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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Katedra organické a bioorganické chemie

Student: Marek Macus
Veduci prace: Ing. Galina Karabanovich, Ph.D.

Nazov préce: Syntéza analog dexrazoxanu

Antracyklinové antibiotikd, ako napriklad daunorubicin, doxorubicin, epirubicin a d’alSie,
patria medzi najefektivnejsie antineoplastikd. Pouzivaju sa na liecbu nielen leukémii, ale aj
solidnych nadorov. Medzi limitujice faktory tychto velmi ucinnych latok patri ich
kardiotoxicita. Predpoklada sa, ze kardiotoxicita mdze vznikat’ bud’ na podklade interakcie
s Fe 16nmi, vd’aka ktorym sa tvoria reaktivne formy kyslika (ROS), alebo ide o priame
poskodene vizbou ANT na topoizomerazu IIf v kardiomyocytoch. Nevratné poskodenie
buniek srdcového svalu moézZe viest az ku srde€nému zlyhdvaniu. Jedinou klinicky
pouzivanou latkou k terapii kardiotoxicity vyvolanej ANT je dexrazoxan (DEX). Ide
o bisdioxopiperazinovy derivat, ktorého mechanizmus U¢inku nie je Uplne objasneny.
Existuji dve zékladné hypotézy: 1. cheldcia intracelularnych ionov zeleza a obmedzenie

vzniku ROS, 2. katalyticka inhibicia topoizomerazy IIf.
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Obrazok 1. Struktara DEX a jeho analégov, pripravenych v ramci tejto praci

Cielom prace bolo pripravit analogy DEX s pozmenenym spojovacim retazcom.
Konkrétne butan-2,3-diylovy analdég (JAS) a pentan-2,3-diylovy analég (EMD). Prvym
kl'i¢ovym bodom syntézy oboch analdégov bola priprava odpovedajucich diaminov.
Vychodiskové latky boli butan-2,3-diol a pentan-2,3-dioén, ktory bol redukovany na
pentan-2,3-diol. V priebehu syntézy bolo nutné oddelit’ diasteroizoméry, aby boli ziskané
Cisté latky alebo Cisté racemické zmesi. Pri syntéze EMD, separacia diastereoizomérov

prebiecha vo faze tetra(ferc-butyl) esteru 2,3-diaminopentan-N,N,N' N'-tetraoctove]



kyseliny pomocou stipcovej chromatografie. V pripade JAS bolo mozné racemat od meso-
formy oddelit pri priprave diamin dihydrochloridu, vdaka roznej schopnosti
vykrystalizovat’ z reakénej zmesi. Kritickym bodom oboch syntetickych dréh je cyklizacia
bisdioxopiperazinovych cyklov, pri ktorej existuju dve moznosti. Prvy spdsob je cyklizacia
N,N,N' N'-tetraoctovej kyseliny vo formamide za vysokej teploty. Druhy sposob vychadza
z tetramethyl esteru a cyklizacia prebieha v dioxéne s formamidom za pridavku hydridu

sodného. Obe cykliza¢né reakcie poskytuji produkty vo vytazku 11-66 %.
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Schéma 1: Skratena schémy syntézy bisdioxopiperazinovych analdgov

Jednotlivé diastereoizoméry boli ndsledne podrobené testom na ich kardioprotektivnu
aktivitu a inhibiciu topoizomerazy IIf in vitro. Bolo zistené, Ze pre ucinok je ddlezité
postavenie substituentov na spojovacom retazci. Dalej sa zistilo, Ze latky v maja

kardioprotekcénu aktivitu, ale len v sprdvnom usporiadani na chirdlnych uhlikoch.
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Anthracycline antibiotics (ANT), such as daunorubicin, doxorubicin or epirubicin, belong
amongst the most effective antineoplastic drugs. They are being used to treat leukemias as
well as solid tumors. One of the limiting factors of these highly active substances is their
cardiotoxicity. Supposedly, cardiotoxicity can originate in the following basis; either by the
interaction with Fe ions which form reactive oxygen species (ROS) or directly caused by
the inhibition of topoisomerase IIf by ANTs in cardiomyocytes. Irreversible damage to
heart muscle cells can lead to heart failure. Dexrazoxane (DEX) is the only drug clinically
used for ANT-inducted cardiotoxicity prevention. DEX is a bisdioxopiperazine derivative,
and its mechanism of action is not fully clear. There are two main hypotheses: 1. chelation
of intracellular iron ions and reduction of ROS formation, 2. catalytic inhibition of

topoisomerase II3.
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Figure 1: Structure of dexrazoxane and dexrazoxane analogues prepared in this thesis.

The thesis aimed to prepare DEX analogues with a modified linker. Namely, the butane-
2,3-diyl analogue (JAS) and pentane-2,3-diyl analogue (EMD). The first key point in the
synthesis of the desired analogues was the preparation of the corresponding diamines. The
initial compounds were butane-2,3-diol and pentane-2,3-dione, reduced to pentane-2,3-
diol. It was necessary to separate the diastereomers during the synthesis to obtain pure
products and/or pure racemic mixtures. In the EMD synthesis, the separation of

diastereomers took place during the purification of tetra(zert-butyl) ester of 2,3-



diaminopentane-N,N,N',N'-tetracetic acid through the column chromatography. The JAS
synthesis enabled the separation of racemate from meso-form of butane-2,3-diamine
dihydrochloride due to their different ability to crystallize from the reaction mixture. The
critical point of the synthesis was the cyclization of bisdioxopiperazine cycles. Two
alternative approaches were utilized. The first method was the cyclization of N,N.N',N'-
tetraacetic acid in formamide at a high temperature. The second method used tetramethyl
ester, which cyclized in dioxane using formamide and sodium hydride. Both cyclization

reactions resulted in the final products in the yield 11-66 %.
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Figure 2: Scheme of synthesis bisdioxopiperavine derivatives

Me (JAS)
Et (EMD)

The final compounds were tested for cardioprotective potential and their inhibitory activity
to topoisomerase I in vitro was examined. The results showed that the position of the
substituents on the linker has an impact on their effectiveness. Furthermore, both
substances proved to have cardioprotective activity, but it depended on the configuration

on the chiral carbons.
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1 UVOD

Rakovina patri medzi zavazné civilizacné ochorenia. Podla WHO sa odhaduje, ze

celosvetovo v roku 2020 rakovine podl'ahlo skoro 10 milionov I'udi.[1]

Na terapiu leukémii aj solidnych nadorov sa pouzivaju lieciva nazyvané antineoplastika.
Medzi latky pouzivané v beznej praxi, s veI'mi dobrym ucinkom, patria antracyklinové
antibiotikd (ANT). Tieto latky, ako doxorubicin, daunirubicin, epirubidin a d’alSie, maja
okrem beznych neziaducich u¢inkov (NU), ako je nauzea, poruchy traviaceho traktu,
alopécia aj zavazné kardio-vaskularne NU. Vyrazna ireverzibilnd kardiotoxicita je

charakteristicky NU pre vietkych zastupcov tejto farmakodynamickej skupiny.

Jedinym pouZzivanym lie¢ivom v dnesnej dobe, registrovanym ako kardioprotektivum pri
liecbe ANT, je dexrazoxan (DEX). Ide o bisdioxopiperazinovy derivat. Na druhej strane
jeho pouzivanie spolu s ANT pravdepodobne zvysuje ich hematotoxicitu a NU na traviaci
trakt, tym sa jeho pouzivanie vyrazne limituje. Mechanizmus ucinku DEX stdle nie je
dokonale objasneny, zostdva mnoho otdzok o tom, ako tdto latka naozaj funguje.
Najpravdepodobnejsie st dve hypotézy: Chelacia intracelulirnych Fe idnov

v kardiomyocytoch a inhibicia topoizomeraz.[2]

Jednou z hlavnych néplni vyskumu kardioprotektiv je objasnenie a potvrdenie mechanizmu
uc¢inku DEX. K tomu napoméha Studium derivatov DEX a zéavislosti medzi ich Struktarou

a kardioprotektivnym uc¢inkom.
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Obrazok 1: Zakladna Struktira bisdioxopiperazinovych derivatov odvodenych od dexrazoxanu



2 TEORETICKA CAST

2.1 ANT aich kardiotoxicita

ANT patria medzi najCastejSie pouzivané cytostatika (Obrazok 2). Ich vyhodou je Siroké

spektrum tc¢inku, ktoré zahfna pouzite pri leukémii, ale aj pri terapii solidnych nadorov.
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Obrazok 2: Priklady antracyklinov

Mechanizmus ucinku latok vychadza zo schopnosti viazat sa na DNA, tym dochéadza
k inhibicii syntézy nukleovych kyslin anasledne aj k inhibicii mitézy buniek.[3]
Pouzivanim ANT dochddza k destrukcii kardiomyocytov, morfologické zmeny su ¢astejSie
pozorované na lavej komore. Tieto zmeny mozu viest az k srdcovému zlyhaniu.
Predpoklada sa, Ze kardiotoxicita vznika na podklade interakcie s Fe i6nmi, vd’aka ktorym

sa tvoria reaktivne formy kyslika (ROS) (Obrazok 3).
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Obrazok 3: vznik ROS pri pouzivani anthracyklinov (prevzaté z Simtinek, 2009 [4])

ANT  indukuju vznik ROS ich cyklickou redoxnou reakciou medzi
chinon/semichinondvou formou, t4 podporuje vznik superoxidov, ktoré nasledne interaguju
v Heber-Weisovej reakcii za vzniku hydroxylovych radikdlov. Tato velmi nebezpecna
forma ROS atakuje biomolekuly v kardiomyocytoch. Tym nastava zmena v molekulach
a dochadza k smrti buniek. ANT su tiez schopné vytvérat’ chelaty so Zelezom. Nasledna

kaskada reakcii vedie k d’alsiemu vzniku ROS.

Dalsou hypotézou je priame poskodene DNA vizbou ANT na topoizomerazu IIp
v kardiomyocytoch.[4] K pridruZzenym symptémom deStrukcie kardiomyocytov patria
arytmie, hypertenzia, predlZzenie QT intervalu, atrio-ventrikularne bloky. Aj ked’ nepatria
priamo ku kardiotoxicite, su klasifikované ako d’alsie NU. Oneskorena kardiotoxicita sa
modze objavit’ aj po roku od ukoncenia terapie ANT. Tym sa tato skupina antineoplastik

stava jednou z najnebezpecnejsie pouzivanych v sti¢asnej terapii rakoviny.[5]

11



2.2 Dexrazoxan
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Obrazok 4: Vzorec dexrazoxanu

Jedna sa o pravotocivy izomér (S)-4,4'-(propan-1,2-diyl)bis(piperazin-2,6-dion) s teplotou
topenia 191-197 °C. Medzi d’alSie dolezité fyzikalne vlastnosti latky patri pocet donorov
vodikovych vézieb 2, pocet akceptorov vodikovych vézieb 6. Pocet rotovatelnych vizieb
v molekule DEX je 3 a jeho rozpustnost’ vo vode pri 25 °C bola stanovena na 10—12 mg/ml;
logP je —2,6 apKa 2,1.[6] Tato latka nebola povodne vyvijand ako kadioprotektivum.
Razoxan, racemicka zmes oboch izomérov, vykazoval antiproliferativny efekt a mal sluzit
napriklad na liecbu psoridzy.[7] Podla Studie bol dobre tolerovany, avSak mal pomerne
vysoku toxicitou ku kostnej dreni. Pravotocivy izomér DEX ma lepSiu rozpustnost’
a pouziva sa vo forme hydrochloridu, jeho ATC je klasifikacia VO3AF02. Aplikuje sa ako
kratkodoba infuzia (15 minut) 30 minat pred podanim ANT. Davka odpoveda 10-nasobku
davky ANT. DEX sa neodporaca uzivat’ pri vakcindcii proti zltej zimnici a ostatnych
atenuovanych vakcinach z dovodu vzniku fatdlneho generalizovaného ochorenia po

vakcinacii.[ 8]
2.3 Predpokladané mechanizmy ucinku bisdioxopiperazinov
Kardioprotektivny G¢inok DEX stale nie je dokonale objasneny. Existuju dve zékladné

hypotézy:

2.3.1 Hypotéza chelacie Fe ionov
COOH COOH

N__COOH —— J\/N CONH
HOOC/\)N/\/ ~ HOOC/\)N ~ 2

HOOC H,NOC

Obrazok 5: Podobnost’ EDTA a metabolitu dexrazoxanu ADR925

Chelac¢na aktivita DEX je odvodena od podobnosti jeho metabolitu ADR925 s kyselinou

etyléndiamintetraoctovou (EDTA), zndzornenych na obrazku 5. Po rozstiepeni
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piperazindionovych kruhov DEXu dostaneme analdog prave spominanej kyseliny.
Predpoklada sa, Ze chelacna schopnost DEX je vysSia ako pri ANT, tym padom,
nedochadza k tak vysokej tvorbe ROS a znizuje sa kardiotoxicita ANT.[4, 9—11]

2.3.2 Hypotéza inhibicie topoizomerazy 11 (TOP2B)

Topoizomerazy (TOP) st enzymy schopné menit’ terciarnu Struktiru DNA bez vplyvu na
primarnu a sekundarnu. St zapojené do replikécii DNA. Pricom rodina TOP I §tiepi jedno
vlakno, rodina TOP II §tiepi obe vlakna DNA. Existuju dve isoformy topoizomerazy I1[12]
- topoizomeraza Ila (TOP2A) a topoizomeraza II (TOP2B). TOP2A tvori dvojvlaknové
zlomy s presahom Styroch parov baz, ma schopnost’ zjednodusovat’ topologiu DNA a je
pritomna vo vsetkych bunkédch, vo vSetkych organizmoch.[13] TOP2B sa nachéadza
v neproliferujucich bunkach ako su kardiomyocity. Tvori dvojvlaknové zlomy s presahom
2 péarov baz a nezjednodusSuje topoldogiu DNA. Taktiez nie je pritomnd vo vSetkych
organizmoch. Prdve TOP2B sa javi ako kI'icovd molekula pri vzniku kardiotoxicity po
pouziti ANT. DEX inhibuje [14] anasledne depletuje TOP2B v myoblastoch, zatial
neobjasnenym mechanizmom, tym pravdepodobne brani neziaducej interakcii TOP2B

s ANT a pdsobi ako kardioprotektivum.[9, 15, 16]

2.4 Derivaty DEXRAZOXANU

Vyvoj novych derivatov by mal pomoct’ objasnit’ mechanizmus u¢inku DEX a zistit’ vzt'ah
medzi Struktirou a kardioprotektivnou aktivitou. Ma viest k derivitom s vySSou
rozpustnostou a vystupiiovanou kardioprotekivnou aktivitou. Taktiez by bolo vyhodou
znizit terapeutickli davku atym predchadzat vyskytu NU na davke zavislych.
Neodmyslite'nou sti¢ast’ou je vytvorit’ spol'ahlivli syntetickt cestu s dostato¢ne vysokym
vytazkom. Zmeny na molekule st mozné bud’ na spojovacom retazci, alebo obmeny na

piperazindionovych kruhoch.[17-19]

2.4.1 44'-(Butan-2,3-diyl)bis(piperanin-2,6-dion)

V ramci tejto prace bude latka 4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperanin-2,6-didon) ozna¢ovana ako
JAS (meso-JAS, rac-JAS); meso-forma tejto latky sa v literature vyskytuje taktiez pod
ozna¢enim ICRF-193.

13
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Obrazok 6:Vzorec 4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperanin-2,6-dionu)

JAS je analég DEX ktory ma na etylénovom spojovacom retazci pridani metylova
skupinu. Tato latka sa vyskytuje vo dvoch enantiomérnych forméch a opticky inaktivnej

meso-forme.

Tato latka ma sumarny vzorec C12HisN4Og a relativnu molekulovi hmotnost’ 232,3. LogP
nebol zmerany, ale je vypocitany metodou XlogP3-aa na hodnotu —1. V molekule sa
nachadzaju 2 donory H-vézby a 6 akceptorov H-vézby. Pocet rotovatelnych vizieb latky
je 3. Teplota topenia jednotlivych diastereoizomérov bola stanovena na hodnotu 217 °C pre

racemat a 318 °C pre meso-formu.[20, 21]

Meso-forma bola v minulosti Studovana ako mozné antiproliferativna latka, na zaklade
podobnosti s DEX. V §tudii sa zaoberaji inhibiciou TOP2A ako mechanizmom
antiproliferativneho ucinku. Ten bol preukdzany na bunkovych liniach a bola stanovena

hypotéza, Ze prave inhibicia TOP2A je zodpovedna za antiproliferativny uc¢inok.[22]

In vitro $tadie kardioprotekcie boli uskuto€nené na bunkovej linii H9¢2 (embryonélne
myoblasty potkana). Ide o proliferujice bunky odlisné od kardiomiocytov. Tieto bunky vo
vel’kom exprimuji TOP2A, afinita k tejto izoforme TOP2 uz bola overena experimentmi
nielen pre JAS, ale aj pre DEX. Ukazalo sa, Ze meso-JAS aj DEX maju protektivnu aktivitu
voci kardiotoxicite indukovanej ANT, taktieZ je spomenuté, ze na i¢inkom by mohla stat

inhibicia TOP2B.[16, 23]

Této latka bola d’alej Studovand in vivo na zistenie jej G€inku voci akutnej toxicite ANT.
Zvieratam bola jednorazovo podand vysoka davka ANT a nésledne bola podand meso-
forma JAS. V tomto pripade ale pouzite tejto 1atky nemalo signifikantny vysledok v zniZeni

akutnej toxicity ANT.[24]

Racemat JAS s absolutnou konfigurdciou §,$ a R,R je menej preskimana latka ako meso-
forma. Je publikovana jej aktivita vo¢i TOP2, t4 je mnohonasobne nizsia ako pri meso-

forme. Autori usudzuju Ze stereochémia racematu zrejme neposkytuje vhodnu konformaciu
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alebo ma fyzikalno-chemické vlastnosti, ktoré st nezlu¢itené s vizbou na enzym. Dalej sa
zistilo, ze racemat je viac rozpustny vo vode, avSak je menej stabilny. Taktiez zo Studie
zroku 1970 vyplyva, ze pre kardioprotekénu aktivitu JAS je dolezité postavenie
substituentov na postrannom retazci. Zistili, Ze meso-forma ma aktivitu voci ANT

indukovanej kardiotoxicite, avSak racemat tato aktivitu nevykazoval.[20]

Z publikovanych stadii je mozné v§imnut si, ze U€inky tejto latky neboli Studované na

ucinok voci kumulativnej chronickej kardiotoxicite v korelacii s TOP2B.

2.4.2 4,4'-(Pentan-2,3-diyl)bis(piperanin-2,6-dion)

Vramci tejto prace bude latka bude 4,4'-(pentan-2,3-diyl)bis(piperanin-2,6-didn)
oznacovana ako EMD (erythro-EMD, threo-EMD); erythro-EMD sa v literature vyskytuje
tiez pod oznacenim ICRF-202.

Obrazok 7: Vzorec 4,4'-(pentan-2,3-diyl)bis(piperanin-2,6-dion)

EMD je spomenuty v niekol'kych Stidiach. Ide o analég DEX, kde je namiesto propan-1,2-
diylu zavedeny pentan-2,3-diyl. Latka sa prirodzene vyskytuje v dvoch

diastereoizomérnych formach, erythro- a threo-forme.

Tato latka ma relativhu molekulovou hmotnost’ 293,3 a sumarny vzorec C13H20N4O4. LogP
nebol pre latku zmerany, avSak je publikovany jeho vypocet pomocou metody XlogP3-AA
na hodnotu —0,4. V molekule sa nachadzaji 2 donory H-vizby a 6 akceptorov H-vizby.
Pocet rotovatel'nych vizieb je 4. Teplota topenia jednotlivych diastereoizomérov bola

namerana pre erythro-formu 274-277 °C a pre threo-formu 180 °C.[25-27]

Tym, Ze ide o derivat DEX sa usudzuje, Ze mé chelacnu aktivitu vo¢i intracelularnym
ionom zeleza [28]. V tejto praci vSak tato schopnost’ nebola preskimana. Tym, Ze uz bolo
zname, ze bisdioxopiperazinové derivaty maju inhibi¢nu aktivitu vo¢i TOP2, praca tito
vlastnost’ popisuje ako nevyhodu. Prave tato interakcia moze viest’ ku vzniku sekundarnych

malignit.[28]
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V publikovanych pracach sa uvadza DL-forma tejto latky. Zistilo sa, Ze prave erthro-forma,
ktorej absolutna konfiguracia odpoveda R,S a S,R postaveniu alkylov postranného ret’azca,
je zodpovedna za ti€inok latky. Prave erythro-forma vykazovala signifikantny ucinok proti

leukemickym bunkam.[25]

Dalsie $tidie popisuji, Ze zavedeni etylového fragmentu do molekuly DEX zvysi lipofilitu
latky a nasledne aj jej toxicitu na tkanivovych kultirach in vitro. Testy na bunkovych
liniacch BHK-21S (baby hamster kidney cell) ukazali, Ze inhibi¢nd aktivita erythro-formy
latky k TOP2 koreluje s cytotoxicitou na danej bunkovej linii.[29, 30] Podobny vysledok
ma préaca, ktord skiima inhibiciu TOP2 pomocou bisdioxopiperazinov a cytotoxicitu
k leukemickym bunkdm. Aj v tejto praci sa ukazuje, ze antiproliferativny ucinok koreluje
s inhibiciou tohto enzymu. Neuvadza sa vSak, ktoru izoformu TOP2 vramci Stadie

testovali.[11]

Latky meso-JAS aj erythro-EMD maju inhibi¢nu aktivitu k prirodnym a mutantnym typom
TOP2A. Avsak meso-JAS vykazuje tato aktivitu v koncentracii desatkrat nizSej ako
erythro-EMD.[19]

O threo forme EMD nie su publikované data ohl'adom jej aktivity.

Prace popisuju tento bisioxopiperazinovy derivat ako latku s cytotoxickou aktivitou, nie
ako kardioprotektivum. V ramci §tadii nebol skimany vzt'ah medzi inhibiciou TOP2B

a kardioprotektivnou aktivitou pri kardiotoxicite indukovanej ANT.
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2.4.3 Derivaty DEX s pozmenenym spojovacim ret’azcom
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Obrazok 8 Niektoré derivaty dexrazoxanu s pozmenenym spojovacim retazcom, popisané v inych pracich alebo
pripravované v ramci nasej vyskumnej skupiny (kody ICRF patria k praci Snapka, a kol., Herman, a kol)[20, 29, 31]

Zmeny na retazci v molekulach bisdioxopiperazinovych derivatov moéZzeme zaradit’ do
homoldgie, teda zavedenie -CHz- do molekuly. To znamend, Ze sa meni bud’ postranny

retazec — alkylovy typ (1-7) alebo spojovaci retazec — alkylénovy typ (8, 9).

Derivat Cislo 1 obsahuje na jednom uhliku spojovacieho retazca dva metylové zvysky, tym
pidom nejde oopticky aktivnu latku. Studie ukézali, Ze latka nevykazuje

kardioprotektivnu aktivitu.[31]

Latka 2 obsahuje len etylénovy spojovaci retazec bez inych skupin a je metabolitom
SOBUZOXANu (3, MST-16). Latka 2 ma schopnost’ inhibovat TOP2B, ale jej velkou
nevyhodou je zl4 rozpustnost,, to obmedzuje jej pouZitie ako lieciva. Desmetylovy derivat

2 je rozpustny len v DMSO.[29]

Sobuxozan 3 sa pouziva v kombinacii s doxorubicinom. V pritomnosti formaldehydu,
uvolneného enzymatickym Stiepenim molekuly 3, dokaZze doxorubicin tvorit aduky
s DNA, tym brani rozmnoZovaniu bunky. Vd’aka tomu sa moZe znizit terapeutickd davka

doxorubicinu sa zamedzuje vzniku rezistencie na tato latku. DalSou vyhodou kombinécie
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je znizenie kardiotoxicity ANT vdaka kardioprotektivnemu skeletu 3, aj ked’ je jeho

kardioprotekcna aktivita priblizne 5% nizsia ako pri DEX.[29, 32]

V derivéte 4 je metylova skupina v molekule DEX nahradena etylovou, prediZenie retazca
o jeden uhlik mal vSak zadsadny vplyv na inhibi¢nu aktivitu k TOP2, t4 je priblizne 150%

niz$ia nez DEX.

V latke § (ICRF-220) sa na jednom uhliku nachadza metylova skupina, na druhom vSak
metoxymetylova. Zavedenie heteroatému do postranného retazca ovplyviuje fyzikalno-
chemické vlastnosti latky, napriklad znizenim logP —2,2 (logP DEX —1,8), to znamena, ze
dany derivat ma vys$iu hydrofilitu. Testy preukazali, ze latka ICRF-220 m4a inhibi¢né
vlastnosti vo¢i TOP2 zhruba 3x vysSie ako DEX.[20]

V molekule 6 na jednom uhliku spojovacieho ret'azca je pritomna (piperazin-2,6-dion-4-
yl) metylova skupina, jedné sa o vyrazni obmenu spojovacieho ret'azca. Pridanim d’al§ieho
piperazin-2,6-diénového cyklu sa do molekuly zavedie d’alsi kysli vodik a metabolit by mal

mat’ vys$Siu chela¢nu schopnost’, avSak tento derivat nevykazoval kardioprotekénu aktivitu.

V molekule ¢islo 7 je namiesto etylénu zvadeny cyklohexyl, vd’aka tejto obmene sa zvysila
lipofilita latky. To vSak viedlo k zniZeniu rozpustnosti latky v organickych rozpustadlach

a jej soli vo vode. Inhibi¢na aktivita latky k TOP2 je vel'mi nizka.[31]

V derivatoch 8, 9 je etylénovy spojovaci retazec predizeny na propylénovy spojovaci
retazec. U latky 8 sa zistilo, Ze latka nevykazuje inhibi¢nu aktivitu k TOP2, na druhej strane
po otvoreni piperazindidbnovych cyklov analég vznikd derivat 1,3-diamino
propantetraoctovej kyseliny, ktord je zndma ako chelata¢né €inidlo.[33] Latka 9 ma na
prostrednom uhliku hydroxylovl skupinu, td zvySuje hydrofilitu molekuly, avSak jej
inhibi¢na aktivita k TOP2 je nulova, na druhu stranu ma jej otvoreny analdg taktiez vysoku

chelatacntl schopnost’. Tento analdg ale taktieZ nevykazoval kardioprotekénu aktivitu.[31]
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2.4.4 Derivaty DEX s pozmenenym heterocyklom
0] O

#N/ NH Hko
OY\NJ\/N\/&O OY\NJ\/QO OY\N/\/N\)
N AN HN
- j% 10 (ICRF-239) 11 (MK-15) j% 12

Obrazok 9: Niektoré derivaty dexrazoxanu so zmenamy na heterocykloch, popisané v inych pracach alebo pripravované
v ramci nasej vyskumnej skupiny (kody ICRF patria k praci Snapka, a kol., Herman, a kol)[20, 29, 31]

V latke 10 je nahradeny kysli vodik imidovych dusikov methylovou skupinou. Tym padom

dochadza ku zmene acidobazickych vlastnosti latky a latka ma vyssiu lipofilitu. Pri Studiu

akutnej toxicity sposobenej jednorazovou vysokou davkou ANT ma4 latka len zanedbatel'ny

ucinok. AvSak ako bolo neskdr zistené, latka nema signifikantné kardioprotektivne

vlastnosti voc¢i dlhodobej expozicii ANT.[18, 29]

Derivat 11 ma namiesto piperazindionovych cyklov piperazin-2-6nové cykly. Odstranenim
jedného karbonylového kyslika sa znizi acidita molekuly, aj schopnost’ tvorit” H-véizby.
Tato latka nema signifikantny antiproliferativny ucinok na HL-60 bunkovych liniach,

taktieZ jej schopnost’ inhibovat’ obe izoformy TOP2 je nulova.[31]

V molekule 12 je jeden z piperazindionovych kruhoch nahradeny morfolin-2-6novym
kruhom. Imidicky dusik s kyslym vodikom je nahradeny kyslikom, tym sa meni schopnost’
latky viazat’ sa na cielové molekuly. Tento derivat bol pripravny ako chela¢né ¢inidlo.
Chelaéna aktivita bola signifikantnd, avSak kardioprotekéné vlastnosti latky sa v testoch

nepreukazali.[31]

Latka 13 ma jeden z piperazindionovych kruhov nahradeny piperazin-2-6novym cyklom.
Téato zmena meni fyzikalne chemické vlastnosti latky stratou jedného kyslého vodika. Tieto
zmeny v molekule neviedli k zvySeniu aktivity, prave naopak. Latka nemala aktivitu

k TOP2B ani nevykazovala kardioprotekciu.[31]
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Derivat 14 ma 6-Clenné heterocykly nahradené 5-Clennymi imidazolidin-2,4-diony. Latka

nemala schopnost’ inhibovat TOP2B ani nevykazovala kardioprotekéné ucinky.[31]

V molekule 15 su oba piperazindionové kruhy nahradené pyrrolidin-2,3-diéon. Aminovy
dusik je na spojovacom ret’azci, kde je etylénovy mostik nahradeny hydrazinom. V tomto
pripade je v ramci heterocyklu len imidicky dusik a aminovy je pritomny mimo kruhu.

Tento zasah do Struktury taktiez nepriniesol aktivitu k TOP2B ani kardioprotekciu.[31]

2.5 Vybrané, popisané syntézy

Podkapitola sa venuje vybranym syntézam latok JAS a EMD, ktoré boli publikované. Tieto

prace navrhuju rieSenie stereochemicych aspektov pri syntéze.

2.5.1 Publikovana syntéza JAS

Tato synteticka cesta bola vybrana z dovodu, ze vychadza z Cistych diastereoizomérov.
Reakcie maju rovnaké podmienky a su popisane ako hlavnéa synteticka cesta, ktora je
uvedena pre meso-formu. V tomto pripade odpada nutnost’ oddelenia diastereoizomérov,
avsak aj tato synteticka cesta je mozna.[34]

o)
COOR

- NH
J_ b ROOC/\NJ\:/N\/COOR—F>OY\NL/N o

: : HN :
R ROOC) ﬁ)
R=0OH

R=H
ALs reoms EL > Rome ©

A: MsCl, pyridin; B: NaN3, DMF; C: Pb/C, H,, MeOH; D: BrCH,COOH, NaOH, H,0; E: 2,2-metoxypropan,
HCI; F: HCONH,, NaH, dioxan

Obrazok 10: Popisana synteticka cesta meso-JAS

Stereochémia je dolezita pre vlastnt aktivitu latok. Snapka a kol.[20] vychadzali z opticky
Cistych izomérov uz na zaciatku. Povodne sa v publikovanej praci pokuasali vycistit’ zmes
diastereoizomérou pomocou reakcie s dietylesterom kyseliny vinnej, vzniknuté soli maju
rozdielnu rozpustnost’ v rozpustadlach. Zmes izomérov sa vSak nepodarilo oddelit’ ani po
niekol’konasobnej rekrystalizacii. Kvoli tomu praca popisuje syntézu JAS, ktord vychadza

z Cistych izomérov butan-2,3-diolu.
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Schéma 2: Priprava meso-butan-2,3-dimesylatu a nasledne meso-2,3-diazidobutanu

Prvym krokom syntézy je reakcia Cistych izomérov butan-2,3-diolu s mesylchloridom
v pyridine za vzniku dimesylatu, po extrakci a vysuSeni organickej frakcie vznika olejovita
latka, ktora casom krystalizuje. Dimesylat sa nasledne nechd reagovat’ s azidom sodnym.
Pri tejto reakcii dochadza k inverzii sterochémie a R,R izoméry sa menia na S,S. Pre meso-

forma nie je tento krok tak podstatny ako pre racemat.

" By
)\/ H,, PdIC
4>
H MeOH H
N3 NH,

Schéma 3: Redukcia meso-2,3-diazidobutanu na meso-butan-2,3-diamin

Nasledujucim krokom syntézy je redukcia diazidu na diamin. Butan-diazid sa redukuje
pomocou 10% Pd/C v metanole, pod vodikovou atmosférou, po dobu 24 hodin. Po
odfiltrovani pevnych zvyskov sa surovy produkt oddestiluje. Vytazok reakcie bol 80 %,
tento postup je vyhodnej$i ako pouzivanie redukénych cinidiel ako napriklad LiAlH4.
Priebeh reakcie sa da sledovat’ pomocou NMR spektroskopie a spracovanie nie je tak

narocne ako pri pouZiti uz spomenutého redukéného ¢inidla.

rCOOH
NH> 1. BrCH,COOH o~ J\/NVCOOH
)\/ H0,NaoH _ HOOC™ 'N"
NH, 2Rl HoOC " 2HCl

Schéma 4: Priprava meso 2,3-diaminobutan-N, N, N', N'-tetraoctovej kyseliny

V d’alSom kroku nasleduje priprava tatraoctovej kyseliny. Vodny roztok kyseliny
brémoctovej sa neutralizuje vodnym rozkrokom NaOH. V inertnej atmosfére sa za staleho
mieSania k vzniknutému roztoku pridé butan-diaminu a vodny roztok NaOH. Po ukonc¢eni
reakcie sa reakénd zmes okysli koncentrovanou HCl. Voda sa z reakénej zmesi odpari
avznika dihydrochorid tetraoctove] kyseliny, zktorého sa nasledne pripravuje

terametylester.
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Schéma 5: Priprava meso-tetrametyl esteru 2,3-diaminopentan-N, N, N', N'-tetraoctovej kyseliny

Ku esterifikacii karboxylovych skupin na 2,3-diaminobutdn-N,N,N’,N -tetraoctove;j
kyseliny z predchadzajtcej reakcie sa pouziva 2,2-dimetoxypropan a koncentrovana HCI.
Po neutralizicii reakénej zmesi pomocou NaHCO; anaslednej extrakcii bol ziskany
produkt vo vytazku 74 %. Alternativou moéze byt priprava tetraetylesteru pomocou
etylbromacetatu. Vytazok tejto reakcie je ale 2040 %, preto je vyhodnejSia priprava
tetrametylesteru. Dal§ou nevyhodou je fakt, Ze tetractylester neposkytuje tak ochotne

cyklizaciu. T4 je esencidlnym krokom pre syntézu bisdioxopiperazinov.
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Schéma 6: Priprava meso-4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperanin-2,6-dion)

Uzavretie piperazindionovych kruhov je poslednym a kI'icovym krokom syntetickej cesty.
Roztok tetramethyl esteru kyseliny 2,3-diaminobutan-N,N,N’, N -tetraoctovej a formamidu
v dioxane sa pomaly prikvapkava k suspenzii NaH v dioxane pod inertnou atmosférou.
V priebehu reakcie vznikd sodnd sol' produktu, preto sa surovy produkt musi pred
nanesenim na kolonu stipcovej chromatografie okyslit' pomocou HCI. Ked'ze prekurzory
boli chiralne Cisté, chromatografia (m.f.: CHCI3 : MeOH 20 : 1,3) sluzi na precistenie pred
rekrystalizaciou z metanolu. Vysledny produkt bol ziskany vo vytazku az 80 % v podobe

bielej krystalickej latky.[20]
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2.5.2 Popisana syntéza EMD
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Obrazok 11: Popisana syntéza EMD

Publikovana synteticka cesta z patentu [26] vyuZziva pentan-2,3-diéndioxim ako prekurzor
pre pripravu pentdn-2,3-diaminu. Tymto krokom sa obchddza priprava diazidu, ktory je
prchavy a potencidlne vybusny. Celkovo ma syntetickd cesta menej krokov. Na rozdiel od
predchadzajiiceho derivatu tak syntetickd cesta nezalina cistym enatiomérom, ale
pripravuje sa karbamatovy medziprodukt, pri ktorom maji jednotlivé diasteroizoméry
rozliéntl rozpustnost. Vdaka tomu je mozné oddelit jednotlivé diasteroizoméry
krystalizaciou a pokracovat tak v jednotlivych diastereoizomérnych formach
tetraoctovych kyselin. Pri cyklizacii bola pouzita ind metoéda, v tomto pripade je potrené

mat’ kriticky ¢isty formamid.

HO.
N ) NH,
| Ra-Ni/H,
_
Y\/ EtOH \H\/
N\OH rt, 48 hod NH2

Schéma 7: Redukcia pentan-2,3-didndioximu

Syntéza EMD zalina redukciou pentandidndioximu na pentandiamin. Raneyov nikel sa
aktivuje vodnym roztokom NaOH. Diondioxim sa rozmieSa v etanole a pridd sa k nemu
aktivovany Raneyov nikel. Reakcia prebieha vo vodikovej atmosfére. Hydrogenacia
prebieha pri atmosférickom tlaku a laboratdrnej teplote 48 hodin. Potom sa reak¢na zmes
prefiltruje a surovy pentdndiamin sa oddeli pomocou destilacie. Vytaznost’ daného postupu

bola 51 %.
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Schéma 8: Priprava 2,3-dibenzyloxykarbonylaminopentanu

Nasleduje krok, vd’aka ktorému je mozné oddelit’ jednotlivé diastereoizoméry. Suspenzia
diaminu vo vode sa prida k roztoku benzyl chlérformiatu (CbzCl) v dioxane. Reak¢éné zmes
samieSa 1 hodinu. Pocas tejto doby je potrebné reakénti zmes chladit’ na laboratornu teplotu
a pravidelne pridavat’ roztok NaOH, aby bolo zachované pH = 9,5. Pomocou extrakcie sa
zo zmesi izoluju produkty z reakénej zmesi. V roztoku je zastipeny produkt vo forme
oboch diasteroizomérov, priCom erythro-forma ja zastupena viac. Na zédklade ich odli$nej
rozpustnosti v etanole mozu byt oddelené pomocou rekrystalizcie z etanolu. Erythro-
forma je menej rozpustny a v etanole krystalizuje vo vytazku 20 %, zatial’ Co threo-forma
zostava v roztoku. Matersky etanolicky roztok sa odpari a predisti pomocou stipcovej
chromatografie. Vytazok reakcie bol pre erythto-formu 19 % a pre threo-formu 6 %. Tento

krok sice pomoze oddelit’ diastereoizoméry, ale s nizkym vytazkom.
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Schéma 9: Odchranenie pentan-2,3-diamin dihydrobromidu

Pre oba diastereoizoméry je nasledujici postup rovnaky, avSak vytazky boli uvedené len
pre threo-formu. Na odchranenie sa k produktu sa prida zmes kyseliny brémovodikove;j
v kyseline octovej, tym dochadza k hydrolyze karbamatovych zvyskov. Latka v podobe

hygroskopickej gumy bola pouzitd do d’alSej reakcie.
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Schéma 10: Priprava dihydrobromidu 2,3-diaminopentan-N,N,N’,N -tetraoctovej kyseliny
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Diamin dihydrobromid sa alkyluje pomocou kyseliny brémoctovej za vzniku
dihydrobromidu 2,3-diaminopentan-N,N,N’,N’-tetraoctovej kyseliny. Pouzitim
ionovymennej chromatografie sa ziskaju frakcie Cistej tetraoctovej kyseliny. Vytaznost

postupu bola 38 %.
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Schéma 11: Cyklizécia 4,4'-(pentan-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-dion)

Poslednym a teda hlavnym krokom je cyklizacia tetrakyselin na piperazindiéonové cykly.
Tetraoctova kyselina sa rozpusti vo formamide. Roztok sa zahrieva na teplotu 150-160 °C
po dobu 5 hodin. Po ukonceni reakcie sa zmes odpari do sucha a zvySok sa rozpusti
v MeOH. Latka nasledne rekrystalizuje z DMSO a vzniknuté kryStaly latky sa odfiltruju s
vytazkom 56 %.[26]
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3 CIELE PRACE

Ciel'om préce je pripravit’ analogy DEX s pozmenenym spojovacim retazcom.
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Schéma 12: JAS a jeho diastereoizomérne formy
Prvym analégom je 4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-dion), ktory sa 1isi od DEX
pritomnost'ou d’alSej methylové skupiny v spojovacom retazci. Latka sa vyskytuje vo

forme racemickej zmesi a meso-formy. Hlavnym zdmerom bolo pripravit’ meso-JAS, na

zaklade predchadzajucich praci, kde bola Studovana ako antiproliferativna latka.
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Schéma 13: EMD a jeho diastereoizomérne formy

Dal$im analégom, pripravovanym v ramci prace, je 4,4'-(pentan-2,3-diyl)bis(piperazin-
2,6-dion), oznacovany ako EMD, ktory salisi od DEX pritomnostou d’alSej ethylové
skupiny. Latka sa moze vyskytovat ako erythro (EMD a) a threo (EMD b) diasteroizomér
acielom bolo pripravit obe latky. Analogy bolo potreba pripravit v dostatocnom

mnozstve, aby mohli byt’ d’alej testované na kardioprotektivnu aktivitu.

Vdaka testom na ich aktivitu by mohli pomoct objasnit’ mechanizmus wc¢inku

bisdioxopiperazinov.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Chemikalie a pristrojové vybavenie

Chemikalie pouzité v praci boli zakipené od firmy Sigma-Aldrich, alebo Penta a pred
pouzitim v reakciach neboli nijako Cistené. Na TLC sa pouzivali platne Merck silica gel
60F2s4, detekcia prebichala v jode. Na stipcovi chromatografiu sa pouzival Merck

Kieselgel 60.

Struktiry pripravovanych zlt¢enin boli potvrdené pomocou 'H a '*C NMR spektroskopie
na pristrojoch VARIAN S500, alebo Joel INM-ECZ 600R. Spektra su d’alej interpretované
ako 6 hodnoty v pars per million (ppm), ktoré su nepriamo vztiahnuté k tetrametylsilanu

(TMS) ako referencnej latke.

Cistota latok bola stanovana elementarnou analyzou CHNS na pristroji automatic

microanalyzer EA1110EC. Teplota topenia bola merana na Koflerovom bodotavku.

4.2 Syntéza EMD
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)J\”/\ 2 }}/\ €
o) R
o)
b 2=8; rCOOR NH
= S
. o N
C|:R=N3 o~ N COOR _i o Y N \/go
d I: ROOC N
R=NHs*CI — P HN
ROOC U EMDb - threo
R=tBu
fL> Ren.HCl

Reaktanty a podmienky: a: LiAIH4' THF, rt, 4h, Argén, 87%; b: MsCl, Et;N, CHZCIZ‘ rt, 48h, Argén, 82%; c: NaN; DMF,
85°C, 24h, Argdn, 79%; d:1. Pd/C, HZ' MeOH, rt, 1 mesiac, 2. HCI, MeOH, 40%; e: BrCH,COOtBu, choa, THF/HZO,
reflux, 9h, erythro 31%, threo 25%; f: H,O0/HCI, reflux, 5h, erythto 97%, threo 95%; g: SOCI2’ MeOH, rt, 48h, 39%; h:
1. HCONH,, NaH, dioxan, rt, 12h, Argdn, 2. HCI, H,0, 66%; i: HCONHZ‘ 1. vdkuum, 110°C, 1,5H 2. 160°C, 5h, Argdn,
16%

Schéma 14: Schéma syntézy EMD
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4.2.1 Priprava pentan-2,3-diolu

o) OH
)J\{(\ LiAIH, /é\g/\
—_—

THF
o) OH

Schéma 15: Redukcia pentan-2,3-diketonu na pentan-2,3-diol

K suspenzii LiAlH4 (2,65 g, 0,07 mol) v suchom THF (100 ml), sa za chladenia na
ladovom kupeli apod inertnou atmosférou prekvapka pentdn-2,3-dion (7 g, 7,3 ml,
0,07 mol). Reak¢nd zmes sa nechd volne zahriat' na laboratéornu teplotu. Nasledne sa
reakénd zmes privedie k varu po dobu 4 hodin. Po ochladeni na laboratérnu teplotu sa do
reak¢énej zmesi pomaly prida 20 ml vody, kym sa farba suspenzie nezmeni zo Sedej na bielu.
Suspenzia sa prefiltruje a filtrat sa nasledne extrahuje etylacetdtom (3% 150 ml). Organické
frakcie sa vysuSia pomocou bezvodého Na>SO4 a odparia. Vytazok 87 % vo forme

bezfarebnej olejovitej latky. Produkt je zmes diastereoizomérov.

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 3.82 — 3.77 (m, 1H), 3.62 — 3.57 (m, 1H), 3.54 — 3.51 (m,
1H), 3.27 — 3.24 (m, 1H), 2.61 (s, 4H) 1.61 — 1.52 (m, 1H), 1.48 — 1.32 (m, 3H), 1.18 (d,
3H), 1.13 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.03 — 0.94 (m, 6H). '3C NMR (126 MHz, CDCL3) § 77.52,
76.43,70.53, 70.16, 26.13, 24.72, 19.43, 16.48, 10.39, 9.86.

4.2.2 Priprava pentan-2,3-dimesylatu

OH MsCl OMs
—>
TEA, /E\/\
OH CH,Cl, OMs

Schéma 16: Priprava pentan-2,3-dimesylatu

K roztoku pentan-2,3-diolu (5 g, 0,048 mol) a TEA (14,57 g, 20,1 ml, 0,144 mol)
v dichlérmetane (150 ml) sa pod inertnou atmosférou a za chladenia v l'adovom kupeli,
pomaly pridava mesylchlorid (13,78 g, 9,32 ml, 0,12 mol). Nasledne sa zmes necha vol'ne
ohriat’ na laboratornu teplotu, pri ktorej sa mieSa 48 hodin. Po ukonceni reakcie sa zmes
spracuje extrakciou nasytenim roztokom NaHCO; (3% 100 ml), vodou (1x 150 ml), na
zaver sa zmes extrahuje nesytenym roztokom NaCl (1x 100 ml). Organickd vrstva sa
nasledne vysusi pomocou bezvodého Na>SO4 a rozptstadlo sa odpari na rotacnej vakuovej
odparke. Vytazok 82 % ako hneda olejovita latka, ktord Casom ciastocne kryStalizuje.

Produkt je zmesou diastereoizomérov.
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'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 5.00 — 4.95 (m, 1H), 4.93 — 4.84 (m, 1H), 4.75 — 4.71 (m,
1H), 4.66 — 4.62 (m, 1H), 3.10 (s, 3H), 3.09 (s, 3H), 3.08 (s, 3H), 3.07 (s, 3H), 1.93 — 1.64
(m, 4H), 1.50 — 1.41 (m, 6H), 1.08 — 1.06 (m, 6H). '3C NMR (126 MHz, CDCLs) & 84.51,
83.46, 78.26, 77.25, 38.84, 38.77, 38.71, 38.67, 23.75, 22.97, 17.30, 15.82, 9.92, 8.96.

4.2.3 Priprava 2,3-diazidopentianu

OMs N3
/§Y\ NaN3 /Z\g/\
DMF
OMs N3

Schéma 17: Priprava 2,3-diazidopentanu

K roztoku pentan-2,3-dimesylatu (12 g, 0,046 mol) v. DMF (130 ml) sa pridé azid sodny
(12,58 g, 0,19 mol). Reakcia prebieha pod argénovou atmosférou a zahrieva sa na 85 °C
po dobu 24 hodin. Po ukonceni reakcie sa prida voda (800 ml) a zmes sa nasledne extrahuje
dietyléterom (6% 250 ml). Organicka vrstva sa extrahuje vodou (1% 250 ml) a nésledne sa
vysu$i pomocou bezvodého Na>SOs, rozptstadlo sa odpari na rotacnej vakuovej odparke.
Tlak nesmie klesnut’ pod 225 mBar, produkt je prchava olejovita latka. Vytazok: 79 %.

Produkt je zmesou diastereoizomérov.

'H NMR (500 MHz, CDCl5) & 3.58 — 3.51 (m, 2H), 3.28 - 3.23 (m, 1H), 3.14 — 3.10 (m,
1H), 1.72 — 1.47 (m, 4H), 1.35 (d, J= 6.7, 3H), 1.31 (d, J = 6.7, 3H), 1.06 — 1.03 (m, 6H).
13C NMR (126 MHz, CDCls) & 67.93, 67.87, 59.89, 59.83, 24.16, 24.02, 16.30, 14.52,
10.75, 10.56.

4.2.4 Priprava pentan-2,3-diamin hydrochloridu

®
N3 NH> NH; o
/\{\ PIC,H, }Y\ HCI /5\{\20'
—_— —_—
MeOH MeOH
N3 NH> gl)Hg,

Schéma 18: Priprava pentan-2,3-diamin dihydrochloridu

K roztoku 2,3-diazidopentanu (7,1 g, 0,046 mol) v metanole (500 ml) sa v inertnej
atmosfére prida 5% paladium absorbované na aktivnom uhli (4,9 g, 0,0023 mol, 5 mol %).
Inertnd atmosféra sa vymeni za vodikova. Reakcia prebieha pri laboratornej teplote a trva
4 tyzdne. Po ukonceni reakcie sa zmes prefiltruje cez skladany filter. Produkt sa ziskava

okyslenim metanolového roztoku pomocou plynného chlorovodika. Po okysleni roztoku
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a odpareni rozpustadla vznika hneda viskézna kvapalina podobnd medu. Produkt je

zmesou diastereoizomérov, vo vytazku 40 %.

(500 MHz, D20) & 3.69 — 3.55 (m, 2H), 3.43 — 3.33 (m, 2H), 1.77 - 1.51 (m, 4H), 1.30 (d,
J=6.9 Hz, 3H), 1.26 (d, J= 7.0 Hz), 0.95 — 0.91 (m, 6H). '*C NMR (126 MHz, D,0) &
54.70, 53.98, 48.04, 47.77, 22.12, 19.74, 13.32, 12.37, 8.87, 8.57.

4.2.5 Priprava tetra(ferc-butyl)esteru 2,3-diaminopentan-N,N,N',N'-tetraoctovej

kyseliny
~ rCoo-tBu
®© o
NH3 oc) O K,COg3 tBu-ooc/\N/%/NVCOO'tBu
_—
' Bryj\o/tB“ THF/H,0 tBu-OOC)
NH3
®

Schéma 19: Priprava tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diamonopentan-N, N, N',N'-tetraoctovej kyseliny

K roztoku pentan-2,3-diamin hydrochloridu (8,05 g, 0,046 mol) v zmesi vody a THF
(20:100ml) sa za mieSania pridava K»COs3 (41,26 g, 0,3 mol). Vznika suspenzia, ku ktorej
sa prida ferc-butylbromacetat (37,69 g, 28,3 ml, 0,19 mol). Reakéna zmes sa privedie
k varu po dobu 9 hodin. Nésledne sa rozpustadlo Ciasto¢ne odpari. K surovému produktu
sa pridd destilovana voda (150 ml) a nasledne sa extrahuje etylacetditom (3x 150ml).
Organickeé frakcie sa spoja a extrahuju sa vodou (2% 150ml) a nasytenym roztokom NaCl
(1x 150ml). Organickd vrstva sa vysusi bezvodym Na>SO4 a rozpustadlo sa odpari. Vznika
zltohneda olejovita latka. V tejto faze dochadza ku oddeleniu diastereoitomérov pomocou

stipcovej chromatografie (mobilna faza Hexan/ EtOAc, 30 : 1 210 : 1).
Vytazok A: 31 %, biele krystaly. (A = erythro-forma)

'H NMR (500 MHz, CDCl;) & 3.52 — 3.32 (m, 8H), 2.67 — 2.62 (m, 1H), 2.49 — 2.42 (m,
1H), 1.89 — 1.78 (m, 1H), 1.56 — 1.39 (m, 37H), 1.12 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.98 — 0.95 (m,
3H). 13C NMR (126 MHz, CDCls) § 171.68, 171.57, 80.50, 80.47, 69.58, 61.05, 54.59,
53.89,28.12, 28.11, 22.63, 12.73, 12.35.

Teplota topenia A: 74 — 76 °C
Elementarna analyza: C20Hs4N2Og (erythro-forma)

e Vypocitané: C, 62,33; H, 9,72; N 5,02
e Ngjdené: C, 61,67; H, 9,31; N, 5,02
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Vytazok B: 25 %, hneda olejovita latka (B = threo-forma)

'H NMR (500 MHz, CDCLs) & 3.59 — 3.37 (m, 8H), 2.98 — 2.90 (m, 1H), 2.54 — 2.47 (m,
1H), 1.64 — 1.55 (m, 1H), 1.46 — 1.43 (m, 37H), 1.06 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.96 (t, J= 7.3
Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, CDCls)  171.82, 171.71, 80.48, 80.31, 67.77, 59.39, 54.29,
54.06, 28.11, 21.05, 14.08, 12.38.

4.2.6 Priprava dihydrochloridu erythro-2,3-diaminopentan-N,N,N',N'-tetraoctovej

kyseliny (A)
COOH
COO-tBu ~tl\/
_COOH
r/ cooumy HEHO, HOOC/\ -
Bu-00C” N7 >N~ y HOOC = 2HCl
tBu-00C -

Schéma 20: Priprava dihydrochloridu erythro-2,3-diaminopentan-N, N, N', N'-tetraoctovej kyseliny

K roztoku erythro-tetra(terc-butyl)esteru  2,3-diamonopentan-N, N, N',N'-tetraoctovej
kyseliny (11,3 g, 0,020 mol) vo vode (84,2 ml) sa za staleho mieSania sa pomaly pridava
koncentrovana kyselina chlorovodikova (14,7 g, 42,1 ml 0,404 mol). Zmes sa privedie
k varu po dobu 5 hodin. Po ukonceni reakcie sa zo zmesi odpari voda a kyselina
chlorovodikova. Vznikd dihydrochlorid kyseliny  2,3-diaminopentan-N,N,N',N'-
tetraoctovej. Vytazok: 97 % biela krystalickd latka, ktora bola pouzita do d’alSej reakcie

bez d’alSieho Cistenia.

4.2.7 Priprava erythro-tetrametylesteru 2,3-diaminopentan-N,N,N',N'-tetraoctovej

kyseliny
COOMe
COOH
SN COOMe
COOH MeOOC N
HOOC” N _ N SOCl, :
: 2HC MeOH MeOOC
HOOC

Schéma 21: Priprava erythro-tetramethylesteru 2,3-diaminopentan-N, N, N', N'-tetraoctovej kyseliny

Dihydrochlorid erythro-2,3-diamonopentan-N, N, N',N'-tetraoctovej kyseliny (8,4 g, 0,021
mol) sa rozmiesa v metanole (100 ml). Za chladenia a pod inertnou atmosférou sa k roztoku
pomaly prikvapkava thionyl chlorid (24,5 g, 0,210 mol). Reakcia prebieha pri laboratorne;j
teplote 48 hodin. Po ukonceni reakcie sa reakéna zmes odpari a k odparku sa prida

etylacetat (125 ml). Nasledne sa roztok neutralizuje nasytenym roztokom NaHCO3 a d’alej
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sa organicka vrstva extrahuje vodou (2x 150 ml). Organicka vrstva bola vysuSena pomocou
bezvodého Na;SO4 arozpustadlo sa odparilo za znizeného tlaku. Vytazok: 39 % ako

bezfarebny olej, ktory sa casom krystalizuje ako biela krystalicka latka.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 3.69 (s, 6H), 3.68 (s, 6H), 3.62 — 3.47 (m, 8H), 2.72 — 2.68
(m, 1H), 2.58 —2.51 (m, 1H), 1.81 — 1.71 (m, 1H), 1.53 — 1.43 (m, 1H), 1.10 (d, J= 6.8 Hz,
3H), 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 172.75, 172.64, 69.62, 61.09,
53.42,52.68, 51.51, 51.42, 22.57, 12.42, 12.00.

4.2.8 Syntéza erythro-4,4'-(pentan-2,3-diyl)bis(piperiazin-2,6-dion)

o 0
(COOMe LHJ\KI j\/Hj\NH
(0] N\/& (0] N
N M
Me00c™ N7 > N COOMe ook, NaH Y N7 O Ho/HCI Y ONTY o)
= dioxan 7N\H) = HN =
.
MeOOC 2Na
0 o)

Schéma 22: Cyklizacia erythro-4,4-(pentan-2,3diyl)bis(piperazin-2,6-dion)

K suspenzii hydridu sodného (7,7 g, 0,19 mol) v dioxane (80 ml) v inertnej atmosfére za
chladenia sa po kvapkich priddva roztok erythro-tetrametylestru kyseliny 2,3-
diaminopentan-N, N, N', N'-tetraoctovej (6,3 g, 0,016 mol) a formamidu (7,2 g, 0,16 mol)
v dioxéane (70 ml). Nasledne sa neché reakéna zmes volne ohriat’ na laboratérnu teplotu,
pri ktorej sa mieSa 12 hodin. K reak¢nej zmesi sa prida hexan (150 ml) a nechd sa mieSat’
10 minat. Suspenzia sa prefiltruje a pevna Cast’ sa za chladenia pomaly pridava do vody
(200 ml). Vzniknuty roztok sa okysli koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na pH 5.
V roztoku krystalizuje produkt vo forme bielych kryStalov. Suspenzia sa prefiltruje.

Vytazok: 66 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 11.01 (s, 1H), 10.97 (s, 1H), 3.48 — 3.19 (m, 8H), 2.84 —
2.73 (m, 1H), 2.59 — 2.52 (m, 1H), 1.56 — 1.46 (m, 1H), 1.45 — 1.33 (m, 1H), 0.94 — 0.80
(m, 6H). 3C NMR (126 MHz, DMSO) & 172.55, 172.49, 64.96, 58.94, 52.55, 52.44, 20.35,
13.52, 10.36.

Teplota topenia: 278-281 °C
Elementarna analyza: C13H20N4O4

e Vypocitané: C, 52,65; H, 6,75; N 18,91
e Najjdené: C, 52,28; H, 6,69; N, 18,56
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4.2.9 Priprava dihydrochloridu threo-2,3-diaminopentan-N,N,N',N'-tetraoctovej

kyseliny (B)
COOH
Cooqsu
COOH
CO0B HCI/H,0 ~ HOOC™ >N N
tBuOOC/\ ! HOOC/I 2HCl
tBuOOC

Schéma 23: Priprava dihydrochloridu threo-2,3-diaminopentan-N,N,N', N'-tetraoctovej kyseliny

K roztoku threo-tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminopentan-N, N, N, N'-tetraoctovej kyseliny
(7,36 g, 0,013 mol) vo vode (46,5 ml) sa za stadleho mieSania sa pomaly pridava
koncentrovana kyselina chlorovodikova (9,6 g, 8,4 ml 0,26 mol). Zmes sa privedie k varu
po dobu 5 hodin. Po ukonceni rekcie sa zo zmesi odpari voda a kyselina chlorovodikova.
Vznika dihydrochlorid kyseliny 2,3-diaminopentan-N,N,N’,N'-tetraoctovej vo forme
bielych krystalikov. Vytazok: 95 %. Latka bola do naslednej reakcie pouzita bez d’alSieho

éistenia.

4.2.10 Priprava threo-4,4'-(pentan-2,3-diyl)bis(piperiazin-2,6-dion)
O

COOH "
0 N
Hooc/\ t1\r’ COOM_HCONH, . PN \/A§o

HN
HOOC 2HCI
O

Schéma 24: Cyklizacia threo-4,4'-(pentan-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-dion)

Dihydrochlorid  threo-2,3-diaminopentan-N,N,N',N'-tetraoctovej  kyseliny (5,1 g,
0,013 mol) sa rozmiesa vo formamide (20,4 ml). Zmes sa vari pri 110 °C po dobu 1,5
hodiny pod vakuom. Nasledne sa vakuum odpoji, reakénd zmes sa naplni argéonom a teplota
sa zdvihne na 160 °C po dobu 4,5 hodiny. Formamid bol oddestilovany za zniZeného tlaku.
K surovému produktu bol pridany metanol a vzniknuté kryStaly sa odfiltrovali. Pokial
produkt nevykrystalizuje, metanol sa odpari. K odparku sa pridd voda a extrahuje sa
etylacetatom (5% 100ml). Organicka vrstva sa vysusi bezvodym Na>SOs a odpari. Nasledne
sa nanesie na kolénu stipcovej chromatografie (mobilna faza: CHCl;/MeOH, 20 : 1).

Produkt je vo forme bielych krystalov. Vytazok: 16 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO) & 10.99 (s, 1H), 10.87 (s, 1H), 3.61 — 3.16 (m, 8H), 2.86 —
2.74 (m, 1H), 2.72 — 2.60 (m, 1H), 1.33 — 1.23 (m, 1H), 1.23 — 1.12 (m, 1H), 0.86 — 0.79
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(m, 6H). *C NMR (126 MHz, DMSO) § 172.32, 172.08, 63.17, 58.19, 52.38, 51.24, 21.68,
11.88, 10.56.

Teplota topenia: 180—183 °C
Elementérna analyza: C13H20N4O4

e Vypocitané: C, 52,65; H, 6,75; N 18,91
e Nijdené: C, 53,03 H, 6,84; N, 18,92

4.3 Priprava pentan-2,3-diaminu cez pentan-2,3-diondioxim

4.3.1 Syntéza pentan-2,3-diondioximu
HO.
o) NH,OH.HCI N

)J\[(\ CH3COONa _ )\(\
H,0 |

N\
© OH

Schéma 25: Priprava pentan-2,3-diondoiximu

Navazky hydroxylamin hydrochloridu (63 g, 0,46 mol) a octanu sodného (3 g, 0,45 mol)
sa rozpustia vo vode (120 ml). Roztok sa privedie k varu pod spdtnym chladi¢om. Pomaly
sa k vriacemu roztoku po kvapkach prida pentdn-2,3-dién (10 g, 0,10 mol). Zmes sa vari
pod spidtnym chladiCom 48 hodin. Po ochladeni sa reakénd zmes prefiltruje na

blichnerovom lieviku. Vytazok: 88 % vo forme bielych krystalov.

'H NMR (500 MHz, DMSO) & 11.35 (s, 1H), 11.29 (s, 1H), 2.55 — 2.49 (m, 2H), 1.90 (s,
3H), 0.95 (t, J= 7.5 Hz, 3H).!3C NMR (126 MHz, DMSO) § 157.96, 152.29, 16.78, 11.18,
9.59.

Teplota topenia: 173—-175°C
Elementarna analyza: CsHioN2O»

e Vypocitané: C, 46,10; H, 7,68; N 21,51
e Najdené: C,47,46; H7,65; N, 21,42
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4.3.2 Redukcia pentan-2,3-diondioximu na amin — L.

HO- NH,
)\(\ Ra-Ni/H, )\(\
—_—>
I EtOH NH,
OH

Schéma 26: Redukcia na pentan-2,3-diamin 1.

Pred zaciatkom reakcie je potrebné Raneyov nikel (Ra-Ni) aktivovat’. Ra-Ni je praskovana
zliatina nikla a hliniku. Aby mohol byt pouzity ako hydrogenac¢né Cinidlo, je potrebné
odstranit’ hlinik pomocou 30% roztoku NaOH. K navazke Ra-Ni (2 g) sa prida 20% roztok
NaOH (30 ml), az kym sa neprestane vyvijat’ plyn (vodik). Nasledne sa katalyzator
prefiltruje a premyje sa destilovanou vodou. K suspenzii katalyzatoru v etanole sa prida
pentan-2,3-diéndioxim (5 g, 0,038 mol); reakcie prebieha vo vodikovej atmosfére. Po
tyZdni sa reakcia prefiltruje a odpari sa na rotacnej vakuovej odparke, pricom tlak nesmie
klesnut’ pod 100 mBar, pretoze vysledny pentan-2,3-diamin je prchava latka. Reakcia

prebicha za malého vytazku a vysledny pentan-2,3-diamin sa nepodarilo docistit’.

4.3.3 Redukcia pentan-2,3-diondioximu na amin — IL.

| LiAIH, )\(\
_—
N. 2
OH

Schéma 27: Redukcia na pentan-2,3-diamin II.

K suspenzii LiAlH4 (4,37 g, 0,0114 mol) v suchého THF (100 ml) bol pridany roztok
pentan-2,3-diéndioximu (5 g, 0,038 mol) v 70 ml suchého THF za chladenia v l'adovom
kapeli, pod inertnou atmosférou. Reakéna zmes sa nechala vol'ne ohriat’ na laboratérnu
teplotu, nasledne sa zmes zahrieva k varu po dobu 4 hodin. Po ochladeni na laboratornu
teplotu sa reak¢na zmes pomaly priddva ku zmesi vody a THF (50 : 150 ml). Pevné
anorganické latky sa od zmesi oddelia pomocou filtracie a filtrat sa nasledne odpari na
rotacnej vakuovej odparke. Tlak vSak nesmie klesnit’ pod 100 mBar. Reakcia prebieha za

malého vytazku a vysledny pentan-2,3-diamin sa nepodarilo docistit’.
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4.4 Syntéza JAS

(0]
rCOOR NH
N COOR 0] N
R q ROOC/\N/%/ ~ Y\N% \/go
)Y — P —9 . HN
ROOC JAS meso, rac
R o}
R=0OH R={Bu
a
[ reoms © R=H . 2HC|
b I:R=N3 f R=Me
c

[, R=NHj'CF

Reaktanty a podmienky: a: MsCl, Et;N, CH2C|2, rt, 48 h, Argdén, 89 %; b: NaN3, DMF, 85 °C, 24 h, Argdn, 83 %; c: 1. Pb/C, Hz’
MeOH, rt, 1 mesiac, 2. HCI, MeOH, meso - 32 %, rac - 5 %; d: BrCH,COOtBu, K,CO; THF/H,0, reflux, 9 h, meso - 72 %, rac - 50
%; e: HCI/ H,0, reflux, 5 h, meso - 99 %, rac - 96 %,; f: SOCIZI MeOH, rt, 48 h, meso - 50 %, rac - 59 %; g: 1.HCONH, NaH, dioxan,
rt, 12 h, Argon, 2. HCl, H,0, meso - 49 %, rac- 11 %

Schéma 28:Schéma syntézy JAS

4.4.1 Priprava butan-2,3-dimesylatu

OH OMs
/é\g/ MsCl
—_—
TEA, )\{
OH CH,Cl, OMs

Schéma 29: Priprava butan-2,3-dimesylatu

K roztoku butdn-2,3-diolu (20,0 g, 0,222 mol) a TEA (67,4 g, 93 ml, 0,666 mol)
v dichlormetane (600 ml) sa pod inertnou atmosférou a za chladenia v l'adovom kupeli,
pomaly pridava mesylchlorid (63,6 g, 43 ml, 0,555 mol). Nasledne sa zmes necha vol'ne
ohriat’ na laboratornu teplotu, pri ktorej sa mieSa 48 hodin. Po ukonceni reakcie sa zmes
extrahuje vodou (1x 150ml), nasytenym roztokom NaHCOs; (3x 100ml), na zaver
nesytenym roztokom NaCl (1x 100ml). Organickd vrstva sa nasledne vysuSi pomocou
bezvodého Na>SO4 a rozpustadlo sa odpari. Vznika hneda olejovita latka. Vytazok: 89 %

ako zmes racematu a meso-formy v pomere 1 : 3.

Meso-forma: "H NMR (500 MHz, CDCls) 8 4.93 — 4.85 (m, 2H), 3.08 (s, 6H), 1.43 (d, J=
6.6 Hz, 6H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 78.92, 38.62, 15.89.

Racemdt: 4.83 —4.73 (m, 0.78 H), 3.07 (s, 2.32 H), 1.46 (d, J = 6.3 Hz, 2.15 H). 3C NMR
(126 MHz, CDCl3) § 78.65, 38.76, 17.19.
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4.4.2 Priprava 2,3-diazidobutianu

OMs N
NaN3
EEE—
DMF /z\{
OMs N

Schéma 30: Priprava 2,3-diazidobutanu

K roztoku butan-2,3-dimesylatu (54,7 g, 0,222 mol) v DMF (630 ml) sa prida azid sodny
(61,0 g, 0,932 mol). Reakcia prebieha pod argébnovou atmosférou a zahrieva sa na 85 °C
po dobu 24 hodin. Po ukonceni reakcie sa prida voda (800 ml) a zmes sa nasledne extrahuje
dietyléterom (6x 250 ml). Organickd vrstva sa extrahuje vodou (1x 250 ml), nasledne sa
vysus$i pomocou bezvodého Na>SO4 a rozpustadlo sa odpari na rotacnej vakuovej odparke
(35 °C, tlak nesmie klesnut’ pod 450 mBar). Produkt je prchava olejovita latka Zltej farby,
bez nésledného Cistenia sa surovy produkt pouzil do d’alSej reakcie. Vytazok: 83 % ako

zmes racematu a meso-formy v pomere 1 : 3.

Meso-forma: '"H NMR (500 MHz, CDCI3) § 3.52—3.46 (m, 2H, prekryv s Et,0), 1.29 (d, J
= 6.5 Hz, 6H). 3*C NMR (126 MHz, CDCl3) § 60.91, 15.01

Racemat: '"H NMR (500 MHz, CDCls) § 3.45-3.40 (m, 0.7H), 1.31 (d, J= 6.5 Hz, 2.15 H).
13C NMR (126 MHz, CDCI13) § 61.07, 15.90.

4.4.3 Priprava butan-2,3-diamin dihydrochloridu

®
N3 NH, NHs o
/?\{ Pd/C,H, /é\g/ HCl /é\g/
__PdiCH, ,
MeOH
Ns MeOH NH, e gHa

Schéma 31: Priprava butan-2,3-diamin dihydrochloridu

K roztoku 2,3-diazidobutén (31,1 g, 0,22 mol) v metanole (500 ml) sa v inertnej atmosfére
prida 10% palddium absorbované na aktivnom uhli (11,7 g, 0,011 mol, 5 mol %). Nésledne
sa inertnd atmosféra vymeni za vodikovll atmosféru. Reakcia trva 4 tyzdne. Po ukonceni
reakcie sa zmes prefiltruje cez skladany filter. Po okysleni metanolového roztoku plynnym
chlorovodikom vznikaji krystaly butan-2,3-diamin dihydrochloridu. V tejto chvili je
mozné oddelit’ diastereoizoméry na zaklade rdznej rozpustnosti v rozpustadle, ako prvy
krystalizuje meso-forma produktu, po jeho odfiltrovani a ndslednom zahusteni mati¢ného

roztoku zacne kryStalizovat’ recemat.
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Vytazok meso-formy: 32 %.'H NMR (600 MHz, D20) & 3.61 — 3.54 (m, 2H), 1.38 — 1.32
(m, 6H). 13C NMR (151 MHz, D,0) § 49.61, 14.38.

Vytazok racemétu: 5 %. "H NMR (500 MHz, D20) & 3.72 — 3.65 (m,, 2H), 1.42 — 1.28 (m,
6H). 13C NMR (126 MHz, d'D20) & 48.56, 12.26.

4.44 Priprava meso-tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminobutan-N,NV,N',N'-tetra—
octovej kyseliny

rCoo-tBu
NH J\/N COO-tB
S e
o +  Br _ :
2HCI o—tBu THF/H,0 tBu-OOC)

2

Schéma 32: Priprava meso-tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminobutan-N, N, N', N'-tetraoctovej kyseliny

K roztoku meso-butan-2,3-diamin dihydrochloridu (10,02 g, 0,062 mol) v zmesi vody a
THF (50 : 200 ml) sa za mieSania pridava K»COs3 (55,8 g, 0,403 mol). Vzniké suspenzia,
ku ktorej sa prida ferc-butylbromacetat (54,6g, 1ml, 0,189 mol). Reakéna zmes sa privedie
k varu po dobu 9 hodin. Nésledne sa rozpustadlo Ciasto¢ne odpari. K surovému produktu
sa pridd destilovana voda (150 ml) a nasledne sa extrahuje etylacetditom (3x 150ml).
Organické frakcie sa spoja a extrahuju sa vodou (2x 150ml) a nasytenym roztokom NaCl
(1% 150ml). Organicka vrstva sa vysusi bezvodym Na»SO4a rozpust'adlo sa odpari. Vznika
7ltohneda olejovita latka. Surovy produkt sa predisti pomocou stipcovej chromatografie.

Vytazok: 72 % ako biela krystalicka latka.

'H NMR (600 MHz, CDCl3) & 3.32 (s, 8H), 2.60 (s, 2H), 1.43 (s, 36H), 1.12 (s, 6H). 13C
NMR (151 MHz, CDCls) 8 171.64, 80.61, 62.06, 54.00, 28.19, 11.43

Teplota topenia: 79—80°C
Elementarna analyza: CosHs2N2Og

e Vypocitané: C, 61,28; H, 9,55; N 5,14
e Najjdené: C, 60,90; H, 9,59; N, 5,00
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4.4.5 Priprava dihydrochloridu meso-2,3-diaminobutan-N,N,N',N'-tetraoctovej

kyseliny
COOH
COOtBu /L\/
COOH
/L\/ coomy HEHO HooC” N N
tBuOOC/\ ~ ! HOOC > 2Ha
muooc

Schéma 33: Priprava dichloridu meso-2,3-diaminopropan-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny

K roztoku meso-tetra(terc-butyl)esteru  2,3-diaminopropan-N, N, N’ N'-tetraoctovej
kyseliny (27,9 g, 0,051 mol) vo vode (150, ml) sa za stdleho mieSania sa pomaly pridava
koncentrovana kyselina chlorovodikova (37,3 g, 75,3 ml 1,02 mol). Zmes sa privedie
k varu po dobu 5 hodin. Po ukonceni rekcie sa zo zmesi odpari voda a kyselina
chlorovodikova. Vznikd dihydrochlorid kyseliny meso-2,3-diaminobutan-N,N,N',N'"-
tetraoctovej. Vytazok: 99 % ako biela krystalicka latka. Latka bola do naslednej reakcie

pouzitd bez d’alsieho Cistenia

4.4.6 Priprava meso-tetrametylesteru 2,3-diaminobutan-N,N,N',N'-tetraoctovej

kyseliny
COOH COOMe
/L\/ COOH /L\/
HooC” N N socl, MeOOC/\ N._COOMe
I 2Hcl
HOOC MeOH MeOOC

Schéma 34: Priprava meso-tetramethylesteru 2,3-diaminobutan-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny

Dihydrochlorid meso-2,3-diaminobutan-N, N,N',N'-tetraoctovej kyseliny (20,4 g, 0,052
mol) sa rozmiesa v metanole (300 ml). Za chladenia a pod inertnou atmosférou sa k roztoku
pomaly prikvapkdva thionyl chlorid (61,8 g, 37,7 ml 0,521 mol). Reakcia prebieha pri
laboratornej teplote 48 hodin. Po ukonceni reakcie sa reakéna zmes odpari a k odparku sa
prida etylacetat (150 ml). Nésledne sa roztok neutralizuje nasytenym NaHCOs3 a d’alej sa
organicka vrstva extrahuje vodou (2% 150 ml). Organicka vrstva bola vysusend pomocou
bezvodého Na>SO4 a rozpustadlo sa odparilo za znizeného tlaku. Vytazok: 50 % ako biela

krystalicka latka.
Teplota topenia: 82—84 °C
"H NMR (600 MHz, CDCl3) § 3.66 (s, 12H), 3.47 (d, J = 1.5 Hz, 8H), 2.72 — 2,64 (m, 2H),

1.14 — 1.08 (m, 6H). '*C NMR (151 MHz, CDCl3) & 172.66, 62.08, 52.72, 51.59, 12.58.
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4.4.7 Priprava meso-4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperiazin-2,6-dion)

COOMe Q

o)
10 -
~ N._COOMe o J\/N Jw
MeOOC )N : HCONHj, NaH N7 \/go HCI/H,0 OY\N N
MeOOC dioxan Nm) T onet HN\H) :

© ol
Schéma 35: Priprava meso-4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-dion)

K suspenzii hydridu sodného (24,0 g 0,311 mol) v dioxane (200 ml) v inertnej atmosfére
za chladenia sa po kvapkach priddva roztok meso-tetrametylestru kyseliny 2,3-
diaminobutan-N,N,N',N'-tetraoctovej (9,75 g, 0,026 mol) a formamidu (11,6 g, 10,3 ml
0,259 mol) v dioxane (150 ml). Reak¢na zmes sa necha vol'ne ohriat’ na laboratornu teplotu,
pri ktorej sa mieSa cez noc. K reakénej zmesi sa prida hexan (150 ml) a necha sa miesat’ 10
minut. Suspenzia sa prefiltruje a pevna Cast’ sa za chladenia pomaly pridava do vody
(300 ml). Vzniknuty roztok sa okysli koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na pH 5.
V roztoku kryStalizuje produkt vo forme bielych kryStalov. Suspenzia sa prefiltruje.
Vytazok: 49 %

"H NMR (500 MHz, DMSO) & 11.02 (s, 2H), 3.32 (dd, J=16.5, 1.7 Hz, 4H), 3.22 (dd, J =
16.4, 1.6 Hz, 4H), 2.79 — 2.71 (m, 2H), 0.88 (d, J = 6.0 Hz, 6H). '*C NMR (126 MHz,
DMSO) § 172.34, 58.85, 51.88, 9.45.

Teplota topenia: 316-318 °C.
Elementarna analyza: C12H1sN2O4

e Vypocitané: C, 51,00; H, 6,38; N 19,83
e Nagjdené: C, 50,66; H, 6,33; N, 19,06

4.4.8 Priprava racematu tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminopropan-N,N,N',N'-
tetraoctovej kyseliny
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Schéma 36: Priprava racematu tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminopropan-N, N, N, N"-tetraoctovej kyseliny

K roztoku rac-butan-2,3-diamin dihydrochloridu (2,1 g, 0,013 mol) v zmesi vody a THF
(20 : 100 ml) sa za mieSania pridava KoCOs (11,6 g, 0,085 mol). Vznika suspenzia, ku

40



ktorej sa prida terc-butylbromacetat (11,2 g, 8,4 ml, 0,059 mol). Reak¢na zmes sa privedie
k varu po dobu 9 hodin. Nésledne sa rozpustadlo Ciasto¢ne odpari. K surovému produktu
sa prida destilovand voda (150 ml) a nasledne sa extrahuje etylacetaitom (3x 150 ml).
Organické frakcie sa spoja a s nasledne sa extrahuju vodou (2x 150 ml) a nasytenym
roztokom NaCl (1x 150 ml). Organicka vrstva sa vysusi bezvodym Na>SOs a rozpustadlo
sa odpari. Vznika ZItohneda olejovita latka. Surovy produkt sa preéisti pomocou stipcovej
chromatografie. Vytazok: 50 % ako bezfarebny olej, ktory sa ¢asom krystalizuje ako biela
krystalicka latka.

'H NMR (600 MHz, CDCls) & 3.53 — 3.47 (m, 4H), 3.40 (d, J = 17.4 Hz, 4H), 2.96 — 2.87
(m,, 2H), 1.43 (d, J = 5.5 Hz, 36H), 1.02 (d, J = 6.4 Hz, 6H). 3C NMR (151 MHz, CDCls)
5 171.87, 80.58, 60.07, 54.36, 28.22, 13.07.

Teplota topenia: 44—46°C

4.4.9 Priprava dihydrochloridu racematu 2,3-diaminobutan-N,N,N',N'-tetraoctovej

kyseliny
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Schéma 37: Priprava dihydrochloridu racematu 2,3-diaminopropan-N, N, N',N'-tetraoctovej kyseliny

K roztoku racematu tetra(ferc-butyl)esteru 2,3-diaminopropan-N,N,N',N'-tetraoctove]
kyseliny (6,3 g, 0,011 mol) vo vode (41 ml) sa za stdleho mieSania sa pomaly pridava
koncentrovana kyselina chlorovodikova (3,5 g, 24,2 ml, 0,22 mol). Zmes sa privedie k varu
po dobu 5 hodin. Po ukonéeni rekcie sa zo zmesi odpari voda a kyselina chlorovodikova.
Vznika dihydrochlorid kyseliny 2,3-diaminobutan-N, N, N', N'-tetraoctovej. Vytazok: 96 %

biela krystalicka latka. Latka bola do naslednej reakcie pouzita bez d’alSieho Cistenia.

4.4.10 Priprava racematu tetrametylesteru 2,3-diaminobutan-N,N,N',N'-tetraoctovej

kyseliny
B} I/COOH ) [/COOMe
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Schéma 38: Priprava racemat tetrametylesteru 2,3-diaminobutan-N, N, N, N'-tetraoctovej kyseliny
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Racemat dihydrochloridu 2,3-diaminobutan-N, N, N’ N'-tetraoctovej kyseliny (4,7 g, 0,012
mol) sa rozmiesa v metanole (100 ml). Za chladenia pod inertnou atmosférou sa k roztoku
pomaly prikvapkava thionyl chlorid (18,8 g, 8,4 ml, 0,116 mol). Reakcia prebieha pri
laboratornej teplote 48 hodin. Po ukonceni reakcie sa reakéna zmes odpari a k odparku sa
prida etylacetat (150 ml). Nasledne sa roztok neutralizuje nasytenym NaHCO3 a d’alej sa
organicka vrstva extrahuje vodou (2% 150 ml). Organicka vrstva bola vysusena pomocou
bezvodého Na,;SOs arozpustadlo sa odparilo za znizeného tlaku. Vytazok: 59 % ako

olejovita latka, ktora ¢asom krystalizuje.

'H NMR (600 MHz, CDCl3) & 3.63 (s, 12H), 3.62 (d, J = 17.8 Hz, 4H), 3.50 (d, J = 17.5
Hz, 4H), 2.85 — 2.77 (m, 2H), 1.00 (d, J = 6.5 Hz, 6H). '*C NMR (151 MHz, CDCl3) &
172.82, 60.41, 52.77, 51.48, 13.56.

4.4.11 Priprava racematu 4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperiazin-2,6-dién)
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Schéma 39: Priprava racematu 4,4'-(butan-2,3diyl)bis(piperazin-2,6-diénu)

K suspenzii hydridu sodného (3,3 g 0,079 mol) v dioxane (70 ml) v inertnej atmosfére za
chladenia sa po kvapkach priddva roztok racematu tetrametylesteru 2,3-diaminobutan-
N,N,N' N'-tetraoctovej kyseliny (9,75 g, 0,007 mol) a formamidu (2,96 g, 2,7 ml, 0,066
mol) v dioxane (40 ml). Néasledne sa necha reakéna zmes vol'ne ohriat’ na laboratérnu
teplotu, pri ktorej sa mieSa cez noc. K reakénej zmesi sa prida hexdn (50 ml) a necha sa
mieSat’ 10 min0t. Suspenzia sa prefiltruje a pevna Cast’ sa za chladenia pomaly pridava do
vody (100 ml). Vzniknuty roztok sa okysli koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na
pH 5. V roztoku krystalizuje produkt vo forme bielych krysStalov. Suspenzia sa prefiltruje.
Vytazok: 11 %

'H NMR (600 MHz, DMSO-de) & 10.89 (s, 2H), 3.39 — 3.29 (m, 8H), 2.81 — 2.78 (m, 2H),
0.87 —0.76 (m, 6H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-de) 5 172.60, 58.22, 51.94, 12.71.

Teplota topenia: 268-270 °C.
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5 STANOVENIE AKTIVITY LATOK IN VITRO
Aktivita bola stanovena v spolupraci s katedrou biochemickych vied FaF HK UK.

Toxicita a protek¢na aktivita sa sledovala na izolovanych potkanich neonatalnych
ventrikularnych kardiomyocytoch (NVCMs). Na stanovenie toxicity sa NVCMs
inkubovali s latkami po dobu 48 hodin. Na stanovenie kardioprotekivnej aktivity latok boli
NVCMs buky predinkubované s jednotlivymi analogmi DEX v roznych koncentraciach po
dobu 3 hodin pri teplote 37 °C. Potom boli koinkubované s daunorubicinom (DAU), ako
reprezentantom ANT, s koncentraciou 1,2 umol/l po dobu 3 hodin pri teplote 37 °C.
Nasledne sa bunky preniesli na ¢isté médium bez skimanych latok a DAU. Nechali sa
inkubovat 48 hodin. Kardioprotekcia a toxicita sa merala ako aktivita laktat

dehydrogendzy (LDH), ako markeru poSkodenia bunkovej membrany.

Pro stenoveni inhibi¢nej aktivity k TOP2B sa analégy DEX inkubovali s ¢istenou I'udskou
TOP2 a suprahelixovym DNA substratom. Potom sa reakéné zmesi vlozili na agar6zovy
gél a separovali sa pomocou elektroforézy. Nésledne sa zafarbili etidinium bromidom

a vizualizovali pomocou ChemiDoc MP.

5.1.1 Toxicita EMD

EMDa toxicity to NVCI 0 EMDb toxicity to NVCMs 20 DEX toxicity to NVCMs
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Obrazok 12: Toxicita EMD anal6gov a DEXu k NVCMs

Obrazok 12 popisuje toxicitu jednotlivych EMD diastereoizomérov na NVCMs bunky.
Prvy stipec poukazuje na kontrolnt skupinu, stipce 2—4 obsahovali rozliéné koncentracie
skimanych latok. Toxicita EMDa a EMDb je mierne vyssia ako pri DEX, tento trend
narastu vSak nie je Statisticky signifikantny. TieZ m6Zeme pozorovat, Ze so vzrastajucou

koncentraciou latok sa toxicky efekt meni len minimalne.
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5.1.2 Kardioprotek¢éna aktivita EMD

DEX protection of NWVCMs EMDa protection of NWVCMs EMDb protection of NVCMs
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Obrazok 13: Stanovenie in vitro kardioprotekcie EMD analégov a DEXu

Na obrazku 13 je zndzornené ako jednotlivé diastereoizoméry pdsobia na toxicitu ANT
v NVCMs bunkach. Prvy stipec znazoriiuje kontrolna skupinu bez obsahu DAU. Druhy
stipec poukazuje na vzorky bude ku ktorym bol pridany DAU, ktory vykazoval vysoky
kardiotoxicky efekt. EMDa signifikantne znizoval kardiotoxicitu DAU. EMDb
kardiotoxicitu navodeni DAU znizil len pri najvyssej testovanej koncentracii. Taktiez je

mozné si v§imnut, Ze protek¢énd aktivita DEX a EMDa je podobna.

5.1.3 Inhibicia TOP2B pomocou EMD

TOP2B DEX [uM] EMDa [uM] EMDb [uM]
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Obrazok 14: Inhibicia TOP2B

Na obrazku 14 je zndzornena inhibiéné aktivita k TOP2B. Prvy stipec ukazuje DNA ktora
je zvinuta. Pésobenim TOP2B dochédza k jej relaxacii a rozmotaniu retazcov (stipec 2).
Je mozZné si v§imnut, Ze uZ pri koncentracii 10uM EMDa sa DNA nachadza v ¢iastocne
zvinutej forme. To je zapri¢inené inhibiciou TOP2B. EMDb tuto aktivitu vykazoval az pri
vysokych koncentraciach, DEX azZ pri koncentracii 100 uM. Inhibi¢né aktivita EMDa je
teda vysSSia nez u DEX. Tieto vysledky koreluju s vysledkami protekcie na NVCMs

bunkach pri toxicite navodenej pomocou DAU.
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5.1.4 Toxicita a kardioprotekéna aktivita JAS

meso-JAS rac-JAS
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Obrazok 15: Toxicita a kardioprotekcia analogov meso- a rac-JAS

Na obrazku 15 je ako prvy stipec uvedena kontrolna skupina, ktora nasleduje skupina
stipcov popisujuca toxicitu meso-JAS alebo rac-JAS. Tieto hodnoty nie su signifikantné
a so vzrastajiicou koncentraciou sa nemenia. V poradi siedmy stipec (¢ierny) obsahoval
DAU ako kardiotoxicku latku. Potom nasleduje 5 stipcov, ktoré obsahovali DAU a rézne
koncentracie skimanych latok. Je mozné si v§imnut’, Ze pridanie latok viedlo k zniZeniu
toxicity DAU. V pripade meso-JAS k tomu dochadza uz pri koncentarii 1 uM, zatial’ o
rac-JAS zacina posobit’ az pri koncentracii 30 puM. Z toho vyplyva, Ze aj pri dimetyl

analogu je dolezité postavenie substituentov na spojovacom ret’azci.

Vdaka vysledkom in vitro kardioprotekcie a inhibicie TOP2B pri jednotlivych
diastereoizomérych formach je moZzné predpokladat, Zze inhibicia TOP2B stoji za

kardioprotek¢nou aktivitou Studovanych bisdioxopiperazinov.[31]
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6 DISKUSIA

Cielom prace bolo pripravit’ analégy DEX s pozmenenym ret'azcom. Konkrétne analdg
4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperiazin-2,6-diéon)  (JAS) a analég  4,4'-(pentan-2,3-
diyl)bis(piperiazin-2,6-dion) (EMD) v oboch diastereoizomérnych forméch (Obrazok 16),

v dostato¢nom mnozstve, aby mohli byt’ poskytnuté na stanovenie ich in vitro aktivity.
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eso-forma racemat erythro-forma threo-forma

Obrazok 16: Struktary JAS a EMD s vyzna¢enymi konfiguraciami jednotlivych enantiomérov

Pri syntéze oboch analégov v rdmci tejto prace bolo jednym z kI'i€¢ovych krokov pripravit

alkan-2,3-diamin dihydrochlorid.

.
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Schéma 40: Syntéza alkan-2,3-diamin dihydrochloridov

Pri syntéze EMD bol ako vychodiskova latka pouzity pentan-2,3-dién, ktory bol
redukovany na pentan-2,3-di6l pomocou LiAlH4 vo vysokom vybeZzku (87 %). Butan-2,3-

diol je komer¢ne dostupna latka.

Alkan-2,3-dioly boli prevedené na dimesylaty pomocou mesylchloridu vo vytazku 82 %.
Reakcia dimesylatu s azidom sodnim poskytovala diazidy (79 % pre EMD a 83 % pre JAS).
Problémom tychto latok je nizka teplota varu diazidu a jeho explozivny charakter, preto
neboli nijako Cistené. Ziskane diazidy boli redukované pomocou paladia, absorbovaného
na aktivnom uhli v metanole pod vodikovou atmosférou za vzniku alkan-2,3-diaminov

dihydrochloridov, ktory sa nasledne pouzil do d’alSich reakcii.
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Tento krok vSak trva 4 tyzdilov a vytazky reakcii boli 37 % pre meso-formu + racemat JAS
a 40 % pre EMD. Preto bola vysktiSana ind cesta, ktora by tento krok skratila a obisla by
syntézu pentan-2,3-diazidu. Touto moznostou je pripravit diamin pomocou redukcie

didondioximu, ktory sa pripravuje reakciou didonu s hydroxylaminom.

)\(\ red. }Y\

|

N\ NH2
OH

Schéma 41: Redukcia pentan-2,3-diondioximu

Pentan-2,3-dion je komercne dostupna latka, ktord poskytuje reakciu s hydroxylaminom.
Pentan-2,3-diondioxim sa podarilo ziskat' vo vytazku 88 %. Ten je moZné nasledne
redukovat’ na pentan-2,3-diamin. V ramci tejto prace bol didondioxim redukovany podla
postupu uvedeného v patente [26], avSak vysledny produkt sa nepodarilo vycistit’
a vytazok bol taktiez o dost niz§i (9 %), ako ten uvedeny v patente (51 %). Dalsou
moznost'ou, ktora bola vyskusana, je vyuZitie iného redukéného ¢inidla, konkrétne LiAlH4.
Diondioxim sa tymto sposobom tiez nepodarilo zredukovat' na prislusny diamin. Na
redukciu diondioximu by sa dal pouzit’ prietokovy reduktor H-cube mini plus™, ten sme
v tej dobe na katedre eSte nemali, dnes vieme, Ze pouzitim tohto pristroja reakcia prebicha
s vytazkom 72 %. V ramci préce sa teda pentan-2,3-dion zredukoval na pentan-2,3-diol.
Z neho sa nasledne pripravil pentan-2,3-dimesylat a pentan-2,3-diazid. Ten sa redukoval
pomocou paladia absorbovaného na aktivnom uhli v metanole pod vodikovou atmosférou

za vzniku pentan-2,3-diaminu, vo vytazku 40 %.

4,4'-(Butan-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-dion) sa modze vyskytovat vo forme racematu
s absolutnou konfiguraciou S,S a R,R alebo v meso-forme s konfiguraciou R,S. Oddelenie
diastereoizomérov je mozné uskutocnit’ pri syntéze diamin dihydrochloridu s vyuZitim
rdznej rozpustnosti butan-2,3-diamin dihydrochloridu v metanole. Racemat je v metanole
viac rozpustny ako meso-forma a meso-forma vykrystalizovava ako prva. Vd’aka tomuto
kroku sa jednotlivé izoméry oddelili pomocou filtracie. Matecny metanolovy roztok sa
nasledne zahustil na vékuovej odparke a ochladil, tym zacal kryStalizovat' racemat.
Diastereoizoméry sa docistili v ndslednom kroku, kedy sa pripravuje tetra(ferc-butyl)ester
2,3-diaminobutan-N, N, N',N'-tetraoctovej kyseliny, ten sa nasledne naniesol na kolonu

stipcovej chromatografie a ziskali sa tak &isté diastereoizomérne formy latok.[20]
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Pri syntéze EMD soli diastereoizomérov pentan-2,3-diamin dihydrochloridu maja podobnu
rozpustnost v metanole a preto sa nepodarilo oddelit’ ich tymto spdsobom. Takze
k separacii dochadza v nasledujicom kroku, kedy sa diastereoizomére formy tetra(terc-
butyl)esteru 2,3-diaminopentan-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny oddeli pomoci stipcove;
chromatografie. Erythro-forma sa eluuje ako prva, nasleduje threo-forma. Oddelenie
diastereoizomérov v praci [26] uvedené v teoretickej Casti riesil pripravou dibenzyl pentan-
2,3-diyldikarbamatu a k separacii dochadzalo vd’aka r6znej rozpustnosti v etanole. Erythro
diasteroizomér je menej rozpustny a méze sa z roztoku odfiltrovat’. Etanolicky roztok sa
zahusti a precisti pomocou stipcovej chromatografie. Tato metoda dava malé vytazky. Pri
tomto spdsobe je nutné pentan-2,3-didmin ochranit’, aby sa mohol pouzit do dalSej

reakcie.[26]

Poslednym a kritickym krokom pri syntéze bisdioxopiperazinovych derivatov je

cyklizacia. Su dve mozné cesty.
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Schéma 42: Cyklizaéné reakcie — a pre erythro-formu EI\/IJ]i;Sb, ¢ pre threo-fotmu EMD a obe diastereoizomérne formy
Pri  threo-EMD sa dihydrochlorid 2,3-diaminopentan-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny
zahrieva vo formamide najskor za znizeného tlaku a nasledne sa zvysi teplota a reakcia sa
eSte zohrieva 5 hodin (Schéma 42: a). Formamid sluZi ako rozpustadlo a zarovenl aj ako
reakéné cinidlo. Po oddestilovani formamidu arozpusteni v metanole mal produkt
vykrystalizovat. KedZe ktomu nedoslo, bola latka predistend pomocou stipcovej
chromatografie. Tym sa podarilo ziskat’ Cisty threo-4,4'-(pentan-2,3-diyl)bis(piperiazin-
2,6-dion) vo vytazku 16 %. Druha moznost, pouzita pri erythro-EMD a oboch
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diastreoizoméroch JAS, je cyklizovat' tetrametyl ester tetraoctovej kyseliny v dioxdne
s pridavkom formamidu a hydridu sodného (Schéma 42: b, c). V tomto pride je nutné
surovy produkt okyslit’, ked’ze v reakcii vznika jeho disodna sol’. Jej vodny roztok sa okyslil
pomocou koncentrovanej HCI na pH 5. Nizsie pH roztoku nie je ziaduce, ked’ze tym moze
vznikat’ hydrochlorid, respektive dihydrochloridu produktu. Findlne latky boli ziskané vo
vytazkoch erythro-EMD 66 %, meso-JAS 49 % a rac-JAS 11 %.

Vdaka spolupraci s vyskumnou skupinou prof. Simiinka, bola stanovena aktivita pre
jednotlivé diastereoizomérne formy oboch analdégov. Je mozné si vSimnut’, ako mald zmena
postranného ret'azca dokdze tuto aktivitu ovplyvnit. Zavedenim druhej metylovej skupiny
do molekuly DEX vznika JAS, ktorého meso-forma, s konforméciou R,S, vykazuje
niekol’kondsobne vyssi kardioprotektivny U€¢inok ako monometylovany retazec DEX. Na
druhej strane racemdt (R,R a S,S) vykazuje kardioprotekivnu aktivitu az vo vysokych
koncentraciach. Pri testoch na inhibiciu I'udskej TOP2B vysledky korelovali s vysledkami
aktivit. Z toho moézeme usudit’, ze postavenie substituentov na spojovacom ret’azci latok je
esencialne pre vlastnu aktivitu tychto latok. Zavedenim etylovej skupiny do molekuly DEX
vznikd EMD, ten sa vyskytuje v erythro-a threo-forme. Tato obmena spojovacieho retazca
ucinok nezvysila. Erythro-forma EMD (R,S a S,R) vykazovala kardioprotektivnu aktivitu
na bunkovych modeloch, kde bola kardiotoxicita navodena pridanim DAU, porovnatel'nu
s DEX. Na druhej strane threo-forma EMD (R,R a §,S) mala ucinok viditelne nizsi
v porovnani s DEX. Vysledky inhibicie TOP2B oboch diastereoizomérnych foriem EMD
taktieZ koreluju s vysledkami kardioprotivnych aktivit. To potvrdzuje, Ze streochémia latok
je dolezita pre vlastny Gcinok latky. Pri oboch analégoch DEX inhibicia TOP2B korelovala
s karidoprotekivnou aktivitou. Vysledky testov aktivity tychto latok podporuji hypotézu,
ze mechanizmus U¢inku bisdioxopiperazinovych derivatov, ako karioprotektivnych latok
pri terapii kardiotoxicity indukovanej ANT, zavisi na ich schopnosti katalyticky inhibovat’

TOP2B.
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7 ZAVER

Vramci prace sa podarilo pripravit Styri findlne latky meso-4,4'-(butan-2,3-
diyl)bis(piperazin-2,6-dion), rac-4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-dion), erythro-4,4'-
(pentan-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-didon)  a threo-4,4'-(pentan-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-
dién).

0O 0O
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Obrazok 17: Dexrazoxan a latky pripravené v rdmci tejto prace

Latky boli pripravené dostatocnom mnoZstve, aby mohli byt podrobené testom na ich
aktivitu. Pre EMD analdg bola navrhnut4 a overend vhodna syntetickd cesta s celkovym
vytazkom pre erythro-formu 1,75 % apre threo-formu 0,85 %. Syntéza analogu JAS
poskytovala celkovy vytazok pre meso-formu 4,13 % a pre racemat 0,23 %. Ked'Ze syntéza
oboch analoégov nevychadzala z opticky €istych vychodiskovych latok, bolo potrebné ich
oddelit’ pre ziskanie Cistych diastereoizomérnych foriem findlnych latok. Pri jednotlivych
analogoch separacia diastereoizomérnych foriem prebiehala v r6znych krokoch syntetickej
cesty: pri izoldcii butdn-2,3-diamin dihydrochloridu pre JAS a pri syntéze tetra(terc-
butyl)esteru 2,3-diaminopentan-N,N,N' N'-tetraoctovej kyseliny pre EMD. Jednotlivé
formy medziproduktov a nasledne aj findlnych latok sa podarilo pripravit vo vysokej

éistote.

V spolupréci s katedrou biochemickych vied bola stanovena aktivita latok. T4 poukazuje
na doblezitost’ stereochémie na spojovacom ret'azci pre vlastny kardioprotektivny ucinok

latok aj na inhibictu TOP2B. Vysledky inhibicie lTudskej TOP2B koreluju
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s vysledkami kardioprotekivnej aktivity, a tym podporuji hypotézu inhibicie tohto enzymu
ako mechanizmu ucinku bisdioxopiperazinovych derivatov pri redukcii kardiotoxicity
vyvolanej ANT. Meso-forma analégu JAS (s konfiguraciou R,S) vykazovala
karidoprotek¢nu aktivitu niekol’konasobne vyssiu ako DEX, na druhej strane jeho racemat
(s konfiguraciou R,R a §,S) vykazoval aktivitu len vo vysokych koncentraciach. Erythro-
forma EMD analogu (s konfiguraciou R,S a S,R) vykazovala in vitro kardioprotek¢ént
aktivitu podobnu s DEX, zatial' ¢o pri threo-forme bol ucinok detekovatelny len pri
vysokych koncentraciach. Obe ucinnejSie formy (erythro-EMD a meso-JAS) analogov
budu poskytnuté na in vivo testovanie na Ustavu farmakologie Lékatské fakulty v Hradci

Kralové.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

ANT — antracyklin

CbzCl - benzylchlorformiat

DAU — daunorubicin

DEX — dexrazoxan

DMF — dimetylformamid

DMSO — dimetylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleové kyselina
EtOAc — etylacetat

He — hexan

LDH - laktat dehydrogenaza

NU - neziadici u¢inok

NVCMs — potkanie neonatalne ventrikularne kardiomyocyty
ppm — part per million

Ra-Ni — Raneyov nikel

ROS — reaktivne formy kyslika
TEA - trietylamin

THF — tetrahydrofuran

TMS — tetrametylsilan

TOP2 — topoizomeréza I1

WHO - svetova zdravotnicka organizacia
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