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ABSTRAKT

Cely obsah pfedlozené diplomové prace je =zaméfen na problematiku
benzodiazepinovych a pyrrolobenzodiazepinovych sloucenin. 1 ptesto, ze od jejich
objeveni uplynulo vice nez 50 let, pfedstavuje tato oblast stale velmi zivé a zajimavé
odvétvi nejen z pohledu organické chemie, ale i farmacie. ResSersni ¢ast soucasné shrnuje
jak wvyuziti a praktické aplikace téchto vyznamnych bioaktivnich latek, tak 1 jejich
publikované metody syntéz vyuzivané k jejich piipravé. Experimentalni ¢ast predstavuje
hned nékolik  jednoduchych  pfistupti  vedoucich ksyntéze benzodiazepini
a pyrrolobenzodiazepini ze snadno dostupnych a lacinych vychozich latek. Prace zpocatku
popisuje optimalizaci podminek piipravy 3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-
dionti. Tyto vhodné prekursory, po vystaveni uCinkim thionylchloridu,
tetramethylguanidinu a hydridu sodného v rizném potadi, poskytly benzo[e][1,4]diazepin-
2,5-diony a benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11-diony. Pribéhy a vysledky reakci
jsou podpotfeny vysledky analytickych instrumentalnich metod, jejichz spektra jsou

komentovana ve vysledkové a diskusni ¢asti.

Klic¢ova slova: chinolindion, benzodiazepin, pyrrolobenzodiazepin, tetramethylguanidin,

biologicka aktivita, cyklizace, expanze kruhu



ABSTRACT

The entire content of the submitted thesis is focused on the problems of benzodiazepine
and pyrrolobenzodiazepine compounds. Despite the fact that more than 50 years have
passed since their discovery, the area is still a very current and interesting industry not only
in terms of organic chemistry but also pharmacy. At the same time, the research part
summarizes both the use and practical application of these important bioactive substances
and their published methods of synthesis used for their preparation. The experimental part
presents several simple approaches leading to the synthesis of benzodiazepines and
pyrrolobenzodiazepines from readily available and cheap starting materials. The work
initially describes the optimization of the preparation conditions of 3-(3-
hydroxypropylamino)quinoline-2,4(1H,3H)-dione. After exposure to thionyl chloride,
tetramethylguanidine and sodium hydride in different order, these suitable precursors
yielded benzo[e][1,4]diazepine-2,5-diones and benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepine-5,11-
diones. The course and results of the reactions are supported by the results of analytical
instrumental methods, whose spectra are commented on in the results and discussion

sections.

Keywords: quinolindione, benzodiazepine, pyrrolobenzodiazepine, tetramethylguanidine,

biological activity, cyclization, ring expansion
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UvVoD

Jiz mnoho let jsou zndmy rozmanité¢ ucinky benzodiazepinovych sloucenin na zivé
organismy, kterych se velmi Casto vyziva v klinické medicing€. Jelikoz v dnesni dob¢, kdy
kazdy né€kam ustaviéné spéchd a dostdva se tak do psychického stresu, je cetnost
predepisovani benzodiazepinovych terapeutik, které obecné zplisobuji zklidnéni az spanek
a odstranuji ¢1 rozpousténi tzkost, stale vyssi. Myslim si, Ze kdyz se uzivaji se proti tizkosti
(anxiolytika), na uklidnéni (sedativa), na spani (hypnotika) nebo na snizeni svalového
napéti (myorelaxancia), prakticky kazdy dosp€ly jedinec se snimi ve svém Zzivoté
minimaln€ jednou setkal. Protoze jsou tyto cenné latky vyhradné syntetického ptivodu, je
kladen velky vyznam zvlasté na vyvoj novych strukturnich analogli a na hledani novych
metod jejich piipravy. Z velké ¢asti jsou v literatufe k nim uvaddény dva hlavni pfistupy,
které bud’ zahrnuji reakce kyseliny anthranilové popft. jejich derivati (napf. isatoového
anhydridu) s aminokyselinami, anebo je vyuZzivano principli Etyfkomponentni Ugiho

reakce.

Mnoho sloucenin obsahujicich pyrrolobenzodiazepinovy (PBD) skelet je mozné
izolovat zriznych druhi mikroorganismi. Pfevazné jsou tvofeny bakteriemi rodu
Streptomyces, které tyto derivaty vylucuji jako produkty sekundarniho metabolismu.
Zasadni vliv na biosyntézu PBD maji enzymy neribosomalni peptidové syntetazy, které
zpusobuji kondenzaci dvou prekurzori, derivatii anthranilové kyseliny a prolinu, za vzniku
odpovidajici tricyklické molekuly PBD. Tato skupina sekundarnich metabolitii vykazuje
sice slabé antimikrobidlni UC¢inky, nicméné jsou znacné atraktivni z hlediska jejich
protinadorovych uc¢inkt, které vedou fadu védct z celého svéta ke studiu jejich vlastnosti
a moznosti jejich ptipravy. V literatuie jsou syntetické ptistupy k PBD ve vétSin¢ omezeny
jen na par vychozich latek. Z velké casti autofi publikaci vychazi z benzoylovych derivati
pyrrolu, které podléhaji nasledné cyklizaci, anebo je jejich syntéza provadéna reakci
isatoovych anhydrida s derivaty prolinu. I kdyz je mozné v komer¢nim sektoru sehnat
rozmanité¢ substituované reakéni komponenty, jsou ve vétsSing piipadt pro jejich relativné
vysokou cenu pfipravovany v laboratofich, ¢imz se vyrazné pii syntéze konkrétnich PBD
zvySuje pocet reakcnich krokii a snizuje celkovy vytézek. Tyto divody, a to jak biologické
ucinky téchto latek, tak i jejich metody pfipravy omezené na né¢kolik malo vychozich latek,
nas vedly knavrzeni a studovani novych syntetickych cest vychdzejicich z bézné
dostupnych a levnych surovin, ze kterych je mozné benzodiazepindiony a predevsim

pyrrolobenzodiazepindiony pfipravit.
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1 BENZODIAZEPINY

Benzodiazepiny (BZD) jsou obecné slouceniny skladajici se ze vzajemné
kondenzovaného Sesti¢lenného benzenového a sedmiclenného diazepinového kruhu. Z této
velmi rozmanité, a pro jejich biologické t€inky hojné studované skupiny latek, je znamo
pouze n¢kolik slou€enin izolovanych jak zivych, tak iz nezivych ptfirodnich zdroja.
Doposud byly izolovany pouze jako produkty metabolismu plisni rodu Penicillium.
Z vlaknité houby Penicillium cyclopium byly izolovany dva derivaty BZD, pozdéji
oznaceny jako cyklopeptin (1) adehydrocyklopeptin (2). Posléze byla objevena tfada
enzymatickych pochodii vedoucich k dals$im BZD derivatim. Pisobenim dehydrogendzy
muze cyklopeptin reverzibilné piechazet na dehydrocyklopeptin (2), ktery je pak epoxidaci
transformovén na cyklopenin (3), ktery po hydroxylaci poskytuje cyklopenol (4).!

Q /Me 0 /Me 0 /Me 0 /Me
i \)LN j \)LN j \)LN : \)LN OH
N N N © N4, O
H O H O H O H O
1 2 3 4

Obrazek 1. Benzodiazepinové alkaloidy.

Od prvnich pozorovanych biologickych uc€inkt, bylo odlisSnymi syntetickymi ptistupy
pripraveno ohromné mnozstvi riznych derivat BZD liSicich se polohou dusikovych
atoml v sedmiclenném kruhu a typem, respektive polohou substituentii na bicyklickém
systému.” Postupem Gasu bylo zjiténo, Ze z farmakologického hlediska jsou nejcennd;jsi
derivaty 1H-benzo[e][1,4]diazepin-2(3H)-onu, protoze mohou znac¢né ovliviiovat rtizné
biologické pochody v Zivych organismech 1 v relativné nizkych koncentracich. Z tohoto
divodu podnitily u védecké komunity znacny zajem o jejich studium, a tudiz jsou oproti
svym izomerim skupinou nejpocetnéjSi. Jejich vyznam je znacny nejen
v psychofarmakologii, ale 1 pfi vyvoji 1é€iv na onemocnéni jako je diabetes, obezita nebo

HIV.?



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 8

1.1 Historicky tivod benzodiazepinovych medikamenti

Do prvni poloviny 20. stoleti byla 1é¢ba tzkostnych poruch omezena na velmi malo
1ékti s velmi omezenou ucinnosti. Mezi nimi byly naptiklad alkaloidy z opia a jinych
narkotickych rostlin, bromid draselny a ptedev§im barbituraty. DalS$im prilomem v 1écbé
uzkosti bylo zavedeni meprobamatu. Ten byl na rozdil od barbiturati méné navykovy
a anxiolyticky ucinek byl dosazen jen svelmi malou zménou fyzického vykonu
a intelektualni schopnosti. Nicméné jeho anxiolyticky ucinek byl pomérné omezeny,

a proto byly i nadale hleddny slouceniny s lepSimi ucinky, coz vedlo az k objevu BZD.

Uvedeni chlordiazepoxidu (5) do klinické 1é&by v roce 1960 pod nizvem Librium®
Svycarskou farmaceutickou firmou Hoffmann-LaRoche bylo jednim z hlavnich prilomi
historie psychofarmakologie. Nasledné studie Svycarské farmaceutické firmy pak vedly
k objevu vice ucinné slouceniny, kterd byla ziskana drobnou modifikaci postrannich skupin
a eliminaci N-oxidového radikalu z molekuly chlordiazepoxidu. Ziskané sloucenina dostala
nazev diazepam (6), nebo-li Valium®, ktery byl komercionalizovéan v roce 1963. Ten ma
oproti chlordiazepoxidu krat§i dobu ptlisobeni, anxiolytické i sedativni G¢inky. Prvnim
BZD, ktery nebyl vyvinut firmou Hoffman-LaRoche, atfetim uvedenym na trh, byl
oxazepam (7). Krom¢ ucinkl sedativnich a anxiolytickych, které byly sledovéany jiz

u predchozich dvou 16&iv, byly pozorovany i u¢inky hypnotické a amnézie.*

o, 0 O
Cl —N® Cl N Cl <N
(0 Oy T
N= N N
/ (0] H O

NH

Mé Me

5 6 7

Obrazek 2. Zakladni struktury BZD chemoterapeutik.

Obecné¢ je mozné fici, ze od druhé poloviny 20.stoleti byla zapocata
»psychofarmakologicka revoluce* a BZD se tak staly nejhojnéji predepisovanymi 1éky po
celém svéte. BZD zajistily ucinnou 1écbu slabsich forem neuréz a v klinickém vyzkumu

umoznily vyvoj novych etiopatogennich teorii uzkostnych poruch.’ Od té doby bylo
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syntetizovano tisice derivati BZD a vice nez stovka z nich pak byla vyuzivana pro jejich

anxiolytické ¢i sedativni u€inky.

1.2 Mechanismus tGcinku benzodiazepinovych léciv

Prvni pokusy o objasnéni mechanismu plsobeni BZD jsou spjaty se studiem
neurotransmitert, konkrétné s y-aminomaselnou kyselinou (GABA). GABA je hlavnim
inhibi¢nim neurotransmiterem. GABA je uvoliiovana z presynaptického neuronu do
synaptické Stérbiny a na postsynaptickém neuronu se vaze na GABA specificky receptor
GABA, nebo GABAg. Receptor je tvofen péti proteinovymi podjednotkami poskladanymi
do kruhu a tvoficimi tak centralni pér, jeZ prochazi skrz membranu.® Po aktivaci receptoru
se por stava propustny pro chloridové ionty, ¢imz vzniké koncentrac¢ni gradient. To vede
k hyperpolarizaci, ¢imz se neurondlni membrana stavd méné excitabilni a neurotransmise
je inhibovana.

Mechanismus plsobeni spo¢ivd ve vazbé BZD do vazebného mista na receptoru
GABA, (Obrazek 3). Timto dojde ke zvySenim afinity GABA k receptoru, coz vede ve
vysledku ke snizeni mnozstvi potiebné endogenni GABA k aktivaci receptoru.” BZD tedy

piisobi jako alosterické modulatory GABA receptori.®

Otevirani chloridového kanalu je
podminéno GABA agonisty

(napf. benzodiazepiny) B

\ . ¥
. F oF
A b A/ . LB kanal
Bunétna
membrana Monomerni podjednotka

Benzodiazepin

CYTOPLASMA

Obrazek 3. Vazani BZD na receptory GABAA.
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Samotny GABA 4 receptor lze téz rozdelit do nékolika skupin v zavislosti na izoformach
jednotlivych podjednotek.” Receptor nazyvany BZ1 obsahuje izoformu al. Tento typ
receptoru je koncentrovany v mozkové kife, talamu a malém mozku. Je zodpovédny za
sedativni a antikonvulzivni G¢inky. Asi 60 % GABA, obsahuje podjednotku al, kterd je
navic zodpovédna za amnézii, kterd je Castym vedlej§im ucinkem pii uzivani BZD.
Receptory BZ2 obsahuji izoformu a2 a zprostfedkovavaji anxiolytické a myorelaxacni
ucinky. Tento typ receptoru je koncentrovany v oblastech limbického systému,
motorickych neuront a hibetnim rohu michy. Ne vSechny BZD interaguji se stejnym
typem receptoru a se stejnou afinitou ke specifickému receptoru. Tyto rozdily jsou pak

zodpovédné za riizné G&inky jednotlivych BZD.'°

Kromé GABA, ¢i BZD, se na GABA, receptor vaze i fada dalSich latek ovliviujicich
transport chloridovych iontd. Pfikladem mohou byt neurosteroidy nebo barbituraty.
Derivaty kyseliny barbiturové, které maji velmi podobné t¢inky jako BZD, se vsak odliSuji
mechanismem pulisobeni. Barbituraty se téz vazou na GABA,, ale zplsobuji jeho aktivaci
piimo a chloridovy kanal zlistdva otevieny po mnohem delsi dobu. Tento rozdil v pisobeni
na GABA, receptor zapficinuje, ze BZD maji mnohem $ir§i bezpecnostni rezervu a nizsi

potencial pro smrtelné piedavkovani oproti barbituratim.''

1.3 Farmakokinetika benzodiazepinovych lécCiv

Ackoliv vSechny BZD sdileji spoleény mechanismus pusobeni arozsah klinickych
ucinkl je podobny, lze je rozdélit do rGznych skupin na zdkladé chemické struktury
a farmakokinetickych vlastnosti. Na zaklad¢ jejich klinickych ucinki je nelze jednoznacné
rozdélit na anxiolytika nebo hypnotika. V zédsad¢ vSak maji vSechny BZD anxiolytické,
hypnotické, antikonvulzivni a amnestické U€inky. Pouzivaji se ijako sedativa ak 1écbé

abstinen&nich p¥iznaki p¥i odvykani piti alkoholu.®

Primarn& jsou BZD lé¢iva délena dle polo¢asu eliminace z organismu.'? Obvykle jsou
déleny do tii skupin podle délky piisobeni: kratce ptsobici (< 12 hodin), stftedn¢ dlouho
pusobici (12—24 hodin) a dlouho piisobici (> 24 hodin). Kratce plisobici 1é¢iva jsou uréeny
pfedevsim k 1écb¢ nespavosti a poruch spanku. Tyto 1éCiva umoziuji pacientovi rychly
nastup spanku a pfitom zpusobuji rano jen omezenou ospalost. Oproti tomu déle plisobici

1é¢iva se aplikuji pfi 1€cbe¢ tzkosti. Je dllezité poznamenat, ze rizné doby piisobeni téchto
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1éCiv  jsou zplsobeny zejména piitomnosti jednoho nebo vice metabolitil
s farmakologickou aktivitou, pfiCemz nékteré z téchto metaboliti (napf. oxazepam (7),

lorazepam (8), nordazepam (9)) jsou uvadény na trh jako takové."

V prvni fazi biotransformace se vétSina BZD xenobiotik plisobenim cytochromu P450
oxiduje za vzniku aktivnich metabolit, které jsou nasledné¢ pfeménény na derivaty
glukuronovych kyselin, které jsou poté vylouceny z organismu. Z mnoha BZD (napf.
diazepam) se ovSem tvoii metabolity, které se pii opakovaném davkovani akumuluji v téle.
To je pozorovano zejména u starSich osob a pacientll s genetickymi vadami zptlisobujici

nizkou aktivitu enzymi cytochromu P450 vii¢i BZD medikamentim.®

1.3.1 Farmakokineticka klasifikace

BZD s dlouhodobym uc¢inkem maji biochemicky polocas 24 hodin nebo i vice.
Endogenni biotransformace BZD s dlouhodobym t¢inkem vede vétSinou k farmakologicky
aktivnim metabolitim. Desmethyldiazepam (nordazepam (9)), jehoz polocas eliminace
dosahuje az 200 hodin, je metabolitem hned nékolika BZD s dlouhodobym uc¢inkem
(diazepamu (6), chlordiazepoxidu (5), klorazepanu (10), prazepamu (11)).'* Diazepam je
druhym nejstar§im BZD l1é¢ivem uvedenym na trh, pfesto je stdle jednim znejvice
uzivanych na celém svété. Pouziva se pii 1€cbé uzkosti, epileptickych zachvatech i jako
predoperaéni anestezie. Plisobi téz sedativnd a ma i myorelaxaéni uginky.'® Zajimavosti
muze byt pouzivani diazepamu pii 1écbé alkoholové zavislosti, kdy potlacuje abstinencni
priznaky a vyrazn& tak zkracuje prab&h odvykani.'”” V Ceské republice je dostupny pod
nazvem diazepam pro peroralni podani, apaurin jako injekéni roztok pro intramuskularni

a intravenozni aplikaci nebo jako diazepam desitin jako rektalni roztok.

Pro BZD se stiedné dlouhou dobou eliminace nejsou aktivni metabolity typické.
Vyjimkou jsou flunitrazepam neboli Rohypnol®(12) a bromazepam (13). U ostatnich je
biologickd aktivita ddna samotnou matefskou slouc¢eninou. Se zkracujici se dobou
eliminace se méni i vlastnosti BZD 1é¢iv. Predepisuji se ke kratkodobé 1écbé uzkosti,
chronické anxiozity apro své hypnotické G&inky."> Pomérng b&zng predepisovanym
1é&ivem Fadici se do této kategorie je alprazolam (14), znamy jako Helex® nebo Neurol®.
Mezi jeho hlavni terapeutické vyuziti patii 1é¢ba panické poruchy s agorafobii. DalSim

1é¢ivem se stfednd dlouhou dobou pisobeni je bromazepam (13), v Ceské republice
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registrovany jako Lexaurin®. Jedn4 se o pyridinylbenzodiazepin, pouzivany hlavn& jako

anxiolytikum, ale také p¥i gastrointestinalnich spasmech a enurese.'

Nejkratsi dobu eliminace, pfiblizné asi 5 hodin, maji triazolam (15) a midazolam (16).
Vzhledem k rychlé eliminaci nedochazi k jejich akumulaci v organismu. Triazolam je
uzivan predevSim jako hypnotikum, zatimco midazolam je pouzivan jako kratkodobé
anestetické cinidlo. Midazolam patii mezi nejvice lipofilni BZD. Vysoka lipofilita
zpusobuje rychlou absorpci a piekonani hematoencefalické bariéry, coz se projevuje jeho

rychlym, ale kratkodobym u¢inkem."

Obrazek 4. Struktury vybranych BZD medikamentt.

1.4 Metody syntézy benzodiazepinovych derivati

Jak jiz bylo vySe naznaceno, BZD slouceniny hraji vyznamnou roli ve farmaceutickém
prumyslu, atudiz bylo astdle je vynakladdno mnoho finan¢nich prostfedkit k hledéni
novych, vice efektivnich derivati s menSim mnozstvim vedlejSich ucinkd. Jelikoz
prakticky kazda konkrétni sloucenina vyzaduje svij specificky sled reak¢nich krok, bylo
vyvinuto mnoho ruznych postupti chemickych syntéz, ze kterych je v nasledujicich

kapitolach stru¢né uvedeno pouze nékolik zajimavych piikladi.
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1.4.1 Priprava benzodiazepinii vychazejicich z kyseliny anthranilové

Jist¢ zajimavy pfistup k tvorbé BZD derivati je syntéza vyuZzivajici princip Ugiho
reakce. Obecné se jednd o multikomponentni kondenzaci karboxylovych kyselin, amin,
aldehydt nebo ketonii a isokyanidi, tzv. 4CC reakce (four-component condenzation), za

vzniku bis-amidu (Schéma 1).

0]
NC H
R'-COOH + RZ‘NHZ + R3-CHO + — R1JJ\NJ\H/N\©

Schéma 1. Obecné znazornéni Ugiho reakce.

V ptipadech, kdy byly pii laboratorni teplot¢ michany kyselina anthranilova,
2-methylpropanal, 4-methoxybenzylamin a isokyanocyklohexen v methanolu, byl ziskan
prakticky pouze oc¢ekavany ,bis-amid®, z kterého byl nasledné pii teploté 55 °C ucinkem
acetylchloridu v methanolu uspésné ziskan 1 H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dion. Bylo taktéz
zjisténo, Ze kdyz je na pocatku do reakéni smési piidan acetylchlorid a vSe je ihned
zahfivano na 55 °C, vznika identicky benzodiazepindion bez izolace odpovidajiciho

,.bis-amidu“ (Schéma 2).'*"”

COOH
©: Me.__Me
NH, 0 H
N
PMB—NH, MeOH N
25 °C q PMB O

iPr—CHO 73 % Hz

a
O

PMB
| a)MeOH _ N~ Me ~ AcCl, MeOH
b) AcCl N/Q_<Me 55 °C
55 °C H o 82 %

52 %

PMB = p-methoxybenzyl

Schéma 2. Multikomponentni kondenzace vedouci k benzo[e][ 1,4]diazepin-2,5-diontim.
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1.4.2 Fotolyza azidochinolinu

Sashida akol. publikovali metody syntézy BZD fotochemickou expanzi
4-azidochinolinii, ke které dochdzi ozafenim jejich roztokii ve smésném rozpoustédle
methanol / dioxan (1/1, v/ v) v pfitomnosti methoxidu sodného vysokotlakou rtutovou

vybojkou (400 W). Vyt&zky reakei se pohybovaly okolo 40 % (Schéma 3). '®

N; N MeO MeO
g =N O =N
X S
Cr, o O e OO0 % 00
N~ R N~ R N N=—
H R R

R =H, Me, Ph

Schéma 3. Fotochemicka expanze heterocyklu 4-azidochinolinti.

1.4.3 Mikrovlnna syntéza

Posledni dobou zna¢né vzrostlo pouziti mikrovinného zafeni jako aktiva¢niho prvku pro
syntézu organickych slouc¢enin. Vyhoda spoc¢iva hlavné ve zkraceni reakcnich Cast a tim
mnohdy nedochazi k tvorbé vétstho mnozstvi vedlejsi produktl, coz ve vysledku vede
ke snazsi purifikaci produktu. Pro syntézu derivatl benzodiazepin-2,5-dionu byly pouzity
a-aminokyseliny s hydrofobnimi postrannimi fetézci a anhydrid kyseliny isatoové. Teplota
130 °C a doba zafeni 3 minuty se pro tuto reakci ukazaly jako optimalni podminky. Pouziti
aprotickych rozpoustédel vedlo k nizkym vytézktim, zatimco pii provedeni experiment
v ledové kyseliné octové byly ziskany pozadované slouceniny s vytézky v rozsahu

61-71 % (Schéma 4)."

0 0
o - O NH
Ao T %OH Mvo C1O7|; °C K—R
N0 :
H NH; 3 min H 0

R=H, CHj3, CH,Ph, CH(CH3;),, CH,CH(CH3)»

Schéma 4. Syntéza benzodiazepindionil z anthranilové kyseliny za asistence mikrovin.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

1.4.4 Syntéza katalyzovana kyselinou hexachlorplaticitou

Podobné¢ jako pii mikrovinné syntéze uvedené vyse, itato syntetickd metoda vychdzi
z anhydridu kyseliny isatoové a methylesteri aminokyselin. V téchto piipadech byl
sledovan vliv ptfidavku hexachlorplati¢ité kyseliny jako katalyzatoru a soucasné byl
zaménén mikrovinny ohfev za konvenéni. Obecné bylo zjisténo, Ze postupné zvySovani
mnozstvi katalyzatoru az do 15 molarnich procent vedlo ke zvySovani vytézku produktu
(86 %, pozn. uvedené vytézky se vztahuji na autory zvoleny modelovy substrat, kdy
R =Me) 1 ke zkraceni reakéni doby. Dalsi zvySovani koncentrace katalyzatoru jiz nemélo
na pribéh reakce zadny vliv. Je tedy zfejmé, Ze kyselina hexachlorplati¢itd napomaha
uzavieni kruhu. Pro porovnéani byly provedeny i analogické reakce s platinou, respektive
s PtO,, které ovSem poskytovaly mnohem niz8i vytézky benzodiazepin-2,5-diont (36 %,
resp. 56 %). Z téchto pokustl je mozné vyvodit, zZe G€innost cyklizace je zavisla na kyselém

charakteru katalyzatoru (Schéma 5).20

O R2 0O R?
O.
+ > 1
N*o H o 4 h, lab. tep. NH, R ©
H
15 mol% H,PtClg
THF
R'=H, Me reflux
R2=H, alkyl, aryl 30 min
0] R
N
N
H O

Schéma 5. Syntéza benzodiazepindionil z anthranilové kyseliny katalyzovana H,PtCl.
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2 PYRROLOBENZODIAZEPINY

Pyrrolobenzodiazepiny (PBD) patii do skupiny tricyklickych sloucenin, které jsou
tvofeny vzajemné spojenymi benzenovymi, diazepinovymi a pyrrolidinovymi nebo
pyrrolovymi kruhy. Rozdilny stupeil a typ substituce poskytuje fadu chemicky odlisnych
derivatl, s ¢imz je ilogicky spjata jejich rozdilnd biologick4 aktivita. Znac¢ny vliv na
biologickou aktivitu ma konfigurace na atomu uhliku C-11. Derivatim s konfiguraci S, jez
dava sloucenindm pravotoCivy charakter, je umoznéna interakce s dvouSroubovici DNA,

zatimco synteticky pfipravené PBD s R konfiguraci tuto schopnost postradaji.*’

Podle struktury jsou PBD déleny do nékolika skupin, ato na monomery, dimery

a konjugované.

2.1 Monomerni pyrrolobenzodiazepiny

Prvnim PBD ziskanym =z pfirodni matrice byl anthramycin (17). Roku 1960 byl
izolovan z bakteridlni kultury rodu Streptomyces ssp. Od té doby byla zejména ze
Streptomyces species, a nasledn¢ i1z Micrococcus sp., izolovana cela fada pfirozené se
vyskytujicich PBD. Ty zahrnuji naptiklad sibiromycin (18), tomaymycin (19), neotramycin
(20) a DC-81 (21).* Celkem bylo doposud izolovéano i z dal§ich organismu vice neZ dvacet
sloucenin z této rodiny, coz naznacuje, ze PBD jsou v ptirod¢ hojnéji distribuované, nez se

diive ptedpokladalo.

Me

Obrazek 5. Struktury vybranych PBD izolovanych z mikroorganismda.
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PBD piedstavuji skupinu sekvencéné selektivnich DNA vazebnych ¢inidel, které tvori
kovalentni vazbu mezi atomem uhliku C-11 aatomem dusiku aminoskupiny guaninu
vmalém zlabku DNA (Obrazek 6). Kineticky preferovand sekvence DNA je
5‘-Py-G-Py-3¢ (Py = pyrimidin, G= guanin).”> Bylo prokazano, Ze tvorba aduktu s DNA
inhibuje fadu biologickych procest vcetné vazby transkripcnich faktorti na DNA, funkci
enzyml (napf. endonukledzy) a RNA-polymerazu. Mnoho molekul ma téz vyznamnou

antimikrobialni aktivitu.?*

o)

N
)
DNA

HoN_ N N
hd >
HN \

0]

Obrazek 6. Tvorba kovalentni vazby PBD s guaninem.

Mnoho pfirozené¢ produkovanych monomernich PBD vykazovalo protinadorovou
aktivitu. Klinické testy anthramycinu (17) potvrdily aktivitu proti nddorim
gastrointestindlniho traktu, rakovin€ prsu, lymfomu a sarkomu. Nicméné klinické vyuziti
anthramycinu (17) i sibiromycinu (18) bylo limitovano kardiotoxicitou, ktera je zptisobena
pritomnosti atomu kysliku na atomu uhliku C-9. Tomaymycin (19), neotramycin (20)
a dal$i prirozen¢ se vyskytujici PBD, které neobsahuji hydroxylovou skupinu v poloze 9,

kardiotoxické ui¢inky nemaji.25

Mimo protinadorové plsobeni byly u PBD sledovany i slabé antibakteridlni ucinky.
Abbeymycin (22) vykazoval in vitro aktivitu proti fad¢ anaerobnich bakterii, jakymi jsou
naptiklad Bacteroides fragilis a Bacteroides loescheii. Aktivita proti gram-pozitivnim
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) 1 gram-negativnim (Escherichia coli, Salmonella
typhosa, Shigella sonnei) bateriim byla zjiSténa u prothracarcinu (23). Slabé ucinky proti
gram-pozitivnim bakteriim vykazoval ichycamycin (24). Aktivita byla sledovana
u Streptococcus  pyogenes, Micrococcus luteus, Micrococcus flavus aukmene

Mycobacterium.*
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OH
MeO

22 23 24

Obrazek 7. Struktury dalSich ptirozené se vyskytujicich PBD.

2.2 Dimerni pyrrolobenzodiazepiny

Vsechny dimerni PBD jsou striktné¢ syntetického ptivodu. Vzhledem k tomu, ze se PBD
vazou vyhradné na duplexni DNA, Sugges a jeho spolupracovnici vychazely
z ptedpokladu, Ze molekuly se dvéma anthramycinovymi jednotkami spojenymi pruznou
vazbou mohou vykazovat nové zesitovaci vlastnosti DNA, coz je vedlo k tomu, ze v roce
1988 pripravili prvni PBD dimer.”” Tento princip je obecn& vyuzivany celou fadou riiznych
latek zptsobujicich zastaveni, popt. zpomaleni nadorového bujeni.?® Vétsina p¥ipravenych
PBD dimert je slozena ze dvou analogli tomaymycinu spojenych alifatickym, rtzné
dlouhym linkerem. Dimerni PBD maji schopnost tvofit interfetézcové, intrafetézcové
i monoalkylované¢ adukty s DNA (Obrazek 8), ¢imz zplsobi jednak jeji deformaci
prostorové struktury a jednak tvorbou pevného interfetézcového aduktu zabrafuje jejimu

rozplétani a replikaci.”’

interfetézcovy adukt intraretézcovy adukt monoalkylovany adukt
E-XXXXGATCXXXX-3 - XXXXGATGXXXX-3 EEXXXXGXXXXXXX-3
—_ —
3YYYYCTAGYYYY-5 3-YYYYCTACYYYY-5 3FYYYYCYYYYYYY-&

Obrazek 8. Moznost vazby PBD do molekuly DNA.

Schopnost PBD tvofit adukty s DNA zavisi na n¢kolika parametrech. Hlavni roli hraji
délka spojovaciho fetézce mezi PBD jednotkami, vhodné umisténi, a vzdalenost dvou
reaktivnich guaninovych bazi na stejnych nebo protichiidnych vldknech DNA. Na zaklad¢
znalosti struktury a sekvence bazi DNA je mozné navrhovat PBD dimery za konkrétnim
tcelem®® Také byla sledovana souvislost mezi délkou spojovaciho fetézce a cytotoxickym

pusobenim. Jednotlivé dimery, jejichz spojovaci fetézec obsahoval lichy pocet (n= 3, 5)
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methylenovych jednotek, vykazovaly vyrazng vyssi cytotoxicitu.”

Nejlépe doposud charakterizovanym PBD dimerem je latka oznaovana jako SJG-136
(25), ktera jako jedind proSla do II. faze klinického testovani u pacientli s leukémii
a rakovinou vaje¢nikd.’’ U dimernich PBD byly také zjistény antibakterialni uéinky, které
jsou omezeny pouze na gram-pozitivni bakterie. Neucinnost vici gram-negativnim
bakteriim je dana pfitomnosti vnéj$i membrany, ktera plisobi jako bariéra. Testovan byl
nejen jiz zminény SJG-136, ale i ELB-21 (26), ktery dosahoval vyznamné lepSich Gc¢inkt
proti methicilin-rezistentnim Staphylococcus aureus (MRSA). ** Tieti, v literatuie

zmifiovany dimer DRG-16 (27) vykazoval nejvyssi aktivitu viigi mykobakteriim.*

R o o R
NN =
%om Meow
=N o”M/n\o N=

25 (SJG-136): n=1: R=H

26 (ELB-21): n=3;R=Me
27 (DRG-16): n=3;R=H

Obrazek 9. Struktury dimernich PBD.

2.3 Konjugované pyrrolobenzodiazepiny

V soucasné dobé je pozornost ve vyvoji chemoterapeutik sméfovana k vyvoji konjugatt
protilatka-lé¢ivo (antipody-drug conjugates, ADC). V poslednich tficeti letech velice
vzrustd vyznam monoklondlnich protilatek, které specificky interaguji s antigennimi
biomarkery na povrchu rakovinnych bunck. Alternativnim pfistupem je pfipojeni

cytotoxické latky k protilatce pomoci vhodného linkeru (Obrazek 10).
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cytotoxicka latka

Obrazek 10. Schematické znazornéni konjugovanych PBD.

Casto pozorovanym problémem, pii pouziti malych molekul 1é¢iv, jsou vazné vedlejsi
ucinky, které zabranuji zvySovani davky. Jako elegantni feSeni dle Vlahova ajeho
kolektivu se napiiklad nabizi konjugované prolécivo s diazepinovym kruhem bez iminové
skupiny. Po vstupu konjugatu do cilového mista dojde ke Stépeni spojovaciho systému a ke
spusténi tvorby reaktivniho aldehydu a aromatického aminu. Néslednou intramolekularni

reakci dojde k uzavieni kruhu a tvorb& PBD (Obrazek 11).*

R
OMe H2N
o OMe
OMe  fragmentace N
> OMe
/ HN Yo O
/
K H,O
OH
HO H O .. R HZN/\/
N OMe J NH, _H,N
«—— R OMe —=— = OMe
N —N Na
RN OMe
0 o) OMe \O o) OMe
L H,0
=N OMe
jg@[ PBD lé¢ivo
<N
RN OMe
O

Obrazek 11. Koncept pisobeni PBD proléciva.
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Prvnimi konjugéty protildtky s PBD vyuzivanymi v klinické praxi je rovalpituzumab
tesirine (28), cileny na nadory plic a vadastuximab talirine (29) pro 1é¢bu akutni myeloidni
leukémie (Obrazek 12). V riznych etapach klinického testovani se v soucasné dobé¢

nachazi i dalsi fady konjugati.*

Me 2 ? Me
= NJSCEOMe MeO ! e
H \N O/\/\/\O N ,,//H
\ | oH
NH 0~ 0

MeO

29

Obrazek 12. Struktury vybranych konjugati PBD proléciv.

2.4 Metody syntézy

2.4.1 Cyklizace methyl-N-(2-azidobenzoyl)pyrrolidin-2-karboxylatu

Kamal ajeho spolupracovnici, za ucelem syntézy PBD, publikovali fadu metodik
zalozenych na redukéni cyklizaci methyl-N-(2-azidobenzoyl)pyrrolidin-2-karboxylati,*®
které byly pfipraveny reakci N-(2-nitrobenzoyl)pyrrolidinovych derivatd s azidem sodnym
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v hexamethylfosforamidu pii laboratorni teploté. V podstaté¢ dochéazi tcinkem rtznych
¢inidel, jako jsou napf. bis(trimethylsilyl)sulfid, trimethylsilyljodid, anebo dalSich jinych
uvedenych ve Schématu 6,%" k redukci azidové skupiny na primarni aminovou skupinu,

jejiz atom dusiku je po probehnuté aminolyze soucasti diazepinového heterocyklu.

Tato reak¢ni cesta je obecné vhodnd jak pro syntézu monomernich, tak i dimernich
PBD.*® Vysokych vyt&zki (80-92%) je mozné doséhnout také za pouziti mikrovinného

zéfeni ve spojeni s boridem niklu (Ni,B) v okyseleném methanolu.*

Py py)
- N
Z ?
Z
®
Q)
«Q
[0)
3
Q,
[0)
[)
1
\J
Py Py
= gm
Z

R', R?=H, Me, OMe, OBn, Cl

R3=H, OH, N3

variabilita reakénich €inidel: a) TMSCI, Nal, CH3CN, lab. tep., 45 min (80-85 %)
b) HI, lab. tep., 3,5 h (90-95 %)
¢) Nal, AcOH, reflux, 2 h (92—-96 %)
d) FeCls-Nal, CH,CN, lab. tep., 15 min (80—85 %)
e) Ni,B, MeOH-HCI, MW, 2 min (80-92 %)
f) Zn, HCOONH,, MeOH, lab. tep., (85-95 %)

Schéma 6. Syntéza pyrrolobenzodiazepindionil redukéni cyklizaci (2-azidobenzoyl)-

pyrrolidin-2-karboxylat.

Zahrani¢ni autofi v roce 2018, pro syntézu PBD s nenasycenym kruhem, zaujali velmi
podobnou strategii jako je zndzornénd ve Schématu 6. Jako vychozi latku pouzili
methyl-4-propionyl-2,3-dihydro-1 H-pyrrol-2-karboxylat, ktery v dichlormethanu pfi
laboratorni teploté ponechali reagovat v pfitomnosti triethylaminu
s 2-nitrobenzoylchloridem. Ziskany 2-nitrobenzoylovy derivat 1H-pyrrolu, pomineme-li
transformaci postranniho propionylového fetézce na propenylovy, byl po redukci
nitroskupiny ucinkem zelené skalice a amoniaku v ethanolu za zvySené teploty pfeveden

na 1 H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11(10H,11aH)-dion (Schéma 7).*°
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CO,Me

NO, MeO,C,
' Et  EtsN, CHCl,
+ >
Cl HNO\( 79 %

o o

1.NaBH; |[2.P,0Og4
THF/H,0 benzen

40%
COgMe
FeSO,4, NH3
EtOH, reflux
30%

Schéma 7. Syntéza nenasycené¢ho PBD vychazejici z reakce substituovaného 1H-pyrrolu

s derivatem benzoylchloridu.

2.4.2 Reakce anhydridu kyseliny isatoové s aminy

Cyklokondenzac¢ni reakce anhydridu kyseliny isatoové vedouci k syntéze PBD jsou
mozné provést jak scyklickymi (substituované proliny), tak isacyklickymi

aminokyselinami (napf. kyselina L-glutamova).

Autofi, jez publikovali*' p¥ipravu PBD vznikajicich reakci kyseliny isatoové s derivaty
L-prolinu, sledovali vliv dvou rozdilnych polarnich rozpoustédel a zjistili, ze experimenty
provedené v dimethylsulfoxidu (DMSO) pfi teploté 120 °C poskytuji po 4 hodinach zadané
produkty téméf v kvantitativnim vytézku, zatimco reakce uskutecnéné ve vroucim
dimethylformamidu (DMF) déavaji PBD s vytézky mnohem niz§imi (63 %). Ve
farmaceutickém pramyslu je vyuZzivan i zpisob syntézy bez pouziti rozpoustédla, kdy je
jemné mlety anhydrid kyseliny isatoové taven s L-prolinem pfi teplot¢ 150 °C po dobu
18 hodin. Za t&chto podminek je produkt izolovan ve vytzku 91 %.*

(@]
MeO
Meo]@[COOH trifosgen, THF j@\)\o L-prolin, DMSO MeO
0, o
BnO NH, S 3h©8%) g,q Nko 120°C, 4 h (96 %) 5
H

Schéma 8. Reakce isatoového anhydridu s L-prolinem.
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Jadidi akolektiv vroce 2004 studovali tutéz syntézu v mikrovinném reaktoru, ve
kterém byl roztok anhydridu kyseliny isatoové aprolinu v DMSO zahfivan po dobu
5 minut. Vytdzek reakce byl 68 %.* O nékolik let pozdgji védecka skupina de la Cruze
optimalizovala tutéz reakci v mikrovinném reaktoru a dospéla k zavéru, ze je-li experiment
provadén v roztoku kyseliny octové pfi teplote 130 °C, je dostacujici doba 3 minuty

a vyt&znost reakce je v rozsahu 61-71 %. *°

Kondenzace s acyklickymi aminy byla provedena dvoustupiiovou reakci isatoového
anhydridu s kyselinou glutamovou a triethylaminem jako bazi. Po 24 hodinach byla sm¢s
okyselena smési trifluoracetanhydridu a kyseliny trifluoroctové. Po 2 hodinovém ohfivani
reakéniho roztoku na 120 °C, byla ziskana racemicka smes
1 H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-3,5,11(2H,10H,1 1aH)-trionli s vytézZkem 75 %
(Schéma 9).*

i NH,
O + HooC” >"cooH 1.TEA, THF/voda, lab. tep., 24 h_
N/g 2. TFAA/TFA, 120 °C, 2 h (75 %)

Schéma 9. Reakce isatoového anhydridu s L-glutamovou kyselinou.

2.4.3 Biosyntéza tilivallinu

Enterotoxin tilivallin je prvnim piirodnim PBD spojovanym s lidskym onemocnénim.
Tilivallin je produkovan gram-negativni bakterii Klebsiellou oxytoca, ktera je ptirozenou
soucasti stfevni mikroflory. U nékterych pacientl uzivajicich penicilin, dochéazi k rychlému
mnozeni tohoto mikroorganismu, jehoz nasledkem je hemoragicka kolitida. Obecné jsou
piirozené PBD produkovany gram-pozitivnimi bakteriemi, a proto zjisténi, ze tilivallin je

tvofen gram-negativnimi bakteriemi, bylo piekvapivé.

Podobn¢ jako tfada dalSich polypeptidovych antibiotik je produkovéan v cytoplazmé
pomoci fady slozitych enzymatickych komplexii. Meziproduktem této neribosomalni
syntézy je PBD, téz s cytotoxickymi vlastnostmi, tilimycin. Tilivallin je pak vysledkem
neenzymatické spontanni reakce tylimycinu s biogeneticky generovanym indolem

(Schéma 10).%
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Schéma 10. Bakteridlni biosyntéza tilimycinu a tilivallinu
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Shrnuti dfive dosaZenych vysledkii

vvvvvv

intramolekularni pfesmyky 3-(propargylamino)chinolindionii. Je nutné podotknout, Ze
studium této problematiky nebylo piivodnim zdmérem, a jak uz tomu nejen v chemii, ale
ivjinych védnich disciplindich byvéa, nemalou roli zde sehrdla nahoda. Prvotnim
umyslem *® bylo totiz zavedeni druhého prop-2-yn-1-ylového fetdzce na sekundarni
aminovou skupinu chinolin-2,4(1H,3H)-dionu 1 v prostfedi DMF s uhli¢itanem draselnym.
V piipadech, kdy byl atom dusiku v poloze 1 chinolindionu substituovan alkylovym nebo
arylovym substituentem, k zZadné reakci nedochazelo. Proto byla vyzkousena moznost
nahradit slabsi bazi (K,COs3) bazemi siln€jSimi, kterymi byly tetramethylguanidin (TMG)
a hydrid sodny.

Pouziti silngjSich bazi vedlo k tvorbé dvou produktii, které mély dle hmotnostni
spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS) vzajemné, ale i s vychozim
3-(propargylamino)chinolindionem, stejnou hodnotu m/z. VSechny tii latky se lisily jak
retencnim faktorem pii chromatografii na tenké vrstvé (TLC) 1 pii plynové chromatografii
s hmotnostni detekci (EI-GC-MS), tak i rozdilnou fragmentacni dréhou pii ESI-MS 1 pfi

EI-GC-MS, z ¢ehoz bylo postupem casu usouzeno, ze se jedna o isomery.

Svétlo do problému vnesla az dvoudimenzionalni spektra jednotlivych chemickych
individui poskytnutd nuklearni magnetickou rezonanci (NMR), na zékladé¢ kterych
vyplynulo, ze v ptipad¢ pouziti TMG doslo k expanzi pyridinového kruhu chinolindionu
na sedmiclenny 1,4-diazepinovy kruh (sloucenina 2). Plsobenim jesté silnéjSi baze,
hydridu sodného, vedlo k navic i k cyklizaci postranniho propargylového fetézce za vzniku
PBD 3 (Schéma 11). Na zaklad¢ tohoto pozorovani bylo mou ptedeslou kolegyni, Adélou

Lajdovou, pfipraveno n&kolik slougenin typu 2 a 3.%°

@fi @ oh
NaH DMF TMG DMF

I I
P ab. tep. ab. tep.

3 1 2
Schéma 11. Dfive pozorované piemény 3-(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diont 1.
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3.2 Motivace a vymezeni cila prace

Na tomto misté bych rada ¢tenaie seznamila s hlavni myslenkou a cili této prace. Jak je
mozné vypozorovat z reSerSni ¢asti, fada védeckych skupin se, pro rozmanité ucinky BZD
a PBD derivatl na zivé organismy, vénuje jejich syntéze. Stejny impuls podnitil i zadani
této prace, kterd si kladla za cil navrhnout vhodnou syntetickou dréhu vedouci k jejich
syntéze, a to pokud mozno, jak uz to v chemii chodi, jednoduchymi kroky se snadnymi
postupy zpracovani reakcéni smeési vedouci k oCekdvanym produktim s co nejvysSSimi

vytezky.

3.3 Diskuse vysledku pri FeSeni dané problematiky

Jiz na pocatku prace, jesté pred jejim zapocetim, byly navrzeny tii syntetické strategie
sméiujici k pozadovanym slouceninam 8, pfi¢emz vSechny vychazeji ze substituovanych

3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diont 4 (Schéma 12).

Dvé znich pak sméiuji k 1,4-benzodiazepinim nesoucich 3-chlorpropylovy fetézec
v poloze 4 (slouceniny 7). Ty je mozné teoreticky pfipravit postupnym plisobenim TMG
a thionylchloridu v rizném potfadi na 3-(3-hydroxypropylamino)chinolindiony 4.
Zaveérenym krokem v obou pfipadech je poté cyklizace postranniho fetézce za vzniku

PBD 8.

Treti reakéni varianta predpokladd tandemovou intramolekuldrni pfeménu
3-(3-chlorpropylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-dionli 5 vyvolanou u¢inkem silné baze, ktera
by méla vést pfimo k PBD 8 bez ptedchozich izolaci BZD derivati 7.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

(0] H (0] H

R - > R
NS0 strateg!e 2 N So strategie 3
§1 strategie 3 R

4

a: SOCly; dioxan; lab. tep.

b: TMG; EtOH, reflux ] )
c: NaH, DMF, lab. tep. b | strategie 2

strategie 1lb

O OH 0] Cl
/\/\ /\/\
N N N
R2 a - R2 C -

N strategie 1 N strategie 1 N R2

Y O 1 O strategie 2 1 O
R R R

6 7 8

Schéma 12. Piehled navrzenych syntetickych variant.

Zakladnim piedpokladem pro navrzeni atraktivni syntetické cesty nejen pro nas, ale
1 pro ostatni védecké pracovniky, je pouzivat snadno dostupné vychozi latky, bézné a levné
reagenty, které budou spolecné interagovat pii nendrocnych podminkach (nepfili§ vysoka
teplota, bez nutnosti pouziti suchych rozpoustédel a inertni atmosféry). V naSem ptipadé
byly  vychozimi slouc¢eninami pro piipravu PBD 1,3-disubstituované
3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-diony 10. Jejich dvoukrokova syntéza byla na Ustavu chemie
optimalizovéna 4 jiz pred tfadou let (Schéma 13), a vzhledem k tomu, Ze jsou tyto latky
prekurzory pro fadu jinych sloucenin studovanych v nasi skuping, jsou pfipravovany do
zasob. Jelikoz jsem 1 ja tyto derivaty ziskala z laboratornich zdroji, bude dale jejich

syntéza uvedena jen stru¢né a podrobnéjsi popis je pak vénovan az nasledujicim reakcim.

Zakladni suroviny, 4-hydroxychinolin-2(1H)-ony 9 ziskané n¢kolikahodinovou termalni
kondenzaci anilini s diethyl-malonaty, byly chlorovany ucfinkem sulfurylchloridu

v dioxanu pfi teploté do 50 °C.

o) 0
Ph SO,Cl, Ph
©\ EtO _-2EtOH _ _ dioxan__ c
+ 5 o
NH s Yo  150-290 150-290 °C T45-50°C NSO
R

R

9 10
R =H, Me, Ph

Schéma 13. Piiprava vychozich surovin 10.
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Primarnim Ukolem mé diplomové prace bylo pfipravit nékolik derivati
3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-dioni 4 v dostatecném mnoZstvi, jez by
umoziovalo nasledné studium jejich reaktivity. Pro tyto ucely byly pfipraveny derivaty 4,
které v poloze 3 nesly fenylovy substituent. Tato skupina byla vybrana proto, Ze na rozdil
od alkylovych skupin neposkytovala, pfi diive pozorovanych cyklizacich propargylového
fetézce vazané¢ho k BZD vyvolanych hydridem sodnym, spoustu degradac¢nich produkta.
Viceméné se jednotlivé derivaty liSily pouze substituci na atomu dusiku chinolindionu.

Jeden byl v poloze 1 nesubstituovany a dalsi pak nesly fenylovy ¢i methylovy substituent.

Pro pfipravu slouenin 4 se jako vhodny zplsob jevily reakce
3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-diontt 10 s propanolaminem v polarnim rozpoustédle. Na
zéklad® inspirace z publikace *’ prof. Klaska a jeho spolupracovnikii zabyvajici se
ptipravou 3-aminochinolin-2,4(1H,3H)-dionti, byla na pocatku provedena reakce
halogenderivatu 10 s trojndsobnym molarnim mnoZzstvim propanolaminu v roztoku DMF
pfi laboratorni teploté. Polovicni piebytek reagentu vedl k rychlé pfeméné vychozi latky.
Ptestoze v pribéhu reakce dle TLC nevznikalo vyznamnéj$i mnozstvi necistot, produkt
nebyl ochotny viibec krystalizovat, tudiz bylo vyzadovéno surovy produkt pfecistit
sloupcovou chromatografii. Nicméné i po této Cistici operaci, i kdyZz se produkt na TLC
tvafil jako absolutné Cisty, nebylo mozné ziskat vétSi mnozstvi krystalického podilu.
DalSim nepiiznivym aspektem bylo i spotfebované mnoZzstvi propanolaminu. Vzhledem
k jeho relativné vysokeé cené a potiebé piipravit
3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diony v mnozstvi né¢kolika gramli nas

vedlo k optimalizaci reakénich podminek.

V popsaném experimentu se jedna molekula propanolaminu nukleofilni substituci vaze
k vychozi slouc¢enin¢€ 10 do polohy 3, pfi¢emz dochézi k uvolilovéani chlorovodiku, ktery je
,»vychytavan® druhou molekulou propanolaminu. Aby bylo mozné snizit mnozstvi
propanolaminu v reakéni smési, ktery se dle NMR nedafil ani sloupcovou chromatografii

spolehlivé od produktu odd¢lit, je nutné piidavat druhou bazi.

Proto byly nasledné¢ vyzkousSeny reakce 3-chlorderivati 10a,b s dvojnasobnym
mnozstvim uhli¢itanu draselného a s 5% nebo 10% piebytkem propanolaminu v DMF pfi
laboratorni teploté. V ptipad¢ niz§iho nadbytku propanolaminu je sloZeni reakéni smési jiz
po 2h neménné, ovSem ani po 24 h nebyla konverze Uplnd. Naproti tomu mirnym

Mrw e

spotfebovani vychozi latky jiz po 2-3 h. Navic oproti pfedchozim experimentim nebylo
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nutné surovou smés chromatograficky preciStovat, ocekavany produkt 4 byl ziskan ve

vysoké kvalité pouhym piekrystalizovanim z EtOAc (Schéma 14).

O 0
Cl NH, _~_OH NH__~_OH
o K,CO3 DMF o

N"0 2 bt N“0

| lab. tep. |
R R

10 4

Vych.l. R Propanolamin K,CO; R.doba Vytézek4 (%) Vytézek4 (%)

(10) (ekviv.) (ekviv.) (h) chrom. Cisté I. krystal.
a Ph 3,00 - 0,25 83 41
1,10 2 25 90 76
1,05 2 25 77 59
b Me 1,10 2 3,0 86 -
1,05 2 2,0 89 -
c H 1,10 2 20,0 - 94

Schéma 14. Aminolyza 3-chlorchinolin-2,4(1H,3H)-dionti 10a—c.

Rychlym a nezvratnym dikazem o Uspé$né provedenych nukleofilnich substitucich
poskytla zméfena 'H NMR spektra. Jeliko pii téchto reakcich byl na chinolindionovy
skelet navazan pouze alifaticky fetézec, je ze spekter zajimava pouze cast od 1 ppm do

6 ppm, ktera je uvedena na Obrazku 13.
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Obrazek 13. Vyiez spekter vychozi latky 10a (nahote) a produktu substituce 4a (dole).

Jak je mozné vidét v alifatické Casti spektra slouceniny 4a piibylo 6 nedostatecné
tvarove rozliSenych signalii (malé interakéni konstanty), jejichZ soucet integralnich ploch
prezentuje osm protonll, coZ naznacuje, Ze do molekuly vychozi latky byl navadzan
propanolaminovy zbytek. Molekula propanolaminu ma ve své struktufe dvé funkcni
skupiny schopné $tépit proton. Ackoliv je aminova skupina vice nukleofilni nez skupina
hydroxylova, bylo nezbytné i na zékladé 2D NMR spekter potvrdit predpoklad, ze je
molekula propanolaminu vazana k heterocyklu pies atom dusiku. Pouze dva signaly
s chemickym posunem 2,89 ppm a 4,39 ppm dle HC-HSQC NMR spekter nejsou vazany
k atomu uhliku. Z korelaci v HC-HMBC NMR spektru vyplynulo, ze signal s nizsi
hodnotou ppm koreluje s atomem uhliku chinolindionu v poloze 3 a soucasné¢ signal
s hodnotou 4,39 ppm koreluje pouze suhliky zpropylenového fetézce. Z téchto
skuteCnosti je usuzovano, ze signal, ktery rezonuje pii vysSich frekvencich, odpovida
hydroxylové skupiné a druhy z diskutovanych odpovida sekundarni aminové skupiné. Toto
tvrzeni podporuje i chemicky posun atomu uhliku, na ktery je hydroxylova skupina vazana.

Vlivem mens$iho stinéni, zptsobené¢ho atomem kysliku, vykazuje jeho signal vyssi
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chemicky posun (59,56 ppm) nez atom uhliku alifatické¢ho fetézce (42,60 ppm) sousedici
s aminoskupinou. TentyZ efekt je pozorovan v 'HNMR spektru, kde je signal protonu

z hydroxylové skupiny posunut az k hodnoté 4,39 ppm.

Jelikoz byly nasledné kroky dvou syntetickych cest sméfované k pfiprave
4-(3-chlorpropyl)benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dioni 7 provedeny za stejnych podminek,

budou jednotlivé typy reakci popsany spolecné.

Nukleofilni  substituce  hydroxylové  skupiny  postrannich  fetézci  jak
3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4(1H,3 H)-diont 4, tak
1 4-(3-hydroxypropyl)benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dioni 6 byly uskutecnény uclinkem
thionylchloridu v dioxanu pii laboratorni teploté. Zadnd zreakci znazornénych ve
Schématu 15 podle predpokladli necinila obtize. Obé vychozi latky byly za kratkou dobu

pievedeny na odpovidajici chlorované derivaty 5, 7 s vysokymi a srovnatelnymi vytézky.

O H o) O H Vych.l. R R.doba Vytések5
NSO o N~ ol 4 b
Ph T Ph
ab. tep
N"0 N" 0 a Ph 1,5 79
4 R 5 R b Me 15 96
c H 05 88

Vych.l. R R.doba Vytézek7

0] OH
N SOCl, 6 (h) (%)
Ph __dioxan _ Ph
N/g» Iab tep. /( a Ph 1,5 88
R O b
6

Me 1,5 72
c H 0,5 70

Schéma 15. Nukleofilni substituce hydroxylové skupiny.

'H NMR spektra vychozich latek 4 a 6 se od slouGenin 5 a 7 podle piedpokladi vyrazng
lisi pouze vjedné casti. U produkti po nukleofilni substituci hydroxylové skupiny
chloridovym iontem ve spektrech vymizi charakteristicky triplet (v nékterych spektrech
slabé rozliSeny muze vypadat témét jako Siroky singlet) vyskytujici se v oblasti
4,2 -4,6 ppm (Obrazek 14). Signaly v °C NMR charakterizujici atomy uhliku p¥ipojené
k atomu chloru se oproti vychozi latce posunuly smérem k vy$§imu magnetickému poli
0 16 jednotek ppm. Dlvodem tohoto diamagnetického posunu je nizsi elektronegativita

atomu chloru, coz ve vysledku vede k vétSimu stinéni a uhliku.
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Obrazek 14. Vyiez spekter hydroxyderivatu 6a (nahote) a chlorderivatu 7a (dole).

Rozdilné vysledky byly pozorovany v pokusech o expanzi Sesticlenné¢ho pyridinového
kruhu na sedmiclenny diazepinovy. Vatfenim ethanolovych roztokt latek 4
s dvojnasobnym molarnim nadbytkem TMG nastala, v zdvislosti na typu substituce,
expanze heterocyklu za rozdilnou dobu, ktera je uvedena v tabulce Schématu 16. Jelikoz
pii reakcich nevznikalo vyznamné mnozstvi vedlejSich latek, byly ocekavané produkty

jednotlivych derivatl ziskany ve velmi dobrych vytézcich (67-81 %).

Byly-li vSak stejnym podminkam vystaveny slouceniny 5, doslo k tvorbé dvou latek.
Z pocatku a behem reakci byly pribéhy shodné, to znamend, Ze se dle TLC ptvodni
derivaty ménily pouze na jedny typy produkta, které svymi reten¢nimi faktory odpovidaly
BZD. Nicmén¢ v priabéhu zahuStovani roztoku na rota¢ni vakuové odparce byla na tenké
vrstvé detekovéana 1 dal§i vyznamnéjsi skvrna odpovidajici druhému produktu s niz$im
retenénim faktorem. Tyto dva produkty byly od sebe separovany sloupcovou
chromatografii a nasledné pomoci NMR bylo wureno, ze se jedna
0 4-(3-chloropropyl)benzo[e][ 1,4]diazepin-2,5-diony 7 a
benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11-diony 8 (Schéma 16).
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Schéma 16. Isomerizace 3-aminochinolin-2,4(1H,3H)-dioni 4, 5.

Pii téchto experimentech, jak je mozné vycist ztabulky Schématu 16, byly mezi
jednotlivymi derivaty sledovany vyznamnéjsi rozdily v pomérech vznikajicich latek 7, 8.
V ptipad¢ fenylového substituentu byla reakce vyrazné posunuta ve prospéch PBD 8a.
Oproti tomu, v pfipadé methylového derivatu bylo ziskdano témét dvojnadsobné mnozstvi
BZD 7b ku PBD 8b. Proto moznd neni az takovym piekvapenim vysledek reakce

s nesubstituovanym derivatem, ktera poskytla t¢émét srovnatelné mnozstvi obou produkta.

Rozdilné vysledky nas stdle evokuji k ivaze. Vim, Ze na zaklad¢ takového malého
mnozstvi provedenych pokusii Cinit zavéry je irelevantni, ale 1 piesto bych rada sdélila muj
uhel pohledu. Vzhledem ktomu, ze jsou vSechny derivity 5 shodné substituovany
v blizkosti reakéniho mista (v poloze 3), pravdépodobné se projevuji, i kdyZ na zna¢nou
vzdalenost, elektronové vlivy substituentli v poloze 1. Elektronakceptorni fenyl z BZD
systému odcerpava elektrony, ¢imz dochazi k zeslabeni vazby mezi atomem uhliku C-3
a atomem vodiku H-3, tudiz se tento atom vodiku stdva snadno Stépitelny a ve vysledku to
vede k zacykleni postranniho ftetézce za vzniku PBD 8a. Zatimco elektrondonorni

methylové skupina dotuje tuto vazbu elektrony, vazba je pevnéjsi a reakce z velké ¢asti
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kon¢i po preméné chinolindionu Sb na BZD 7b. Jelikoz derivat 5S¢ nema na atomu dusiku
v poloze 1 Zadny z diskutovanych substituentii a nema tedy na BZD systém zadny vyrazny

vliv, vznikaji oba produkty 7¢ a 8c prakticky ve stejném pom¢éru.

Pro nazornost v rozdilnostech NMR spekter 3-(propylamino)chinolin-2,4(1H,3 H)-diona
ajejich isomernich 4-propylbenzo[e][1,4]diazepin-2,5-dioni byla vybrana 'H NMR
spektra sloucenin 5a a 7a (Obrazek 15). Vyznamné strukturni zmeény, které se odehraly
pii expanzi pyridinového kruhu chinolindionu, jsou pozorovatelné ve spektrech v oblasti
od 1,4 ppm do 6 ppm. Jedny z podstatnych rozdilt, 1 kdyz ne tak zasadnich pfi identifikaci
struktury, je daleko vyrazn€jsi separace signali diastereotopnich protonti (oznacenych
H-1%) a jejich paramagneticky posun a taktéZ zména tvaru signalu charakterizujiciho

protony H-3%, ktery v piivodni latce vypadal jako multiplet a v produktu jako pravy triplet.
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Obrazek 15. Vytez spekter latky 5a (nahote) a jejiho isomeru 7a (dole).

Podstatnou odliSnosti je, Ze ze spektra produktu vymizel signdl protonu sekundarniho
aminu. Soucasné se objevil novy vyrazny singlet s chemickym posunem 5,81 ppm, ktery
v HC-HMBC spektru ma silné korelace s karbonylovymi atomy uhliku (C-2 a C-5),

s atomy uhliku v aromatické oblasti pochazejici z fenylového substituentu (C-1%, C-28
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a C-6") a's methylenovou skupinou propylenového fetézce C-1*. Z tdchto indicii bylo
usouzeno, ze doSlo kpfesmyku chinolin-2,4(1H,3H)-dionu 5 na odpovidajici
benzodiazepin-2,5-dion 7. Tohle tvrzeni bylo jesté podpoieno korelacemi pozorovanymi
v HN HMBC spektru, kde diskutovany singlet interagoval s obéma atomy dusiku (N-1
a N-4). Dalsi nepochybny dikaz o zaclenéni piivodné aminového atomu dusiku do kruhu
poskytuji BC NMR spektra, ve kterych, mimo jiné drobné zmeény, dochazi k posunu
signalu atomu uhliku ptvodni oxoskupiny (192,82 ppm) k hodnoté 166,01 ppm, coz
odpovidd posunu karbonylového atomu uhliku amidové skupiny. Taktéz je mozné
u produkti 7 pozorovat posun atomu uhliku C- 3 k vy$§imu magnetickému poli, ktery je
vyvolany jeho umisténim mezi dvéma amidovymi skupinami. Podobny trend byl
pozorovan i u ostatnich, a to jak u hydroxylovych derivati, tak 1 u jejich chlorovanych

analogti.

ZavéreCnym krokem vuvazovaném sledu reakci vedoucich k PBD 8, je cyklizace
3-chlorpropylového fetézce BZD ucinkem silné baze (Schéma 17). Prvni experiment, kde
byl sledovan vliv 1,1 ekvivalentu (vztazeno k vychozi latce) hydridu sodného na roztok
BZD 7a pfi laboratorni teploté, v kratkém cCase poskytl uspokojivy vysledek. V prubéhu
reakce nevznikala nikterak slozitd smés produktd, a tudiz i pireciSténi surové smési
sloupcovou chromatografii bylo snadné. Proto byly ostatni derivaty pfipraveny
analogickym zpusobem. Purifikované PBD 8 velmi ochotné krystalizovaly z béznych

rozpoustédel jako je benzen 1 ethyl-acetat.

e /C N Q Vych.l. R R.doba Vytéseks8
a
N DME N 7 (h) (%)
(Ph lab. t
an. tep.
% i N
R R
7 8

a Ph 55 77
b Me 3,0 91
c H 4,5 73

Schéma 17. Cyklizace 3-chlorpropylového fetézce benzodiazepini 7.

Na zaklad¢ pozorovani a vysledkd experimenti sméfovanych k expanzi heterocykla

latek 5, byl vyzkouSen i1 vliv TMG na vrouci roztok 4-(3-chlorpropyl)benzodiazepinu 7a
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v ethanolu. Je zajimavé, kdyz plisobeni TMG na latku Sa po dobu 1,5 h poskytlo 68 %
derivatu 8a, Ze po 16 h varu ethanolového roztoku BZD 7a s dvojnasobnym molarnim
mnozstvim TMG byla v reakénim roztoku stale pifitomna vychozi latka. I pfes tuto
skutecnost byla smés zpracovana béznym zplsobem, to je odpafenim rozpoustédla na
RVO a purifikaci na sloupci silikagelu. Reakce ve vysledku, mimo pestrou paletu
vedlejSich latek znesnadiujicich Cistici proces, poskytla pouze 24 % zadaného produktu
8a. Rozdily mezi uvedenymi reakcemi evidentné musi zpisobovat néjaky intermediat
vznikajici pii samotné expanzi heterocyklu, ktery je pravdépodobné hnaci silou pro

naslednou cyklizaci 3-chlorpropylového fetézce.

Nejvyraznéjsi zménou ve spektrech latek 8 vzniklych pisobenim NaH na molekulu
4-(3-chlorpropyl)benzodiazepindiont 7 je absence ostrého singletu v oblastech
5,45-5,81 ppm, ktery je pro diazepinovy kruh typicky. Dals§i zmény byly zaznamenany
v signalech protonii propylenové casti molekuly. V ptipadech chinolin-2,4(1H,3 H)-diont
i benzodiazepin-2,5-dionti vykazovaly diastereotopni chovani jen protony H-1*. Oproti
tomu, byly u produkti ziskanych bazickym ucfinkem NaH na derivaty 7 vzdjemné
separované signaly protonti dvou methylenovych skupin (Obrazek 16). Svétlo do
problému vnesly az 2D NMR experimenty, obzvlast¢ HC-HMBC NMR spektra, ve
kterych nové vzniklé diastereotopni atomy vodiku (v piivodnim BZD oznageny jako H-3")
mimo obvyklé korelace interagovaly i s atomy uhliku amidové skupiny (v ptivodnim BZD
oznaceny jako C-2), sipso-uhlikem fenylové skupiny 1 s atomem uhliku na kterém je
piipojen. Tyto popsané skuteCnosti jasn¢ vypovidaji o zacykleni propylenového fetézce do

polohy 3 vedouci ke vzniku nového péticlenného kruhu.
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Obrazek 16. Cast spekter benzodiazepinu 7a (nahote) a pyrrolobenzodiazepinu 8a (dole).

Tteti, o jeden reak¢ni krok kratsi, varianta ptedpoklada, ze je mozné u€inkem silné baze
prevézt tandemovou reakci (expanze kruhu nasledovand cyklizaci postranniho fetézce)

3-(chlorpropylamino)chinolindiony S pfimo na pyrrolobenzodiazepindiony 8 (Schéma 18).

Prvotni experiment byl proveden za podobnych podminek jako pfi transformaci
sloucenin 7 na 8, to znamena, ze bylo na roztok derivaitu Sa v DMF ptisobeno 1,5
molarnim pfebytkem hydridu sodného pfi laboratorni teploté. Za téchto podminek po putl
hodinég bylo v roztoku pfitomno malé mnoZstvi produktu a znacné mnozstvi nezreagované
vychozi latky. Jejich pomér dle TLC zistal 1 po 3 h neménny, proto byla k reakéni smési
pridana dalsi, stejnd porce NaH, ktera po pill hodin¢ zptsobila absolutni doreagovani
vychozi latky. Po zpracovéani reakéni smési byl ziskan ocekavany produkt 8a s vytézkem
31 %. Dale byl vyzkouSen vliv dvojnasobného latkového mnozstvi NaH viici vychozi
latce, ktery takt¢z ani po Sh nezplsobil absolutni konverzi plvodniho
benzodiazepindionu, nicméné vytéZzek produktu 8a byl vyssi (44 %). Proto bylo dale
mnozstvi NaH navySeno az na 3 ekvivalenty (vztaZzeno k Sa), které¢ pieménily vychozi

chinolindion 5a na oc¢ekdvany produkt 8a v kratkém case (2 h) a s nejvysSim izolovanym
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vytézkem (55 %). Na zakladé¢ vysledkli optimalizanich reakci bylo vyvozeno, ze
v zavislosti na reakénim cCase, snadnosti purifikace produktu a vytézku reakce je vhodné
oproti vychozi slouceniné¢ Sa pouzivat hydrid sodny v trojndsobném molarnim mnozstvi.
Tento pomér interagujicich slozek reakce byl pouZit i pro ostatni derivaty 5b,c. Cas reakci
se pohyboval v rozmezi 1-2,5 hodiny. Vyjimkou byla reakce v ptipad¢ derivatu Se¢, ktera
probihala zna¢né pomalu. Byla-li v§ak reakéni smés michdna ptes noc, bylo ve vysledku

dosazeno velmi obdobnych vytézkl jako v ptipadé dalSich derivati Sa,b.

Vych.l. R R.doba Vytézek$8

0,
e __DWF__
g N b Me 10 43
5 R g R c H 21,0 41

Schéma 18. Pfima pfeména sloucenin 5 na pyrrolobenzodiazepindiony 8.

V navaznosti na experimenty provedené v ptedchozich letech, kdy byly Adélou
Lajdovou studovany isomerizace 4-propargyl-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-
dionti na 3H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11(10H,11aH)-diony,*® byla navrzena
jeste dalsi samostatna reakéni cesta (Schéma 19), 1 kdyz od pocatku byl jeji posledni krok

povazovan za nejisty.

(0]
TMG NaH N
_EtOH Ph M.
reflux lab. tep. N Ph
/ O
M
g8b C

Schéma 19. Idea nové potencidlni syntézy pyrrolobenzodiazepindiont 8.
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Vtomto uvazovaném  sledu  syntéz je  vpodstat¢  vychozi  latkou
3-(allylamino)chinolindion 12, ktery byl pfipraven dvéma zplsoby. V podstaté se v obou

piipadech jedna o reakce halogenderivatu s aminem v pfitomnosti baze (Schéma 20).

Voprvni variant¢ byla vyuzita jako vstupni latka  1,3-disubstituovany
3-aminochinolindion 11, ktery reagoval s 3-brompropenem v DMF za pfitomnosti
uhli¢itanu draselného jako baze. Vzhledem k pomalému pribéhu reakce byla smeés
michana pfes noc. Po takto dlouhé dobé sice vychozi latka zreakéni smési vymizela,
nicméné¢ vSak vznikla fada vedlejSich produktd, které musely byt od produktu 12
separovany sloupcovou chromatografii pies neobvykle velké mnozstvi silikagelu.
V opacném ptipad¢ byl za stejnych podminek ponechén reagovat 1,3-disubstituovany
3-chlorchinolindion 10b s allylaminem. Reakce taktéz nebyla nikterak bouilivd a smés
byla michana ptes noc, ale dle TLC vznikal pouze jeden produkt, ktery mél stejny retencni
faktor jako v pfedeslém piipad€. Po oddéleni nadbyte¢ného 3-aminopropenu na kratkém
sloupci silikagelu byl izolovan produkt 12 ve vytézku 91 %. Tento vyrazné efektivnéjsi

pristup byl nasledn¢ ve vétSich navazkach opakovan s obdobnym vysledkem.

O
NH2 Br\/\ HZN\/\ Cl
ph s Ph
24 h; lab. tep. 15 h; lab, tep. Me

10b

Schéma 20. Dv¢ varianty ptipravy 3-(allylamino)chinolindionu 12.

Nasledujici synteticky krok byl udélan znamou, v této praci jiz mnohokrat popisovanou
metodikou (Schéma 21). 3-(Allylamino)chinolindion 12 byl bez jakychkoliv obtizi
pusobenim TMG pii teplot€¢ varu ethanolu pfeménén za 2,5h na isomerni

4-allyl-3,4-dihydro-1H-benzo[e][ 1,4]diazepin-2,5-dion 13 ve vyborné kvalitg.

H T™MG
X EtOH_
Ph /(Ph
0 reflux
13 Me

Schéma 21. Pfeména 3-aminochinolindionti 12 na 4-allylbenzodiazepindiony 13.
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V NMR spektrech jednotlivych allylovych derivati byl pozorovan stejny trend jako

u jejich analogi, jejichz spektra jsou popsana vyse, a proto zde nebudou rozebirana.

V zavérecném kroku v uvazovaném sledu experimenti byl BZD derivat 13 vystaven
ucinkim 1,1 molarniho piebytku hydridu sodného (Schéma 22). Jelikoz 1 po 4 h bylo dle
TLC v reakéni smési znacné mnozstvi vychozi latky, bylo mnozstvi NaH navySeno az na
2,1 nasobku latkového mnozstvi derivatu 13. Toto kvantum NaH jiz po 1h michdni
zpusobilo absolutni konverzi plivodni matrice, ale vznikla relativné slozita smés produkti,
znichz dva s nejvyS$im zastoupenim byly izolovany pomoci sloupcové chromatografie.
Nicméné dle TLC a NMR analyzy bylo potvrzeno, ze se ani v jednom pfipad¢é nejedna
o kyZzeny PBD 8b. V tomto okamziku mame k dispozici ,,pouze” zméfend 2D NMR
spektra (COSY, HC-HMBC, HN-HMBC a HC-HSQC), kterda na zaklad¢ interakci
méfenych prvkil, jez sloucenina v magnetickém poli vykazuje, neposkytuje zcela jasnou
predstavu o strukturach izolovanych sloucenin. V jednom piipad¢ se podatilo vypéstovat
monokrystal pro méfeni rentgenové difrakce. Ponévadz na UTB nejsme na takovouto
analytickou metodu =zafizeni, byl monokrystal odeslan na spfatelenou Univerzitu
v Ljubljané, ale bohuzel vysledek doposud nebyl obdrzen. V brzké dobé budou
diskutované slouceniny analyzovany na EI-GC-MS a na ESI-MS. Tyto analytické néstroje

pfi feSeni struktury slou€enin piindsi velmi cenné informace.
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N N NaH
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8b

5 h; lab. tep u
Schéma 22. Bazicky tc¢inek hydridu sodného na 4-allylbenzodiazepindion 13.

; lab\tep
13 Me

Jelikoz tato reakce byla z diivodu nedostatku casu do odevzdani této prace provedena
pouze jednou, neni zcela patrné, jestli pouzité mnozstvi NaH je pro uplnou pireménu
vychozi latky minimalni, anebo naopak je zbytecné vysoké a zpiisobuje tak mnozstvi

nezadoucich produktt.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

3.4 Experimenty planované do budoucna

Jednou z mnoha krasnych véci na chemii je, Ze se pfed vami stale otviraji nové cesty
kudy se dal vydat. Pfestoze bylo v ramci této diplomové prace dosazeno tady vysledk,
jesté vice dalSich ukolt pfed nami vyvstalo. Prvnim z nich je pokusit se o optimalizaci
reakce 4-allylbenzodiazepindionu 13 s NaH (Schéma 22 na str. 42), kterd by vedla, byt
1vmalych vytézcich, k pozadovanému PBD, anebo selektivnéji k produktu s dosud
neznamou strukturou. Taktéz by bylo zajimavé pozorovat vliv NaH na tutéz slouceninu
s nesubstituovanym atomem dusiku v poloze 1, a to z diivodu, ze se mnohdy lisi jejich

reaktivita od analogl v poloze 1 substituovanych.

Dals§im planem je provedeni nekolika experimentl
s 3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diony nesoucimi v poloze 3 methylovou

skupinu, které by vhodné doplnily sérii derivatii presentovanou v tomto dile.

V predchozich experimentech provedenych Ing. Adélou Lajdovou dochézelo reakci
3-methyl-4-propargyl-3,4-dihydro-1H-benzo[e][ 1,4]diazepin-2,5-diont s hydridem
sodnym k tvorbé fady Stépnych produktti, ze kterych nebylo mozné, ani opakovanou
sloupcovou chromatografii, izolovat jediné chemické individuum. Pravdépodobné,
pritomnost elektrondonorni methylové skupiny, jez dotovala heterocyklicky systém
elektrony, zptisobovala jeho strukturni nestabilitu a piisobeni rapidné silné baze vyvolalo
dle vysledki EI-GC-MS S$tépeni propargylové skupiny a heterocyklu v riznych mistech
(pfevazné mezi atomem dusiku v poloze 4 a atomem uhliku v poloze 5). V souvislosti
s nyn¢jsimi dosazenymi vysledky by bylo jist¢ zajimavé vyzkousSet, jestli by vafenim
ethanolového roztoku 3-methyl-3-(propargylamino)chinolindioni s TMG dochazelo
alespon ke vzniku smési BZD a PBD jako v naSem pfipad¢. Paklize ano, mohlo by to
podpofit i na$i teorii, ze pravé v prubéhu tvorby BZD dochdzi ke vzniku néjakého
intermediatu, ktery umoziuje i naslednou cyklizaci za vzniku PBD.

vvvvvv

mechanismy cyklizace jak 3-chlorpropylového, tak 1 propargylového fetézce. Na zaklade
experimentll provedenych s propargylovymi derivaty byly jiz dfive navrzeny jak
pravdépodobny mechanismus reakce cyklizace (*°, str. 49), tak i jeji znemoZnéni v piipadé

pritomnosti atomu vodiku v poloze 1 chinolindionu (*°, str. 50).

Aby byly tyto hypotézy potvrzeny, bylo zamérn¢ 1 v naSem piipadé pozorovano chovani

derivatt, které nebyly v poloze 1 substituovany. I kdyz je zcela ziejmé, ze mechanismy
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cyklizaci propargylového a 3-chlorpropylového fetézce budou naprosto rozdilné, bylo
znanym piekvapenim, Ze derivat 7¢ poskytoval odpovidajici PBD velmi ochotné a s velmi
vysokym vytézkem. Otdzkou pak je, zda-li byl piivodné navrzeny nepravdépodobny stav
jen scestna myslenka, anebo v piipad¢ latky 7c¢ je cyklizace jejiho postranniho fetézce
upfednostinovana pred Stépenim protonu zatomu dusiku v poloze 1, potazmo

z hydroxylové skupiny tautomerni enolformy.
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4 CHARAKTERISTIKA PRISTROJOVEHO VYBAVENI A
INSTRUMENTALNICH METOD

Pouzivané reagenty a rozpoustédla byly zakoupeny z béznych komercnich zdroji (Sigma
Aldrich, VWR, Fisher Scientific). Pribéh reakci byl monitorovan chromatografii na tenké
vrstvé (TLC). Pouzity byly komercni hlinikové desticky s vrstvou silikagelu (Alugram®
SIL G/UVjs4; 220-240 mesh; Macherey-Nagel) s fluorescencnim indikdtorem pro UV
254 nm. Na sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel Fluka Silica gel 60, 220-240
mesh s velikosti &astic 35-75 pm, velikost porti 60 A. Teploty tani byly méfeny na
Koflerové bloku a nejsou korigovany. Infraervena spektra byla naméfena metodou KBr
tablet na FT-IR spektrometru Alpha (Brucker Optik GmbH Ettlingen). NMR spektra byla
meéfena na spektrometru Bruker Avance III pfi frekvenci 500 MHz (IH), 126 MHz (13C)
a 51 MHz ("°N) pii 303 K a na spektrometru JEOL ECZ 400 pii frekvenci 399,75 MHz
('H) a 100,55 MHz (**C) a 41 (*’N). M&teni byla provedena pii teploté 303 K. '"H NMR
spektra byla kalibrovana na residudlni DMSO-ds s chemickym posunem & 2,50 ppm."C
NMR spektra byla korigovana na "°C signal DMSO-ds s chemickym posunem 39,52 ppm.
Chemické posuny jsou uvedeny v jednotkdch ppm. Interak¢ni konstanta J je uvedena
v jednotkach Hz. Multiplicita signalti je znaCena zkratkami s (singlet), d (dublet), dd
(dublet dubletu), ddd (dublet dubletti dublett), t (triplet), td (triplet dubletu), m (multiplet),
br (Siroky signal). Elementarni analyzy byly provedeny na pfistroji Flash EA 1112
Automatic Elementar Analyzer (Thermo Fisher Scientific Inc.). Hmotnosti spektra
s vysokym rozliSenim byla zméfena na spektrometru Agilent 6224 Accurate-Mass TOF

LC/MS s elektrosprejovou ionizaci.
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5 DETAILNI POPIS SYNTETICKYCH POSTUPU A STRUKTURNI
CHARAKTERISTIKY PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

Celkové usporadani této kapitoly je sepsano netradi¢nim zptisobem. Obvykly zplsob
nejen pro prace tohoto typu, ale i pro odborné publikace, je popsat obecny postup piipravy
nekolika derivati, po kterém nasleduji strukturni charakteristiky jednotlivych sloucenin.
Nicméné, v této DP v mnoha piipadech vede ke stejnym slouc¢eninam vicero syntetickych
cest, a tudiZ neni zcela zfejmé, kde by mély byt konkrétni charakteristiky derivati fazeny.
Proto jsou zde prvné uvedeny vSechny laboratorni postupy vyuzité pii syntéze
prezentovanych sloucenin, jejichZ popisy vlastnosti souvisejicich s jejich strukturou jsou,

dle jejich zakladniho skeletu, nasledné chronologicky uvedeny.

5.1 Popis laboratornich postupi

5.1.1 Priprava vychozich latek
Syntéza 3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-dionii 4

Ke smési 3-chlorchinolindionu 10 (30 mmol) a K,CO3 (60 mmol,2 ekviv.)v90 ml DMF
byl béhem 1 min ptikapan roztok 3-aminopropanolu (33 mmol, 1,10 ekviv.) vS ml DMF.
Ziskana Zluta reakcni suspenze byla michéna pii laboratorni teploté¢ po dobu uvedenou ve
Schématu 14. Po ukonceni reakce byla reakéni smés nalita na ledovou vodu (1500 ml),
vylouceny pevni podil byl odfiltrovan pies fritu a promyt vodou. Zbyly vodny podil byl
opakovan¢ (9 x 100 ml) extrahovan EtOAc. Jednotlivé organické podily byly spojeny,
vysuseny Na,SO,, ptefiltrovany a odpafeny na RVO. Surové produkty byly za horka
rozpu$tény v organickém rozpoustédle, prefiltrovany a ponechany volné krystalizovat.
V ptipadé, kdy ke krystalizaci nedochazelo, byl surovy produkt chromatograficky ¢istén na

sloupci silikagelu vhodnou mobilni fazi a krystalizovany byly az odpatrené spojené frakce.

Syntéza 3-(allylamino)-1-methyl-3-fenylchinolin-2,4(1H,3H)-dionu 12
Metoda A

K suspenzi  3-chlor-3-fenyl-1-methylchinolin-2,4(1H,3H)-dionu  10b (4,5 mmol)
a K;CO3 (9 mmol, 2 ekviv.) v 8 ml DMF byl béhem 1 min ptikapan roztok allylaminu

(6,75 mmol, 1,5 ekviv.) v 18 ml DMF. Reakce byla michana ptes noc pii teploté¢ mistnosti,
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poté byla suspenze nalita do ledové vody (400 ml). Ziskany vodny roztok byl opakované
(7 x 30 ml) extrahovan EtOAc. Organické podily byly spojeny, vysuseny Na,SOq4
a odpafeny na RVO. Surovy produkt byl chromatograficky piecistén na sloupci silikagelu

smési PE/EtOAc (5/2; v/v) a nasledné krystalizovan z benzenu.
Metoda B

K suspenzi 3-amino-3-fenyl-1-methylchinolin-2,4(1H,3H)-dionu 11 (2 mmol) a K,COs
(4 mmol, 2 ekviv.) v 8 ml DMF byl béhem 1 min ptikapan roztok allylbromidu (3 mmol,
1,5 ekviv.) v 8 ml DMF. Reakce byla michdna pfes noc pii teploté mistnosti, poté byla
suspenze nalita do ledové vody (150 ml). Ziskany vodny roztok byl opakované (5 x 20 ml)
extrahovan EtOAc. Organické podily byly spojeny, vysuSeny Na,SO4 a odpafeny na RVO.
Surovy produkt byl chromatograficky ptecistén na sloupci silikagelu smési PE/EtOAc (5/2;

v/v) a néasledné krystalizovan z benzenu.

5.1.2 Premény vychozich litek 4 a 12 vedouci k pyrrolobenzodiazepindioniim 8

Chlorace 3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4-dionu 4 a 4-(3-
hydroxypropyl)benzodiazepin-2,5-dionii 6

K roztoku 3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4-dionu 4 (5 mmol) nebo
4-(3-hydroxypropyl)benzodiazepin-2,5-dionu 6 v 10 ml dioxanu byl za laboratorni teploty
béhem 1 minuty piikapan thionylchlorid (5,5 ml, 14,62 ekviv.), ¢imz dochazelo
k samovolnému zahtivani reak¢éni smési. Reakéni smés byla dale michana po dobu
uvedenou ve Schématu 15 a poté byla nalita do ledové vody (800 ml). Ziskany siln¢
kysely roztok byl mirn¢ zalkalizovan nasycenym roztokem NaHCOs. Ptipadné vylouc¢ena
srazenina byla odsata pfes fritu a promyta vodou. Nasledn¢ byl vodny roztok s bilym
zékalem opakované (5 x 90 ml) extrahovan EtOAc. Jednotlivé organické podily byly
spojeny, vysuSeny Na,SQ,, prefiltrovany a odpafeny na RVO. Surovy produkt byl poté
chromatograficky c¢istén na sloupci silikagelu vhodnou mobilni fazi a nasledné

krystalizovan z vhodného organického rozpoustédla.
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Presmyky 3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4-dioni 4, 3-(3-
chlorpropylamino)chinolin-2,4-dionii 5 a 3-(allylamino)chinolin-2,4-dionu 12

Do roztoku 3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4-dionu 4 (8 mmol),
3-(3-chlorpropylamino)chinolin-2,4-dionu 5 (8 mmol) nebo
3-(allylamino)chinolin-2,4-dionu 12 (8 mmol) v ethanolu (80 ml) byl pfi laboratorni
teplot¢ béhem 1 minuty piikapan roztok TMG (16 mmol, 2 ekviv.) v 5 ml EtOH, ¢imz
ptivodni roztok pouze vice zezloutl. Ziskany roztok byl naddle po dobu uvedenou ve
Schématu 16 nebo ve Schématu 21 vaien pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni byl
reakéni roztok odpafen na RVO, rozpustén ve 40 ml EtOAc a extrahovan 5% HCI
(4 x 10 ml). Organicky podil byl vysusen Na,SOj, prefiltrovan a odpafen na RVO. Surovy
produkt byl svyuzitim vhodné mobilni faze chromatograficky c¢iStén pres sloupec

silikagelu a nésledné krystalizovan z vhodného organického rozpoustédla.

Cyklizace 3-chlorpropylové skupiny benzodiazepin-2,5-dionii 7 ucinkem NaH

K roztoku 4-(3-chlorpropyl)benzodiazepin-2,5-dionu7 (1 mmol) v5 ml DMF byl ptidan
1,1 mmol NaH (1,1 ekviv.). Suspenze byla michdna pti laboratorni teplot¢ po dobu
uvedenou ve Schématu 17 a poté byla nalita na ledovou vodu (100 ml). Ziskany mlécné
zakaleny vodny roztok byl opakované (6 x 20 ml) extrahovan EtOAc. Jednotlivé organické
podily byly spojeny, vysuseny Na,SOs, ptefiltrovany a odpafeny na RVO. Surovy produkt
byl poté chromatograficky ¢istén na sloupci silikagelu vhodnou mobilni fazi a nasledné

krystalizovan z vhodného organického rozpoustédla.

Piesmyky 3-(3-chlorpropylamino)chinolin-2,4-dionit 5 ucinkem hydridu sodného

K roztoku 3-(3-chlorpropylamino)chinolin-2,4-dionu 5 (0,5 mmol) v5 ml DMF byl pii
laboratorni teploté piisypan NaH (1,5 mmol, 3 ekviv.). Po ukonceni reakce, jejiz doba je
uvedena ve Schématu 18, byla suspenze nalita do ledové vody (80 ml), ze které byl
produkt ptfeveden opakovanou (6 x 20 ml) extrakci do EtOAc. Organické podily byly
spojeny, vysuseny Na,SO4 a odpaifeny na RVO. Surovy produkt byl chromatograficky
precistén na sloupci silikagelu a nasledné krystalizovan z vhodného organického

rozpoustédla.
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Piesmyk 4-allylbenzodiazepin-2,5-dionu 13

K bezbarvému roztoku 4-allylbenzodiazepin-2,4-dionu 13 (0,5 mmol) v 5 ml DMF byl
pridan NaH (1,05 mmol, 2,1 ekviv.). Suspenze byla po 5,5 hodinach nalita do ledové vody
(100 ml), ze které¢ byl produkt pieveden opakovanou (9 x 20 ml) extrakci do EtOAc.
Organické podily byly spojeny, vysuseny Na,SO,4 a odpafeny na RVO. Surovy produkt byl
s vyuzitim smési PE/EtOAc (5/2, v/v) chromatograficky piecistén na sloupci silikagelu a

nasledn¢ krystalizovan z benzenu.

5.2 Strukturni charakteristiky pripravenych sloucenin

5.2.1 Derivaty chinolin-2,4(1H,3H)-dionu
1,3-Difenyl-3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-dion (4a)
Bezbarva krystalicka latka; t; = 146-148 °C (EtOAc);
vytézek 90 %; Ry = 0,26 (5 % EtOH v CHCL), R, = 0,41
(12 % EtOAc v CHCl3), R= 0,64 (10 % EtOH v CHCL).

(e spektrum (tableta KBr), cm™: 3262, 3067, 2957, 2933,

1
2875, 2848, 1713, 1679, 1600, 1492, 1462, 1337, 1251, 5@3

4
1065, 762, 697, 569, 444.

'"H NMR spektrum (DMSO, 500 MHz), ppm: 6 1,50-1,69 (m, 2H, H-2A); 2,44-2.47 (m,
1H, H-1%); 2,57-2,66 (m, 1H, H-1%); 2,89 (br s, 1H, NH); 3,41-3,51 (m, 2H, H-3"); 4,39
(br's, 1H, ~OH); 6,34 (d, 1H, H-8, J = 8,3 Hz); 7,14 (dd, 1H, H-6, J = 7.4; 7,4 Hz); 7,30
7,35 (m, 1H, H-4%); 7,36-7,51 (m, 7H, H-2%, H-3®, H-5®, H-6", H-2, H-6, H-7); 7,54
7,59 (m, 1H, H-4%); 7,60-7,71 (m, 2H, H-3%, H-5); 7,82 (dd, 1H, H-5, J=7,7; 1,3).

BC NMR spektrum (DMSO, 126 MHz), ppm: & 33,26 (C-2%); 42,60 (C-1%); 59,56 (C-3%);
77,40 (C-3); 116,60 (C-8); 120,45 (C-4a); 123,34 (C-6); 126,75 (C-2® a C-6°); 127,50
(C-5); 128,64 (C-4%); 128,92 (C-3® a C-5P); 128,94 (C-4%); 129,04 (C-2° a C-6%); 130,32
(C-3% a C-5%), 135,87 (C-7); 137,39 (C-1°); 137,48 (C-17); 143,01 (C-8a); 171,26 (C-2);
192,92 (C-4).

>N NMR spektrum (DMSO, 51 MHz), ppm:d 48,54 (NH), 151,81 (N-1).
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HRMS (EST") pro Co4H23N,05 " ([M+H]") vypoéitané: 387,1703; nalezené: 387,1708.
Pro Cy4H2,N,05: vypocitané: 74,59 % C 5,74 % H 7,25 %N

stanoveneé: 74,56 % C 5,82%H 7,31 % N

3-Fenyl-3-(3-hydroxypropylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-dion (4¢)

Bezbarva krystalicka latka; t; = 126-130 °C (benzen);
vytézek 94 %; Ry = 0,22 (5 % EtOH v CHCL), R, = 0,25
(20 % PE v EtOAc).

(e spektrum (tableta KBr), em™: 3398, 3297, 2914, 2863,

1702, 1670, 1612, 1447, 1438, 1354, 1107, 1063, 1034,
768, 697, 544, 440.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,55-1,65 (m, 2H, H-2"); 2,43-2,49 (m,
2H, H-1%); 2,81 (br s, 1H, NH); 3,46 (td, 1H, H-3*, J = 5,3; 5,3 Hz); 4,36 (t, LH, OH);
7,06-7,14 (m, 2H, H-6 a H-8); 7,27-7,34 (m, 3H, H-3®, H-4® a H-5"); 7,35-7,42 (m, 2H,
H-2" a H-6%); 7,60 (ddd, 1H, H-7, J = 8,7; 7.4; 1,5 Hz); 7,71 (dd, 1H, H-5, J = 7.8;
1,4 Hz); 11,21 (s, 1H, H-1).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 33,21 (C-2%); 42,66 (C-1%); 59,52 (C-3%);
76,56 (C-3); 116,43 (C-8); 119,09 (C-4a); 122,89 (C-6); 126,45 (C-2® a C-6°); 127,14
(C-5); 128,42 (C-4%); 128,66 (C-3° a C-5P); 136,40 (C-7); 137,93 (C-1°); 141,20 (C-8a);
171,69 (C-2); 194,09 (C-4).

>N 'NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: & 133,37 (N-1), 184,32 (NH).
HRMS (EST") pro CgH9N,O3 " ([M+H]") vypoéitané: 311,1390; nalezené: 311,1387.
Pro C;gH;sN,Os: vypocitané: 69,66 % C 5,.85%H 9,03 % N

stanoveneé: 69,37 % C 5,79 % H 8,95 %N

3-(3-Chlorpropylamino)-1,3-difenylchinolin-
2,4(1H,3H)-dion (5a)

Bezbarva krystalickd latka; t; = 114—118 °C (benzen);,
vytézek 79 %; Ry = 0,52 (38 % EtOAc v PE), Ry = 0,63
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(30% EtOAc v CHCL).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3311, 2856, 1706,1667, 1600, 1494, 1460, 1346, 1301,
1155, 1113, 984, 912, 750, 719, 605, 518, 496, 449.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,81-1,97 (m, 2H, H-2*); 2,52-2,70 (m,
2H, H-1%); 2,89-3,05 (m, 1H, NH); 3,69-3,77 (m, 2H, H-3%); 6,34 (d, 1H, H-8,
J=38,1Hz); 7,13 (ddd, 2H, H-6, J = 7,7; 7,7; 0,9 Hz); 7,30-7,35 (m, 1H, H-4%); 7,36-7,50
(m, 7H, H-2®, H-3®, H-5®, H-6°, H-2C, H-6%, H-7); 7,54-7,59 (m, 1H, H-4%); 7,60-7,70
(m, 2H, H-3, H-5%)7,82 (dd, 1H, H-5, J=7.7; 1,5 Hz).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 33,40 (C-2%); 42,17 (C-1%); 43,58 (C-3%);
77,45 (C-3); 116,55 (C-8); 120,55 (C-4a); 123,28 (C-6); 126,79 (C-2® a C-6°); 127,44
(C-5); 128,67 (C-4%); 128,91 (C-3® a C-5P); 129,02 (C-2° a C-6°); 129,07 (C-4°); 130,28
(C-3% a C-5%); 135,76 (C-7); 137,30 (C-1®); 137,40 (C-1%); 142,94 (C-8a); 171,09 (C-2);
192,82 (C-4).

N NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: & 147,20 (N-1); nebyl detekovan (N-4).
HRMS (ESI+) pro C,4H,CIN,O," ([M+H]+) vypocitané: 405,1364; nalezené: 405,1363.
Pro Cp4H,CIN;O;:  vypocitané: 71,19 % C 5,23 % H 6,92 % N

stanovené: 71,05 % C 5,46 % H 6,97 % N

3-(3-Chlorpropylamino)-3-fenyl-1-methylchinolin-2,4(1H,3 H)-dion (5b)

Tmavé Zlutd viskosni latka; vytézek 96 %; R, = 0,14 (30 %
EtOAc v CHCL3),R,= 0,32 (29 % EtOAc v PE).

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,82-1,96
(m, 2H, H-2"); 2,51-2,59 (m, 2H, H-1%); 2,92 (br s, 1H,
NH); 3,52 (s, 3H, N-1-CHs); 3,73 (t, 2H, H-3%); 7,17 (ddd,
1H, H-6, J = 7,6; 7,6; 0,9 Hz); 7,25-7,32 (m, 5H, H-2",
H-3®, H-4®, H-5%, H-6"); 7,37 (d, 1H, H-8, J = 8,2 Hz); 7,68 (ddd, 1H, H-7, J = 8,4; 7,3;
1,7 Hz); 7,76 (dd, 1H, H-5, J=7,7; 1,5 Hz).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 29,93 (N-1-CHs); 33,34 (C-2%); 42,23
(C-1%); 43,56 (C-3™); 77,19 (C-3); 115,84 (C-8); 120,69 (C-4a); 123,17 (C-6); 126,64
(C-2° a C-6%); 127,32 (C-5); 128,58 (C-4%); 128,70 (C-3" a C-5°); 136,26 (C-7); 137,61
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(C-1%); 142,13 (C-8a); 170,97 (C-2); 192,89 (C-4).

>N NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: d 43,24 (NH), 126,40 (N-1).

3-(3-Chlorpropylamino)-3-fenylchinolin-2,4(1H,3 H)-dion (5¢)

Bezbarva pevna latka; t; = 87-92 °C (benzen); vytézek 88 %;
Ry = 0,24 (38 % EtOAc vPE), R, = 0,40 (30 % EtOAc
v CHCI5).

IC spektrum (tableta KBr), em’™: 3337, 3259, 3086, 2918,
2847, 1694, 1669, 1613, 1485, 1349, 1232, 1160, 1113,
1019, 903, 754, 739, 677, 519, 439.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,86-1,93 (m, 2H, H-2"); 2,46-2,59 (m,
2H, H-1%); 2,92 (t, 1H, NH, J = 7,0); 3,73 (t, 2H, H-3*, J = 6,6); 7,06-7,14 (m, 2H, H-6,
H-8); 7,26-7,42 (m, 5H, H-2®, H-3®, H-4®, H-5®, H-6"); 7,55-7,61 (m, 1H, H-7); 7,70 (dd,
1H, H-5,J=17.,7; 0,9 Hz); 11,21 (s, 1H, H-1).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 33,30 (C-2%); 42,22 (C-1%); 43,55 (C-3%);
76,61 (C-3); 116,40 (C-8); 119,15 (C-4a); 122,86 (C-6); 126,52 (C-2® a C-6°); 127,14
(C-5); 128,47 (C-4%); 128,66 (C-3° a C-5P); 136,34 (C-7); 137,72 (C-1®); 141,12 (C-8a);
171,51 (C-2); 193,96 (C-4).

HRMS (EST") pro C;gHsCIN,O," ([M+H]") vypocitané: 329,1051; nalezené: 329,1052.
CisH,7CIN,O,: vypoéitané:  65,75%C  521%H  852%N

stanoveneé: 65,97 % C 5,30 % H 8,36 % N

3-(Allylamino)-3-fenyl-1-methylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (12)
Bezbarva pevna latka, t; = 95-97 °C (benzen), vytézek 91 %,
Ry =0,32 (29 % EtOAc v PE), R,= 0,38 (12 % EtOAc v CHCL).

(e spektrum (tableta KBr), em’: 3316, 2848, 1702, 1672, 1602,
1471, 1354, 1304, 1102, 1044, 997, 925, 768, 748, 706, 612,
534, 455.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: ¢ 2,83 (br s, 1H, NH); 3,03 (dd, 1H, H-lA,
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J=13,4; 5,7 Hz); 3,13-3,24 (m, 1H, H-1%); 3,52 (s, 3H, N-1-CH3); 4,98 (dddd, 1H, H-3"*,
J=10,3; 1,3; 1,3; 1,3 Hz); 5,10 (dddd, 1H, H-3*, J=17,3; 1,7; 1,7; 1,7 Hz); 5,88 (dddd,
1H, H-2%, J = 16,3; 10,3; 5,9; 5,9 Hz); 7,14-7,20 (m, 1H, H-6); 7,25-7,33 (m, 5H, H-2",
H-38, H-4®, H-5® H-6%); 7,38 (d, 1H, H-8, J = 8,3 Hz); 7,68 (ddd, 1H, H-7, J = 8,9; 7.,3;
1,7 Hz); 7,76 (dd, 1H, H-5; J=7,7; 1,6 Hz).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 29,93 (N-1-CHs); 47,56 (C-1%); 76,55
(C-3); 115,26 (C-3%); 115,85 (C-8); 120,64 (C-4a), 123,18 (C-6); 126,60 (C-2° a C-6°),
127,32 (C-5); 128,60 (C-4%); 128,75 (C-3® a C-5%); 136,27 (C-7); 137,33 (C-2™); 137,61
(C-1); 142,13 (C-8a); 171,12 (C-2); 192,73 (C-4).

HRMS (EST") pro CoH9N,O, " ([M+H]") vypoéitané: 307,1441; nalezené: 307,1435.

5.2.2 Derivaty benzodiazepin-2,5-dionu
1,3-Difenyl-3,4-dihydro-4-(3-hydroxypropyl)-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (6a)

Bezbarva krystalicka latka; t; = 167-168 °C (EtOAc); vytézek A

67 %; Ry = 0,34 (5% EtOH v CHCl3), R;= 0,14 (50 % EtOAc . 9
52 5=N S
PE). 7 ¢
i Lo

5 5 9a N
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3509, 3065, 2935, 2863, (@ o
1676, 1643, 16,03, 1493, 1472, 1450, 1357, 1244, 1156, 1077, s

949, 751, 713, 695, 562.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,77-1,95 (m, 2H, H-2%); 3,50 (td, 2H,
H-3%, J = 6,2; 6,2 Hz); 3,70-3,82 (m, 1H, H-1%); 4,03-4,15 (m, 1H, H-1%); 4,49 (t, 1H,
OH, J= 5,2 Hz); 5,74 (s, 1H, H-3); 6,36 (d, 1H, H-9, J = 7,8 Hz); 6,93-6,99 (m, 1H, H-7);
7,03-7,10 (m, 4H, H-8, H-2®, H-4® H-6%); 7,12-7,18 (m, 2H, H-3®, H-5%); 7,29-7,34 (m,
2H, H-2, H-6%); 7,38-7,43 (m, 1H, H-4%); 7,46-7,53 (m, 3H, H-6; H-3, H-5).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 31,05 (C-2%); 47,41 (C-1%); 58,38 (C-3%);
66,84 (C-3); 123,37 (C-9); 123,88 (C-2® a C-6°); 124,99 (C-7); 127,18 (C-4%); 127,71
(C-4%); 128,35 (C-3® a C-5%); 128,45 (C-2© a C-6%); 129,47 (C-3 a C-5%); 129,79 (C-6);
130,09 (C-5a); 131,33 (C-8); 134,29 (C-1%); 138,64 (C-9a); 140,72 (C-1%); 165,91 (C-5);
168,59 (C-2).
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SN NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: & 125,35 (N-4); 141,14 (N-1).
HRMS (EST") pro Co4H23N,0; " ([M+H]") vypoéitané: 387,1703; nalezené: 387,1702.
C24HpN,03: vypoéitané: 74,59 % C 574 %H 7,25%N

stanoveneé: 74,41 % C 6,02 % H 7,33 % N

3-Fenyl-3,4-dihydro-4-(3-hydroxypropyl)-1-methyl-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion
(6b)

Bezbarva krystalicka latka; t; = 120-123 °C (EtOAc); A

vitezek 81 %:R= 0,17 (67 % E1OAC vPE), R= 0,18 22% 5 S
7 54
EtOAc v CHCly). 84

5 QaN
IC spektrum (tableta KBr), em’™: 3372, 2922, 2874, 1669, HsC °
1616, 1480, 1420, 1371, 1306, 1237, 1158, 1076, 907, 773,
717, 544.

'"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: 6 1,73-1,94 (m, 2H, H-2A); 3,39 (s, 3H,
N-1-CH3); 3,45-3,53 (m, 2H, H-3%); 3,69 (ddd, 1H, H-1%, J = 13,5; 8,8; 5,6 Hz); 4,02
(ddd, 1H, H-1%, J = 13,4; 8,8; 6,5 Hz); 4,49 (t, 1H, OH, J = 5,2 Hz); 5,61 (s, 1H, H-3);
6,82—6,88 (m, 2H, H-2", H-6"); 6,93-6,99 (m, 1H, H-7); 6,99-7,05 (m, 1H, H-4%); 7,05—
7,11 (m, 3H, H7, H-3®, H-5%); 7,24 (ddd, 1H, H-8, J = 8,4; 7,3; 1,7 Hz); 7,39 (dd, 1H, H-6,
J=17.; 1,6 Hz).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 31,13 (C-2*); 35,15 (N-1-CHs); 47,30
(C-1%); 58,37 (C-3™); 66,66 (C-3); 120,88 (C-9); 123,86 (C-2° a C-6°); 124,68 (C-7);
127,03 (C-4%); 128,18 (C-3® a C-5); 129,41 (C-5a); 129,57 (C-6); 131,52 (C-8); 134,52
(C-1%); 139,08 (C-9a); 166,02 (C-5); 169,69 (C-2).

>N NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: & 119,46 (N-1); 126,20 (N-4).
HRMS (ESI") pro C;oH,;N,03" ([M+H]") vypoé¢itané: 325,1547; nalezené: 325,1549.
Ci9H20N203: vypocitané:  70,35% C 6,21 % H 8,64 % N

stanovene: 70,13 % C 6,22 % H 8,60 % N
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3-Fenyl-3,4-dihydro-4-(3-hydroxypropyl)-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (6¢)

Bezbarva pevna latka; t; = 171-172 °C (benzen); vytézek A

79 %; Ry = 0,20 (5% EtOH v CHCLy); Ry = 0,56 (10 % o
6
EtOH v CHCl3). 74
3
" 8 12/ !
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3413, 2948, 2901, 1677, 9 gau o 2 °

1623, 1484, 1417, 1383, 1302, 1225, 1073, 1062, 919, 881,
755,724,704, 631, 523, 492.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,71-1,95 (m, 2H, H-2%); 3,50 (td, 2H,
H-3%, J = 6,1; 6,1 Hz); 3,59-3,69 (m, 1H, H-1*); 4,01-4,20 (m, 1H, H-1%); 4,50 (t, 1H,
OH, J= 5,2 Hz); 5,45 (s, 1H, H-3); 6,84 (d, 1H, H-9, J= 8,0 Hz); 6,91 (dd, 1H, H-7,
J=1.6; 7,6 Hz); 6,94-7,03 (m, 2H, H-2%, H-6®); 7,06 (t, 1H, H-4®, J = 7,2 Hz); 7,15 (dd,
2H, H-3®, H-5®, J =17,5; 7,5 Hz); 7,17-7,23 (m, 1H, H-8); 7,48 (d, 1H, H-6, J = 7,1 Hz);
10,67 (s, 1H, H-1).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 31,28 (C-2%); 47,69 (C-1%); 58,38 (C-3%);
66,39 (C-3); 119,86 (C-9); 123,53 (C-7); 124,17 (br, C-2® a C-6®); 127,20 (C-5a); 127,29
(C-4%); 128,33 (C-3° a C-5%); 130,21 (C-6); 131,61 (C-8); 134,33 (C-1°); 135,10 (C-9a);
166,16 (C-5); 170,67 (C-2).

SN NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: & 123,24 (N-4); 130,91 (N-1).
HRMS (EST") pro C;gH9N,O; " ([M+H]") vypoéitané: 311,1390; nalezené: 311,1386.
CisHsN,Os: vypoéitané: 69,66 % C  585%H 9,03 % N

stanoveneé: 69,43 % C 5,80 % H 8,93 %N

4-(3-Chlorpropyl)-1,3-difenyl-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (7a)

Bezbarva krystalicka latka; t; = 173-175 °C (benzen); A
vytézek 88 %; Rr= 0,34 (38 % EtOAc v PE), R,= 0,65 (5 % 6 Q
7 05
EtOH v CHCly). 8@?: 4
9
(e spektrum (tableta KBr), em’: 3053, 2943, 1676, 1647, f@

1493, 1475, 1451, 1356, 1298, 1270, 1247, 1158, 983, 810,
756,711, 665, 554.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: ¢ 2,08-2,25 (m, 2H, H-2A); 3,71 (t, 2H,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

H-3%, J = 6,6 Hz); 3,79 (ddd, 1H, H-1*; J = 13,6; 8,0; 5,9 Hz); 4,15-4,28 (m, 1H, H-1");
5,81 (s, 1H, H-3); 6,37 (d, 1H, H-9, J = 8,2 Hz); 6,96 (dd, 1H, H-7, J=7,5; 7,5 Hz); 7,04—
7,10 (m, 4H, H-8, H-2®, H-4®, H-6"); 7,13-7,18 (m, 2H, H-3®, H-5%); 7,32 (d, 2H, H-2°,
H-6, J= 17,8 Hz); 7,40 (t, 1H, H-4, J= 7,3 Hz); 7,47-7.,54 (m, 3H, H-6, H-3, H-5).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 30,87 (C-2%); 42,66 (C-3%); 47,70 (C-1%);
66,77 (C-3); 123,41 (C-9); 123,84 (C-2® a C-6°); 125,04 (C-7); 127,22 (C-4%); 127,74
(C-4%); 128,39 (C-3® a C-5%); 128,44 (C-2° a C-6%); 129,48 (C-3 a C-5%); 129,81 (C-6);
129,89 (C-5a); 131,44 (C-8); 134,16 (C-1%); 138,65 (C-9a); 140,69 (C-1°); 166,01 (C-5);
168,59 (C-2).

SN NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: & 123,82 (N-4); 141,35 (N-1).
HRMS (ESI+) pro C,4H,CIN,O," ([M+H]+) vypocitané: 405,1364; nalezené: 405,1365.
Cy4H>1CIN,O;: vypocitané: 71,19 % C 5,23 % H 6,92 % N

stanovene: 70,83 % C 5,40 % H 6,90 % N

4-(3-Chlorpropyl)-3-fenyl-3,4-dihydro-1-methyl-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion
(7b)

Bezbarva krystalicka latka; t; = 110-113 °C (benzen); vytézek A

72 %; Ry= 0.26 (38 % FtOAc v PE), R;= 0,68 (12 % EtOAc 4 §
7 ©5
v CHCL). 84
9

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3063, 3004, 2960, 1666, Hi3C

1647, 1603, 1477, 1426, 1375, 1281, 1243, 1152, 1046, 825,
755, 720, 711, 654, 608, 539.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 2,03-2,24 (m, 2H, H-2%); 3,39 (s, 3H,
N-1-CHa); 3,66-3,77 (m, 1H, H-1%); 3,70 (t, 2H, H-3", J = 6,6 Hz); 4,15 (ddd, 1H, H-1*,
J=13,6; 8,3; 6,6 Hz); 5,66 (s, 1H, H-3); 6,82-6,88 (m, 2H, H-2%, H-6"); 6,95-7,00 (m,
1H, H-7); 7,00-7,05 (m, 1H, H-4%); 7,05-7,11 (m, 3H, H-9, H-3®, H-5"); 7,25 (ddd, 1H,
H-8, J=8,7; 7,4; 1,6 Hz); 7,40 (dd, 1H, H-6; J=7.8; 1,6 Hz).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 30,93 (C-2%); 35,22 (N-1-CHj3); 42,68
(C-3™); 47,58 (C-1%); 66,62 (C-3); 120,98 (C-9); 123,83 (C-2° a C-6®); 124,75 (C-7);
127,07 (C-4%); 128,22 (C-3® a C-5P); 129,25 (C-5a); 129,58 (C-6); 131,63 (C-8); 134,40



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

(C-1%); 139,13 (C-9a); 166,14 (C-5); 169,62 (C-2).

>N NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: & 119,64 (N-1), 126,63 (N-4).

HRMS (ESI+) pro C9H,0CIN,O," ([M+H]+) vypocitané: 343,1208; nalezené: 343,1206
C19H9CIN,Ox: vypolitané: 66,57 % C 5,59 % H 8,17%N

stanovene: 66,72 % C 5,61 % H 8,14 % N

4-(3-Chlorpropyl)-3-fenyl-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (7¢)

Bezbarva krystalicka latka; t; = 174—176 °C (benzen); vytézek A

70 %; Ry = 0,30 (3 % EtOH v CHCL;), R, = 0,53 (5 % EtOH 0 ’@
v CHCl3) &%N 55
3). 7
. 8o N%s 1l34
IC spektrum (tableta KBr), em’™: 3324, 2367, 2884, 1713, ° H o

1695, 1605, 1557, 1507, 1445, 1376, 1302, 1263, 1134, 1095,
1040, 932, 790, 757, 726, 704, 595, 521.

'"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: 6 2,02-2,24 (m, 2H, H-2A); 3,63-3,74 (m,
1H, H-1%); 3,70 (t, 2H, H-3%, J = 6,7 Hz); 4,14-4.,30 (m, 1H, H-1%); 5,50 (s, 1H, H-3); 6,85
(d, 1H, H-9, J = 8,0 Hz); 6,92 (dd, 1H, H-7, J = 7.4; 7,4 Hz); 6,94-7,03 (m, 2H, H-25,
H-6"); 7,07 (t, 1H, H-4®, /=71 Hz); 7,15 (dd, 2H, H-3®, H-5%, J=7,5; 7,5 Hz); 7,18-7,23
(m, 1H, H-8); 7,48 (dd, 1H, H-6, J=7.8; 1,1 Hz); 10,71 (s, 1H, H-1).

B3C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 31,08 (C-2%); 42,66 (C-3*); 47,94 (C-1%),
66,31 (C-3); 119,93 (C-9); 123,59 (C-7); 124,15 (br C-2® a C-6®); 127,02 (C-5a); 127,34
(C-4%); 128,37 (C-3® a C-5%); 130,22 (C-6); 131,73 (C-8); 134,19 (C-17); 135,12 (C-9a);
166,27 (C-5); 170,59 (C-2).

SN NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: & 121,80 (N-4); 131,08 (N-1).

HRMS (ESI+) pro C,sHsCIN,O," ([M+H]+) vypocitané: 329,1051; nalezené: 329,1046.
CisH7CIN,O,: vypoditané:  65,75%C 521 %H  852%N

stanovene: 65,95 % C 5,19% H 8,38 % N
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4-Allyl-3-fenyl-3,4-dihydro-1-methyl -1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (13)

Bezbarva pevna latka; t; = 108—110 °C (benzen); vytézek 95 %;

A
Rr = 020 (29 %, EtOAc v PE), Ry = 0,61 (12 %, EtOAc ol
8 54 N 6__5
v CHCL). 7[;[54
I N1/£23 1.34
IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3087, 3025, 2926, 1661, 1638, “hd O

1601, 1478, 1448, 1413, 1378, 1330, 1298, 1278, 1169, 1047,
975,908, 758, 717, 631, 544.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 3,39 (s, 3H, N-1-CH3); 4,37 (dd, 1H,
H-1%, J = 14,9; 6,0 Hz); 4,52 (dd, 1H, H-1%, J = 14.9; 6,3 Hz); 5,25 (d, 1H, H-3%,
J=10,1 Hz); 5,35 (d, 1H, H-2%, J = 17,1 Hz); 5,54 (s, 1H, H-3); 5,89-6,03 (m, 1H, H-2"%),
6,86 (d, 2H, H-2%, H-6", J = 7,8 Hz); 6,98 (dd, 1H, H-7, J = 7,5; 7,5 Hz); 7,01 (t, 1H, H-4%,
J=6,98 Hz); 7,05-7,11 (m, 3H, H-9, H-3®, H-5%); 7,23-7,29 (m, 1H, H-8); 7,41 (dd, 1H,
H-6;J=17,8; 1,2 Hz).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 35,19 (N-1-CH3); 52,04 (C-1%); 66,05
(C-3); 118,85 (C-3%); 120,93 (C-9); 123,95 (C-2B a C-6°), 124,71 (C-7); 127,08 (C-4"),
128,17 (C-3" a C-5%); 129,10 (C-5a); 129,60 (C-6); 131,66 (C-8); 132,53 (C-2%); 134,39
(C-1%); 139,17 (C-9a); 165,83 (C-5); 169,45 (C-2)

HRMS (EST") pro CoH 9N, ([M+H]") vypoéitané: 307,1441; nalezené: 307,1441

5.2.3 Derivaty pyrrolobenzodiazepin-5,11(10H,11aH)-diont
10,11a-Difenyl-2,3-dihydro-1H-benzo|e|pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11(10H,11aH)-
dion (8a)

Bezbarva krystalickd latka; t, = 226-230 °C (benzen); vytézek
77 %; Rr= 0,12 (29 % EtOAc v PE), Ry= 0,37 (CHCly).

IC spektrum (tableta KBr), em’™: 3051, 2884, 1694, 1626, 1601,

1491, 1457, 1407, 1330, 1310, 1243, 1143, 1107, 1075, 1009,
846, 762, 750, 709, 699, 607. 577, 536.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,80-1,95 (m, 3H, H-1, 2 x H-2); 3,12—
3,24 (m, 1H, H-1); 3,75-3,92 (m, 1H, H-3); 4,07-4,20 (m, 1H, H-3); 6,30 (d, 1H, H-9,
J= 28,0 Hz); 6,95 (dd, 1H, H-7, J = 7,3; 7,3 Hz); 6,98-7,14 (m, 6H, H-8, H-2%, H-3", H-4®,
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H-58, H-6%); 7,28 (d, 2H, H-2*, H-6", J= 7,5 Hz); 7,35-7,41 (m, 1H, H-4%); 7,44-7,56 (m,
3H, H-6, H-3"*, H-5%).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 22,26 (C-2); 42,52 (C-1); 49,32 (C-3);
70,84 (C-11a); 123,53 (C-2° a C-6"); 124,00 (C-9); 124,80 (C-7); 126,95 (C-4%); 127,52
(C-4™); 128,33 (C-3% a C-5%); 128,57 (C-2* a C-6™); 129,16 (C-6); 129,34 (C-3* a C-5™);
130,03 (C-5a); 131,38 (C-8); 139,00 (C-9a); 140,26 (C-1%); 141,74 (C-1*); 164,57 (C-5);
169,32 (C-11).

>N NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: & nebyl detekovan (N-4), 140,90 (N-10).
HRMS (EST") pro Co4Hy1N,0, " ([M+H]") vypoéitané: 369,1598; nalezené: 369,1599.
C24H2()N2022 Vypoéitané: 78,24 % C 5,47 % H 7,60 % N

stanoveneé: 77,92 % C 5,37 %H 7,51 % N

11a-Fenyl-2,3-dihydro-10-methyl-1H-benzo[e]|pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-
5,11(10H,11aH)-dion (8b)

Bezbarva krystalicka latka; t;, = 183—186 °C (benzen); vytézek
91 %; Rr= 0,49 (12 % EtOAc v CHCl3), R,= 0,16 (38 % EtOAc
v PE).

(e spektrum (tableta KBr), em’: 2983, 2872, 1666, 1636, 1603,
1492, 1463, 1402, 1354, 1240, 1153, 1098, 1052, 996, 851, 754,
704, 598, 527.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,77-1,97 (m, 3H, H-1, 2 x H-2); 3,12—
3,24 (m, 1H, H-1); 3,39 (s, 3H, N-10-CH3); 3,70-3,83 (m, 1H, H-3); 3,99-4,11 (m, 1H,
H-3); 6,80 (d, 2H, H-2®, H-6°, J = 7,3 Hz); 6,93-6,99 (m, 2H, H-7, H-4%); 6,99-7,06 (m,
3H, H-9, H-3%, H-5%); 7,18-7,25 (m, 1H, H-8); 7,42 (dd, 1H, H-6, J=7,7; 1,3 Hz).

13C NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: 8 22,29 (C-2); 36,47 (N-10-CHj); 42,60
(C-1); 49,22 (C-3); 70,87 (C-11a); 121,47 (C-9); 123,46 (C-2® a C-6"); 124,56 (C-7);
126,80 (C-4%); 128,15 (C-3® a C-5P); 128,88 (C-6); 129,44 (C-5a); 131,59 (C-8); 139,57
(C-9a); 140,53 (C-1%); 164,74 (C-5); 170,46 (C-11).

'SN' NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: & 118,84 (N-10); 140,91 (N-4).

HRMS (EST") pro CoH9N,O, " ([M+H]") vypoéitané: 307,1441; nalezené: 307,1443.
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C19H13N2022 Vypoéitané: 74,49 % C 5,92 % H 9,14 % N

stanovené: 74,57 % C 5,25%H 9,04 % N

11a-Fenyl-2,3-dihydro-1H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11(10H,11aH)-dion
(8¢)

Bezbarva krystalicka latka; t; = 242-247 °C (benzen);
vytézek 73 %; Ry= 0,18 (50 % EtOAc v PE), Rr= 0,42 (30 %
EtOAc v CHCI3). 8
(e spektrum (tableta KBr), em™: 3219, 2883, 1698, 1605,

1574, 1481, 1445, 1415, 1341, 1257, 1226, 1149, 1009, 690,
877,795,762, 700, 642, 527.

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz), ppm: & 1,74-1,97 (m, 3H, H-1, 2 x H-2); 3,09—
3,23 (m, 1H, H-1); 3,75-3,90 (m, 1H, H-3); 3,95-4,08 (m, 1H, H-3); 6,81 (d, 1H, H-9,
J= 8,0 Hz); 6,86-6,96 (m, 3H, H-7, H-2®, H-6"); 7,00 (t, 1H, H-4®, J =72 Hz); 7,09 (dd,
2H, H-3® H-5®, J =17,5; 7,5 Hz); 7,14-7,20 (m, 1H, H-8); 7,48 (d, 1H, H-6, J = 7,7 Hz);
10,66 (s, 1H, H-10).

BC NMR spektrum (DMSO, 101 MHz), ppm: & 22,12 (C-2); 41,65 (C-1); 49,78 (C-3);
70,29 (C-11a); 120,07 (C-9); 123,38 (C-7); 123,73 (C-2° a C-6®); 126,79 (C-5a); 127,06
(C-4%); 128,27 (C-3® a C-5%); 129,52 (C-6); 131,64 (C-8); 135,28 (C-9a); 140,36 (C-1°);
165,02 (C-5); 171,18 (C-11).

>N NMR spektrum (DMSO, 41 MHz), ppm: & 130,84 (N-10); 208,75 (N-4).
HRMS (EST") pro C;gH7N,O, " ([M+H]") vypoéitané: 293,1285; nalezené: 293,1284.
C18H16N2022 Vypoéitané: 73,95 % C 5,52 % H 9,58 % N

stanoveneé: 73,78 % C 5,45 %H 9,55 % N
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ZAVER

Jak jiz bylo v pritbéhu textu této prace jist¢ mnohokrat konstatovano, prezentovana
problematika plynule navazuje na piedesly vyzkum, ktery byl vénovan studiu bazicky
indukovanym intramolekuldrnim piesmykiim 3-(propargylamino)chinolindiont. Tyto
izomerizaéni reakce v konecném dusledku vedly k PBD snenasycenym péticlennym
kruhem. OvSem po prostudovani dostupné literatury zaméfené na biologickou aktivitu
PBD bylo zjisténo, Ze mnohem vice zajimavych uCinkti poskytuji tyto tricyklické

slouceniny majici péticlenny kruh zcela nasyceny.

Rada publikovanych metod vénujicich se této problematice vyuziva jako vychozi
slouceniny pomérné slozité derivaty pyrrolu, respektive pyrrolidinu, anthranilovych
kyselin, anebo isatoovych anhydridii. Tato skute¢nost nas vedla k mySlence navrhnout
jednoduchou syntetickou drahu vedouci k syntéze PBD s nasycenym péti¢lennym kruhem
a ovetit jeji proveditelnost. Hlavni snahou bylo vychazet z lehce dostupnych vychozich
latek s moznosti pestré variability substituentl, jejichz piiprava je moznd ve vétSich
mnozstvich s vysokymi vytézky a financn¢ nenakladna. Dalsi podminkou bylo, aby pro
jednotlivé promény vychoziho substratu nebyly pouzivany nikterak specialni cinidla,
reagenty, katalyzatory a aparatury. Ponévadz se nase vyzkumna skupina na UTB na Ustavu
chemie dlouhodob¢ vénuje studiu reaktivity chinolindionii a soucasn¢é v odborné literatute
neni o jejich preméné na pyrrolobenzodiazepindiony Zadné zminky, byly vybrany jako
zéakladni material. V experimentalni ¢asti prace jsou diskutovany celkem Ctyfi navrzené
syntetické strategie vychazejici z chinolindionli, a to jak zpohledu jednoduchosti ¢i
vytéznosti jednotlivych syntetickych mezistupiili, tak i z pohledu spektralni interpretace

presentovanych struktur.

Z provedenych experimentl a jejich vysledkti neni mozné ucinit obecny, jednoznacny
zaver, kterd navrzena syntetickd strategie je pro pfipravu pyrrolobenzodiazepindionti
z chinolindionti nejvice vyhodnd, protoze dosti zavisi na typu substituentu v poloze 1,
1 pfesto, ze je pomémné vzdalen od reak¢niho mista. Jejich vliv na pribéh reakci byl

pozorovan predevsim v poslednich krocich syntézy.

Jelikoz z4dna synteticka cesta necinila vyrazné potize, je mozné je zhodnotit pouze na
zéklad¢ celkového vytézku, v némz jsou zahrnuty relativni vytézky jednotlivych reakcnich
kroki pocinaje od syntézy vychozich 3-(3-hydroxypropylamino)chinolindionti az po

pyrrolobenzodiazepindiony.
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Pro N-fenylovy derivat se jako nejlepsi cesta snejvyssim vytézkem PBD ukazala
puvodné zamyslend cCtyrkrokova syntéza (ve Schématu 12 na str. 29 oznacena jako
strategie 2), kterd v poslednim stupni konverze uc¢inkem TMG necekan¢ poskytovala PBD
8a a jen nepatrné mnozstvi pavodné ocekavaného BZD 7a. Celkovy vytézek izolovaného
PBD 8a ¢inil 49 %. Dalsi dvé cesty, oznacené jako strategie 1 a strategie 3, 1 kdyZ jedna
z nich byla o jeden reakéni stupeni delsi, poskytly prakticky stejny celkovy vytézek (41) %
PBD 8a.

Rozdilné vysledky vyvstaly v ptfipadech N-methylového a N-nesubstituovaného
derivatu. U téchto slouCenin bylo paradoxné dosazeno nejvysSich vytézku delsi
ctyikrokovou cestou (ve Schématu 12 na str. 29 oznacena jako strategie 1), ktera vedla ve
vysledku k celkovému vytézku 46 % PBD 8b a 38 % 8c. Nizsi vytézky tiikrokové cesty,
oznacené jako strategie 3, pohybujici se okolo 35 % PBD 8b a 8c, jsou vykoupeny
potiebou kratSiho Casu nutného pro realizaci syntézy s menSim poctem reakénich stupiid.
Pro oba derivaty byla nejhorsi varianta strategie 2, ktera davala prakticky polovi¢ni

mnozstvi zadanych produktii 8b a 8c.

Ptestoze posledni uvedena reakcni cesta vychazejici z 3-(allylamino)chinolindionu
navrhovala syntézu PBD jen ve tfech krocich, vzhledem k netspéSnosti posledniho
st¢Zzejniho kroku, byla tato reakéni cesta pro syntézu pozadovaného typu sloucenin
nevhodna. Nicméné se nam tieba otvird cesta k novym derivatim, o kterych jsme pivodné

ani neuvazovali.
Podafi se zjistit, o jaké slouCeniny se jedna? Syntetizoval jejich derivaty jiz nékdo pred
nami? Budou tyto slou¢eniny v néjakém ohledu lepsi nez ty, co jsme zadméerné ptipravili?

Ze by zase n&jaka ndhoda?
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACN acetonitril

ADC konjugat protilatka-1é¢ivo

BZD benzodiazepin

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

ESI-GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci
ESI-MS hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
EtOAc ethylester kyseliny octové

EtOH ethanol

G guanin

GABA y-aminomaselnd kyselina

HIV virus lidské imunodeficience

HRMS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
i-Pr isopropyl

Me methyl

MRSA methicilin-rezistentnim Staphylococcus aureus

NMR nuklearni magnetickd rezonance

PBD pyrrolobenzodiazepin

PE petrolether

Ph fenyl

Py pyrimidinova baze

RVO rota¢ni vakuova odparka

TLC chromatografie na tenké vrstvé

T™MG 1,1,3,3-tetramethylguanidin
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PRILOHA P I: STRATEGICKE CESTY 1-3 S UVEDENYMI VYTEZKY

PRO JEDNOTLIVE DERIVATY A—C

O H
90 % ©\)igh\/\/OH strategie 2: 79 %
H . 0,
'}l 0 strategie 3: 79 %
Ph

4a

Jstrategie 1: 67 %

/\/\OH (o] /\/\CI (@]

N P, N [P, N
(Ph strategie 1: 88 % /(Ph strategie 1: 77 %
A A o
Ph Ph Ph
6a 7a 8a
strategie 1 strategie 2 strategie 3
celkovy vytézek 41 49 40

V celkovém vytézku Strategie 2 neni zapocitan vytézek slouCeniny 7a, z divodu

piimé pfemény slouceniny 5a na 8a vyvolané u¢inkem TMG.

(0] H O H
86 % ©\)J]ish\/\/OH strategie 2: 96 % @fish\/\/ﬂ
B —_—
N0 strategie 3: 96 % N X0 strategie 3: 43 %
| |
ab Me 5b Me
Jstrategie 1:81% lstrategie 2:41%
/\/\OH 0 /\/\CI
N strategie 1: 72 % N strategie 1: 91 % N
/(ph Strategie 1:72% /(ph strategie 1: 91 %
H . 0,
’\l 5 5\1 . strategie 2: 91 % 5\1 OPh
Me Me Me
6b 7b 8b
strategie 1 strategie 2 strategie 3
celkovy vytézek 46 31 35

V celkovém vytézku Strategie 2 je zahrnut vytézek produktu 7b a nasledné 1 vytézek

jeho pfemény na 8b vyvolané t¢inkem NaH.



O H

94% Eh\/\/OH strategie 2: 88%
—_— _ =
N0 strategie 3: 88 %

H

4c
lstrategie 1:79%
O

OH 0 cl
N/J N/J

. ; o i . 0,
/(Ph strategie 1: 70 % /gﬁph strategie 1: 73 %
Ph
N N N
|_’| (6] H 0 H o
6¢ 7c 8c
strategie 1 strategie 2 strategie 3
celkovy vytézek 38 22 34

V celkovém vytézku Strategie 2 neni zapocitan vytézek slouceniny 7¢, z davodu

piimé ptemény slouceniny Sc na 8c vyvolané a¢inkem TMG.
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