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ABSTRAKT

V ramci ptredlozené diplomové prace byla v teoretické Casti rozebrana problematika
velice rozmanité biologické aktivity sloucenin obsahujicich ve své molekule
benzodiazepinovy a pyrrolobenzodiazepinovy motiv. V nasledujici ¢asti jsou probirany
nejen piistupy k syntéze dvou 3-benzyl-3-(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3 H)-diontim,
ale také interakce jejich dalSich analogii s 1,1,3,3-tetramethylguanidinem poskytujici
derivaty 4-propargyl-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dionu, jejichZ struktura
byla potvrzena béznymi metodami instrumentalni analyzy, jako jsou nukle4drni magneticka
resonance, hmotnostni spektrometrie a infraervena spektroskopie. Déle byly provedeny
nepreparativni pokusy smétované k nalezeni vhodnych podminek pro bazicky indukovanou
cyklizaci alkynylové skupiny k atomu uhliku v poloze 3 benzodiazepinového skeletu.
Jejich aplikaci byly ziskdny zajimavé vysledky, které jsou v diskusni c¢asti hojné

komentovany.

Klic¢ova slova: chinolindion, benzodiazepin, pyrrolobenzodiazepin, propargylovéa skupina,

biologicka aktivita, cyklizace, expanze kruhu



ABSTRACT

The theoretical part of this thesis deals with issue of very heterogeneous biological
activites of compounds containig benzodiazepine and pyrrolobenzodiazepine motifs in
their structure. The following sections discuss not only the appoaches of synthesis of the
two 3-benzyl-3-(propargylamino)quinoline-2,4(1H, 3H)- dione but also the reaction of their
other analogs with 1,1,3,3-tetramethylguanidine, 4-propargyl -3,4-dihydro-1H-benzo [e]
[1,4] diazepine-2,5-dione, whose structure was confirmed by conventional methods of
instrumental analysis such as nuclear magnetic resonance, mass spectromery and infrared
spectroscopy. Adverse attempts have also been made to find suitable conditions for the
basically induces cyclization of the alkynyl group to the carbon atom at the 3-position of
the benzodiazepine skeleton. Their applications have been gained with interesting results

that are widely commented in the discussion part.

Keywords: quinolindione, benzodiazepine, pyrrolobenzodiazepine, propargyl group,

biological activity, cyclyzation, expanzion of cyrcle
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UvVOD

Na Fakulté technologické Univerzity Tomase Bati ve Zlin€ jsou mnohymi pracovniky
Ustavu chemie, prakticky od jeho osamostatnéni od jinych souéasti, studovany syntetické
pfistupy k 4-hydroxychinolin-2(1H)-onim respektive k chinolin-2,4(1H,3H)-dionim a
jejich interakce s riznymi reagenty. V poslednich n¢kolika letech, bylo ¢leny vyzkumné
skupiny doc. Kafky zjisténo, ze UCinkem stiedné¢ silnych bazi na 3-
(substituovanéamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diony nastavd, zaclenénim atomu dusiku
aminové skupiny vazané v poloze 3, expanze Sesti¢lenného heterocyklického kruhu.
S vyuZitim té€chto znalosti a mirnou optimalizaci dfive pouzivanych metod bylo sedm 3-
(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diont, z nichz jsem jeden pfipravila ze zakladnich
surovin sama a zbylé byly pouzity zlaboratornich zéasob, u¢inkem 1,1,3,3-
tetramethylguanidinu v dimethylformamidu pti laboratorni teploté¢ prevedeny na
odpovidajici 4-propargyl-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-diony, které je mozné
ucinkem silné baze transformovat na fadu heterocyklickych slou€enin s pomérné

rozmanitou strukturou.

Syntéza benzodiazepinli, potazmo pyrrolobenzodiazepinii, pro jejich zajimavé
vlastnosti, pfedstavuje atraktivni odvétvi organické chemie. Postupy sméfujici k témto
derivatim casto, dle prostudované literatury, zahrnuji mnoho reak¢nich kroka s nepfilis
vysokymi vytéZky. Tato price na nékolika vybranych derivatech presentuje novou
syntetickou strategii, kterou je mozné vyuzit k pfipravé zminovanych heterocyklti pomérné
snazsi cestou poskytujici, s vyjimkou nckolika malo latek, témét ve vSech stupnich

vysokou konverzi vstupujiciho materialu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BENZODIAZEPINY

Benzodiazepiny jsou pomérné pocetna skupina sloucenin majicich do své struktury
zabudované dva atomy dusiku. Obecné jsou sloZzeny ze dvou vzijemné kondenzovanych
kruhti, benzenu a diazepinu. Samotny sedmiclenny kruh diazepinu, jak ukazuje horni
polovina Obrazku 1, se vyskytuje, pomineme-li jeho tautomerni formy, ve tfech
modifikacich, a to 1H-1,2-diazepin, 1H-1,3-diazepin a 1H-1,4-diazepin. Rlznymi
syntetickymi pfistupy byly pfipraveny 4 typy benzodiazepinii, jak je uvedeno ve spodni
poloviné Obrazku 1, sriznou polohou atomi dusiku. V odbornych periodicich
zaméfenych na  biologickou  U€innost jsou  téméf  vyhradné  popisovany

1 H-benzo[e][ 1,4]diazepiny jejichz Géinky jsou struéné popsany v nasledujicich kapitolach.

~ = <N
IN// |NJ/ gj

H H
1H-1,2-diazepin 1H-1,3-diazepin 1H-1,4-diazepin
/)
yo A Q)
1H-benzo[c][1,2]diazepin 1H-benzo[d][1,3]diazepin 1H-benzo[e][1,4]diazepin 1H-benzo[b][1,4]diazepin

Obrazek 1. Struktura diazepini a benzodiazepinti.

1.1 Benzodiazepinova chemoterapeutika

Prvni benzodiazepinovy medikament chlordiazepoxid, jehoz objev byla nahoda, byl
vefejnosti predstaven vroce 1957 spolecnosti Hoffman-La Roche Company pod
komerénim nazvem Librium©. Toto 1éCivo je piedepisovano piedevSim k tlevé od
uzkostnych  stavii. Jelikoz bylo povaZovano jako bezpecny analog vici
barbituratim, v 80. letech 20. stoleti se stalo jednim znejvice ptfedepisovanych Iékt
v Americe. Del§im sledovanim pacienti byly shleddny méné optimistické zjisténi

podkladajici fakt, Ze pii uZivani benzodiazepinovych 1é¢iv Ize vypéstovat silnou zavislost.'
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Dalsim anxiolytikem, které bylo v roce 1963 zavedeno na trh, byl diazepam, uvadény

pod nazvem Valium®©.'

H Me
s s
Cl =N_ o cl —N
@)
Chlordiazepoxid Diazepam

Obrazek 2. Prvni benzodiazepinové terapeutika.

V nésledujicich letech 20. stoleti bylo vyvinuto mnoho Usili pro pfipravu strukturnich
analogli vySe zminovanych slouCenin, které by mély stejny terapeuticky ucinek a
nezpusobovaly by fyziologickou i psychickou zavislost. Takové derivaty benzodiazepinu
nebo jinych sloucenin, které nevykazuji Zadné z nezadoucich ucinki a nebo, které by jejich
funkci nahradily, doposud bohuZel nalezeny nebyly. Benzodiazepinové léc¢iva se hojné
pouzivaji 1 ptes rizika u starSich pacienttl, u kterych se projevila zvySena citlivost v podobé&
vedlejsich uginkd.!

V soucasné dob¢ jsou benzodiazepiny nejen nejcastéji uzivané, ale také zneuzivané
psychofarmaka. Obecné jsou povazovany za stimulanty nebo psychostimulanty CNS.
Jinymi slovy, jsou to léky, které jsou schopné docasné udrzet odpovidajici vnimani
reality, coz snizuje vné&jSi podrazdénost, pocit Unavy a povznasejici télesné i duSevni
schopnosti.

Benzodizepinové stimulanty CNS se dle jejich ucinki ftadi do skupiny
antiepileptik, anxiolytik, sedativ a hypnotik, antidepresiv a myorelaxancii.

Antiepileptika disponuji sedativnim uc¢inkem na CNS a pii uziti téchto 1é¢iv dochdzi
také k Gtlumu vzajemné propojenych center, které se primarnim podnétem kaskadovité

aktivuji napfi¢ celym mozkem. Do této skupiny 1¢¢iv patti klonazepam (Obrazek 3).
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/
Me
klonazepam

Obrazek 3. Zastupce antiepileptika.

Anxiolytika jsou vyuZzivany pro odstranéni uzkosti, stresu, strachu a obav. Anxiolytika,
ktera se v soucasné dob¢ pouzivaji v medicing, jsou rozdéleny do dvou skupin, do kterych
jsou zahrnuty jak derivaty benzodiazepinu, jako je diazepam, chlordiazepoxid (Obrazek 2)
chlorazepat, halazepam, oxazepam a prazepam (Obrazek 4), tak i slouc¢eniny s odlisSnym
skeletem. Anxiolyticky Uc¢inek benzodiazepinl je specificky a jedine¢ny, ¢imZ se odliSuji
od analogli neobsahujicich benzodiazepinovy skelet. Primarni u¢inky benzodiazepinovych
anxiolytickych 1é¢iv. na CNS zahrnuji zmirnéni tzkosti a starosti, sedativni

’ e v s ’ , ’ 2
ucinek, uvolnéni kosterniho svalstva a uspavaci efekt.

B
EeReleSps

= = /[\2

0]

Me” "N kC|=3 %
alprazolam halazepam oxazepam prazepam

Obrazek 4. Zastupce anxiolytik.

Sedativa a hypnotika maji za nasledek motorické ¢i psychické zklidnénim organismu.
Sedativni t€¢inek miZe navodit ospalost az spanek jedince. Pti uziti vysokych davek téchto
preparatii je ve stejné mife sedativni G¢inek doprovazen uinkem anxiolytickym. Jako

sedativa jsou pouzivany nitrazepam, flunitrazepam (Obrazek 4).”
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(O )
O,N i =N O,N O =N

N
mé  © mé  ©
flunitrazepam nitrazepam

Obrazek 5. Zastupce sedativ a hypnotik.

Antidepresiva jsou l1éCiva, kterd se vyznacuji zmirnénim ptiznaki spojenych s depresi.

v

Existuje nékolik tfid antidepresiv. Nejcastéjsi a Siroce pouzivané léky pro 1écbu endogenni
deprese jsou tricyklickd antidepresiva, coz jsou latky, které ovliviiuji zpétné vstfebavani
neurotransmiterti (noradrenalin, serotonin) a tim je zvySen jejich ucinek. Mechanismus
ucinku tricyklickych latek neni jednozna¢n€ znam, a v soucasné dobé neni mozné ani
jednou z navrzenych hypotéz plné vysvétlit jejich antidepresivni €inek. Negativni stranou
uzivani benzodiazepinovych antidepresiv, jez jsou identickd uvedenym anxiolitikim
(Obrazek 2), je snizena pozornost pii fizeni. Tato skutecnost byla zkoumdna skupinou
autort”, kdy bylo zjisténo, e bshem prvnich tydnd uZivani benzodiazepinovych
antidepresiv je zvySené riziko dopravnich nehod o 40 %. Tato skutenost byla
pozorovana, bez  ohledu na dob& Uc€innosti riznych  benzodiazepinovych
antidepresiv, pii uzivani jedné & vice davek béhem dne.”

Myorelaxancia, jako je tetrazepam (Obrazek 6), jsou latky uvolnujici kiece, snizuji

M7V

svalové napéti a svymi u€inky vedou k relaxaci pfi¢n€ pruhovaného svalstva.

Mé
tetrazepam

Obrazek 6. Zastupce myorelaxancii.
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Bylo prokézano, Ze uZivanim extraktu z kofene byliny Sisaku bajkalského (Scutellaria
Baicalensis L.; Obrazek 7), rostlina z celedi hluchavkovitych, ktery je bohaty na
flavonoidy, se vyrazn¢ zvySuje terapeuticky ucinek benzodiazepini. Diky této
vlastnosti, je-li  poddvan kombinované, je mozné pacienty efektivné 1écit
benzodiazepinovymi medikamenty se slab$im terapeutickym indexem nebo v nizsich
koncentracich farmaceutické substance, ¢imz je snizovana mira zavislosti. Tato kombinace
se pouziva pii nervovém vycerpani, poruse spanku, ¢i stresu. V japonské mediciné se
predepisuje na podporu obranyschopnosti pii rakovin€. V posledni dob¢ se rozmahé nové
vyslechtény druh Sisdk vroubkovany (Scutellaria lateriflora; Obrazek 7) aplikovatelny pfi

’ 2,3,4
akutnich stavech.?>*°

Obriazek 7. Sisaku bajkalsky (vlevo) a Sisak vroubkovany (vpravo).

1.2 Mechanismus puasobeni benzodiazepini

Védeckym pracovnikim studujicich uc¢inky benzodiazepinovych 1é€iv trvalo az 15
let, nez dokazali objasnit jejich mechanismus €inku a biotransformaci. V dneSni dobé je
jejich osud od podani az do vylouceni z organismu velice dobfe zndm. Benzodiazepiny
jsou tfidou 1éCiv, ktera v riznych castech mozku selektivné plsobi na receptory
y-aminomaselné kyseliny A (GABA-A) a ovliviiuji tak centralni nervovou soustavu (CNS).

Tyto receptory se hojné vyskytuji v kiife mozkové a limbickém systému. Mechanismus
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ucinku spociva v navazani na definovanou oblast receptorového proteinu pro GABA, tim
je projevena jeho alosterickd modulace odpovédi komplexu na GABA. GABA zvySuje
transmembranovy pienos chloridovych ionti kanalkem receptorového proteinu do burky.
Tento zvySeny vstup iontl je zpiisoben vétsi frekvenci otevirani chloridového kanalku.
GABA-A receptor je slozen zpéti jednotek. U obratlovci se nejCastéji vyskytuji
podjednotky a(typ 1-6), B(typ 1-3), y(typ 1-3) s odlisSnou citlivosti na benzodiazepiny.
Benzodiazepiny jsou vazany na receptory, které se skladaji z a; (pfedevSim sedativni a
hypnotické ucinky), o, a o3 (anxiolytické plisobeni) a as podjednotek. Pfi vzniku
nervového impulsu nastava uvoliovani GABA z, dle Obrazku 8, "neuronu 1" do
synaptické Stérbiny, kde interaguje s receptory na "neuronu 2" a tim umoziiuje vstup
chloridovych iontd do '"neuronu 2". Tento proces je umocnény podévanim
benzodiazepinovych medikamentd. Tim se vyvold inhibicni efekt pro nervovy

impuls, ktery mize byt potladen ¢&i zcela blokovan.®”*

HEUROHM 1

6)
mista pro nowizdni
benzodiazepinu na
SABA receptoru

(4]
prachdze jicl nervovi
impuls je inhibowdin

Zvigen! inhibiEnmo Gfinku GABA
(miZe blokovar nervovy impuls)

Obrazek 8. Mechanismus t¢inku benzodiazepind.
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U znacné pocetné skupiny syntetizovanych derivatd 1,5-benzodiazepinu, jejichz
obecna struktura je uvedena na Obrazku 9, byla posuzovana in vitro antimikrobidlni
aktivita vici bakteriim Cryptococcus neoformans, Escherichia coli a Staphylococcus
aureus a kvasince Candida albicans. Vysledky testti ukézaly, ze vétSina derivatl vykazuje
znacnou aktivitu proti vSem testovanym kmenim bakterii 1 vi¢i vybrané kvasince.
Zejména slouteniny majici R'=thiazol-2-yl, R*=H a také ty, jez maji
R' = thiazol-2-yl, R? = CH; (MIC = 2—6 pg/ml) vykazuji vynikajici antifungalni aktivitu a
souCasn¢ také jsou na bakterii Cryptococcus neoformans mnohonasobné ucinnéj$i nez

referencni komer¢né pouzivany 1€k flukonazol.

H R1
R2 N
\C[ :/}*COOEt
N
H Me

Rl= S AN S S
N~ 'S
TN W W,

R?=H, Me, Br, F

Obrazek 9. Testované 1,5-benzodiazepiny na antimikrobialni aktivitu.

1.3 Benzodiazepinové alkaloidy

Prizkumem literatury, za uc¢elem nalezeni benzodiazepinovych derivatl izolovanych z
Zivych organismu, bylo zjiSténo, Ze prakticky jedinym pfirodnim zdrojem jsou plisn€ rodu
Penicillium. Ztéto cCetné rodiny plisni byly prvné zdruhu Penicillium cyclopium
Brackenem a ostatni’ a Birkinshawem a ostatni'® izolovany 1,4-benzodiazepin-2,5-diony
s trividlnimi ndzvy cyklopeptin, dehydrocyklopeptin, cyklopenin a cyklopenol. Biosyntéza
cyklopeninu spociva, jak je naznaceno na Schématu 1, v kondenzaci kyseliny anthranilové
s fenylalaninem za c¢asti methioninu, ktery je donorem methylové skupiny. Priméarné se
tvofi enzymové vazané acyklické dipeptidové intermediaty, které se po intramolekularni
cyklizaci zenzymu uvolni. Z cyklopektinu uc¢inkem NAD, jakoZzto vodikovym

akceptorem, vznika dehydrocyklopektin, ktery oxidaci dvojné vazby molekuldrnim
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kyslikem tvoii epoxidovy kruh a naslednou m-hydroxylaci poskytuje cyklopenol.'' Plisng
druhu Penicillium viridicantum dale U¢inkem enzymu cyclopentdzy benzodiazepinovy

systém cyklopeninu a cyklopenolu konvertuji na derivaty chinolinu zvané viridicatin a

viridicatol.'?

COOH
COOCH S COOH H
Cr ey
NH, NH; NH;
COOH
anthranilova fenylalanin methionin

kyselina

(@] |I\/|e (@] Me
SO @fL N

N H

H O N O

dehydrocyklopeptin cyklopeptin

o — G4, — .

viridicatin cyklopenin cyklopenol

O OH
l X OH
N~ ~O

H

viridicatol

Schéma 1. Biosynteticka draha 1,4-benzodiazepin-2,5-diont plisni rodu Penicillium.

Cyklopenin a cyklopenol maji vyrazné herbicidni G¢inky. Déle bylo u cyklopeninu

zjisténo, ze selektivné inhibuje reverzibilni acetylcholinesterazu. Acetylcholinesteraza je



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

enzym zpusobujici degradaci neurotransmiteru acetylcholinu, jehoz nedostatek vyvolava
Alzheimerovu chorobu, za vzniku cholinu a acetatu.”® U cyklopenolu a viridicatinu bylo

prokazano, Ze je inhibitor replikace lidského viru HIV.'*"?

U vybranych benzodiazepinovych analogi uvedenych v Obrazku 10, byla prokézana
inhibice cytoplazmatického enzymu farnesyltransferazy, ¢imz nastdva modulace aktivity
nadorovych proteinll a tim zabrafuje jejich ristu. Tuto protinddorovou aktivitu pozorovali
Ding Ch. Z. a dal$i na pokusnych mysi. Jejich studie ukazaly, ze hydrofobni substituent
navazany na atomu dusiku v poloze 4, stejné jako v poloze 7 nebo 8 jsou dulezité pro

T , 16
inhibici diskutovan¢ho enzymu.

R: 7: Ph, Br, cHex, pyridin-2-yl, pyridin-3-yl, pyridin-4-yl
8: Cl, NH,, NHCOMe, NHCO-cHex, NHCO-Ph,
NHCOONH-cHex, NHSO,-Ph

Obrazek 10. Vybrané analogy inhibujici enzym farnesyltransferazu.

Kromé zminénych vlastnosti hraji benzodiazepiny roli zékladniho stavebniho kamene
pii piipravé dalSich slouCenin slozitéjSich struktur, napf. s novymi kondenzovanymi
kruhy, jako jsou triazolo-, oxazino- nebo furano-benzodiazepiny. Vyzkum je v této oblasti
stale velmi aktivni a je zaméfen na syntézu sloucenin se zvySenou farmakologickou

aktivitou."”
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1.4 Syntéza benzodiazepinovych derivati

Jelikoz byly, a stale jsou, benzodiazepinové derivaty velmi studované slouceniny, bylo
do dnes$ni doby vyvinuto mnoho syntetickych postupli vedoucich k nim. Z tohoto divodu
bylo usouzeno, zZe v ramci prace neni nutny vycerpavajici piehled vSech publikovanych

metodik, a proto byly vybrany pouze nékteré zajimavé, uvedené nize.

1.4.1 Fotolyza azidochinolinu
Protoze tato diplomovéd prace je polovinou svého obsahu vénovana piipraveé
benzodiazepinti vychazejici z chinolindiont, na prvni Cestné misto jednoznacné patii

fotolytické reakce uvedené ve Schématu 2.

N3 MeO (0]
/Ej\/j e ] /@N ' /@f\\NH
=z dioxan, MeOH J J
Cl N ’ Cl N Cl N
hv (125 W) H H
N3
N MeONa =N OM
7 dioxan, MeOH 427 ©
N™ 'R hv (400 W) N

R R= Me, Ph

Schéma 2. Fotoliticka konverze 4-azidopyridinu na benzodiazepin.

U obou zndzornénych reakci je substituovany 4-azidochinolin ve smési rozpoustédel
methanolu a 1,4-dioxanu v bazickém prostfedi methanoldtu za ozafovani rtutovou
vybojkou pfeménén na 1,4-benzodiazepiny. Jediny vyrazny rozdil, ktery pravdépodobné
zpusobil vznik rozdilnych produkti, byla energie pouzitého zatfeni. V prvnim ptipadé bylo
na reakéni smés 6 h sviceno stiedotlakou rtutovou vybojkou (125 W), ¢imz doslo nejen
k ptesmyku, ale také k fotooxidaci snadno dostupné vychozi latky na smés dvou sloucenin,
8-chlor-5-methoxy-1H-benzo[e][1,4]diazepin a 8-chlor-1H-benzo[e][1,4]diazepin-5(4H)-
on, ziskanych ve stejnych mnozstvich 20 %.'® V ptipadé druhém, ktery byl publikovan'® o
pét let pozdéji, byla pro fotolyzu pouzita vysokotlakd rtutova vybojka (400 W). Za téchto

podminek byl izolovan pouze jeden produkt s dvojnasobnym vytézkem (40 %). !
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Dalsi transformace derivatii chinolinu na 1,4-benzodiazepiny, pomineme-li ¢lanek

z lofiského roku publikovany nasi vyzkumnou skupinou, v literatufe nalezeny nebyly.

1.4.2 Kondenzace o-diaminobenzenu s ketonem za ucasti zeolitu

Za ptitomnosti katalytického mnozstvi zeolitu (H-MCM-22) lze bé¢hem 3 hodin
provést pii pokojové teploté uclinnou kondenzaci o-fenylendiaminu a ketonli. Tato
metoda, uvedend na Schématu 3, poskytuje scyklickymi i s acyklickymi ketony
2,3-dihydro-1H-benzo[b][ 1,4]diazepiny ve vynikajicich vytézcich.

R2
NH, 0 N=
@ - R, HMeM22 @[ R
NH, R EtOH/reflux N R2
H R
Schéma 3. Syntéza benzo[b][1,4]diazepinu s vyuziti zeolitu H-MCM-22.

Vyhodou téchto reakci je, ze pouzity katalyzator lze snadno, prostym vypranim
v ethyl-acetatu, oddélenim na odstfedivce a aktivaci pii teplot¢ 500 °C po dobu 3-4
hodin, regenerovat. U opakované regenerovanych a pouzivanych zeoliti bylo po tfech a
vice cyklech pozorovano malé sniZeni katalytické aktivity. Nové zeolity poskytovaly
produkt ve vytézku 87 % a po n€kolikanasobném obnoveni klesl na 75 %. Tato metoda je
pro svou selektivitu, vysokou vytéznost, jednoduchost zpracovani a nizké naklady velmi

’ ;222
oblibena.’>*

1.4.3 Syntéza katalyzovana chloridem zirkonicitym

Analogii vy3e uvedeného postupu Reddy a ostatni>* publikovali piipravu
substituovanych benzo[b][1,4]diazepinti. Autofi pozorovali, ze reakci 1,2-diaminobenzenu
s ketony lze efektivné katalyzovat chloridem zirkonicitym, jakozto silnou Lewisovou

kyselinou, a ptipravit tak derivaty benzodiazepinu s vytézky pohybujicimi se okolo 90 %.
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2 2
R! NH, o 4l R! Nl R! Nl
i@: o M ZrCly Ij ~ “Me I;[U(Me
R%™ “Me Me - "=CH
R NH, R N=C"0 R N>E 2
R? H R2
R=H, CH; NO, OMe l
R;=H, Me H Re o R2
R<“=Me, Ph, iBu, 4-subst.Ph R! N Me R! N Me
@
R N= R N=
R? H R?

Schéma 4. Syntéza benzo[b][1,4]diazepinu za katalyzy chloridu zirkonicitého.

1.4.4 Priprava benzodiazepinu s vyuZitim Ugiho reakce

S vyuzitim viceslozkové reakce, kterou prvné piedstavil Ivar Karl Ugi,” bylo
ptipraveno nekolik benzo[e][1,4]diazepin-2,5-diont. Obecné jsou produktem Ugiho reakce

bis-amidy vznikajici z ketonu nebo aldehydu, aminu, isokyanidu a karboxylové kyseliny.

Syntéza znazornénd na Schématu 5 zahrnuje dva kroky. V prvnim z nich dojde ke
vzajemné kondenzaci vychozich latek a v druhém jsou izolované bis-amidy plisobenim
kyseliny chlorovodikové nebo acetylchloridu cyklizovany na vysledné derivaty
benzodiazepinu. Za identickych podminek byly benzodiazepiny pfipraveny bez izolace bis-

amidového meziproduktu.?®
- @COOH
[ Me Me
Z S NHR? 0

H
PMB—NH, N
. MeOH, 25 °C __ N
iPr—CHO 73 % PMB O

PMB: p-methoxybenzyl

Schéma 5. Syntéza benzodiazepini pies bis-amidovy meziprodukt.
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Pti charakterizaci latek bylo zjiSténo, ze benzodiazepiny substituované methylovymi
skupinami v poloze 3 a 4 mohou zaujimat rizné konformace diazepinového kruhu, coz
dovedlo autory ke zjisténi, ze zakladni struktura benzodiazepini nemusi byti tak tuhd, jak
se drive predpokladalo. Tato skute¢nost byla pozorovdna s ménici se teplotou pii méteni

NMR.*

1.4.5 Syntéza cyklopenolovych analogt

Skupina autord byla inspirovana slouceninami izolovanymi zplisni rodu
Penicillium, které  jsou mimo jiné uvedeny v kapitole "Benzodiazepinové
alkaloidy", a v n¢kolika stupnich pfipravili strukturni analoga dehydrocyklopeptinu a
cyklopenolu. Z anhydridu kyseliny isatoové a glycinu, jakozto vychozich sloucenin, byl
ziskan 3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dion, ktery byl po bromaci kondenzovan
pfi teplot¢ 150 °C s aromatickymi aldehydy v prostfedi acetanhydridu. Ziskané
3-benzyliden-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-diony  byly  peroxobenzoovou
kyselinou v chloroformu pfi laboratorni teplot¢ oxidovany za vzniku sloucenin

s epoxidovym kruhem.

o) (0] (0]
B
@o H,NCH,COOH d\ NH By, /AcOH r\dLNH
N/go N/z NK
H H o H O
Ar—CHO
150° C

(0] COOOH O
B B
KIi:I%\NHO ‘[::r r\I::I%\NH
© lab.tep -
Ar = N”z<{ N/z_ﬂkr
' H
a

B o Ar H O
: b: C: d: e: f:
0 Y,
HO HO
Cl OH OMe OH

Schéma 6. Synteticka cesta vedouci k analogtim cyklopenolu.
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Ptipravené slouceniny byly podrobeny testovani in vivo a in vitro. Pii in vitro testech
bylo zjisténo, Ze vykazuji silnou reverzibilni inhibici cholinesterdzy na svalovych tkanich
izolovanych z hrudniho svalstva zab, tenkého stfeva morcat a mozkové tkdn¢ potkanua se
zvySenou hladinou acetylcholinesterazy. Nejaktivnéjsi se jevily slouceniny se substituenty
(Schéma 6) oznacenymi jako a, b, ¢ a f. Letalni davka (LDso) byla 200 mg/kg. Sloucenina
b byla shleddna ucinngj$i, diky svalové kontrakci az 92 %, nez referencni

fyzostigmin, ktery vykazoval kontrakci pouze 80 %.>"*®

1.4.6 Syntéza diazepamu

Diazepam je bézné ziskavan 2-amino-5-chlorbenzofenonu, u kterého je prvotné nutné,
aby nedochdzelo k nasobné alkylaci, p-toluensulfonylchloridem ¢astecné ochrédnit volnou
aminovou skupinu. Na ziskany tosylat je nasledné dimethylsulfatem selektivné na atom
dusiku zavedena methylova skupina. Po kyselé hydrolyze je
2-methylamino-5-chlorbenzofenon cyklokondenzacni reakci s ethylesterem hydrochloridu

L . 29
glycinu pfeveden na diazepam.

JelikoZ se jednd o velmi uzivané lé€ivo, jsou ovSem znamy i dal$i varianty syntézy,
které obvykle zahrnuji vice reakcnich krokd. Napiiklad reakci 2-methylamino-5
chlorbenzofenonu s chloridem kyseliny chloroctové se pfipravi odpovidajici
N-acylderivat, ktery po reakci s hexamethylentetraaminem a po nasledné hydrolyze
v ethanolickém roztoku kyseliny chlorovodikové spojené s cyklokondenzaéni reakci

vytvoii diazepam.”
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NH, NH—Tos
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Schéma 7. Dv€ metody syntézy diazepamu.
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2 PYRROLOBENZODIAZEPINY

Pyrrolobenzodiazepiny jsou tricyklické heterocyklické slouCeniny, které, jak nazev
napovida, ve své struktufe obsahuji Sesti¢lenny benzenovy, sedmiclenny diazepinovy a
péticlenny pyrrolovy kruh. Pyrrolobenzodiazepint, a to jak synteticky pfipravenych, tak
1 ptirodnich, je znamo velmi mnoho. V podstaté se vzajemné 1isi polohou substituentii na
jednotlivych kruzich a stupném nasyceni diazepinového nebo pyrrolového kruhu. VSechny

znamé piirodni produkty maji na chiralnim atomu uhliku C-11a absolutni konfiguraci S.**

Obrazek 10. Struktura znamych pyrrolobenzodiazepinu.

2.1 Pyrrolobenzodiazepiny izolované z prirody

Prvni sloucenina s pyrrolobenzodiazepinovou strukturou, jez byla v roce 1965
Leimgruberem izolovéana z bakterii Streptomyces refuineus thermotolerans,” dostala nazev
anthramycin. Pozd¢ji bylo prokézano, Ze antibiotikum ma bakteriocidni u¢inky na bakterie
Staphylococcus aureus (0,1-5 pg/ml) a jiné grampozitivni bakterie. Soucasné vykazuje
protinddorovou aktivitu, jejiZ mechanismus u¢inku spo¢ivé v inhibici syntézy RNA a DNA
karcinomu. Jeho pouziti bylo zvelké &asti omezeno kvili vysoké kardiotoxicité.*
V nasledujicich letech byl prokazan chemosterilaéni w¢inek proti mouse domaci.’'
V mediciné je dnes spiSe nahrazovan za doxorubicin (nema spolecné strukturni znaky
s anthramycinem), protoze vykazuje vyraznéjsi protinddorovy ucinek a mirnéj$i vedlejsi

vy 2 4
Géinky. >

Me

Obriazek 11. Struktura anthramycinu.”
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Od objevu anthramycinu do dnesni doby byla izolovana a charakterizovana celd fada
dalSich, pfirozené¢ se vyskytujicich pyrrolobenzodiazepinovych sloucenin vice ¢i méné
slozitych struktur. Na Obrazku 12 je z této velmi pocetné skupiny uvedeno jen nékolik
zastupct,, které jsou nejhojnéji citovany v odbornych pracich. Tomaymycin, jez je
produkovany bakteriemi Streptomyces achromogenes, ma antimikrobidlni ucinek na
Staphylococcus aureus. Tomaymycin také ptisobi na ur&ité typy bakteriofagi.*® Z bakterii
rodu Streptomyces byly izolovany chicamycin a abbeymycin. Chicamycin ma vyrazné
inhibi¢ni u¢inky na Micrococcus luteus a Streptococccus pyogenes, zatimco abbeymycin je
bakteriocidni vii¢i Bacteroides fragilis. Prothracarcin produkovany Streptomyces umbrinus
raffinophilus vykazuje antibakterialni G&inky na Escherichia coli a jiné.**”> Obecnd je
mozné o pyrrolobenzodiazepinech izolovanych z ptirodnich zdrojii fici, Ze jsou vesmes

produkovany riznymi bakteriemi za i¢elem inhibice bakterii jinych.

MeO

HO

/H
‘OMe

Iz

abbeymycin prothracarcin

Obrazek 12. Vybrané pyrrolobenzodiazepiny izolované z bakterii.

cey

Lidska stfevni mikroflora je biocendza mikroorganismi Zijici v travici soustaveé
&lovéka, ktery jich ma piiblizng 10"°-10"*. Vyvazenost spoledenstva je dilleZita z hlediska
zazivani, imunity a ochrané pted patogeny. Je-1i rovnovéha naruSena, mize se to projevit
prijem, zacpou, bolesti a piecitlivilosti na nékteré potraviny. Vyzkumnici,®’ kteti studovali
vliv produkce cytotoxini bakteriemi na lidskou mikrofloru, zjistili, Zze gramnegativni
bakterie Klebsiella oxytoca vyskytujici se ve stievnim traktu produkuje cytotoxin tilivallin,

ktery je uveden na Obrazku 13.
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OH
NH

Obrazek 13. Struktura cytotoxinu tilivallinu.

Tilivallin se fadi do skupiny protinadorovych antibiotik jako anthramycin a kuptikladu
je cytotoxinem pro tumorové bunky leukémie u mysi avSak mechanismus ucinku neni stale
zcela objasnén. Nezadoucim ucinkem je, ze pokud je jedinec 1é¢en medikamentem na bazi
Penicillia, nastdvd pifimé posSkozeni stfevniho epitelu pyrrolobenzodiazepinovym
cytotoxinem a dochéazi k naruseni ochranné funkce epitelu. To mlze mit za nasledek

krvavé prijmy, tupé bolesti bficha a horecky.>’

2.2 Pyrrolobenzodiazepiny pripravené syntetickou cestou

Pyrrolobenzodiazepinové medikamenty hraji vyznamnou roli pii 1écbé rakoviny.
V uplynulych dvou desetileti bylo vynaloZzeno velké usili sméfované ke studiu syntézy
a biologické aktivity pyrrolobenzodiazepinii. Tento vyzkum se ubirda dvéma sméry, z nichz
jeden je nachazeni novych pyrrolobenzodiazepini a druhy je modifikace jiz objevenych za

ucelem odstranéni nebo sniZeni jejich negativnich vlastnosti.

V soucasnosti  je  vétSina  protinddorovych  1é¢iv  schopna  hydrofobnimi
a elektrostatickymi interakcemi nebo prostfednictvim vodikovych vazeb interagovat s casti
nadorové DNA. V ramci vyvoje byly pfipraveny polycyklické pyrrolobenzodiazepiny, které
maji schopnost naruseni funkce nadorové bunééné DNA, coz miZe veést

k mutagenezi, karcinogenezi bun¢k nebo piimo k apopt(')ze.38

Dalsimi slouc¢eninami, které vykazuji baktericidni aktivitu,  jsou
pyrrolobenzodiazepinové dimery propojené prostfednictvim propyldioxylové nebo
pentyldioxylové spojky. Tyto slouCeniny jsou aktivni vii¢i celé fadé grampozitivnich

bakterii diky schopnosti vytvofeni pfi¢nych kovalentnich vazeb mezi dvéma
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komplementarnimi fetézci DNA v urcité sekvenci. Nejvétsi preference je ke tiem bazim
guaninu a atomem uhliku C-11 pyrrolobenzodiazepinu vznikd kovalentni vazba a ke
stabilizaci siln¢ napoméhaji vodikové mustky. Tento stav zpisobi nepatrnou strukturni
zménu DNA, kterd je pro enzymy excizni opravy Spatné detekovatelna, coz vede ke vzniku

mutované DNA a nasledné k nadorovému bujeni.

A T C X
/H// (@] R?
N O\/Fyﬂ\/o]i:f&\’\j ANRi
\‘% : OMe MeO N
X cC—T A G X

Obrazek 14. Zabudovani dimerti do komplementarnich fetézci DNA.

(A —adenin; G — guanin; C — cytosin; T — thymin)

Diive zkoumané derivaty s oznacenim SJG-136, DRG-16 a ELB-21 (Obrazek
15), které maji pyrrolobenzodiazepinové jednotky spojené jednoduchym uhlovodikovym
fetézcem (3-5 uhlikh), vykazovaly vybornou baktericidni aktivitu proti grampozitivnim
patogenim, jako jsou Staphylococcus aureus, které jsou odolné vuCi antibiotiku
methicilinu, nebo Enterococcus sp., jez jsou odolné vuci antibiotiku vankomycinu.
Slouc¢enina ELB-21 se jevila jako nejvice u€inny testovany zastupce. Vysledky klinickych
testll ukazaly, ze ELB-21 je, ve srovnani s jinymi doposud podévanymi 1écivy, u lidi 1épe
tolerovan. Jelikoz ELB-21 doposud neprosel veSkerymi testy a tudiz ho neni moZné bézné
uzivat, muze byti pouze potencidlné vyuZitelny jako "Iék posledniho pouziti" pii zivotu
nebezpecnych infekcich zpasobenych vySe zminovanymi methicillin rezistentnimi

. . .. 39
Staphylococcus aureus a vankomycin rezistentnimi Enterococcus sp.
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]
R o) o) P
RszMe MeO N R2
=N O/\M;\O N=
SJG-136: n=1, R'=R?=H

DRG-16: n=3, R'=R?=H
ELB-21: n=3, R'= Me, R?=H

Obrazek 15. Struktury derivat SIG-136, DRG-16 a ELB-21.

Byly taktéz provedeny syntézy analogl, které maji Cast molekuly spojujici dvé
pyrrolobenzodiazepinové jednotky del§i nez ma ELB-21. Uginek jednotlivych typti zavisi
na délce spojujicich fetézcl a poloze obou guaninovych bazich, na které se analog vaze. Ve
zminovan¢ studii bylo prokazano, Ze s prodluzujicim feté¢zcem dochazi ke Spatnému vazani

pyrrolobenzodiazepinového derivatu do dvouSroubovice DNA.*

Skupina autort Kamal a kolektiv®’ pfipravili nové slougeniny pyrrolobenzodiazepinu
obsahujici fenantrylfenoxylovou jednotku za ucelem srovnéani antikarcinogennich ucinki
s vySe uvedenymi derivaty. Vyzkum byl sméfovan na antiproliferativni Uc¢inek proti
bunkdm rakoviny prsu. Vysledky naznacuji, Ze synteticky pfipravené slouceniny
fenantryfenoxy-pyrrolobenzodiazepinti (PP-PBD) jsou skute¢né¢ vhodnymi kandidaty pro
klinické testovani. PP-PBD zplsobuji zastaveni rustové faze v buné&ném cyklu, kdy
probiha sestavovani novych organel, a apoptdozu mitochondrii, ve kterych probihd bunécné
dychani. Progrese rlstové faze je fizena cyklinem D1, coz je protein, ktery je v prub¢hu
faze rychle syntetizovan a hromadén v jadie, kde nasledné degraduje a vstupuje do
S faze, kde dochazi k replikaci DNA. Pravé na tento protein ma vliv PP-PBD. Tyto
slouceniny byly hodnoceny z hlediska cytotoxicity na 60-ti nddorovych buikach,
kuptikladu bunkéch leukémie, karcinomu plic, CNS, klze, vaje¢niku, ledvin, prostaty a

prsu, a dalSich.

Jedna ze sloucenin této struktury, uvedené na Obrazku 16, byla hodnocena v ramci
MTT a SRB testu. MTT test spoc¢iva v kolorimetrickém hodnoceni bunééné metabolické
aktivity. SRB test spocivd v méfeni cytotoxicity a bunécné proliferace indukované
testovanou latkou. Principem je schopnost proteinu obarvit se sulforhodaminem B a ménit

pH v zavislosti na obsahu aminokyselinovych zbytkli kyselin fixované trichloroctovou
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kyselinou. Citlivost tohoto nedestruktivniho testu je srovnatelnd s jinymi fluorescen¢nimi
testy a je lepsi nez Lowry a Bradford test, jez stanovuje koncentraci proteinu v roztoku, coz
je zavislé na slozeni aminokyselin proteinu.* Vysledky obou testl ukazaly, e jedna ze
sloucenin, jejiz struktura je uvedend na Obrazku 16, je vyborny antiproliferacni Cinitel na
57 lidskych nadorovych bunécénych liniich a byla vyhodnocena jako aplikovatelna

sloucenina proti karcinomu prsu na dalsi klinické Setfeni.

‘ o]
O QA
oo N=

Obriazek 16. Analog pyrrolobenzodiazepinovych dimert.

2.3 Syntéza pyrrolobenzodiazepini

2.3.1 Friedelova-Craftsova alkylace cyklopentenonu s pyrrolylanilinem

Jedna z moznych metod ptipravy pyrrolobenzodiazepinovych sloucenin vychézi z
komeréné dostupného furfuralu, ktery reakci s Grignardovym
¢inidlem, arylmagnesiumbromidem, poskytuje aryl(furan-2-yl)methanol. Ten byl indickymi
autory vroce 2016 publikovan jako vychozi sloucenina, ze které kysele katalyzovanym

Piancatelliho presmykem ziskali aromaticky derivat 4-hydr0xycyklopent-2-enonu.41

R
N/ R
O =
o OH " @ENH N/
o. /| ArBr, Mg o N Ar 2 @ %
\ / Et,0, r.t. \ / Ar In(OTf)3 N
OH MeCN, 25 °C H o)
Ar

Schéma 7. Pfiprava vychézejici z furfuralu.
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Nasledné provedli Friedelovu-Craftsovu alkylaci cyklopentenonu s bifunkénim substratem,
2-(1H-pyrrol-1-yl)anilinem, za katalyzy trifluormethansulfonanem inditym v acetonitrilu pii
laboratorni teploté, ¢imz doslo k uzavieni 1,4-diazepinového kruhu. Objev této metody je pro
studium pyrrolobenzodiazepint z divodu vysoké konverze latek, mirnych reakcnich

podminek, kratkych reakénich asti a vysoké selektivity prinosny.*!

2.3.2 Reakce nitrobenzoové kyseliny s prolinolem nasledovana reduktivni cyklizaci

V odborném c¢lanku €asopisu Tetrahedron v roce 1998 je uveden postup (Schéma 8),"
kterém z 5-methoxy-2-nitrobenzoové kyseliny a pyrrolidin-2-ylmethanolu v dichlormethanu za
ptitomnosti ~ N-methylmorpholinu =~ (NMM),  dicyklohexylkarbodiimid  (DCC) a
N-hydroxybenzotriazolu (BTOH) pii 25 °C byl béhem 12 hodin pfipraven amid s témgef
kvantitativnim vytéZkem (94 %). Ten byl nasledné vystaven Dessové-Martinové oxidaci, ¢imz
byla béhem pil hodiny hydroxymethylova skupina pfeménéna na skupinu aldehydovou.
Izolovany meziprodukt byl podroben redukci vodikem za katalytického ucinku Pd/C, kterou
doprovazela spontanni kondenzace vznikajici aminoskupiny s aldehydovou skupinou za tvorby

pyrrolobenzodiazepinového uskupeni.

NO NMM NO, O cH,OH Q
COZH DCC MeO N
__BTOH _ Q 1) Dess-Martin
T CHCl, 2) H,, Pd/C N
25°C
OMe H

Schéma 8. Piiprava vychézejici z 2-nitrobenzoové kyseliny.

2.3.2 Reduktivni cyklizace 1-(2-nitrobenzyl)-1H-pyrrol-2-karbaldehydu

Cinti autofi se zabyvali piipravou lixivaptanu, coZ je chemoterapeutikum zaméfené na
lécbu a prevenci kardiovaskularnich onemocnéni. Od roku 2010 je toto syntetické 1é¢ivo
podrobovano klinickym studiim. Pro pfipravu pyrolobenzodiazepinového skeletu ve strukture
lixivaptanu aplikovali analogickou strategii jako v pfedchozim ptipad€. V prvnim stupni nechali
reagovat 1-(brommethyl)-2-nitrobenzen s 1H-pyrrol-2-karbaldehydem za piitomnosti baze
(Schéma 9). Pokouseli se taktéz nalézt vhodnou bazi, ktera bude poskytovat produkt s vysokym
vytézkem a bude selektivni. Z pouzitych bazi, kterymi byly NaH, KOH, K,COs;, NaOH,
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TEA, byla vyhodnocena potas jako nejlepsi. Izolovany nitro aldehyd byl redukovan pii zvySené
teplots a tlaku 0,1-0,2 MPa. Vznikajici redukovany meziprodukt samovolné cyklizoval.*?

o)
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Br N" S
~ A .
©? + HN _baze NN, Hy; Pd/C _
NO = =/ "60°C
2 N02 N
\§
o H

N\
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N— cl
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lixivaptan

osm
reakénich
kroku

Schéma 9. Piiprava vychézejici z 1-(brommethyl)-2-nitrobenzenu.

Z izolovaného pyrolobenzodiazepinu dal§imi 8 reakénimi stupni pfipravili lixivaptan.

Autofi presentuji, Ze touto metodou Ize snadno a efektivné ziskat zadany derivat.*

2.3.3 Reakce o-nitrobenzoylchloridu s esterem prolinu nasledovana reduktivni

cyklizaci

Poslednim jednoduchym postupem je reakce o-nitrobenzoylchloridu s hydrochloridem
L-methyl-prolinatu pti 0 °C v dichlormethanu za bazického ptlisobeni triethylaminu (TEA),
ktera poskytuje nitroesterovy meziprodukt svytézkem 73 %. Ten se nésledné varem
v heterogennim prostiedi Zzeleza v kyselin€ octové soucasné redukuje (nitroskupina),

hydrolyzuje (esterové skupina) a cyklizuje.**
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Schéma 10. Syntéza opticky Cistého pyrrolobenzodiazepinu.

Jelikoz je tato vyuziva snadno dostupné, levné chemikélie a nezahrnuje mnoho
slozitych ~ kroki, miiZze byt wuZiteknd pro syntézu chirdlnich tricyklickych

benzodiazepinovych 1éCiv.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 DISKUSE A VYSLEDKY

3.1 Shrnuti vysledkii predeSlych kolegii

Pivodnim zamérem mé predchidkyné Ing. Marianny Molnarové bylo, na sekundarni
aminovou skupinu pfipravenych 3-(prop-2-yn-1-ylamino)chinolin-2,4(1H,3 H)-diont zavést
druhy propargylovy fetézec. Pro planovanou elektrofilni substituci byl zvolen
propargylbromid jako alkylaéni ¢inidlo v prosttedi dimethylformamidu (DMF).
V prvotnich pokusech, kdy byl heterocyklicky atom dusiku obsazen arylovym nebo
alkylovym substituentem, v nadbytku potase k zadné reakci nedochazelo. V ptipadé, Ze tato
poloha obsazena nebyla, nastala pouze alkylace na atom dusiku v poloze 1. Tato zardzejici
rezistence sekunddrniho aminu vedla k pouziti silngjSich bazi, tetramethylguanidinu
(TMG) a hydridu sodného. Obé zvolené baze u jednoho derivatu zpusobily absolutni
preménu substratu, ovsem dle chromatografie na tenké vrstvé (TLC) vznikaly dva rozdilné
produkty. Vysledek z hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS) ukézal, ze
oba izolované¢ produkty maji stejnou molekulovou hmotnost jako vychozi 3-
(propargylamino)derivat, z ¢ehoz bylo usouzeno, Ze se jednd o tfi isomerni latky. Tento
predpoklad potvrdil 1 vysledek plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS),
z né¢hoZ bylo patrné, Ze oba izolované produkty a vychozi 3-(propargylamino)derivat maji

stejny molekulovy peak s hodnotou 366 m/z, ovSem maji jinou fragmentacni drahu.

Po objasnéni struktury pomoci NMR bylo zji§téno, Ze propargylbromid se reakce
neucastni, a Ze ucinkem TMG nastava expanze Sesticlenného kruhu na sedmiclenny za
vzniku benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dionu. Vlivem NaH nastala nejen zminéna expanze, ale
soucasné¢ doslo 1 k nukleofinimu ataku zfejmé acetylidového iontu na atom uhliku v poloze
3 vzniklého benzodiazepinu za tvorby benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11-dionu
(Schéma 11).
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Schéma 11. Shrnuti diive dosaZenych vysledkd.

Po prostudovani literatury bylo zjiSténo, Zze derivadty benzodiazepinu a
pyrrolobenzodiazepinu maji zajimavou biologickou aktivitu, pro kterou je fada védcu
pfipravuje, ovSem ve vétSin€ piipadii znacnym poctem reakénich krokt. Tyto poznatky nas

piimély ke studiu jejich ptipravy ponckud snazsi syntetickou cestou.

3.2 Diskuse k FeSeni zadané problematiky

Jak plyne z vySe uvedeného, mé prace bezprostiredné navazuje na diplomovou praci
byvalé  spolupracovnice, a proto byla fada  vychozich sloucenin, 3-
(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diont, pouzita ze zbylych, diive pfipravenych zasob.
Z toho dlivodu je drtiva vétsina latek, a to jak v diskusni ¢asti, tak 1 v popisech syntetickych
metod a strukturnich charakteristik pfipravenych sloucenin, presentovand od druhé

poloviny vicestupiiové syntézy, tj. od piipravy benzo[e][1,4]diazepin-2,5-diont.

Z diivodu neocekavanych probléml pii uzavirani pyrrolového kruhu, jak je
diskutovéano niZe, bylo pfistoupeno k ptipravé dvou 3-benzyl-3-(propargylamino)chinolin-
2,4(1H,3H)-dionti. Postup k nim sméfujici zaujimal stejnou strategii jako u ostatnich
analogli nesoucich v poloze 3 chinolindionového uskupeni fenylovy nebo methylovy
substituent. To znamend, Ze byla v prvni fazi provedena tepelné iniciovana kondenzace

anilinu popft. fenyl(methyl)aminu s diethyl-benzylmalonatem (Schéma 12).
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Schéma 12. Pfiprava 4-hydroxychinolin-2(1H)-ont 1.

Po osmihodinovém resp. desetihodinovém ohtevu reakéni smési, coz je pro tento typ
reakci bézny Casovy interval, bylo izolovano pouze 42 % resp. 49 % Zadaného produktu.
Pro ty, jez se pohybuji v chemii chinolonti, neni tato nizkéd vytéznost, obzvlaste je-li ester
malonové kyseliny substituovdn methylovou nebo benzylovou skupinou, zarazejici, nebot’
konkuren¢nim produktem je substituovany N,N-difenylmalonamid, ktery byl zreak¢ni
smési castecné izolovan.

Pro pfipravu alkynylaminli bylo nutné do molekuly piekrystalizovanych 4-
hydroxychinolin-2(1H)-onl 1 zavést do polohy 3 atom halogenu. Jelikoz bromace, ¢asto
provadéna bromem v kyseliné octové pii bézné teploté, neni se substraty tohoto typu
selektivni a mnohdy vznika obtizné¢ délitelnd smés zadanych 3-bromchinolindioni s 3,6-
dibromderivaty,” byla zvolena chlorace sulfurylchloridem v dioxanu p¥i mirn& zvysené

teploté (Schéma 13).
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Schéma 13. Chlorace 4-hydroxychinolin-2(1H)-ont 1.

Tato reakce, jez byla provedena podle jiz dlouho znamého postupu,*® poskytla bdhem
45 min snadnym zpracovanim reakéni smeési 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-diony 2 v dobré

kvalité a s vysokymi vytézky.
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V odborné literatuie se vyskytuje velmi mnoho metod pro piipravu sekundarnich
aminoderivatd. V podstat¢ se necha reagovat jakkoliv rozmanitd halogenovana,
nearomatickd sloucenina s primarnim aminem, casto za prfitomnosti anorganické Ci
organické baze.

vvvvvv

reakci 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dioni s 1,5 ekvivalenty propargylaminu a potaSe
v DMF. Tyto experimenty sice vedly k zddanému produktu, ovSem jeho izolace
z komplikované reakéni smési byla mozna pouze opakovanou chromatografii na sloupci
silikagelu. Proto byla taktéz mou kolegyni provéfena analogie postupu publikovaného
v roce 2002 prof. Klaskem a dal$imi spoluautory,® ktera se pro fadu slou¢enin ukézala
vhodnad, a proto byly vychozi slouceniny 2 vystaveny stejnym podminkdm. To znamena, ze
aminolyza halogenderivatt 2 byla, jak je patrné ze Schématu 14, provedena v DMF s 50%

nadbytkem propargylaminu pfi laboratorni teploté.
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Schéma 14. Aminolyza 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-diont 2. dopocitat vytézky

3-Benzyl-3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-diony, zndzornéné ve Schématu 14, poskytly
zna¢né mnozstvi redukovanych 4-hydroxychinolin-2(1H)-onti 1. Je zajimavé, Ze u Sesti
analogickych derivati uvedenych v diplomové praci Ing. Marianny Molnarové, které byly
vystavené identickym reakénim podminkdm a postupu zpracovani, tyto nezadouci,
konkuren¢ni reakce pozorovany nebyly, ale jak plyne z literatury, neni tato skute¢nost

pozorovana poprvé.46
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Pro tuto skute¢nost mne napada jediné mozné, ovsem nepodlozené, vysvétleni. Jelikoz
je atom chloru mezi dvéma karbonyly, které obecné¢ siln¢ odCerpavaji elektrony z jejich
blizkého okoli, mize mit parcidlni kladny naboj. V této polarizované molekule je
pravdépodobn¢ nukleofilnim atakem vody pochazejici z nesuseného DMF hydrolyzovana
vazba C-3—Cl, ¢imz vznikéd kyselina chlornd a intermediat naznaceny ve Schématu 15,
ktery nésledné¢ po ptesunu elektronti ve sméru Sipek a pfijmuti protonu poskytne 4-

hydroxychinolin-2(1H)-on 1.

H
+ HIQH —_— —_—
'Tl o - HCIO l}l o ’Tj o
R R R
2 1

Schéma 15. NavrZeny mechanismus hydrolyzy 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dionu 2.

Primérnim ukolem a cilem diplomové prace bylo pfipravit nékolik derivati 4-
(propargyl)-3,4-dihydro-1H-benzo[e][ 1,4]diazepin-2,5-dionu a dostupnymi analytickymi

metodami strukturu izolovanych sloucenin jednoznaéné potvrdit ¢i vyvratit.

Za timto ucelem bylo vybrano osm vychozich latek 3 liSicich se substituci v polohach
1 a 3 chinolindionového uskupeni, znichz dvé (3g, 3h) jsem ze zékladnich surovin
pfipravila osobné a zbylych Sest (3a-3f), jak bylo avizovdno vySe, jsem pouzila
z laboratornich zésob. Atom dusiku v poloze 1 byl bud’ nesubstituovany (3¢, 3f, 3g) anebo
nesl methylovou (3b, 3e, 3h) pfipadné fenylovou (3a, 3d) skupinu. V blizkosti reakéniho
mista, tj. k atomu uhliku v poloze 3 chinolindionového derivatu byly vybrané fenylovy
substituent (3a—3c), jako zastupce elektronakceprotové arylové skupiny, methylovy
substituent (3d-3f), jako predstavitel malé elektrondonorové alkylové skupiny a benzylovy
substituent (3g, 3h), jenZ je svou strukturou na rozmezi prvné zminénych, a ktery se ¢asto

v ruznych typech reakci organickych sloucenin chovéa anomalné.

V pocatecnim pokusu sméfovanym k tvorbé benzodiazepini byly aplikovany

analogické reakéni podminky, diky nimZ bylo prvné pozorovano zaclenéni atomu dusiku
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aminové skupiny do Sesti¢lenného heterocyklického kruhu chinolindionti 3, ktery nasledné
expandoval na sedmicélenny diazepinovy kruh. V plivodnim pfistupu, jez byl uveden
v diplomové praci Ing. Marianny Molnarové, bylo zjisténo, Ze reakce amini 3
s trojnasobnym nadbytkem TMG pfi laboratorni teplot¢ v DMF neprobiha a pro tplnou
konverzi vychozi latky na derivat benzodiazepinu s vytézkem 87 % bylo nutné zahtivat

reak¢ni roztok na 70 °C po dobu 57 h.

Abychom piedesli dlouhé¢ reakéni dobé, bylo rozhodnuto, Ze se zvysi teplota ohievu na
90 °C. I kdyz byl snizen ptebytek TMG na dva ekvivalenty vic¢i vychozi latce 3a, byla
reakce po 17 h u konce. Chromatografie na tenké vrstvé ukazala, Ze vznikla smés, jejiz
hlavni slozky byly benzodiazepin 4a a pyrrolobenzodiazepin Sa. Separaci surové smeési
opakovanou sloupcovou chromatografii bylo ptekvapivé izolovano pouze 6 % latky 4a

a 45 % latky 5a (Schéma 16).

o) / N — S
NH TMG; DMF N N
Crr R o e
N : N~ NP

Ph Ph Ph
3a 4a (6 %) 5a (45 %)

Schéma 16. Expanze chinolindionu 3a nasledovana cyklizaci.

Po tomto "nezdaru" bylo, v ndvaznosti na pfipravovanou publikaci,*’ uvazovano o
zaméne rozpoustédla. V tomto kontextu byl proveden experiment se shodnou vychozi
latkou, slouceninou 3a, na kterou bylo plisobeno dvoumolarnim piebytkem TMG pii
laboratorni teploté v prostiedi ethanolu. Po 34 hodinovém michani byla ptivodni slou¢enina
3a absolutn¢ spotiebovana a kratkym roztirdnim ziskaného zlutého roztoku obsahujici
pouze jeden produkt o sténu bailky se spustila spontdnni krystalizace. Oddé€lenim
vyloucenych krystalti a néslednou krystalizaci zahusténého matecného louhu byl ziskan
zadany produkt s vybornou kvalitou a vysokym vytézkem 85 % (Schéma 17, v tabulce
radek 1).
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Vych.l. R R2? R.doba? Produkt
3 [h] 4 (%)

) / 0 _ 3a Ph Ph 34 85

NH TMG N 3b Me Ph 28 84
R2 %» R2 3c H Ph 26 90
N0 ab-tep. 3d Ph Me 21 80

R’ Rt © 3 Me Me 19 98
3 4 3f H Me 48 89
39 H Bn 117 63

@ nebyla optimalizovana

Schéma 17. Konverze chinolindiont 3 na benzodiazepindiony 4.

Protoze prostfedi ethanolu 1 za bézné teploty vedlo snadnou izolaci k touzenému
produktu 3a s vysokym vytézkem, byly i ostatni 3-(propargyl)chinolin-2,4(1H,3H)-diony
3b-3g identickou metodou pievedeny na 4-(propargylamino)-3,4-dihydro-1H-
benzo[e][1,4]diazepin-2,5-diony 4b—4g. Jak je mozné vycist z tabulky, ktera je soucasti
Schématu 17, pfipravy sloucenin 4a—4f neCinily Zadné vyrazné potize a byly ziskany
s vysokou vytéznosti. Jisty problém se vyskytl az u benzylového derivatu 3g, ktery s jistou
neochotou, coZ je jisté patrné z reakéni doby, sice Zadany produkt poskytl, ale s vysledkem
vyrazné horSim. Aby bylo dosahnuto plné konverze bylo nutné v prubéhu reakce (po 22 h)
dodat mnozstvi TMG, které se vySplhalo na 3,3 ekvivalentll vii¢i plivodni slouceniné 3g.
Pokusy o expanzi heterocyklického kruhu derivatu 3h, zdidvodu nedostatku casu,

podniknuty nebyly.

Prvni vznik pyrrolobenzodiazepinu Sa, byl pozorovany mou piredchudkyni v
tandemové reakci 3-(propargyl)chinolindionu 3a zahrnujici expanzi kruhu a naslednou
spontanni cyklizaci propargylové skupiny, ktera byla zahajena vlivem tfimolarniho
nadbytku hydridu sodného v DMF pfi laboratorni teploté. TaktéZz ovéfila skutecnost, ze z
4-(propargylamino)benzodiazepindionu 4a je mozné tfemi ekvivalenty NaH ziskat
slouceninu 5a, z ¢ehoZ usoudila, Ze ve vySe uvedené one-pot syntéze (ze slouceniny 3a na

5a) je benzodiazepin 4a meziproduktem (Schéma 18).
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Schéma 18. Diive pozorované piemény sloucenin 3a a 4a.

Protoze na ob¢ zminlované pfemény vychozich latek 3a i 4a bylo dostate¢né stejné
mnozstvi NaH, pokusila jsem se, pfed samotnymi preparativnimi pokusy, provést
orientacni prizkum reaktivnosti latek 4, z n¢hoz mélo vyplynout vhodné rozpoustédlo,

nezbytné mnozstvi a typ baze, které¢ budou dale pouzity pti syntéze derivata 5.

Tento screening, jehoz vysledky jsou shrnuty v Tabulce 1, byl provadén ve 2,5 ml
vialkach, kde bylo na 0,025 mmol (cca 9 mg) 3-fenylového derivatu benzodiazepinu 4a
rozpusténého v 0,5 ml rozpoustédla (Be, DMF, MeOH, MeCN, THF) plisobeno rliznymi
mnozstvimi odli§nych bazi (MeO'Na', NaH, Et;N, DMAP) po rtiznou dobu. Pribéh byl

monitorovan pomoci TLC a GC-MS.
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Tabulka 1. Prizkum reaktivity 4a vici riznym bazim a prostiedi.

Radek Baze Rozp. R. dobaP Produkt (%)
(ekv.)® TLC® GC-Ms*
1 DMAP (20) MeOH 1 tyden 4a (100) —
2 EN(20) MeOH 1 tyden 4a (100) —
3 EtN(3) DMF 2 tydny 4a (100) —
4 MeG N (30) MeOH 3 dny sl (100) —
5 MeO N (20) MeOH 3 dny stl (100) —
6  NaH (1) THF 3 dny 4a (100) —
7 NaH(1) MeCN 3 dny 4a (25), P1(25),  4a(42), P1(13),
P2 (25), P3(25) P2 (18), P3 (21)
8 NaH (1) Be 1 tyden 4a (100) -
9 NaH(1) Be+100ekv.DMF  20h 4a (50), 5a(50) 4a(5), 5a (84), iso (7)
10 NaH (1)  Be/DMF (1/1;v/v) 2h 5a (100) 5a (95)

@ yztaZeno k vychozi latce

b nebyla optimalizovéana

¢ usouzeno dle intenzity skvrn

d relativni zastoupeni dle integraini plochy peaku

P1, P2, P3 - neidentifikovatelné produkty
iso - neidentifikovatelna isomerni slou¢enina z vych. I.

Z Tabulky 1 je patrné, Ze ani velmi vysoké mnozstvi 4-(dimethylamino)pyridinu
(DMAP) v methanolu (Tabulka 1, fadek 1), ani triethylaminu v methanolu (Tabulka 1,
fadek 2) nebo v DMF (Tabulka 1, tddek 3) neni dostacujici pro jakoukoli pfeménu
substratu. Stejna davka methoxidu sodného (MeO'Na") v methanolu (Tabulka 1, fadek 4 a
5) béhem 3 dni prevedla vychozi latku vyhradné na jeden produkt ulpivajici 1 pfi pouZiti
polarnich mobilnich fazi na TLC na startu. Po okyseleni byla dle TLC v reakénim roztoku
pouze vychozi slou¢enina, z éehoz bylo usouzeno, ze Gi¢inkem MeONa ™ vznika pouze jeji

sodna siil, jejiz nejvice pravdépodobna (nepotvrzend) forma je na Obrazku 17.

Ph
//2>
E\I o ®
= ONa

Obrazek 17. Predpokladana struktura vzniklé soli ptisobenim MeO™Na' na 4a.
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Benzodiazepin 4a se stejnym latkovym mnozstvim NaH v prosttedi tetrahydrofuranu
(THF) se béhem 3 dni nezménil (Tabulka 1, fddek 6). Pouhou zménou rozpoustédla za
acetonitril (Tabulka 1, fadek 7) byl dle TLC za stejnou dobu roztok slozen ze smési Ctyt
latek, 4a a dalsi tfi koprodukty mezi kterymi se zadany Sa nevyskytoval. Pfidani dal§iho

ekvivalentu NaH béhem dalSich tfi dni zptsobilo spotfebovani vychoziho materialu.

Ekvimolarni mnozstvi NaH v benzenu (Tabulka 1, fadek 8) prekvapivé nezptisobuje u
vychozi slouc¢eniny Zddnou zménu. OvSem, je-1i pfidano do roztoku 100 ekvivalenti DMF
(vztazeno na 4a) nastane dle TLC béhem 20 h polovi¢ni konverze smérem k zadanému
produktu 5a (Tabulka 1, fadek 9). Vysledek z GC-MS analyzy ukézal, Ze reak¢ni roztok je
sm¢és tii latek, a to 4a, 5a a néjaky neidentifikovany isomer s relativnimi zastoupenimi 5 %,
83 % a 7 %. Zvysi-li se ve smési mnozstvi DMF, napft. je-li objem benzenu s objemem

DMF rovnocenny, je reakce béhem 2 h u konce (Tabulka 1, fadek 10).

Z vysledki uvedenych v Tabulce 1 je ziejmé, Zze pozitivni vliv na konverzi 4-
propargylbenzodiazepindionu 4a na pyrrolobenzodiazepindion 5a ma NaH v prostiedi
DMEF. V této kombinaci bylo déale hledano nezbytné mnozstvi NaH zplsobujici uplné

spotifebovani vychozi latky. Vysledky ze zkumavkovych pokusii jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2. Srovnani G¢inku rtizného mnoZstvi NaH na latku 4a rozpusténou v DMF.

Radek Baze Rozp. R.doba Produkt (%)
(ekv.)? TLCS® GC-ms¢
1 NaH (1) DMF 1h 5a (100) 5a (100)
2 NaH(0,5)  DMF 2h 5a (100) 5a (100)
3 NaH (0,25) DMF 75h  4a (50), 5a (50) 4a (12), 5a (83), iso (5)
4 NaH (0,10) DMF 75h 4a (100) 4a (98)

a vztazeno k vychozi latce

® nebyla optimalizovana

¢ usouzenodle intenzity skvrn

d relativni zastoupeni dle integraini plochy peaku

P1, P2, P3 - neidentifikovatelné produkty
iso - neidentifikovatelna isomerni slou€enina z vych. I.

To, ze 1 ekvivalent NaH v DMF za kratky cas isomerizuje 4a na slouceninu 5a

(Tabulka 2, fadek 1), se dalo z pfedchozich zjisténi oCekavat. Nicméné zajimavé bylo, pii
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v

je pro absolutni konverzi dostacujici a selektivné poskytuje pouze zadany produkt Sa
(Tabulka 2, fadek 2). Tento fakt naznacuje, ze NaH je pii diskutované reakci pouze
jakymsi spoustééem probihajicich déji. Pokud by tomu tak bylo, neni ov§em jasné, pro¢ se
s 0,25 ekvivalenty NaH (Tabulka 2, fadek 3) reakce zahdji, ale v urcité fazi se zastavi. Na
TLC po 75 h jsou v reakéni smési pfitomny vychozi latka a produkt ptfiblizné se stejnou
intenzitou. Z GC-MS analyzy vyplynulo, ze reakéni roztok je smés tii latek, a to 4a, 5a a
néjaky neidentifikovany isomer s relativnimi zastoupenimi 12 %, 82 % a 5 %. Niz§i davka

NaH byla Gplné€ neucinnd (Tabulka 2, fadek 4).

Zcelé tady provedenych nepreparativnich pokusi se pro transformaci 4-
(propargyl)benzodiazepindionu 4 na pyrrolobenzodiazepindion 5 jevil u¢inek NaH v DMF
optimalni. Proto byly v téchto podminkach uskutecnény i experimenty preparativni.
Konkrétn€ bylo na roztoky benzodiazepinli 4a—4¢ v DMF pfi laboratorni teploté plisobeno
50 % ekvivalentniho mnozstvi NaH po dobu uvedenou v tabulce, jez je soucasti

Schématu 19.

0 _
N o N, R=Ph Me
Ph NaH Ph _ NaH _
G T DMF

” o lab.tep. lab.tep.
6 a,
Vych.l. R R.doba Produkt
4 [h] (%)
4a  Ph 2 5a (77)
4b  Me 3 5b (82)
4 H 8 6 (58)

Schéma 19. Vliv NaH na 4-(propargylamino)benzodiazepindiony 4a—4c.

Derivaty 4a—4b majici v poloze 3 fenylovou skupinu interagovaly s NaH velmi rychle.
Obvykle byly dle TLC i dle GC-MS béhem 1 h spotfebovany. V ptipadech, kdy byl atom
dusiku v poloze 1 benzodiazepindionového uskupeni substituovan fenylovou skupinou,

sloucenina 4a, nebo methylovou skupinou, sloucenina 4b, byly ziskany zadané derivaty



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

pyrrolobenzodiazepindionu Sa,b ve vysokych vytézcich (Schéma 19). Stejné davka NaH u
vychozi latky 4, kterd nebyla na atomu dusiku N-1 substituovana, nezpusobila zZadnou
zménu. Uéinek 1,5 molarniho piebytku NaH jiz latku 4¢ donutil k jeji zménd. Oviem po
interpretaci vSech zméfenych spekter bylo zjisténo, ze k uzavieni pyrrolového kruhu
nenastalo. DoSlo "pouze" k isomerizaci propargylové skupiny na skupinu allenylovou

(Schéma 19).

Izolovany produkt 6, nds prozatim sméfuje k mySlence, Ze cyklizacni reakce 4-
propargylbenzodiazepindionti 4 nastava pies allenovy meziprodukt, jak je naznaceno ve

Schématu 20.
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Pozn.: B = baze
roli B-H muze hrat druha molekula vychoziho benzodiazepinu 4

Schéma 20. NavrZeny mechanismus vzniku pyrrolobenzodiazepindionti Sa,b.

Ptredpoklddany mechanismus taktéz podporuje skutecnost, ze N-nesubstituovany
benzodiazepin 4¢ poskytl vyhradné allenovy produkt 6, a to z toho diivodu, ze v konecné
fazi cyklizacni reakce, ma-li byti tispésna, je nezbytné odstépeni protonu z atomu uhliku C-

3, coz, jak je uvedeno ve Schématu 21, neni mozné.
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Schéma 21. Navrzeny mechanismus vzniku allenylbenzodiazepindionu 6.

Za ucelem vétsiho porozuméni prabéhu studovanych reakci, bylo provedeno nékolik
pokusti o pfipravu deuteriem znacené molekuly 4a, se kterou byly zamysleny, ale z diivodu
nedostatku ¢asu nebyly uskuteénény, identické cykliza¢ni reakce. Postupi pro vyménu
termindlniho atomu vodiku za deuterium v propargylové skuping je v literatufe uvedeno
mnoho, ovSem ne na derivatech benzodiazepinu. Z diivodu snadnosti provedeni a
dostupnosti vychozich surovin, byl vybran pokus z literatury, kde byly béhem hodiny
v roztoku 1-fenylprop-2-yn-1-olu a potase v t€Zké vod¢ vymeénény oba kyselé protony (—
OH, =CH za —OD, =CD).** S dodrzenim stejnych poméra D,O, K,COs a latky 4a byla
smés michana pfiblizné desetkrat delsi dobu pfi laboratorni teploté. Po jejim zpracovani
bézny postupem a zméfeni 'H NMR spektra bylo zjidténo, e k zadné vyméné nedoslo.

Tento fakt, byl pfisuzovan tomu, zZe ve smési nebyla 4a rozpusténa.

Proto byla tendence k hledani vhodného organického rozpoustédla. Prvné byl sledovan
vliv, z divodu zna¢né misitelnosti s vodou a vysoké rozpoustéci schopnosti, ptidavku
DMSO. Elementarni test byl proveden piimo v NMR kyveté, na jehoz pocatku bylo
zméfeno 'H NMR spektrum roztoku 1,4 mg vzorku 4a v 500 pl DMSO-ds jako standardni
(v Obrazku 18 oznaceno jako DMSO). Poté bylo do kyvety ptidano 50 ul D>O, vSe 5 min
intenzivné protfepavano a opét zméteno '"H NMR spektrum (v Obrazku 18 oznageno jako
DMSO + D,0), v némz se pouze vice ¢i méné ucinkem D,O posunuly signaly k jinym
hodnotam ppm, ale to neni nic vyjime¢ného. Na zavér bylo do slabé opalescentiho roztoku
pfidano 3 mg potase. Po 5 min intenzivnim protfepavani smési bylo zméfeno '"H NMR
spektrum (v Obrazku 18 oznaceno jako DMSO + D,0 + K;,COs3), ve kterém chybi dublet
dubletu pii 3,32 ppm (s ptidavkem D,O je viditelny singlet pii 3,24 ppm) pfipadajici
koncovému protonu propargylové skupiny (—CH,—C=CH). Plochy ostatnich signali
v alifatické oblasti, dubleti dubleti pifi hodnotach piiblizné 4,60 ppm a 4,83 ppm
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pfipadajici geminilnim atomim vodiku propargylové skupiny (-CH,—C=CH) a ostrych
singletti pii 5,63 ppm popt. pfi 5,86 ppm charakteristickych pro H-3 benzodiazepinu,
zustaly nezménény. Z tohoto faktu jasné plyne, ze u sledovaného derivatu 4a nastala pouze
selektivni zaména termindlniho atomu vodiku za atom deuteria. Soucasné tohle tvrzeni
podporuje skutecnost, ze ve spodnim spektru na Obrazku 18 jsou na misto dvou
puvodnich dubletd dubletti viditelné pouze dva dublety vzniklé vzijemnym Stépenim

gemindlnich atomt vodiku.
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Obrazek 18. Vyiez 'H NMR spektra 4a v DMSO-ds s piidavky D,O a K,CO:s.

Z udaji poskytnutych 'H NMR spekter bylo zkouseno izotopové znagenou slouceninu
4a pripravit postupem uvedenym v odstavci 5.6. preparativné. Zarazejici bylo, Ze zmétené
'H NMR spektrum surové smési (Obrazek 19) nebylo identické se spektrem na Obrazku
18 (oznacené jako DMSO + D,O + K,CO3). Ve spektru na Obrazku 19 nejsou patrné
charakteristické signdly termindlniho protonu propargylové skupiny (obvykle se vyskytuje

jako dublet dubletu pfi hodnotadch okolo 3,3 ppm) a protonu H-3 benzodiazepinu (ostry
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singlet v oblasti 5,6-5,8 ppm), coz znaci, ze nastala v obou polohach zaména protonu za
deuterium. Taktéz nastala vyraznd zmeéna v oblasti 4,6-4,9 ppm, kde, oproti Ctyfem

viditelnym dubletiim, byly o¢ekavany dublety pouze dva.

Nezadouci zména slouceniny 4a oproti ptivodnim testim v NMR kyveté mohla byti
zpusobena pfili§ dlouhym reak¢énim casem anebo znacné dlouhou dobou lyofilizace (4 h)
uskuteCnénou béznou olejovou vyvévou, pii které bylo nutné celou batniku ohfivat

horkovzdus$nou pistoli nastavenou na 120 °C.
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Obrazek 19. '"H NMR spektrum latky 4a 3 h michané v DMSO s D,0 a K,COs.

Pro neuspokojivy vysledek byla metoda inovovana. DMSO bylo zaménéno za MeCN a
upraveno mnozstvi té¢zké vody i potaSe. Po 3 hodinovém michéni reakéniho roztoku pod
inertni atmosférou argonu pii laboratorni teploté byl izolovan surovy produkt, ve kterém je
dle "H NMR spektra uvedeného na Obrazku 20 stale zbytkové mnoZstvi nezamén&ného
protonu na terminalnim atomu uhliku propargylové skupiny. Z integralni plochy peaku pii

3,32 ppm neni mozné, z divodu castecného piekryvu se signadlem HOD (3,30 ppm),
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zbyvajici mnozstvi nevyménéného protonu s jistou presnosti zjistit. Ucelné bude, pfii
dal$im zamys$leném opakovani experimentu s vét§im piebytkem D,0 a K,COs, pfi méteni

NMR zaménit DMSO-dg za CDCls.
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Obrazek 20. 'H NMR spektrum latky 4a 3 h michané v MeCN s D0 a K,COs.

Na poli bazicky indukovanych ptfesmykii 3-methyl-4-propargylbenzodiazepindionti 4
bylo udélano nékolik pokusii, které doposud nevedly k uspokojivym vysledkiim. Ke studiu
chovani 3-methylovych derivati v siln€ bazickém prosttedi NaH byl vybran
1-fenyl-3-methyl-4-propargyl-3,4-dihydro-1H-benzo[ e][ 1 ,4]diazepin-2,5-dion (4d), protoze
se svou strukturou od slouceniny 4a, na niz byly cykliza¢ni reakce optimalizovany, lisi

pouze v substituci v poloze 3 benzodiazepindionového skeletu.

Pomér reagentii a mnozstvi rozpoustédla byl v pocatecnim pokusu o bazicky
indukovanou cyklizaci logicky zvolen shodny s osvédcenymi podminkami pro 3-fenylové
analogy 4a,b, to znamend, Ze bylo na slouceninu 4d plsobeno 50 % NaH v DMF pii

laboratorni teploté. Po uplynuti 24 h, i za cenu, Ze byla na TLC stale pfitomna vychozi
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latka, byla reakéni smés obvyklym zplsobem zpracovana. V surovém produktu dle
intenzity skvrn na TLC nad ostatnimi koprodukty dominuje vychozi latka 4d. Podobny
vysledek potvrdila 1 GC-MS analyza, ze které bylo zifejmé, Ze, pomineme-li vychozi
materidl 4d majici relativni zastoupeni 71 %, v surové smési neni piitomen zadany
pyrrolobenzodiazepin, nybrz jsou v malych mnozstvich obsazeny pouze tfi produkty
rozpadu pivodni molekuly. V hmotnostnich spektrech maji dva vedlejsi produkty
molekulovy peak s hodnotou m/z rovnu 322 a jeden 266. Jelikoz vychozi surovina ma
relativni molekulovou hmotnost 304 g/mol, u produktu s 266 m/z s relativnim zastoupenim
3 % pravdépodobné doslo ke ztraté propargylové skupiny (ve Schématu 22 sloucenina 7).
Naopak dva produkty s 322 m/z, jejichz relativni zastoupeni 7 % a 14 %, maji hodnotu m/z
oproti vychozi latce 4d o 18 vyssi, z ¢ehoz je téméf jisté, Ze do plivodni molekuly vstoupila
molekula vody. Je predpokladano, ze se ve vysledku rozstépila vazba mezi atomem dusiku
N-4 a karbonylovym uhlikem C-5 a vznikly tak derivaty anthranilové kyseliny. Jedna
z moznych forem je uvedena ve Schématu 22 pod c¢islem 8. Opakovanou chromatografii
na sloupci silikagelu bylo izolovano 59 % 4d a 29 % ned¢litelné smési isomerti s hodnotou

322 m/z.

o _ 0
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N - N
Me —ad " e \
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Schéma 22. Struktura navrzenych produkti vznikajicich pti reakci 4d s NaH.

Vyvstalé neocekévané problémy s neochotou methylového derivatu s aplikovanym
mnozstvim hydridu reagovat nas donutily sledovat vliv vétSiho mnozstvi NaH. Byl
pozorovan jak ucinek ekvivalentniho mnozstvi NaH, tak i jeho 1,25, 1,5 a 2 molarni
prebytky. VSechny zminéné davky NaH, oproti poméru, uvedeném vyse, vedly ke vétsi
konverzi plivodni matrice, nicméné s rostouci porci aplikované baze se taktéz zvySovala
rozmanitost produktl v reakéni smési, ze které se mnohdy 1 trojnasobnou chromatografii na
sloupci silikagelu nepodafilo izolovat Zadné chemické individuum. Z tohoto diivodu nejsou

znazornéné slouCeniny uvedené ve Schématu 22 charakterizovany béznymi metodami
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strukturni analyzy a jejich struktury jsou navrzeny pouze na zaklad¢ podrobného rozboru
hmotnostnich spekter, ktera byla ziskana z EI-GC-MS. V tomto ohledu je taktéz nezbytné
zminit, ze v GC-MS spektru reakéniho roztoku se vyskytuje cela fada sloucenin dalSich, u

kterych se zatim strukturu nepodatilo ani navrhnout.

3.3 Komentaf podporujici strukturu pripravenych sloucenin

Protoze je diplomova priace zaméfena na problematiku bazicky indukovanych
intramolekularnich pfesmykti  3-(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diont 3 a 4-
propargyl-3,4-dihydro-1H-benzo[e][ 1,4]diazepin-2,5-dionid 4 na 3H-benzo[e]pyrrolo[1,2-
a][1,4]diazepin-5,11(10H,11aH)-diony 5, nastava pouze pieusporadani atomu a elektronii
v ramci jedné molekuly. Z tohoto divodu vysledky ziskané elementarni analyzou (EA)
nebo hmotnostni spektrometrii (HRMS, ESI-IT-MS, EI-GC-MS) neposkytuji téméf zadné

cenné informace o strukturnich zménach.

Jednou z metod analyzy byla, jiz zmiflovand, hmotnostni spektrometrie s iontovou
pasti a elektrosprejovou ionizaci (ESI-IT-MS). Po izolaci benzodiazepinovych produktii
4a—4g byly tyto slouceniny charakterizovany ESI-MS spektry. Ve vSech ESI-MS spektrech
prvniho fadu, ziskanych v pozitivnim skenovacim modu, bylo u vSech analyzovanych
slouenin pozorovano pét signall. Vyjma jedenkrat nabitého iontu odpovidajiciho
protonované molekule [M+H]", ktery byl doprovazen dvéma signaly uréenymi jako sodny
[M+Na]" a draselny [M+K]" adukt, byly v +MS spektrech detekovany také signaly s
dvakrat vys§i hodnotou m/z, pro néz lze navrhnout strukturu [2XM-+H]", respektive
[2XM+Na]”. Vznik dimerd je pravdépodobné zprostiedkovan intramolekularnimi
vodikovymi vazbami, coz bylo v pfipad¢ vybrané slouceniny 4f potvrzeno v pevné fazi
pomoci rentgenové difrakéni analyzy (Priloha P1). Tato difrakéni analyza ukazala, Ze jsou
molekuly spojené vodikovou vazbou typu N—H---O a tvofi fetézce podél krystalografické
osy c¢. Vodikové atomy, kromé téch, které participuji na mezimolekulovych interakcich,
nejsou pro vétsi prehlednost zobrazeny. Izolaci a naslednou fragmentaci iontu [M+H]" bylo
studovano chovani predmétnych sloucenin v plynné fazi. V +MS/MS spektrech
analyzovanych benzodiazepinovych derivati byly pozorovany dvé fragmentacni dréhy.
Prvni fragmentac¢ni draha byla zahdjena neutralni ztratou Castice o m/z 56 a néasledovana

neutralni ztratou oxidu uhelnatého (m/z 28), piipadné neutrdlni ztratou benzenu (m/z 78).
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Ve druh¢é fragmentacni draze nejprve doslo k neutrdlni ztraté CO (m/z 28), a nésledné k
neutralni ztraté Castice o m/z 56, ptipadné m/z 43 ¢i m/z 78. To jak se dana molekula pfi
této analyze chova nelze s jistotou tvrdit, jelikoZ nebyly provedeny vypocty pro podlozeni

hypotetické fragmentace.

Jak tomu bylo u molekuly 4f, tak i u jinych dochazelo k intramolekularnim vodikovym
interakcim. Jako zastupce pfipravenych pyrrolobenzodiazepinovych sloucenin byl vybran
S5a derivat. V Priloze P2 lze na obrazku vidét, ze struktura krystalu je stabilizovana
C—H: -1t interakcemi, kdy teCkovana ¢ara predstavuje tsecky od vodikového atomu ke
sttedu pfislusného aromatického kruhu. U izolovaného allenového meziproduktu 6, jehoZz
intramolekularni interakce jsou vyobrazeny v PFiloze P3, jez byl také podroben rentgenové
difrakei krystalu, 1ze vidét, Ze tvoti molekulové centrosymetrické dimery. Tyto dimery jsou
spojeny parem vodikovych vazeb typu N—H---O, kdy teckovana ¢éara predstavuje usecky

mezi vodikovym atomem a kyslikovym akceptorem.

Nezvratné dikazy o probihajicich transformaci jedné slouceniny v druhou poskytuje
nukledrni magnetickd resonance (NMR) a rentgenovd difrak¢éni analyza (X-ray)
monokrystalu, kterd byla provedena u sloucenin 4a, 4d, 4f, 5a, Sb a 6 jejichz ORTEP
diagramy jsou uvedeny v Prilohach P4-P9.

Nuklearni magnetickou rezonanci byla méfena jednodimenzialni ('H, 'C) i
dvoudimenzionalni COSY (interakce 'H-'H), HSQC (pfimé interakce 'H-"*C) a HMBC
(neptima interakce 'H-">C a 'H-"’N) spektra p¥ipravenych sloucenin, jejichZ interpretaci

byly pfifazeny atomy vodiku a atomy uhliku k jednotlivym signaltim.

Protoze se diskutované, bazicky indukované intramolekularni pfesmyky odehravaji na
alifatickych popft. na cykloalifatickych ¢astech molekul, bude déle ubirana pozornost pouze
na tuto oblast, to je na rozmezi 2,2—6,5 ppm. Ostatné v ¢astech spekter, v nichZ se vyskytuji

signaly z aromatickych protoni, nebyly pozorovany zadné vyrazné zmény, pouze mirné

vvvvv

Na ukazku zmén v NMR spektrech jednotlivych sloucenin ucastnicich se postupné
transformace derivat 3 na 5, byly vybrany vyfezy NMR spekter latek 3a, 4a a Sa, kterd je

mozné vidét na Obrazku 21.
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Obrazek 21. Alifaticka oblast '"H NMR spekter slougenin 3a, 4a a 5a.

V alifatické ¢asti spektra slouCeniny 3a jsou v podstaté viditelné pouze Ctyti signély, a
to Spatné rozliSeny dublet dubletu pifi 3,18 ppm ndleZici terminalnimu protonu
propargylové skupiny, dublet dubletu pii 3,38 ppm patfici protonu vézan¢ho k atomu
dusiku propargylaminové skupiny a dva multiplety tvaru dublet dubletu dubletu pii 3,47

ppm a 3,55 ppm pochazejici z geminalnich protont propargylové skupiny.

V prostiednim spektru na Obrazku 21, kterym je charakterizovany produkt vznikly
z pusobeni TMG na latku 3a, nastala oproti pivodnimu spektru vyrazna zména zahrnujici
jednak vymizeni signélu protonu sekundarniho aminu, a jednak se objevil novy singlet pfi
5,83 ppm. Z vysledku HRMS, ktera jednoznac¢né potvrdila, Ze izolovany produkt ma
stejnou molekulovou hmotnost a z indicii poskytnutych NMR bylo patrné, Ze se atom
vodiku z aminové skupiny pfemistil na jinou ¢ist molekuly, kde v blizkém okoli nesousedi
s dalsim protonem. Tato skutecnost je téz podpofena zménou tvaru obou multipletii
protoni z methylenové C¢asti propargylové skupiny, které diky Stépeni termindlniho,

druhého geminélniho a aminového protonu mély ptivodné tvar dubletu dubletu dubletu.
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Jelikoz atom dusiku o sviij proton pfisel, jsou ve spektru pii hodnotach 4,61 ppm a 4,85
ppm viditelné dublety dubletu. Podrobnym rozborem 2D NMR spekter, bylo zjisténo, Ze se
atom dusiku aminové skupiny vclenuje do kruhu, ¢imz pavodné Sesticlenny heterocyklicky

kruh expanduje na kruh diazepinovy.

V poslednim NMR spektru na Obrazku 21, vnémz jiz neni viditelny signal
koncového protonu propargylového zbytku, se vyskytuji Ctyii slabé rozliSené dublety
dubletu dubletu, jejichz integralni plocha odpovida jednomu protonu. Po komplikovaném
rozboru 2D NMR spekter bylo zjisténo, ze koncovy atom uhliku propargylové skupiny byl
pfipojen k atomu uhliku v poloze 3 benzodiazepinového skeletu, a Ze zmiflované
multiplety charakterizuji protony nové vzniklého pyrrolového kruhu. Ze zmétenych 2D
NMR spekter nebyla zifejma poloha dvojné vazby v pyrrolovém kruhu, protoze vSechny
protony tohoto cyklu v HMBC spektrech v molekule koreluji se stejnymi atomy uhliku.
PresvédCivy dikaz o poloze dvojné vazby poskytla, po vypestovani monokrystalu,
rentgenova difrakéni analyza (viz. PFiloha P7, P8). AZ poté bylo mozné urcit, které signaly

nalezi protonim H-1, H-2 a H-3.

Na Obrazku 22 jsou uvedeny &asti dvou 'H NMR spekter ziskanych zmé&fenim

slouceniny 4d (v horni ¢asti) a produktu jeji interakce s NaH (ve spodni ¢asti).
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Obrazek 22. Vyiezy 'H NMR spekter slou¢eniny 4d a produktu jejiho presmyku.

Pii konfrontaci obou spekter je moZné zpozorovat, Zze signaly pochazejici
z benzodiazepindionové ¢asti molekuly jsou téméf shodné. OvSem vyrazny, na prvni
pohled do o¢i bijici, rozdil je u nerozliSeného multipletu pti 4,76—4,58 ppm pochazejici
z methylenové ¢asti propargylové skupiny puavodni latky 4d, ktery se po reakci 4d s NaH
presune k vy$§im hodnotam ppm a stanou se z n¢j dva rozliSené dublety dubleti pii 5,70
ppm a 5,77 ppm, které v HSQC spektru koreluji se stejnym atomem uhliku. Pii pohledu
pouze na 'H NMR spektra u pozorovatele navodi mylnou predstavu, Ze v horni &asti
Obrazku 22 chybi signdl termindlniho protonu propargylové skupiny a naopak, ze ve
spodni ¢asti piibyl dublet dubletu pti 7,85 ppm charakterizujici jeden proton v molekule.
Ovsem z 2D NMR bylo patrné, ze neviditelny signal z alkynylu se absolutné kryje se
signalem HOD pfi 3,33 ppm. Z téchto faktl bylo jasné, ze nastala pouze izomerizace

propargylové skupiny na skupinu allenylovou.

Jelikoz méfeni NMR je provadéno na spratelené chemické a chemickotechnologické

fakulté¢ Univerzity v Ljubljané ve Slovinsku a mnohdy vysledky dorazi s ¢asovou
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prodlevou, doposud spektra derivati 4e, 4f a 4¢ nemame k dispozici, ovSem o pravosti
uvedenych struktur nasvédcuji v hmotnostnich spektrech charakteristické fragmentacni

cesty.
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4 CHARAKTERISTIKA PRISTROJOVEHO VYBAVENI A
INSTRUMENTALNICH METOD

Reagenty a rozpoustédla byly zakoupené z komer¢nich zdroj (Fluka, Sigma Aldrich).
Retenéni faktory pii sledovani prubéhu reakci byly detekovany pomoci chromatografie na
tenké vrstvé (TLC), pro kterou byly pouzity komercni hlinikové desticky s nanesenou
vrstvou silikagelu (Alugram® SIL G/UV 254; 220-240 mesh; Macherey-Nagel)
s fluorescencnim indikatorem pro UV 254 nm. Sloupcova chromatografie byla provedena
za pouziti silikagelu Fluka Silica gel 60, 220240 mesh. Teploty tani byly méfeny na

Koflerové bloku a nejsou korigovany.

NMR spektra byla m&fena na piistroji Bruker Avance III pii frekvenci 500 MHz (‘H) a
126 MHz ("*C) pii 300 K. Chemické posuny jsou uvedeny ve stupnici & ppm. Interakéni
konstanty (J) jsou uvedeny v Hz. Multiplicita je oznacena nasledovné: s (singlet), d (dublet),
dd (dublet dubletu), ddd (dublet dubletu dublettr), t (triplet), m (multiplet), br (rozsifeny).
Objasnéni struktur bylo provedeno pomoci 2D NMR spektralnich analyz (‘"H-'H gs-COSY,
'H-"C gs-HSQC a gs-HMBC). Pro identifikaci signalu je &islovani atomi nésledujici:
benzodiazepinovy skelet, prosta cisla (pi.l1, 2, ...); fenylovy substituent v poloze 1
benzodiazepinového skeletu, Cisla s pismenem A (pf. Al, A2, ...), fenylovy substituent
v poloze 3 benzodiazepinového skeletu, Cisla s pismenem B (pf. B1, B2, ...); gemindlni

protony na methylenové ¢asti propargylové skupiny jsou oznacené feckymi pismenami (a, f3).

Infracervena spektra byla métena na spektrometru iS 10, Smart omni technikou KBr

tablet.

Hmotnostni spektra a hmotnostni spektra s vysokym rozliSenim byla méfené na
ptistrojich VG-Analytical AutospecQ a Q-Tof Premier. Data jsou uvedeny jako m/z

(relativni intenzita).

Elementérni analyza (C, H, N) byla uskute¢néna na pfistroji Flash EA 1112 Automatic
Elemental analyzer (Thermo Fischer Scientific). Dale byl pouzit plynovy chromatograf
Shimadzu QP-2010 s kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem (GC-EI-MS), ktery je
opatfen knihovnou spekter NIST 02 a s kolonou Supelco SLB-5ms (30 m; 0,25 mm).
Nosnym plynem bylo helium s konstantnim pritokem 38 cm’.s™. Teplotni program byl
nastaven: 100 °C/7 min, 25 °C/min pii zvySeni na teplotu 250 °C, jez byla drzena po celou

dobu méfeni. Teplota nastiiku: 250 °C. lontovy zdroj: 200 °C. Pii vypisovani hmotnostnich
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spekter byly vybrany signdly s relativnim zastoupenim alespon 10 %. ESI-MS analyza bylo
uskutecnéna na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti Esquire LC. Méfeni byla

uskutecnéna v pozitivnim skenovacim modu.

Vysledky z rentgenostrukturni analyzy byly feSeny a graficky zpracovany v programu

Mercury a Corel DRAW graphic Suite 12.
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5 DETAILNI POPIS SYNTETICKYCH POSTUPU A STRUKTURNI
CHARAKTERISTIKY PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

5.1 Priprava 4-hydroxychinolin-2(1H)-ontu 1

Smés anilini (100 mmol) a diethyl-benzylmalonati (90 mmol) byla zahtivana
v kapkovité bance na kovové lazni, jejiz teplota byla postupné zvySovana, v zavislosti na
rychlosti destilace uvolfiovaného ethanolu, od 150 °C do 290 °C po dobu uvedenou
v tabulce ve Schématu 12, po které jiz nebyl pozorovan nérGst hmoty oddestilovaného

ethanolu.

Ziskana reakéni smés byla zpracovana béznym zpiisobem, to znamend, Ze byla za
horka vznikla tavenina nalita do toluenu, kde doslo k vylouceni pevného podilu, ktery byl
opakované macerovdn a dekantovdn ve vroucim toluenu. Ziskany svétly praskovity
materidl byl rozpustén v minimalnim mnozstvi 0,5M-NaOH. Ke vzniklému roztoku byly
pfidany 3 l1Zice aktivniho uhli a suspenze byla pfefiltrovana pfes Biichnerovu nalevku.
Surovy produkt byl z roztoku vysrazen 10% HCI, prefiltrovan ptes fritu a promyt vodou do
neutrdlniho pH. Takto ziskany surovy produkt 1 byl rozpustén v minimalnim mnoZstvi

vroucim EtOH, za horka pfefiltrovan a ponechan samovolnég krystalizovat.

3-Benzyl-4-hydroxychinolin-2(1H)-on (1a)

Bila krystalickd latka; t = 194197 °C (EtoH), , "
4a 3
1it.*: 218-219 °C (EtOH); vytézek: 42 %, Ry = 0,65 (10 % CHCl; 6 1\2 @
7 8a
v EtOH), Rr= 0,28 (5 % EtOH v CHC;). s N

Mex= 251,0946

IC spektrum (tableta KBr), cm™': 3157, 3026, 1639, 1603, 1554, 1501, [M+H]*=252,0980

1452, 1395, 1270, 1182, 1107, 1029, 953, 753, 704, 672, 638, 531, 508,

462.

GC-EI-MS, m/z(%): 51(15), 65(25), 77(34), 90(11), 91(35), 92(25), 102(11), 103(21),

120(20), 131(29), 146(25), 234(33), 250(23), 251(100), 252(18).

Pro Ci¢H13NO;: vypocitané: 76,48 % C 5,21 % H 5,57 % N
stanovené: 76,27 % C 5,48 % H 5,58 % N
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3-Benzyl-4-hydroxy-1-methylchinolin-2(1H)-on (1b)

OH
Bila  krystalicka latka; t = 220-226 °C (EtOH), . 2 434\3
1it.>%: 226-228 °C (MeOH); vytézek: 49 %, Rr= 0,9 (10 % EtOH v 7a 125, @
CHCly), Rr= 0,59 (5 % EtOH v CHCly). ’ Me
. MEX: 265,1 103
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3057, 3020, 1634, 1607, 1563, [M+H]*=266,1136

1416, 1343, 1289, 1203, 1148, 1095, 757, 726, 696, 584, 526, 455.
GC-EI-MS, m/z(%): 51(11), 77(33), 91(30), 103(15), 104(12), 131(21), 132(14), 134(17),
160(18), 248(29), 264(24), 265(100), 266(19).
Pro C7H;5NO,: vypocitané: 76,96 % C 5,70 % H 5,28 % N
stanoveng: 76,77 % C 6,10 % H 5,31 % N

5.2 Priprava 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dionii 2

K michané, vytemperované suspenzi na 45-50 °C 4-hydroxychinolinoni 1 (40 mmol)
ve 120 ml dioxanu bylo béhem 10 min pfikapano 100 mmol SO,Cl,, ¢imz doslo
k rozpusténi ptivodni bezbarvé suspenze a vznikly zluty reakéni roztok byl 45 min michan

pii stejné teploté.

Po spotiebovani vychozi latky byl roztok ochlazen na laboratorni teplotu a néasledné
nalit do 1 litru ledové vody, kde doslo k vylou¢eni zna¢ného mnozstvi pevné zluté latky.
Po rozpusténi ledu byla vznikla suspenze piefiltrovana ptes fritu a ziskany surovy produkt

2 byl promyt vodou do neutrdlniho pH, vysusen a piekrystalizovan z benzenu

3-Benzyl-3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dion (2a)

O
Zluta krystalicka latka; t, = 200-204 °C (Be), Al
lit*": 187-189 °C (Be/Hex); vytézek: 79 %, Ri= 0.5 (30 % EtOAc 7 N @
a'N (6]
v PE), Rr= 0,71 (30 % EtOAc v CHCL;). ® H

Mex= 285,0557

IC spektrum (tableta KBr), cm': 3200, 3084, 3003, 2938, 1705, [M+H]*=287.0527

1672, 1597, 1487, 1429, 1379, 1241, 1160, 952, 870, 745, 705, 628,
568, 500.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

GC-EI-MS, m/z(%): 51(11), 64(11), 65(20), 77(21). 90(13), 91(79), 92(25), 102(11),

103(20), 120(13), 131(14), 249(21), 250(100), 251(37), 285(3), 286(1).

Pro Ci¢H2CINO,:  vypocitané: 67,26 % C 4,23 % H 4,90 % N
stanovené: 67,29 % C 4,42 % H 4,89 % N

1-Methyl-3-benzyl-3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dion (2b)

. s o )
Zluta krystalicka latka; t, = 140-145 °C (Be); s Al
6 3
vtszek: 81 %: Rr=0,53 (30 % EtOAc v PE ), R/= 0,75 O e @
7
(30 % EtOAc v CHCL). g =N 0
Me
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3065, 2954, 1702, 1672, 1601, Mex= 299,0713
1475, 1424, 1361, 1300, 1175, 1097, 1003, 945, 764, 756, 701, [M+H]"=301,0684

640, 628, 567, 516.
GC-EI-MS, m/z (%): 51(13), 65(13), 77(36), 78(12), 91(66), 103(19), 104(17), 131(25),
132(14), 134(26), 160(14), 248(27), 262(19), 263(22), 264(84), 265(100), 266(18), 299(2).
Pro Ci7H¢CINO,:  vypocitané: 67,66 % C 5,34 % H 4,64 % N

stanovené: 67,76 % C 4,90 % H 4,63 % N

5.3 Priprava 3-(propargylamino)chinolin-2,4-(1H,3H)-diont 3

Ke Zlutému roztoku 3-chlorchinolindionu (15 mmol) ve 20 ml DMF byl za laboratorni
teploty béhem 1 min pfikapan roztok propargylaminu (45 mmol) v 5 ml DMF a ziskany
reakéni roztok byl dale 24 h michan pfi laboratorni teploté. Béhem samotného prikapavani
roztoku propargylaminu a pii ndsledném michdni dochdzelo ke zméné barvy reakéniho

roztoku ze zluté na oranzovou az oranzovo-hnédou.

Jelikoz b&hem této doby michani nenastala Zadna vyznamna konverze vychozi latky na
zadany produkt, byla reakéni smés zahfivana na vodni lazni (35-40 °C) po dobu dalSich

24 h, kdy uz béhem prvni hodiny zahtivani se dle TLC vyrazng zvysil podil produktu.

U derivatu 3a se dale pomér vychozi latky ku produktu nijak vyrazné nelisil, tak bylo
pfistoupeno ke zvyseni teploty vodni lazn¢ na 4045 °C, ve které se smés michala dalSich
12 h do vymizeni vychozi latky. U obou experimentti doslo k vylouceni pevného podilu,

ktery byl odfiltrovan na frit¢, promyt EtOAc, vysuSsen a identifikovan jako
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propargylamonium bromid, ktery byl zlikvidovan. Dale byl tmavé hnédy filtrat odpaten na
RVO do sucha za pomoci opakovaného odpafovnani s toluenem. Surovy produkt byl
opakovan¢ ¢istén na sloupci silikagelu s vyuzitim smési CHCIls/EtOAc v poméru 7/3 (v/v),

¢imz se uspesné€ oddélil produkt 3 od 4-hydroxychinolin-2-onu.

3-Benzyl-3-(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-dion (3a)
Bézova krystalickd latka; t, = 178-182 °C (EtOAc);
vytézek: 48 %, Ry= 0,24 (30 %, EtOAc v Pe), Rr= 0,20 (30 %
EtOAc v CHCI3).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3257, 2117 (C=CH), 1692,
1667, 1613, 1492, 1466, 1446, 1432, 1383, 1338, 1292, 1239, Mex= 304,1212

M+H]"= 305,1245
1165, 1107, 940, 775, 734, 702, 670, 498. (MH]

1-Methyl-3-benzyl-3-(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-dion (3b)
Bézova krystalickd latka; t = 227-232 °C (EtOAc);
vytézek: 31 %, Ry,= 0,29 (30 %, EtOAc v Pe), Rr= 0,25 (30 %
EtOAc v CHCl,).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3315, 3299, 2117 (C=CH),
1689, 1648, 1471, 1366, 1305, 1246, 1100, 1011, 933, 841, 771, Mex= 318,1368

[M+H]*= 319,1402
703, 650, 466.

GC-EI-MS, m/z(%): 50,95(10), 65(9), 91(31), 103(14), 104(11), 105(11), 106(8), 131(21),
132(14), 134(18), 160(18), 248(28), 264(24), 265(100), 265(19).

5.4 Priprava 4-propargylbenzodiazepin-2,5-dionii 4

Smichdnim vychozi latky 3-(propargylamino)chinolin-2,4-dionti (10 mmol) v 45 ml
EtOH vznikla suspenze, ktera se béhem né¢kolika minut po ptidani tetramethylguanidinu
(20 mmol) v5 ml EtOH zm¢énila na roztok. Tento reakéni roztok byl dale michan pfi
laboratorni teploté po dobu uvedenou v tabulce ve Schématu 17. Po spotitebovani vychozi

latky byla reakéni smés zdmérné poSkrabana Spachtli, kdy po né€kolika desitkdch minut
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doslo k vylouCeni pevné faze. Pevny podil byl pfefiltrovan ptes fritu, promyt
podchlazenym EtOH a vysuSen. Filtrat byl zahustén na RVO a ponechén déale samovolné
krystalizovat.

1,3-Difenyl-4-(propargyl)-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dion (4a)

Bild  krystalicka latka; t = 171-175 °C (EtOH); o)
6 4 /T
vytézek: 85 %, Rr= 0,5 (30 % EtOAc v PE), Rr= 0,75 (30 % - 875 N
1

EtOAc v CHCl;), Rr = 0,65 (6 % EtOAc v CHCl;). 8 N
(e spektrum (tableta KBr), cm™: 3260, 3231, 2117 (C=CH), 1678, ’ ©

1639, 1602, 1493, 1464, 1424, 1345, 1256, 1238, 1152, 760, 709,

562, 516. Mex= 366,1368

1 [M+H]*=367,1402
H NMR spektrum (500 MHz, CDCl;), ppm: 6 2,32 (dd,

N-4-CH,-C=CH; J= 2,5 Hz); 4,33 (dd; N-4-CHj,—C=CH; J cHoo-cH2p-=17,6 Hz;
Jcwo=cu = 2,5 Hz); 525 (dd; N-4-CHyp—C=CH; J_cmp--cme = 17,6 Hz;
J_cmp-=cu = 2,5 Hz); 5,81 (s, H-3); 6,41 (dd; H-9 Juons = 8,1 Hz; Ju.ous = 0,7 Hz);
6,93 (ddd; H-7 Juswe = 7,6 Hz; Jusms = 7,6 Hz; Jusme = 1,1 Hz);
6,98 (ddd; H-8 Jusn7 = 7,8 Hz; Jusno = 7,8 Hz; Jusn.e = 1,8 Hz); 7,03-7,08 (m, H-B4);
7,11 (H-B3, dd; Ju-e3u-82 = 7,6 Hz; Ju.s3us = 7,6 Hz); 7,11 (H-BS, dd; Jussuss = 7,6
Hz; Jussuss = 7,6 Hz); 7,16-7,21 (m, H-B2); 7,16-7,21 (m, H-B6); 7,28-7,33
(m, H-A2); 7,28-7,33 (m, H-A®6); 7,33-7,38 (m, H-A4); 7,45 (dd; H-A3, Ju.asn.a4 = 7,7
Hz; Ju.asu-ae = 7,7 Hz); 7,45 (dd; H-AS; Ju.asu-aa = 7,7 Hz; Ju.asn-ac = 7,7 Hz); 7,63 (dd;
H-6; Juen.7=7,7 Hz; Juens = 1,7 Hz).

BC NMR spektrum (126 MHz, CDCl3), ppm: & 39,02 (N-4—CH,—C=CH); 66,87 (C-3);
73,76 (N-4-CH,~C=CH); 77,47 (N-4-CH,—C=CH); 124,17 (C-9); 124,45 (C-B2 a
C-B6); 125,51 (C-7); 127,71 (C-B4); 127,96 (C-A4); 128,40 (C-A2 a C-A6); 128,46
(C-B3 a C-B5); 129,60 (C-A3 a C-A5); 129,95 (C-5a); 130,45 (C-6); 131,80 (C-8);
133,79 (C-Bl); 139,44 (C-9a); 140,88 (C-Al); 166,62 (C-5);168,46 (C-2).
GC-EI-MS, m/z(%): 51(11), 77(31), 92(14), 132(23), 166(15), 167(30), 195(100), 196(17),
223(34), 261(29), 327(19), 366(24).
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HRMS (ESI+) pro Co4H9N,O," ([M+H] 7) vypoéitané: 367,1441 ; nalezené: 367,1442.

Pro Cy4HsN»O»: vypocitané: 78,24 % C 5,47 % H 7,60 % N
stanovene: 78,26 % C 5,12%H 7,66 % N

1-Methyl-3-fenyl-4-(propargyl)-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (4b)

Bila krystalicka latka; t, = 170-174 °C (EtOH); @)
6 4/
vytézek: 84 %. Rr=0,31 (30 % EtOAc v PE), Rr=0,63 (30 % 7 %% N 3
EtOAc v CHCI3), Rr=10,5 (6 % EtOAc v CHCI,). 8 % ,1\1 2 @
9
IC spektrum (tableta KBr), cm”: 3239, 2122 (C=CH), 1678, 1631, Me/ ©

1601, 1469, 1371, 1267, 1245, 1157, 1137, 1048, 940, 763, 711, 612, Mex= 304,1212
47 [M+H]"=305,1245

'H NMR spektrum (500 MHz, DMSO), ppm: d 3,35 (dd;
N-4-CH>—C=CH; J_cu ch2e= 2,4 Hz; J-crr-crop = 2,4 Hz); 3,39 (s, N-1-CH3); 4,58 (dd;
N-4-CH,—C=CH J_cmo-chuop=17,4 Hz; Jcwo=cu = 2,5 Hz); 4,77 (dd;
N-4-CH3—C=CH J_cH2p-—cH2o- = 17,4 Hz; J_crop-=cu = 2,5 Hz); 5,71 (s, H-3); 6,89-6,94
(m, H-B2 a H-B6); 6,96—7,00 (m, H-7); 7,00-7,05 (m, H-B4); 7,05-7,13 (m, H-B3 a H-
BS5 a H-9); 7,25-7,31 (m, H-8); 7,39 (dd; Ju.en7 = 7,8 Hz, Jus s = 1,5 Hz).

BC NMR spektrum (126 MHz, DMSO), ppm: & 3532 (N-1-CHs); 38,74
(N-4—-CH,—C=CH); 66,20 (C-3); 75,34 (N-4-CH,~C=CH); 78,75 (N-4-CH,—~C=CH);
121,11 (C-9); 124,11 (C-B6 a C-B2); 124,86 (C-7); 127,24 (C-B4); 128,21 (C-B3 a C—
B5); 128,53 (C—5a); 129,65 (C—6); 132,02 (C-8); 134,20 (C-B1); 139,33 (C—9a); 165,76
(C=5); 169,15 (C-2).

GC-EI-MS, m/z(%): 51(16), 63(13), 64(13), 77(50), 78(39), 90(19), 92(12), 104(100),
105(94), 106(10), 116(16), 116(11), 133(60), 142(17), 143(36), 144(94), 159(30), 161(55),
162(14), 199(28), 265(42), 304(42).

HRMS (ESI+) pro C1gH;7N,0, " ([M+H] ") vypocitané: 305,1285; nalezené: 305,1282.

Pro Ci9H¢N,O5: vypocitané: 74,49 % C 5,92 % H 9,14 % N
stanovené: 74,77 % C 5,56 % H 9,20 % N
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3-Fenyl-4-(propargyl)-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (4¢)

Bila krystalicka latka; t, = 265-268 °C (EtOH); o)
6 4 /T
vytézek: 90 %. Rr=0,27 (30 % EtOAc v PE), Rr= 0,40 7 875 N s
(30 % EtOAc v CHCI;), Rr= 0,19 (6 % EtOAc v CHCI;). 8 %8 ,11 2 @
v 9 1
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3258, 3201, 3065, 2119 H o

(C=CH), 1684, 1639, 1606, 1488, 1460, 1418, 1387, 1283, 1260, Mgx= 290,1055
1155, 798, 763, 734, 543, 489. [M+H]"=291,1089

'H NMR spektrum (500 MHz, DMSO), ppm: & 3,25-3,40 (m, N-4-CH,-C=CH);
4,58-4,76 (N-4—CH,,3—C=CH); 5,56 (s, H-3); 6,88 (d; H-9; Ju.9u-s = 8,1 Hz); 6,93 (dd;
H-7; Jusne = 7,5 Hz; Jugns = 7,5 Hz); 7,00-7,11 (m, H-B2 a H-B4 a H-B6);
7,15 (dd; H-B3 a H-BS; Jupsus: = 7,5 Hz; Jupsuss = 7,5 Hz); 7,23 (dd; H-8;
Jusn7 = 7,6 Hz; Jugno = 7,6 Hz); 7,48 (d; H-6; Ju.en.7 = 7,6 Hz); 10,74 (s; N-1-H).

PC NMR spektrum (126 MHz, DMSO), ppm: & 39,02 (N-4—-CH,—C=CH); 65,78 (C-3);
75,21 (N-4—-CH,—~C=CH); 78,96 (N-4-CH,—~C=CH); 120,04 (C-9); 123,66 (C-7); 124,44
(C-B2 a C-B6); 126,22 (C—5a); 127,47 (C-B4); 128,33 (C-B3 a C-B5); 130,32 (C-6);
132,12 (C-8); 133,95 (C-Bl); 13536 (C-9a); 165,89 (C-5); 170,14 (C-2).
GC-EI-MS, m/z(%): 51(11), 63(17), 64(30), 65(21), 76(11), 77(23), 89(12), 90(34), 91(24),
92(74), 104(20), 115(25), 116(12), 119(86), 120(20), 144(100), 145(12), 146(63), 147(12),
172(12), 185(75), 237(26), 251(44), 290(63), 291(13).

HRMS (ESI+) pro CisH;sN,O," ([M+H]") vypoéitané: 291,1128; nalezené: 291,1136.

Pro C3H4N,O,: vypocitané: 73,95 % C 5,52%H 9,58 % N
stanovené: 74,04 % C 5,04%H 9,62 % N
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1-Fenyl-3-methyl-4-(propargyl)-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dion (4d)

Bila krystalicka latka; t, = 175-179 °C (EtOH); o]

6 4 /T
vytézek: 80 %. Rr=0,33 (30 % EtOAc v PE), Rr= 0,65 (30 % 75N

Me

EtOAc v CHCI;), Rr= 0,5 (6 % EtOAc v CHCI;). 8 0 ,1\1 /Zgi

9
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3259, 2117 (C=CH), 1688, 1652, ©
1601, 1453, 1407, 1369, 1331, 1305, 1260, 1240, 1164, 1061, 766, @
713, 693, 674, 507. Mex= 304,1212

1 [M+H]"=305,1245
H NMR spektrum (500 MHz, DMSO), ppm: & 1,53 (d; C-3—CHs;

Jocm a3 = 6,9 Hz); 3,11 (dd; N-4-CH,—C=CH; J=cn,cH2o- = 2,4 Hz; J=chcmp- = 2,4 Hz);
4,27 (dd; N-4-CH3,—C=CH, J_cmo-cr2p- = 17,8 Hz, J cmo=cu = 2,4 Hz); 4,37
(dd; N-4—CH3—C=CH J_chp--cm2e- = 17,8 Hz, J cmop-=cu = 2,4 Hz); 4,48 (q; H-3,
Jus-cus = 6,8 Hz); 6,78 (d; H-9, Juons = 8,1 Hz); 7,16-7,22 (m, H-A2 a H-A6);
7,29-7,39 (m, H-7 a H-A4); 7,42-7,49 (m, H-8 a H-A3 a H-AS); 7,77 (dd; H-6,
Jnen7=7,8 Hz, Juens = 1,5 Hz).

BC NMR spektrum (126 MHz, DMSO), ppm: & 12,25 (C-3-CHs); 30,56
(N-4—CH,—C=CH); 51,12 (C-3); 75,21 (N-4—CH,~C=CH); 73,51 (N-4—-CH,—C=CH);
79,83 (N-4—-CH,—C=CH); 124,11 (C-9); 125,39 (C-7); 127,45 (C-A4); 128,44 (C-A6 a
C-A2); 128,81 (C-5a); 129,31 (C-A3 a C—A5); 129,99 (C —6); 12,02 (C-8); 140,27
(C-9a); 140,84 (C —A1); 168,61 (C -2).

GC-ELI-MS, m/z(%): 51(14), 77(29), 92(15), 166(17), 167(29), 195(10), 196(20), 223(33),
261(50), 304(30).

HRMS (ESI+) pro C1gH7N,0, " ([M+H]") vypoéitané: 305,1285; nalezené: 305,1290.

Pro Ci9H¢N,O5 : vypocitané: 74,49 % C 5,52%H 9,14 % N
stanovené: 74,88 % C 5,57 %H 9,21 % N
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1,3-Dimethyl-4-(propargyl)-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (4e)

Bézova pevna krystalicka latka; t; = 132—136 °C (EtOH); vytézek: o}

6 4=
98 %. Rr=0,18 (30 % EtOAc v PE), Rr= 0,55 (30 % EtOAc v CHCl3), 7 %75 N s

Me

Rr=0,28 (6 % EtOAc v CHCl3). RN ,11 /2&7

9
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3251, 2117 (C=CH), 1685, 1631, me ©
1601, 1456, 1426, 1402, 1376, 1303, 1253, 1143, 1092, 1010, 766, Mex= 242,1055

M+H]*=243,1
727, 663, 501. [M+H]*=243,1089

GC-EL-MS, m/z(%): 51(12), 63(12), 64(13), 77(34), 78(28), 80(11), 81(18), 82(81), 90(12),
92(12), 104(76), 105(100), 106(10), 132(13), 133(75), 134(14), 161(66), 162(13), 199(17),
242(49).

Pro C;4H4sN»0»: vypocitané: 69,41 % C 5,82 % H 11,56 % N
stanoven¢: 69,17 % C 6,15% H 11,63 % N

3-Methyl-4-(propargyl)-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (4f)

BéZova pevna krystalicka latka; t; = 194-199 °C (EtOH); o
6 5 4 /\§

vytézek: 89 %. Rr= 0,16 (30 % EtOAc v PE), Rr= 0,46 NN e
(30 % EtOAc v CHCL3), Rr= 0,22 (6 % EtOAc v CHCI;) NPy %»
(e spektrum (tableta KBr), cm™: 3257, 3222, 2117 (C=CH), 1693, H ©
1625, 1484, 1442, 1410, 1350, 1328, 1293, 1259, 1224, 1063, 1014, Mex= 228,0899

[M+H*]= 229,0932
934,766, 711, 634, 524.

GC-ELI-MS, m/z(%): 42(11), 63(14), 64(22), 65(14), 82(100), 90(16), 91(11), 92(46),
119(54), 120(11), 146(17), 185(27), 228(36).

HRMS (ESI+) pro Ci3H;3N,0, " ([M+H]") vypoéitané: 229,0972; nalezené: 229,0969.

Pro C3H2N,O,: vypocitané: 68,41 % C 5,30 % H 12,27 % N
stanovené: 68,23 % C 5,62 % H 12,21 % N
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3-Benzyl-4-(propargyl)-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (4g)

Bézova pevna krystalicka latka; t, = 132—136 °C (EtOH); 0

vitezek: 63 %. Rr=0,18 (30 % EtOAc v PE), Rr= 0,55 (30 % A& NH

EtOAc v CHCIl;), Rr= 0,28 (6 % EtOAc v CHCI3). 8 N 23

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3251, 2117 (C=CH), 1685, 1631, i H © @
1601, 1456, 1426, 1402, 1376, 1303, 1253, 1143, 1092, 1010, 766,

Mgy = 266,1055
727, 663, 501. [M+H*] = 267,1089
GC-EL-MS, m/z(%): 51(12), 63(12), 64(13), 77(34), 78(28), 80(11), 81(18), 82(81), 90(12),
92(12), 104(76), 105(100), 106(10), 132(13), 133(75), 134(14), 161(66), 162(13), 199(17),
242(49).

Pro C;4H4sN»0»: vypocitané: 69,41 % C 5,82 % H 11,56 % N
stanoven¢: 69,17 % C 6,15% H 11,63 % N

5.5 Priprava benzo|e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11-dionu 5

K roztoku N-propargylbenzodiazepindionu 4 (1 mmol) v 5 ml DMF byl za laboratorni
teploty pfidan NaH (0,5 mmol) a ziskana suspenze byla michana po dobu uvedenou
v tabulce ve Schématu 19 pii laboratorni teploté. Nésledné byl reak¢ni roztok zredén 15
ml destilované vody a ziskany opalescentni roztok byl v délici ndlevce extrahovan 4 x 15
ml EtOAc. Veskeré organické podily byly spojeny, vysuSeny Na,SOy, piefiltrovany a

odpareny do sucha.

Zbyly vodny podil byl slabé okyselen HCI a opét extrahovan 2 % 15 ml EtOAc. Z takto
ziskanych organickych podilli nebylo v uvedenych piipadech ziskano Zadné chemické
individum.

Ziskané surové produkty byly chromatograficky CciStény na sloupci silikagelu

s vyuzitim ethyl-acetatu v petroletheru jako mobilni faze.
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10,11a-Difenyl-3H-benzo|e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11(10H,11aH)-dion (5a)
Bila pevna latka, t; = 220-223 °C; Ry= 0,27, (30 % EtOAc v Pe);
Ry=0,39 (CHCL). 7
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3112, 3053, 2869, 1693, 1644, 8
1623, 1490, 1457, 1410, 1328, 1259, 1166, 1128, 1090, 1002, 899,
752,720, 697, 608.

'H NMR (500 MHz, DMSO) ppm: 8 4,58-4,66 (m, H-3a) 4,67-4,75  Mgy= 3664119

(m, H-3B); 5,90-5,97 (m, H-2), 6,01-6,09 (m, H-1); 6,38 (d, H-9, [M*H']=367,1402
Jion5=8,2 Hz), 6,99 (dd, H-7, J s we= 7,4 Hz, Juus s = 7,4 Hz), 7,03-7,12 (m, H-B2, H-
B4, H-B6, H-8); 7,12-7,19 (m, H-B3, H-B5); 7,33 (dd, H-A2, H-A6, Jiro. nai=7,5 Hz):
7,39 (t, H-Ad, Jias nas=7.4 Hz); 7,49 (dd, H-A3, H-A5, Jins. war= 7,7 Hz, Jins, sas= 7,7
Hz); 7,56 (dd, H-6, Jivs 15=7,8 Hz, Jis. ns=1,3 Hz) .

C NMR spektrum (126 MHz, DMSO), ppm: & 55,43 (C-3); 76,68 (C-11a); 122,83 (C-1);
123,96 (C-B2; C-B6); 125,07 (C-7); 127,57 (C-B4); 127,73 (C-A4); 128,61 (C-B3 a C-
B5); 128,65 (C—A6 a C-A2); 129,35 (C—6); 129,43 (C-5a); 129,47 (C-A5 a C-A3); 131,73
(C-8); 133,18 (C-2); 137,99 (C-B1); 138,93 (C-9a); 141,32 (C-Al); 164,05 (C-5); 169,38
(C-1).

GC-EL-MS, m/z(%): 51(13), 77(31), 92(15), 115(12), 128(13), 143(29), 166(17), 167(32),
195(100), 196(72), 223(34), 224(39), 366(13).

HRMS (ESI+) pro C4H1oN,O, " ([M+H] ") vypoditané: 367,1441; nalezené: 367,1438.

Pro C,4H;sN,O: vypocitané: 78,67 % C 4,95 % H 76,65 % N
stanovene: 78,37 % C 5,35%H 7,58 % N

10-Methyl-11a-fenyl-3H-benzo[e]|pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11(10H,11aH)-dion
(Sb)

Nazloutlé krystaly, t, = 215-220 °C (Be); Ry= 0,19

(30 % EtOAc v PE); Ry= 0,35 (CHCly); !
IC spektrum (tableta KBr), cm': 2859, 1668, 1643, 1619, 1602,

1463, 1409, 1359, 1262, 1224, 1084, 1050, 1002, 972, 761, 732,

722, 704, 687, 532, 426. Mex= 304,1212
[M+H*] = 305,1245

'H NMR (500 MHz, DMSO) ppm: & 3,40 (s, N-10-H), 4,54
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(ddd; H-3a, Jus3e, w3p = 16,9 Hz; Jusen1 = 2,0 Hzy Jusze w2 = 2,0 Hz);
4,65 (ddd; Ju.sp, n3e = 16,9 Hz; Juapua = 2,0 Hz); 5,93 (ddd; H-1, Ju.in2 = 6,2 Hz,
Ji-130 = 2,0 Hz, Ji1, w3 = 2,0 Hz); 6,01 (ddd; H-2, Juoma = 6,2 Hz, Juapse = 1,8 Hz,
Juo, n3p = 1,8 Hz); 6,82—6,88 (m, H-B2, H-B6); 6,98-7,03 (m, H-7, H-B4); 7,04-7,09 (m,
H-B3, H-BS); 7,11 (d; H-9; Juons = 7,8 Hz); 7,28 (ddd; H-8, Jusn7 = 8,8 Hz, Ju.sn.o =
7,4 Hz, Jusne = 1,7 Hz); 7,46 (dd; H-6, Ju.6 7 = 7,8 Hz, Juens = 1,6 Hz).

BC NMR spektrum (126 MHz, DMSO), ppm: & 36,17 (N-10-CHj3); 55,30 (C-3);
76,59 (C—11a); 121,70 (C-9); 122,31 (C-2); 123,91 (C-B2 a C-B6); 124,83 (C-7); 127,43
(C-B4); 12842 (C-B3 a C-B5); 128,84 (C-5a); 129,03 (C—6); 131,93 (C-8);
133,53 (C-1); 138,29 (C-Bl); 139,47 (C—9a); 16420 (C-5), 170,62 (C-11).
GC-EI-MS, m/z(%): 77(31), 78(26), 90(13), 104(57), 105(51), 115(19), 116(13), 128(30),
133(36), 134(68), 143(38), 144(100), 145(11), 161(19), 162(48), 304(16).

Pro C9HsN,O,: vypocitané: 74,98 % C 5,30% H 9,20 % N
stanoveng: 74,93 % C 5,71 % H 9,22 % N

Piiprava 3-fenyl-4-(propa-1,2-dien-1-yl)-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4][1,4]diazepin-
2,5-dion (6)

Vyjma rozdilného mnozstvi NaH, které v tomto pfipadé bylo 1,5 ekvivalentu vici

vychozi latce, byl postup zpracovani identicky s postupem uvedenym v odstavci 5.5.

Bila pevna latka, t; = 194-199 °C; vytézek: 58 %, Ry = 0,35, o s 2 1
(6 % EtOAc v CHCl3); Ry= 0,35 (30 % EtOAc v PE). 7 e l‘tl/_ —

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3204, 3057, 1685, 1644, 1606, s 931'\(]111118 @
1583, 1487, 1449, 1409, 1294, 1245, 1159, 1082, 894, 755, 736, ° H

640, 541, 489.

MEX= 278,1055
'"H NMR (500 MHz, DMSO) ppm: & 5,57 (s, H-3), 5,70 (dd; [M+H"] = 279,1089

N-4-CH=C=CHaq, J-ctioctizp = 11,2 Hz; J-cia_chi= = 6,4 Hz); 5,77 (dd;
N-4-CH=C=CHag, J-crizp-ctze = 11,2 Hz; J-crop cn- = 6,4 Hz); 6,89-7,00 (m, H-7, H-9,
H-B2, H-B6); 7,06 —7,12 (m, H -B4); 7,17 (dd; Jiy.p3.11.80 = 7,6 Hz; Jipasss = 7.6 Hz a
dd; Jiy-psnss = 7,6 Hz; Jipsaene= 7,6 Hz); 7,26-7,33 (m, H-8);
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7,49 (dd; H-6, Juen-7 = 7,9 Hz; Juens = 1,4 Hz); 7,85 (dd; N-4—-CH=C=CHa;, J cp==cH2a
= 6,4 HZ, J7CH=,=CH2[3 = 6,4 HZ); 10,97 (S, N-I—H)

BC NMR spektrum (126 MHz, DMSO), ppm: & 62,93 (C-3); 90,55 (N-4—CH=C=CH,);
101,15 (N-4-CH=C=CH,); 120,26 (C-9); 123,93 (C-7); 123,97 (C-B2 a C-B6); 125,70
(C-5a); 1128,76 (C-B3 a C-B5); 127,74 (C-B4); 130,72 (C-6); 132,62 (C-8);
133,17 (C-B1); 135,24 (C-9a); 164,15 (C —5); 168,99 (C-2); 200,20 (N-4—CH=C=CHy).
GC-EI-MS, m/z(%): 43(41), 44(27), 48(14), 51(31), 52(11), 57(14), 63(16), 64(46), 65(26),
66(15), 74(18), 75(26) 76(21), 77(38), 78(16), 89(26), 90(30), 91(16), 102(17), 103(11),
115(50), 116(20), 117(17), 118(13), 119(58), 120(52), 130(11), 143(100), 144(36),
145(11), 146(20), 147(15), 159(11), 168(13), 184(11), 185(31), 186(16), 194(11), 207(42),
209(11), 214(15), 221(11), 234(13), 261(12), 273(26), 280(10), 290(39), 291(14), 321(12).
Pro C;sH4N»0O»: vypocitané: 74,47 % C 4,80 % H 9,65 % N

stanoven¢: 74,04 % C 5,28 % H 9,57 % N

5.6 Pokus o deuterizaci slou¢eniny 4a uskutecnény v DMSO

K roztoku N-propyrgylbenzodiazepinudionu (0,5 mmol) ve 30 ml DMSO byla ptidédna
vyzihand pota$ (0,525 mmol) a t€zk4 voda (3 ml, 166 mmol). Reakéni smes byla michana
pii laboratorni teploté pod inertni atmosférou argonu po dobu 3 hodin. Po ukonceni
michani byl reakéni roztok pod inertni atmosférou extrahovan 10 x 25 ml vysuSeného
Et,0. Veskeré organické podily byly spojeny, vysuseny vyzihanym Na,SO, ptefiltrovany
pod argonem a na RVO byl odpafen Et20. Zbyly DMSO byl 10 hodin lyofilizovan
s vyuzitim bézné olejové vyveévy. Z dlivodu nesnadného odstranéni DSMO byl obsah
baiiky zahtivan horkovzdus$nou pistoli, na niZ byla nastavena teplota 120 °C. Takto ziskany

surovy produkt byl méfen pomoci NMR.

5.7 Pokus o deuterizaci slouc¢eniny 4a uskute¢nény v MeCN

K roztoku N-propyrgylbenzodiazepinudionu (0,25 mmol) ve 2 ml MeCN byla ptidana
vyzihana pota$ (0,375 mmol) a té¢Zka voda (454 ul, 25 mmol). Reakéni smés byla michéna

pfi laboratorni teploté¢ pod inertni atmosférou argonu po dobu 3 hodin. Po ukonceni
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michani byl reak¢ni roztok pod inertni atmosférou extrahovan 5 x 25 ml vysuSeného
dichlormethanu. Veskeré organické podily byly spojeny, vysuSeny vyzihanym Na,SO4
prefiltrovany pod argonem a odpaieny na RVO do sucha. Takto ziskany surovy produkt byl

meéfen pomoci NMR.
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ZAVER

Hlavnim ukolem a cilem diplomové priace bylo jiz dfive pfipravené 3-
(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diony 3a-3f vhodnou metodou pievést na
odpovidajici 4-propargyl-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-diony 4a—4f. Za timto
ucelem byl proveden jeden experiment s mirné¢ modifikovanymi podminkami, pti kterych
byla expanze heterocyklického kruhu chinolindionu prvné pozorovana. Timto postupem,
vice jak pildennim zahfivanim roztoku 3a v DMF s dvoumolarnim nadbytkem TMG, byly
ptekvapiveé izolovany pouze stopy benzodiazepinu 4a a témét polovina teoretického
mnozstvi pyrrolobynzodiazepinu 5a. Pouhd zména rozpoustédla (viz Schéma 17) vedla
k tomu, Ze propargylaminochinolindiony 3a-3f Ize béhem jednoho dne pii laboratorni

teploté témeft kvantitativné konvertovat na odpovidajici benzodiazepiny 4a—4f.

Pfed samotnym podrobenim latek 4 bazicky indukovanym intramolekularnim
pfesmykiim byly ve vialkdch provedeny screeningové reakce monitorované pomoci
chromatografie na tenké vrstvé a plynové chromatografie s hmotnostni detekci, které
slouzily pouze k nalezeni vhodné baze a rozpoustédla zplsobujici pfeménu pivodni latky
4a na slouceninu 5a. Podminkam, jez vyplynuly z nejlepSiho dosaZeného vysledku, byly
vystaveny Ctyfi derivaty 4a—4d, znichZz bez jakychkoli zavaZnych problémi poskytly
touzené¢ produkty pouze slouceny 4a a 4b. Aby bylo mozné piimét N-nesubstituovany
analog 4c k jakékoli preméné, bylo nezbytné pilivodni 50% mnoZstvi NaH zvysit na 1,5
ekvivalentu NaH viéi vychozi latce 4¢. Rozborem NMR spekter a z vysledku rentgenové
difrakéni analyzy bylo zjisténo, Ze dochazi pouze k izomerizaci alkynylové skupiny za
vzniku kumulovanych dvojnych vazeb allenylu. 3-Methylovy derivat benzodiazepinu 4d je
taktéz k neekvivalentnimu mnozstvi hydridu znaén€ rezistentni, ovSem pii plynulém
zvySovani davek NaH vrozmezi 1-2 ekvivalentd oproti vychozi latce vznikaly velmi
komplikované smési produkti, které nebylo mozné pomoci néckolikandsobné
chromatografie na sloupci silikagelu separovat. Zrozboru GC-MS spekter bylo
dedukovéano, Ze se molekula 4d uc¢inkem NaH v odliSnych mistech molekuly S$tépi.
Z provedenych pokusti sméfovanych k cyklizaci propargylové skupiny 3-methylovych
derivati za vzniku pyrrolového kruhu je vice nez jasné, Ze v téchto ptipadech neni
pouzivany hydrid dobra volba. V budoucnu bude nezbytné provétit ucinek jinych silnych
bazi (Triton B, KHMDS, LiHMDS) nebo superbazi, jako jsou fosfazeny (P,-7-Bu,
P4-#-Bu, ...).
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Pro neocCekavany rozdil reaktivity 3-fenyl-4-propargylbenzodiazepindiont 4a—4c¢ a 3-
methyl-4-propargylbenzodiazepindionu 4d byly od zakladnich surovin, anilinu a
substituovaného esteru malonové kyseliny, pfipraveny dva 3-benzyl-4-hydroxychinolin-
2(1H)-ony, které po chloraci sulfurylchloridem v dioxanu pfi mirné¢ zvySené teploté a
nasledné nukleofilni substituci atomu halogenu propargylaminem v DMF poskytly 3-
benzyl-3-(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diony, z nichz byl u¢inkem piebytku TMG
v DMF pfipraven doposud pouze jeden 3-benzyl-4-propargylbenzodiazepindion 4g.
Benzylové analogy, protoze jsou na pomezi mezi methylovym a fenylovym substituentem,
jsou pfipravovany pro doplnéni poznatkli o cyklizaci propargylové skupiny zahdjené

ucinkem NaH a vysledky z ni plynouci budou nezbytnou soucasti "skladanky".
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CNS
EtOAc
GABA-A
NAD
HIV
cHex

Ph
ESI-IT-MS

HRMS
EA
X-Ray
Et20
H-MCM-22
EtOH
NMR
LD50

in vivo
in vitro
RNA
DNA
PP-PBD
MTT test
SRB test
NMM
DCC
BTOH
TEA
Tos
DMF
™G
GC-MS
Me
MeOH
Be
DMAP
THF

-+
MeO Na
DMSO
MeCN

centralni nervovy systém

ethyl-acetat

y-aminomalsend kyselina A
nikotinamidadenindinukleotid

virus lidské imunitni nedostate¢nosti
cyklohexan

fenyl

hmotnostni spektrometrie s iontovou pasti a elektrosprejovou
ionizaci

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim
elementarni analyza

rentgenové zafeni

diethyl ether

typ hydrotermalniho vrstveného hlinitokiemicitanu
ethanol

nuklearni magneticka rezonance

letalni davka zpisobujici thyn 50 % testovanych organismt do 24 hodin
testovani v pfirozenych podminkach

testovani v umélych podminkach

ribonukleova kyselina

deoxyribonukleova kyselina
fenantrylfenoxy-pyrrolobenzodiazepiny
tetrazoliovy test mikrokultur

sulfat redukujici bakterie

N-methylmorpholin

dicyklohexylkarbodiimid
N-hydroxybenzotriazol

triethylamin

top-methylfenyl

dimethylformamid

N, N, N', N’'-tetramethylguanidin

plynova chromatografie s hmotnostni detekci
methyl

methanol

benzen

4-(dimethylamino)pyridin

tetrahydrofuran

methoxid sodny
dimethylsulfoxid
acetonitril
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PRILOHY

P1: Vodikové interakce zprostiredkované mezi slouceninami 4f
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P2: Vodikové interakce zprostredkované mezi slou¢eninami Sa
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P3: Vodikové interakce zprostredkované mezi slouc¢eninami 6
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P4: ORTEP diagram slouceniny 4a
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PS: ORTEP diagram slouceniny 4d
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P6: ORTEP diagram slouceniny 4f
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P7: ORTEP diagram slouceniny Sa
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P8: ORTEP diagram slouceniny Sb
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P9: ORTEP diagram slouceniny 6




