vyuzili Abas a spol. sublimaci pti 100 °C, které
se podrobila vychozi latka 51 (Schéma 12). Béhem tohoto procesu se projevil efekt
selektivni disproporcionace (SDE), coz je jev, pii némz dochazi k nerovnovdznému
prerozdéleni enantiomera urcité latky. To znamend, Ze jeden z enantiomert je preferovan
a ziskavan ve vétsi mife nez druhy. Zakladni princip oddéleni enantiomerti spociva v tvorbé
homo- a heterochiralnich druht, které se lii interakcemi mezi molekulami a tudiz vykazuji
ruzné tlaky par. Reakci enantiomerné €istého karboxylatu 51 s 2-nitrobenzoylchloridem (50)
byla ziskana sloucenina 52 v 79% vytézku, ktera po redukci oxoskupiny a po dehydrataci
poskytla slouceninu 53 s vytéznosti 40 %. V zavérecné fazi této multistepove reakce, ktera
zahrnovala redukci a cyklizaci, byl dosazen celkovy vytézek 30 % pozadovaného PBD 54.
Stereochemicka identita kone¢ného produktu byla ovéfena prostrednictvim srovnani HPLC
chromatogramii racemického a enantiomerné Cistého dilaktamu, coz potvrdilo stabilitu

stereocentra v priib&hu syntetické sekvence.*
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Schéma 12. Syntéza PBD dilaktamu.

K ptipravé pyrrolo[1,2-d][1,4]benzodiazepint 59 a 60 byly vyuzity sice tfi riizné strategie,
ovSem vsechny z nich vyuzivaly stejny typ vychozi latky (slouc¢eninu 55). Meziprodukt 56
byl syntetizovan deprotekci skupiny Boc pomoci plynného chlorovodiku v dichlormethanu
(DCM). Nasledné byla za pouziti triethylaminu v pfitomnosti 4 A molekularnich sit v DCM
ziskana neutrdlni forma meziproduktu 56, kterd byla dale pteciSténa chromatografii na
kifemicitém gelu. Latka 57 byla ziskana oxidaci olefinu 55 pomoci kombinace oxidu
osmicelého (OsO4) a jodistanu sodného (NalO4) pti pokojové teploté po dobu 45 hodin, tim
se vytvofil 4-ketoaldehyd, ktery byl nasledné izolovan chromatografickou purifikaci.
Pro syntézu latky 58 byla latka 55 v prosttedi PdCl, a CuCl v DMF/H>0O za ptitomnosti
kysliku pfi pokojové teploté za 38 hodin zoxidovana. Vznikly 1,4-dion byl oddélen
a precistén kolonovou chromatografii, coz umoznilo odstranéni necistot a ziskéani Cistého
produktu. Nasledné byly zkoumany riizné podminky pro syntézu pyrrolobenzodiazepinont
pomoci intramolekularnich Paal-Knorrovych reakci. Pod reakci s timto ndzvem je moZné si
predstavit kondenzaci aldehydu nebo ketonu s primarnim aminem za vzniku a-aminoketonu,
ktery se nasledné cyklizuje za vzniku pyrrolu. Chrénici skupina (Boc) u slou¢eniny 58 byla
odstranéna pomoci kyseliny trifluoroctové (TCA) v DCM v poméru 1:2. Vysledné
trifluoracetaty byly uvolnény pomoci iontoménicové pryskyfice a kyselina
p-toluensulfonova DCM pii 45 °C poskytla pyrrolo[1,2-d][1,4]benzodiazepinony 60
s vytézky 46-63 %. Pyrroly 59 byly piipraveny dvéma zplsoby. V prvnim pfipad¢ byly
izolovéany v 52-83 % vytézcich z mikrovinné ohfivané vodné smési 1,4-ketoaldehyda 57,
kdy doslo k odstranéni Boc skupiny a zaroven k efektu in situ Paal-Knorrovy cyklizace pfi

150 °C po dobu 5-10 minut. Ve druhém piipad¢ byly pfipraveny z benzodiazepinonii 56



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

s vytézky 44-77 % ozonolyzou v DCM/MeOH (1:1) pii -78 °C, kde vznikly ozonid byl

redukovan nadbytkem dimethylsulfidu (Schéma 13). **
74
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Schéma 13. Syntéza pyrrolobenzodiazepinu 59 a 60.

Pyrrolobenzodiazepintriony 63 byly pfipraveny z benzodiazepinového prekurzoru (62),
ktery byl syntetizovan z dostupnych a cenové ptiznivych vstupnich latek, jako je anhydrid
kyseliny isatové (61) a kyselina glutamova (Glu). Tento prekurzor 62 byl poté podroben
cyklizaci, kterd byla provedena jeho zahtatim v acetanhydridu nebo N, N-dimethylacetamidu.

Ziskany pyrrolobenzodiazepintrion 63 byl izolovéan s 57% vytézkem (Schéma 14).%

O
O o OH (@]
d\o Glu, EtzN @ﬁLNH Ac,0 nebo DMA @fLN
—_— O -
N/go N N
H H O H O
61 62 63

Schéma 14. Syntéza pyrrolobenzodiazepintrionu.

V roce 2014 Hussain a spol. (Metoda A) syntetizovali pyrrolobenzodiazepiny 63 pomoci
Sc(OTf); jako katalyzatoru v acetonitrilu (Schéma 15). Jako prvni provedli elektrofilni
substituci, kterou nésledovala takzvana Huisgenova cyklizace, coz je chemicka reakce, pti

které dochazi k tvorbé cyklické slouceniny (triazolu) z azidu a alkynu.®
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této slouceniny s dirazem na jeji udrzitelnost. Tento novy postup vyuziva synergicky
katalyticky systém jodu a [Bmim]BFs4, coz je typ iontové kapaliny pouzivané jako
rozpoustédlo. V pifipadé, kdy byla reakéni smés ohtata na teplotu 40 °C michana
ultrazvukovymi vlnami, bylo po 2 hodinach dosazeno vytézku az 90 %, zatimco michéni na
bézné michacce za stejnych podminek mélo za nasledek pokles vytézku az na ,,pouhych*

70 % (Schéma 15).°7

R
R 4
) % W&
R N N N
! ° Ra_Rs Metoda A, B \ AN =
3

+ -, R, — = R4 N_ .N
HO % Rj N
R3
R2
61 62 R, 63 2

R;=H, Me

R, =H, Me

R3 = aryl, alkyl

R4 = aryl, heteroaryl
Rs = aryl, heteroaryl, alkyl

Schéma 15. Metody syntézy pyrrolobenzodiazepin-triazolt.

VSechny syntetizované slouceniny byly hodnoceny z hlediska in vitro antiprolifera¢ni
aktivity proti riznym nadorovym bunéCnym liniim. Ze syntetizovanych sloucenin bylo
zji§téno, Ze sloucenina 64 na Obrazku 4 je nejaktivnéjsi slouceninou vykazujici velmi dobré
hodnoty 1Cso proti nddorovym bunécnym liniim karcinomu prsu, vajecnika a plic. Taktéz
bylo zjisténo, Ze slouceniny jsou netoxické proti normalni bunécné linii lidskych

embryonalnich ledvin (HEK-293).3”

64

Obrazek 4. Struktura nejaktivnéjsi slouc¢eniny proti nddorovym bunéénym liniim.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

25

II. PRAKTICKA CAST
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Intro

Jak jiz bylo prezentovano v obsahu resersni ¢asti, mnoho slouc¢enin s BDZ a PBD motivem
nalézaji Siroké uplatnéni ve farmaceutickém priimyslu, ¢imz je izce spjata i zvysena aktivita
organickych chemikl v oblasti jejich syntézy. Nejen na externich institucich, ale i na mé
alma mater, konkrétné v odborné skupiné¢ doc. Kafky, je dlouhodobé vénovanéa pozornost
syntéze téchto sloucenin. Hlavnim cilem této prace bylo navazat na tuto dlouholetou
o benzodiazepintriony I a pyrrolobenzodiazepintriony II, jejichz zakladni struktury jsou
znazornéné na Obrazku 5. Pro lepsi orientaci v textu bylo v praktické ¢asti zvoleno ¢islovani
sloucenin fimskymi Cislicemi.

0)

3
o) /_>‘R 0
N N
RZ
20
N N R
Rt © Rt ©

Obrazek 5. Strukturni vzorce ocekavanych sloucenin.

3.2 Diskuze vysledki

K ptipravé PBD sloucenin je mozné vyuzivat rizné strategie liSici se typem vychozich latek
a jejich potizovaci cenou a samoziejmeé i poctem reak¢nich krokl skryvajicich v sob€ riizna
uskali. Pfi tvorbé naSeho syntetického planu, jez je prezentovan ve Schéma 16, byl kladen
diraz na snadnou dostupnost vychozich latek a pottebnych reaktanti k jejich pfeménam
a také na to, aby syntetickd cesta zapadala do oblasti vyzkumu odborné skupiny, jejimz

¢lenem jsem momentalné 1 ja.

Zakladni  mySlenkou  bylo  pfipravit  nékolik  derivati  3-(3-methoxy-3-
oxopropylamino)chinolin-2,4-diont III a ty nésledné ptevést u€inkem tetramethylguanidinu
(TMG) na benzodiazepindiony IV. Déle pak konvertovat esterovou skupinu lokalizovanou

na volném konci postranniho fetézce na reaktivngjsi acylhalogenidovou skupinu, kterd by
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m¢éla intramolekularni nukleofilni substituci na atomu uhliku C-3 diazepinového kruhu

zpusobovat vznik nového péti¢lenného kruhu.
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Schéma 16. Navrzené reakéni kroky ptipravy pozadovanych sloucenin.

Pred samotnym zahdjenim praci na zamyslené Ctytkrokové syntéze sméfované k PBD
slouceninam, bylo nezbytn¢ nutné nashromazdit dostatecné kvantum tii vybranych derivati
3-((3-methoxy-3-oxopropyl)amino)chinolin-2,4-dionu IIl. Jelikoz pfiprava téchto latek
a jejich jednotlivych prekurzor byla optimalizovana jiz béhem mého predesliého studia
a detailni popis vysledkii zavislych na zvolenych reakénich podminkach je uveden v mé
bakalaiské praci*®, bude v nasledujicim odstavci uveden pouze struény postup, kterym byly

ziskany slouc¢eniny III v dostate¢ném mnozstvi pro nasledujici experimenty.

Jiz diive bylo zjisténo, Ze 1,3-disubstituované 3-chlorchinolin-2,4-diony VIII nepodléhaji
nukleofilni substituci B-alaninem, coz je pravdépodobné zplsobeno tim, ze se tato
aminokyselina vyskytuje v podob& zwitterionu a neni ochotna se rozpoustét v Zadném
z béZznych organickych rozpoustédel a to ani za horka. Z tohoto diivodu, bylo pro zavedeni
(3-methoxy-3-oxopropyl)aminové skupiny na chinolindionovy skelet nutné pfipravit
methyl-3-aminopropanoat IX, ktery byl ve formé hydrochloridu ziskan klasickou
Fischerovou esterifikaci B-alaninu methanolem katalyzovanou koncentrovanou kyselinou

chlorovodikovou.

Esencialni slouc¢eniny navrzeného syntetického planu, 3-aminochinolindiony III, byly tedy
ziskany nukleofilni substituci 3-chlorchinolin-2,4-dioni VIII hydrochloridem methyl-3-
aminopropanoatu v prostiedi DMF za ptitomnosti KoCOs jako baze (Schéma 17). Ve vSech
ptipadech se po 4 hodinach michani reakéni smési pii laboratorni teploté vSechny vychozi
latky selektivné peménily na jediny produkt. Uspé$nost nukleofilni substituce byla, po
odstranéni drobnych necistot od surovych produktti sloupcovou chromatografii s pouZzitim
mobilni smési Pe/EtOAc (1/1; v/v), potvrzena pomoci NMR spektroskopie. Jelikoz tyto

reakce, které¢ byly u vSech derivati provadény v raznych mnozstvich nékolikrat, poskytly
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prakticky identické relativni vytézky izolovaného produktu s odchylkou +2 %, je mozné je

oznacit jako zcela reprodukovatelné.
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Vych.latka R' R?>  R.doba(h) Vytszek (%)
VIIla | Me Ph 4 68
VIIIb | Ph  Me 4 66
VIlic | H Ph 4 78

Schéma 17. Nukleofilni substituce slouc¢enin VIIIa—e¢ methyl-3-aminopropanoatem IX.

Prvni experimentélni kroky vedouci do nezndma byly pokusy o expanzi Sesti¢lenné¢ho
pyridinového kruhu na sedmiclenny diazepinovy kruh (Schéma 18). K tomuto ucelu byly
zvoleny oblibené podminky, to znamena, ze vychozi latka IIla rozpusténa v ethanolu byla
vystavena vlivu dvojnasobného molarniho piebytku TMG. Reakce probihala po dobu 48
hodin a byla sledovana pomoci tenkovrstvé chromatografie. Pti prvnim pokusu o zpracovani
byl reakéni roztok odpafen na RVO a nasledné byl surovy produkt podroben sloupcové
chromatografii s pouzitim mobilni smési Pe/EtOAc (1/1; v/v). Pravdépodobné v disledku
interakce s kfemicitym gelem doslo k pfeméné na karboxylovou kyselinu, coZ vyZadalo eluci
¢istym ethanolem. Pfi druhém pokusu byla sloupcova chromatografie vynechana a misto
toho byl surovy produkt rozpustén v 5% HCI a nésledné extrahovan do ethyl-acetatu.

Organicka faze byla odpafena na RVO a NMR spektra taktéZ potvrdila vznik produktu V.

Tento prubéh udalosti pfedstavoval idedlni situaci, jelikoz umoznil pteskoceni jednoho
kroku z planované syntézy. Derivat Vb se z nezndmého divodu nepodafilo UspéSné
pfipravit. Pfi zpracovani surového produktu dochdzelo opakované ke zméné zbarveni

a NMR spektra naznacovala pfitomnost nékolika neidentifikovatelnych latek.
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Schéma 18. Syntéza benzodiazepinovych sloucenin Va—c.

Pti srovnani 'H NMR spekter vychozi latky IIla (horni polovina Obrazku 6) a produktu Va
(dolni polovina obrazku 6) 1ze snadno vypozorovat, Ze vyrazné zmény se odehraly v oblasti
pravych ¢asti spekter, to jest v mistech vyskytu signalli charakterizujicich protony, jez jsou
soucasti alifatickych ¢asti molekul. Singlet pfi 5,73 ppm v dolnim spektru potvrzuje
uspésnou expanzi kruhu, ptfi¢emz tento signal patii protonu diazepinového kruhu vazaného
k atomu uhliku C-3. Déle pak je mozné zaznamenat vyrazny posun multipletu popisujici
protony methylenové skupiny karboxyethylového fetézce slouceniny Va k vysSim
hodnotdm ppm, coz je zpusobeno jeji bezprostfedni blizkosti k nové vzniklému
dilaktamovému kruhu. Jasnym ditkazem o prob¢hlé hydrolyze esterové skupiny je vymizeni

singletu pfi 3,60 ppm.
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Obriazek 6. Vyfez 'H NMR spekter vychozi latky I1la (nahote) a produktu Va (dole).

Pted finalni cyklizaci postranniho fetézce bylo na zékladé navrzené syntetické strategie
nezbytné prevést karboxylovou skupinu na acylhalgenidovou (Schéma 19). Tato
transformace  byla  provedena  klasickym  zplisobem, to je  vafenim
slou€enin V s thionylchloridem pod inertni atmosférou argonu. Po jedné hodiné refluxu
a zpracovani reakénich smési pouhym odpatfenim piebyte¢nych t€kavych latek na RVO byly

NMR analyzou potvrzeny struktury a ¢istoty poZadovanych latek VI.

o jOH o JCI
N N
i sOCl, -
N var; 1 h N
Rt © R ©
\J \Y/
Vych. litkaV. R'  R?> R.doba(h)  Vyterek VI (%)
a Me Ph 1 86
C H Ph 1 84

Schéma 19. Syntéza sloucenin s 3-chlor-3-oxopropylovym fetézcem.
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Pti chloraci latek V doslo pouze k substituci hydroxylu karboxylové skupiny za chloridovy
ion, coz se v NMR spektrech (Obrazek 7) acylchloridi VI projevilo absenci Sirokého
singletu pii 8—8,8 ppm a soucasn¢ vyznamnym posunem (o cca 0,6 ppm) signalt nalezicich
methylenové skuping, jez je bezprostiedné pripojena ke skupiné karbonylové. Rezonance
téchto protond v niz§im magnetickém poli souvisejici s posunem jejich signalt k vyS$im
hodnotdm ppm je vyvoldna vyrazné vétSim zdpornym indukénim efektem zavedeného

chloru nez ptivodni hydroxylové skupiny.
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Obrazek 7. 'H NMR spektrum vychozi 1atky Va (nahote) a produktu VIa (dole).

Poslednim krokem navrhované syntézy byla tvorba pyrrolového kruhu (Schéma 20).
Za timto Uc¢elem bylo vyzkouSeno pét riznych metod s variaci rozpoustédel a pouzitych
bazi. VSechny experimenty byly provadény za laboratorni teploty, v suchych rozpoustédlech
a pod inertni atmosférou argonu, nebot’ chlorid VI je, v podstaté jako kazdy acylhalogenid,
velmi citlivy na vlhkost, kterd by zptsobovala jeho nezaddouci pfeménu zpét na pivodni
kyselinu. Monitorovani pribehu reakci bylo provadéno pomoci tenkovrstvé chromatografie.
Z reakce oznacené jako Metoda A, ktera spocivala v bazickém tucinku triethylaminu
v tetrahydrofuranu (THF), byla po 24 hodinach izolovana pouze plivodni kyselina Va

a triethylamonium chlorid. Metody B a C, jez byly provadény ve stejném rozpoustedle,
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kterym byl DMF, se liSily pouze v pouzitém druhu baze. Metoda B vyuzivala hydrid sodny
a probihala po dobu 48 hodin, zatimco Metoda C spoléhala na tfidenni expozici
1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu (DABCO). Pfeména byla pouze na vychozi substrat ve forme
kyseliny V. Jelikoz bylo zprvu pfi téchto metodach pracovano v suchych a pozdéji jeste
v susSich rozpoustédlech a ¢inidlech a pod inertni atmosférou, je tato hydrolyza vychozich

latek VI, ktera nastavala prakticky ihned po ptidavku baze, doposud zahadou.

Metoda D a Metoda E zkoumala vliv 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-enu (DBU)
a benzyltriethylamonium hydroxidu (TRITON B) na roztoky vychozi latky VI v THF.
V podstaté obé reakce dopadly velmi podobné. Tim je mysleno, ze ihned po ptidavku baze
reak¢ni smés zCernala a ve vysledku, po spotfebovani ptivodni latky, vznikla komplikovana
smés produktli, ze kterych se nepodafilo izolovat ani identifikovat Zzddné chemické

individuum.

o)
0 o JOH
dLN metoda A, B, C, D, E @fLN @fLN
R2 > /(R2
20
N’( N N
R1 (0] R1 0]
] v

Rt ©
Vi
Metoda R! R?>  Rozpoustédlo Baze R.doba (h) Vytézek V (%)

A | Me Ph THF EtN 24 53
B | Me Ph DMF NaH 48 7
C | H Ph DMF DABCO 72 27
D | H Ph THF DBU 120 -
E | Me Ph THF TRITON B 48 -

Schéma 20. Provedené pokusy o cyklizaci postranniho fetézce.

Téchto pét neltispéSnych reakci nas vedly k nutnosti premyslet nad ndhradnimi pfistupy
k syntéze pozadovanych sloucenin. Proto bylo upusténo od ptivodn¢ planované reakce a byla
vyzkouSena alternativni metoda, kterd si kladla za cil, vyzkousSet ptipravit PBD teoreticky
moznou cyklodehydrata¢ni reakci kyseliny V. Jako dehydrata¢ni ¢inidlo byl zvolen oxid
fosforeény v ledové kyseliné octové, ktery po dvoudennim michdni reakéni smési pii
laboratorni teploté vytvofil ¢ernou olejovitou smés latek, které se nepodatilo vzajemné

separovat.
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Schéma 21. Pokus o cyklodehydrata¢ni reakci slouceniny V.

Po neuspéchu z ptedchozich pokusti byla provedena dalsi syntéza podle literarniho
postupu®’, ktera méla analogii s navrzenou syntézou na Schématu 22. V literatuie byla
popséna cyklizace pomoci methoxidu sodného v toluenu, kterd méla vést k vytvoteni
pyrrolového kruhu. Pfi pozorovani této smési tenkovrstvou chromatografii bylo zjisténo, ze
ani po 24 hodinach michani pfi laboratorni teploté, ani po 12 hodinach jejiho zahiivani na
50 °C nepocitovala vychozi latka zddné zmény. Proto reakce byla ukoncena a bez dalSiho

zkoumani zklikvidovana.
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Schéma 22. Pokus o reakci se sloué¢eninou II1.
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4 POUZITE ZARIZENI A PRISTROJE

Reagenty a rozpoustédla byly zakoupeny z béznych komerénich zdroja (Sigma Aldrich,
Fisher Scientific, VWR). Reten¢ni faktory v priabéhu reakci byly sledovany chromatografii
na tenké vrstvé (TLC). Pro tento ucel byly pouzity komer¢ni hlinikové desticky s vrstvou
silikagelu (Alugram® SIL G/UV254; 220-240 mesh; Macherey-Nagel) a s fluorescenénim
indikatorem pro UV 254 nm. Na sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel 60, 220—
240 mesh s velikosti ¢astic 35-75 pm, velikost portt 60 A. Teploty tani byly méfeny na
Koflerové bloku a nebyly korigovany.

Infracervend spektra byla méfena metodou KBr tablet na FT-IR spektrometru Alpha

(Brucker Optik GmbH Ettlingen).

NMR spektra byla méfena spektrometrem JEOL ECZ 400 pti frekvenci 399,75 MHz ('H) a
100,55 MHz ('*C). Mé&teni spekter bylo provedeno pii teploté 303 K v DMSO-ds a CDCls.
'H NMR spektra byla kalibrovana na residualni CHCls s chemickym posunem § 7,25 ppm a
13C NMR spektra byla korigovéana na '*C signal CDCl3 s chemickym posunem 77,16 ppm.
U deuterovaného dimethylsulfoxidu byla 'H NMR spektra kalibrovana na residuélni
DMSO-ds s chemickym posunem 2,50 ppm. *C NMR spektra byla korigovana na '*C signal
DMSO-ds s chemickym posunem 39,52 ppm. Chemické posuny jsou uvadény v jednotkach
ppm. Interakéni konstanta J je uvadéna v jednotkdch Hz. Multiplicita signalll je znacena
zkratkami s (singlet), d (dublet), dd (dublet dubletu), t (triplet), td (triplet dubletu), m
(multiplet).
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Priprava prekurzoru a cilovych latek

Svntéza 3-(3-methoxy-3-oxo-propylamino)chinolin-2.4(1H,3H)-dionu (I111)

Smés 3-chlorchinolindionu (VIII, 5 mmol), K2CO3 (13 mmol) a hydrochloridu methyl-3-
aminopropanoatu (IX, 6,5 mmol) ve 20 ml DMF byla za laboratorni teploty michana po
dobu 4 h. Poté byla vétSina DMF odstranéna odpafovanim na RVO s ptidavky toluenu.
Zbyly olejovity odparek byl rozpusStén v 15 ml vody, ktera byla nasledné vytiepana EtOAc
(4 x20ml). Ze spojenych a vysuSenych (NaxSO4) organickych podild byly na RVO
odpatfeny piebytecné tékavé latky. Ziskany surovy produkt IIT byl pfecistén pomoci

sloupcové chromatografie s pouzitim mobilni smési Pe/EtOAc (1/1, v/v).

3-Fenyl-3-((3-methoxy-3-oxopropyl)amino)-1-methylchinolin-2,4(1 H,3H)-dion (IIla)

Zluta olejovita latka: vytézek = 68 %, Rf = 0,29 (1/1 Pe v EtOAc)

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 1772, 1735, 1677, 1615, 1541, 1242, 1041, 878, 763, 726,
589, 523, 424.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 2,55 (t, 2H, H-2*, J = 5.0 Hz); 2,73-2,63
(m, 2H, H-1%); 3,54 (s, 3H, H-9); 3,60 (s, 3H, H-4%); 7,19 (td, 1H, H-6, J = 7,7; 0,8 Hz);
7,27-7,33 (m, 5H, H-2B, H-38, H-4® H-58, H-6%); 7,39 (d, 1H, H-8,J=8.2 Hz); 7,72 — 7,68
(m, 1H, H-7); 7,78 (dd, 1H, H-5, J=7,7; 1,6 Hz).

13C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 29,95 (C-9); 34,89 (C-2%); 40,55 (C-1%);
51,18 (C-4%); 76,99 (C-3); 115,86 (C-8): 120,69 (C-4a): 123,20 (C-6); 126,68 (C-2B, C-65):
127,30 (C-5); 128,61 (C-7, C-3B, C-5B): 128,79 (C-4B); 132,15 (C-1P); 142,14 (C-8a);
170,86 (C-2); 172,30 (C-3%); 192,91 (C-4).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

1-Fenyl-3-((3-methoxy-3-oxopropyl)amino)-3-methylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (I1Ib)

Zluta olejovita latka: vytézek = 66 %, Re= 0,19 (1/1 Pe v EtOAc)

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 1715, 1650, 1593, 1489, 1463, 1365, 1330, 1247, 1189,
1072, 754, 708, 519.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,48 (s, 3H, H-9); 2,45 (t, 2H, H-24, =69
Hz); 2,73 (td, 2H, H-14, J=7.0; 2,7 Hz); 3,58 (s, 3H, H-4"); 6,34 (d, 1H, H-4®, J = 8.2 Hz)
7,21-7,13 (m, 1H, H-6); 7,41-7,34 (m, 2H, H-2B, H-6%); 7,58-7,48 (m, 2H, H-3B, H-5%);
7,64-7,60 (m, 2H, H-5, H-8); 7,92 (dd, 1H, H-7, J=7,8; 1,5 Hz).

3C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 24,05 (C-9); 34,84 (C-2%); 51,13 (C-1%);
59,71 (C-4%); 69,54 (C-3); 116,34 (C-8); 119,66 (C-4a); 122,84 (C-2B, C-6P); 127,22 (C-5);
128,74 (C-4%); 129,18 (C-7, C-3B, C-5B); 130,10 (C-6); 135,61 (C-1B); 137,57 (C-8a);
143,55 (C-2); 172,22 (C-3%); 194,86 (C-4).

3-Fenyl-3-((3-methoxy-3-oxopropyl)amino)chinolin-2,4(1H,3H)-dion (Illc)

Zluté olejovita latka: vytézek = 78 %, Rr=0,29 (1/1 Pe v EtOAc)

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 1764, 1680, 1617, 1524, 1487, 1391, 1325, 1320, 1233,
1146, 931, 808, 724



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: § 2,56-2,52 (m, 2H, H-2%); 2,70 (t, 2H, H-
14, J = 6,7 Hz); 3,57 (s, 3H, H-4*); 7,15-7,05 (m, 2H, H-5, H-8); 7,44-7,31 (m, 5H, H-28,
H-3B, H-4B H-5B H-6P); 7,62 (ddd, 1H, H-7, J = 8,8; 7,3; 1,6 Hz); 7,74 (dd, 1H, H-6, J =
7,8; 1,3 Hz).

13C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: § 34,88 (C-2%); 40,55 (C-1%); 51,19 (C-4%);
76,39 (C-3); 116,35 (C-8); 119,19 (C-4a); 122,84 (C-5); 126,62 (C-2B, C-6®); 127,15 (C-
48); 128,58 (C-7); 128,77 (C-6, C-3B, C-5B); 136,30 (C-8a); 137,33 (C-1B); 171,35 (C-2);
172,34 (C-3%); 193,86 (C-4).

Svyntéza 4-(2-karboxyethyl)-1H-benzo|e]|1.4]diazepin-2.5-dionu V

Vychozi latka 3-((3-methoxy-3-oxopropyl)amino)chinolin-2,4-dion (III, 4 mmol) s TMG (8
mmol) byla rozpusténa v 15 ml ethanolu. Tato reakéni smés se michala za laboratorni teploty
2 dny. Po spotiebovani vychozi latky byly pfebyte¢na tékava rozpoustédla odpatfena na
RVO. Odparek byl rozpustén v 15 ml 5% HCI a tfepan do chloroformu. Ze spojenych a
vysuSenych (Na2SO4) organickych podili byly na RVO odpateny piebytecné t€kavé latky a
pfidanim cyklohexanu byly ziskany krystaly.

3-Fenyl-4-(2-karboxyethyl)-1-methyl-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dion
(Va)

Zluté krystalické latka: vytézek = 65 %, Re= 0,47 (EtOH), . = 170-173°C (cyklohexan)

IC spektrum (tableta KBr), cm™': 2960, 1720, 1668, 1601, 1567, 1475, 1371,1214, 1050,
838,712, 529.

'"H NMR spektrum (CDCl3, 400 MHz), ppm: & 2,87 (t, 2H, H-2%, J=6,9Hz ); 3,43 (s, 3H,
H-10); 4,03-3,96 (m, 1H, H-1%); 4,32—4,25 (m, 1H, H-1%); 5,6 (s, 1H, H-3); 7,07-6,78 (m,
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7H, H-28, H-3B, H-48, H-58, H-68, H-7, H-9); 7,19 — 7,12 (m, 1H, H-8); 7,56 (dd,1H, H-6,
J=17.9; 1,5 Hz); 8,39 (s, 1H, H-4%).

13C NMR spektrum (CDCls, 101 MHz), ppm: & 32,95 (C-10); 36,02 (C-2%); 47,44 (C-14);
68,68 (C-3); 120,80 (C-9); 124,17 (C-2B; C-6B); 125,47 (C-7); 127,59 (C-4B); 128,47 (C-35;
C-5B); 129,72 (C-5a); 130,46 (C-6); 131,98 (C-8); 133,75 (C-1B); 139,55 (C-9a); 167,57 (C-
5); 170,44 (C-2); 175,24 (C-3%).

3-Fenyl-4-(2-karboxyethyl)-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (V¢)

Zluté krystalické latka: vytézek = 62 %, Re= 0,51 (EtOH), t. = 168—174°C (cyklohexan)

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 2981, 1728, 1682, 1606, 1484, 1390, 1200, 1156, 1028,
826, 753,703, 522

"H NMR spektrum (CDCls, 400 MHz), ppm: & 2,86 (t, 2H, H-2*, J= 6,7 Hz); 4,01 (m, 1H,
H-1%); 4,33 (m, 1H, H-1%); 5,51 (s, 1H, H-3); 6,69 (d, 1H, H-9, J = 8,0 Hz); 7,20-6,92 (m,
7H, H-2B, H-38, H-4®, H-5% H-6®, H-7, H-8); 7,7 (dd, 1H, H-6, J = 7,8; 1,2 Hz); 8,36 (s,
1H, H-1) 8,64 (s, 1H, H-4%).

3C NMR spektrum (CDCls, 101 MHz), ppm: § 32,89 (C-10); 35,96 (C-2%); 47,38 (C-1%);
68,62 (C-3); 120,74 (C-9); 124,12 (C-2B; C-6®); 125,41 (C-7); 127,53 (C-45); 128,41 (C-35;
C-5P); 129,66 (C-5a); 130,40 (C-6); 131,93 (C-8); 133,69 (C-17); 139,49 (C-9a); 167,51 (C-
5); 170,39 (C-2); 175,19 (C-3%).
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Svyntéza 4-(3-chlor-3-oxopropyl)-1H-benzo|e][1.4]diazepin-2.5-dionu VI

Smés 4-(2-karboxyethyl)benzodiazepin-2,5-dionu (V, 1 mmol) s SOCI; (123 mmol) byla 1
hodinu vatena pod inertni atmosférou. Po ukonceni reakce byl prebytec¢ny thionylchlorid

odparen na RVO a zbyly produkt ve form¢ viskosniho oleje byl poté analyzovan na NMR.

4-(3-Chlor-3-oxopropyl)-3-fenyl-1-methyl-1H-benzo|e] [1,4]diazepin-2,5-dion (VIa)

Zluta olejovita latka: vytézek = 86 %, Ry= 0,32 (9/1 CHCl; v EtOH)

"H NMR spektrum (CDCls, 400 MHz), ppm: § 3,49-3,41 (m, SH, H-10, H-2%); 3,98 (dt,
1H, H-1%, J=13,8; 6,7 Hz); 4,39 (dt, 1H, H-1%, J = 14,2; 7,2 Hz); 5,50 (s, 1H, H-3); 7,10
6,80 (m, 7H, H-28, H-3B, H-48 H-58 H-6B, H-7, H-9); 7,22-7,15 (m, 1H, H-8); 7,57 (dd,
1H, H-6, J=17,9; 1,5 Hz).

3C NMR spektrum (CDCls, 101 MHz), ppm: § 36,03 (C-10); 45,49 (C-2%); 47,15 (C-1%);
69,04 (C-3); 120,91 (C-9); 124,09 (C-2B; C-6®); 125,54 (C-7); 127,80 (C-4"); 128,60 (C-35;
C-5B); 129,52 (C-5a); 130,46 (C-6); 132,19 (C-8); 133,43 (C-1B); 139,63 (C-9a); 167,53 (C-
5); 169,96 (C-2); 172,07 (C-34).

4-(3-Chlor-3-oxopropyl)-3-fenyl-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (VIc)

Zluta olejovita latka: vytézek = 84 %, R¢= 0,39 (9/1 CHCI; v EtOH)

"H NMR spektrum (CDCls, 400 MHz), ppm: & 3,50-3,39 (m, 2H, H-2A); 3,91-4,05 (m, 2H,
H-1A); 5,50 (s, 1H, H-3); 7,25-6,90 (m, 7H, H-2B, H-3B, H-4B, H-5B, H-6B, H-7, H-9);
8,27-8,12 (m, 1H, H-8): 8,34 (dd, 1H, H-6, J=4,5; 3,5 Hz).
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5.2 Nezdarené pokusy smérované k pripravé pyrrolobenzodiazepinu II

Metoda A

Po smichani 4-(3-chlor-3-oxopropyl)benzodiazepindionu VIa (444,3 mg; 1,25 mmol) s THF
(5 ml) a s triethylaminem (1,375 mmol; 0,19 ml; 10% nadbytek) byla reakéni smés pod
inertni atmosférou argonu michdna 24 hodin pfi laboratorni teploté. Po ptfidani triethylaminu
vznikla sraZenina, kterd byla po ukonceni reakce odfiltrovana pfes fritu a analyzovéana
pomoci NMR, kde bylo potvrzeno, Ze se jednd o triethylamin hydrochlorid. Ziskany filtrat
byl odpafen na RVO. Ke zbylému odparku bylo pfiddno 25 ml vody a vznikla smés byla
extrahovana ethyl-acetatem (4 x 15ml). Organicky podil byl vysusen (Na>SO4) a odpafen na
RVO. Po zméfeni NMR vykazoval surovy produkt pouze signaly ptivodni kyseliny Va.

Metoda B

Suspenze 4-(3-chlor-3-oxopropyl)benzodiazepindionu VIa (577,8 mg; 1,62 mmol) a NaH
(3,25 mmol; 130 mg) v 5 ml DMF byla michdna 24 hodin pfi laboratorni teploté pod inertni
atmosférou argonu. JelikoZ dle TLC nevznikal Zadny produkt, bylo do reakéni smési ptidano
dalsich 130 mg NaH a op¢t v§e michano 24 h. Po ukonceni reakce byla smés nalita do 30 ml
vody, kterda byla vytfepana do ethyl-acetatu (4 % 15 ml). Organicky podil byl vysuSen
(Na2S0Os4) a odpaten na RVO. Odparek byl dan na kolonu s mobilni smési CHCI3/EtOAc
(7/1, v/v). Frakce byly zméteny na NMR spektrometru, kde byla identifikovana pouze jedna

Cista frakce, kterou tvofila pivodni kyselina Va.
Metoda C

K 4-(3-chlor-3-oxopropyl)benzodiazepindionu VIec (242,8 mg; 0,7 mmol) rozpusténému
v DMF (5 ml) bylo jako baze ptidano DABCO (1,2 mmol; 134,60 mg). Roztok byl michan
pfi laboratorni teploté¢ 1 den, béhem kterého nedochédzelo k vyraznym zménam plvodni
smési, proto bylo pfidano dalsi mnozstvi DABCO (0,5 mmol) a reak¢ni roztok byl nadéle 2
dny zahtivan na 50 °C. Dle TLC prokazatelné vzniklo vice produkti, ze kterych se béZznym
zpracovanim reakéni smeési, to je odpafenim piebytecného mnozstvi DMF, extrakci
organickych latek z vody do EtOAc (4 x 15ml) nasledovanou chromatografii na silikagelu

smési CHCI3/EtOH (9/1, v/v), podaftilo izolovat a identifikovat pouze piivodni kyselinu Ve.
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Metoda D

K 4-(3-chlor-3-oxopropyl)benzodiazepindionu VIe (324,11 mg; 1 mmol) rozpusténému
v THF (5 ml) byl pfi laboratorni teploté ptikapan DBU (1,5 mmol; 0,21 ml). Pfi pfidani
DBU doslo ke vzniku ¢erné olejovité hmoty, kterd méla dle TLC stejné slozeni jako ptivodni
roztok. Vychozi latka se sice béhem 5 dni spotfebovala, ovsem tak komplikovanou smes

nebylo smyslné ani zkouset separovat.
Metoda E

Roztok slozeny z 4-(3-chlor-3-oxopropyl)benzodiazepindionu VIa (167,2 mg; 0,48 mmol)
TRITON B (246,8 mg; 0,72 mmol) a THF (5 ml) byl michén pod inertnim plynem 48 hodin
pii laboratorni teploté. Poté bylo piebyteéné rozpoustédlo odpaieno na RVO. Cerny
olejovity odparek byl rozpustén ve vod¢, ktery byl extrahovdn do EtOAc (4 x 15 ml).
Organicky podil byl vysuSen (NaxSO4) a odpafen. Surovy produkt byl podroben
chromatografii na sloupci silikagelu, pii které byly vyuzivany smési CHCI3/EtOH (9/1, v/v)
a CHCIs/EtOH (19/1, v/v). Bohuzel, zadné latky se nepodatilo tispé$né odd¢lit.

Metoda F

Vychozi 4-(2-karboxyethyl)benzodiazepindion Ve (114,1 mg; 0,3 mmol) byl rozpustén
v kyselin€ octové a do vzniklého roztoku byl pfidan P2Os (43 mg; 0,3 mmol). Reakéni roztok
byl michan 24 hodin pfi laboratorni teploté. JelikoZz dle TLC v roztoku nedochézelo
k Zddnym zménam, bylo pfidano dal§i mnoZstvi P2Os (43 mg; 0,3 mmol), které béhem
48 hodinach michani zpusobilo vznik ¢erné olejovité latky, ze které se nepodafilo izolovat

Zadné slouceniny, proto byla reakéni smés zlikvidovana.
Metoda G

K roztoku 3-((3-methoxy-3-oxopropyl)amino)chinolin-2,4(1H,3H)-dionu IIla (107,3 mg;
0,3 mmol) v 5 ml toluenu byl ptfiddn methoxid sodny (32,41 mg; 0,6 mmol). Protoze po
24 hodinovém michéni pfi laboratorni teploté byla v reakéni smési pfitomna pouze vychozi
latka, byl pfidan dal$i podil methoxidu sodného (32,35 mg; 0,6 mmol), se kterym byla
reak¢ni smes 12 hodin zahtivana na 50 °C. Jelikoz i za téchto podminek byla v roztoku pouze

vychozi latka, byla smés bez zpracovani zlikvidovana.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

ZAVER

Napln této prace spocivala v analyze literatury zabyvajici se vlastnostmi BDZ a PBD
slouCenin a riznymi metodami jejich piipravy. Dale je v praci zahrnut navrh
pfedpokladaného experimentalniho postupu pro syntézu pyrrolobenzodiazepintronli z

benzodiazepindiond s navdzanym fetézcem v poloze 4 a provedeni samotnych syntéz v

laboratornich podminkach.

Navrzena synteticka cesta vychazela z derivata 3-((3-methoxy-3-oxopropyl)amino)chinolin-
2,4-dionu III, které byly s vice nez dobrym vytézkem ziskany reakci hydrochloridu methyl-
3-aminopropanoatu (IX) s 3-chlorchinolin-2,4-diony VIII v prosttedi DMF a uhli¢itanu
draselné¢ho. Pfi néaslednych expanzich Sesticlenného pyridinového kruhu na sedmiclenny
diazepinovy pomoci TMG v ethanolu se objevilo piekvapivé, avSak vitané zjisténi, Ze po
zpracovani reakénich smési a identifikaci surovych produkti byly namisto ocekavanych
estert IV ziskany rovnou kyseliny V. Diky témto tandemovym hydrolyzam byl elegantné
pteskocen jeden reakéni stupeii a bylo mozné ptistoupit rovnou k chloraci sloucenin V, které
selektivné poskytly pouze produkty nukleofilnich substituci hydroxyli karboxylovych
skupin za chloridovy ion. Dale byly ziskané¢ 4-benzodiazepindiony VI, za tucelem
intramolekularni cyklizace 3-chlor-3-oxopropylového fetézce sméfované k piiprave
pyrrolobenzodiazepintriontt II, vystaveny u€inklim rGznych bazi. BohuZzel, Zadny
z provedenych experimentd nds nepienesl do cile navrzeného planu, ba naopak, nas vratil o
krok zpét. V ptipadech, kdy se podatilo izolovat néjaké chemické individuum, jednalo se
vzdy o puvodni kyselinu V. V reakci na tyto neuspéchy byly vyzkouSeny jesté dvé
alternativni metody a to cyklodehydratace kyseliny Ve oxidem fosforecnym a reakce
slouceniny III s methoxidem sodnym. OvSem i v téchto pfipadech méla pfiroda nad

osam¢lym badatelem ptesilu a opét ndm ocekdvany PBD nedovolila ptipravit.

V zavéru této diplomové prace lze konstatovat, Ze 1 pfes veSkeré vynalozené usili se
nepodafilo syntetizovat pyrrolobenzodiazepintriony. Experimentalni ¢ast prace poskytla
dilezité poznatky o reaktivité a interakcich mezi riznymi chemickymi cinidly, avSak
nedostate¢na ucinnost a selektivita reakci vedla k netspéchu v ptipravé pozadovanych
produkti. Tento vysledek poskytuje dilezitou zkuSenost pro budouci vyzkum v oblasti
syntézy PBD a poukazuje na potiebu dalSiho zkoumani optimalizace syntetickych postupt

a vyvoje novych reak¢nich metod.
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