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ABSTRAKT  

Univerzita Karlova 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra organické a bioorganické chemie 

Študent: Marek Macuš 

Vedúci práce: Ing. Galina Karabanovich, Ph.D. 

Názov práce: Syntéza analog dexrazoxanu 

Antracyklínové antibiotiká, ako napríklad daunorubicín, doxorubicín, epirubicín a ďalšie, 

patria medzi najefektívnejšie antineoplastiká. Používajú sa na liečbu nielen leukémií, ale aj 

solídnych nádorov. Medzi limitujúce faktory týchto veľmi účinných látok patrí ich 

kardiotoxicita. Predpokladá sa, že kardiotoxicita môže vznikať buď na podklade interakcie 

s Fe iónmi, vďaka ktorým sa tvoria reaktívne formy kyslíka (ROS), alebo ide o priame 

poškodene väzbou ANT na topoizomerázu IIβ v kardiomyocytoch. Nevratné poškodenie 

buniek srdcového svalu môže viesť až ku srdečnému zlyhávaniu. Jedinou klinicky 

používanou látkou k terapii kardiotoxicity vyvolanej ANT je dexrazoxan (DEX). Ide 

o bisdioxopiperazínový derivát, ktorého mechanizmus účinku nie je úplne objasnený. 

Existujú dve základné hypotézy: 1. chelácia intracelulárnych iónov železa a obmedzenie 

vzniku ROS, 2. katalytická inhibícia topoizomerázy IIβ.  

 

Obrázok 1. Štruktúra DEX a jeho analógov, pripravených v rámci tejto práci 

Cieľom práce bolo pripraviť analógy DEX s pozmeneným spojovacím reťazcom. 

Konkrétne bután-2,3-diylový analóg (JAS) a pentán-2,3-diylový analóg (EMD). Prvým 

kľúčovým bodom syntézy oboch analógov bola príprava odpovedajúcich diamínov. 

Východiskové  látky boli bután-2,3-diol a pentán-2,3-dión, ktorý bol redukovaný na 

pentán-2,3-diol. V priebehu syntézy bolo nutné oddeliť diasteroizoméry, aby boli získané 

čisté látky alebo čisté racemické zmesi. Pri syntéze EMD, separácia diastereoizomérov 

prebieha vo fáze tetra(terc-butyl) esteru 2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej 



 

kyseliny pomocou stĺpcovej chromatografie. V prípade JAS bolo možné racemát od meso-

formy oddeliť pri príprave diamín dihydrochloridu, vďaka rôznej schopnosti 

vykryštalizovať z reakčnej zmesi. Kritickým bodom oboch syntetických dráh je cyklizácia 

bisdioxopiperazínových cyklov, pri ktorej existujú dve možnosti. Prvý spôsob je cyklizácia 

N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny vo formamide za vysokej teploty. Druhý spôsob vychádza 

z tetramethyl esteru a cyklizácia prebieha v dioxáne s formamidom za prídavku hydridu 

sodného. Obe cyklizačné reakcie poskytujú produkty vo výťažku 11–66 %.  

 

Schéma 1: Skrátená schémy syntézy bisdioxopiperazínových analógov 

Jednotlivé diastereoizoméry boli následne podrobené testom na ich kardioprotektívnu 

aktivitu a inhibíciu topoizomerázy IIβ in vitro. Bolo zistené, že pre účinok je dôležité 

postavenie substituentov na spojovacom reťazci. Ďalej sa zistilo, že látky v majú 

kardioprotekčnú aktivitu, ale len v správnom usporiadaní na chirálných uhlíkoch. 
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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 IIβ 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 IIβ. 

 

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(tert-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 %.  

 

Figure 2: Scheme of synthesis bisdioxopiperavine derivatives 

The final compounds were tested for cardioprotective potential and their inhibitory activity 

to topoisomerase IIβ 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 ÚVOD 

Rakovina patrí medzi závažné civilizačné ochorenia. Podľa WHO sa odhaduje, že 

celosvetovo v roku 2020 rakovine podľahlo skoro 10 miliónov ľudí.[1] 

Na terapiu leukémií aj solídnych nádorov sa používajú liečivá nazývané antineoplastiká. 

Medzi látky používané v bežnej praxi, s veľmi dobrým účinkom, patria antracyklínové 

antibiotiká (ANT). Tieto látky, ako doxorubicín, daunirubicín, epirubidín a ďalšie, majú 

okrem bežných nežiadúcich účinkov (NÚ), ako je nauzea, poruchy tráviaceho traktu, 

alopécia aj závažné kardio-vaskulárne NÚ. Výrazná ireverzibilná kardiotoxicita je 

charakteristicky NÚ pre všetkých zástupcov tejto farmakodynamickej skupiny.  

Jediným používaným liečivom v dnešnej dobe, registrovaným ako kardioprotektívum pri 

liečbe ANT, je dexrazoxan (DEX). Ide o bisdioxopiperazínový derivát. Na druhej strane 

jeho používanie spolu s ANT pravdepodobne zvyšuje ich hematotoxicitu a NÚ na tráviaci 

trakt,  tým sa jeho používanie výrazne limituje. Mechanizmus účinku DEX stále nie je 

dokonale objasnený, zostáva mnoho otázok o tom, ako táto látka naozaj funguje. 

Najpravdepodobnejšie sú dve hypotézy: Chelácia intracelulárnych Fe iónov 

v kardiomyocytoch a inhibícia topoizomeráz.[2] 

Jednou z hlavných náplní výskumu kardioprotektív je objasnenie a potvrdenie mechanizmu 

účinku DEX. K tomu napomáha štúdium derivátov DEX a závislosti medzí ich štruktúrou 

a kardioprotektívnym účinkom. 

 

Obrázok 1: Základná štruktúra bisdioxopiperazínových derivátov odvodených od dexrazoxanu 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 

2.1 ANT a ich kardiotoxicita  

ANT patria medzi najčastejšie používané cytostatiká (Obrázok 2). Ich výhodou je široké 

spektrum účinku, ktoré zahŕňa použite pri leukémii, ale aj pri terapii solídnych nádorov. 

 

Obrázok 2: Príklady antracyklínov 

Mechanizmus účinku látok vychádza zo schopnosti viazať sa na DNA, tým dochádza 

k inhibícii syntézy nukleových kyslín a následne aj k inhibícii mitózy buniek.[3] 

Používaním ANT dochádza k deštrukcii kardiomyocytov, morfologické zmeny sú častejšie 

pozorované na ľavej komore. Tieto zmeny môžu viesť až k srdcovému zlyhaniu. 

Predpokladá sa, že kardiotoxicita vzniká na podklade interakcie s Fe iónmi, vďaka ktorým 

sa tvoria reaktívne formy kyslíka (ROS) (Obrázok 3).  
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Obrázok 3: vznik ROS pri používaní anthracyklínov (prevzaté z Šimůnek, 2009 [4]) 

 ANT indukujú vznik ROS ich cyklickou redoxnou reakciou medzi 

chinon/semichinonóvou formou, tá podporuje vznik superoxidov, ktoré následne interagujú 

v Heber-Weisovej reakcii za vzniku hydroxylových radikálov. Táto veľmi nebezpečná 

forma ROS atakuje biomolekuly v kardiomyocytoch. Tým nastáva zmena v molekulách 

a dochádza k smrti buniek. ANT sú tiež schopné vytvárať cheláty so železom. Následná 

kaskáda reakcií vedie k ďalšiemu vzniku ROS.  

Ďalšou hypotézou je priame poškodene DNA väzbou ANT na topoizomerázu IIβ 

v kardiomyocytoch.[4] K pridruženým symptómom deštrukcie kardiomyocytov patria 

arytmie, hypertenzia, predlženie QT intervalu, atrio-ventrikulárne bloky. Aj keď nepatria 

priamo ku kardiotoxicite, sú klasifikované ako ďalšie NÚ. Oneskorená kardiotoxicita sa 

môže objaviť aj po roku od ukončenia terapie ANT.  Tým sa táto skupina antineoplastík  

stáva jednou z najnebezpečnejšie používaných v súčasnej terapii rakoviny.[5]  
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2.2 Dexrazoxan  

 

Obrázok 4: Vzorec dexrazoxanu 

Jedná sa o pravotočivý izomér (S)-4,4'-(propan-1,2-diyl)bis(piperazin-2,6-dion) s teplotou 

topenia 191–197 °C. Medzi ďalšie dôležité fyzikálne vlastnosti látky patrí počet donorov 

vodíkových väzieb 2, počet akceptorov vodíkových väzieb 6. Počet rotovateľných väzieb 

v molekule DEX je 3 a jeho rozpustnosť vo vode pri 25 °C bola stanovená na 10–12 mg/ml; 

logP je −2,6 a pKa 2,1.[6] Táto látka nebola pôvodne vyvíjaná ako kadioprotektívum. 

Razoxan, racemická zmes oboch izomérov, vykazoval antiproliferatívny efekt a mal slúžiť 

napríklad na liečbu psoriázy.[7] Podľa štúdie bol dobre tolerovaný, avšak mal pomerne 

vysokú toxicitou ku kostnej dreni. Pravotočivý izomér DEX ma lepšiu rozpustnosť 

a používa sa vo forme hydrochloridu, jeho ATC je klasifikácia V03AF02. Aplikuje sa ako 

krátkodobá infúzia (15 minút) 30 minút pred podaním ANT. Dávka odpovedá 10-násobku 

dávky ANT.  DEX sa neodporúča užívať pri vakcinácii proti žltej zimnici a ostatných 

atenuovaných vakcínach z dôvodu vzniku fatálneho generalizovaného ochorenia po 

vakcinácii.[8] 

2.3 Predpokladané mechanizmy účinku bisdioxopiperazínov 

Kardioprotektívny účinok DEX stále nie je dokonale objasnený. Existujú dve základné 

hypotézy: 

2.3.1 Hypotéza chelácie Fe iónov 

 

Obrázok 5: Podobnosť EDTA a metabolitu dexrazoxanu ADR925 

Chelačná aktivita DEX je odvodená od podobnosti jeho metabolitu ADR925 s kyselinou 

etyléndiamíntetraoctovou (EDTA), znázornených na obrázku 5. Po rozštiepení 
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piperazíndiónových kruhov DEXu dostaneme analóg práve spomínanej kyseliny. 

Predpokladá sa, že chelačná schopnosť DEX je vyššia ako pri ANT, tým pádom, 

nedochádza k tak vysokej tvorbe ROS a znižuje sa kardiotoxicita ANT.[4, 9–11] 

2.3.2 Hypotéza inhibície topoizomerázy IIβ (TOP2B) 

Topoizomerázy (TOP) sú enzýmy schopné meniť terciárnu štruktúru DNA bez vplyvu na 

primárnu a sekundárnu. Sú zapojené do replikácií DNA. Pričom rodina TOP I štiepi jedno 

vlákno, rodina TOP II štiepi obe vlákna DNA. Existujú dve isoformy topoizomerázy II[12] 

- topoizomeráza IIα (TOP2A) a topoizomeráza IIβ (TOP2B). TOP2A tvorí dvojvláknové 

zlomy s presahom štyroch párov báz, má schopnosť zjednodušovať topológiu DNA a je 

prítomná vo všetkých bunkách, vo všetkých organizmoch.[13] TOP2B sa nachádza 

v neproliferujúcich bunkách ako sú kardiomyocity. Tvorí dvojvláknové zlomy s presahom 

2 párov báz a nezjednodušuje topológiu DNA. Taktiež  nie je prítomná vo všetkých 

organizmoch. Práve TOP2B sa javí ako kľúčová molekula pri vzniku kardiotoxicity po 

použití ANT. DEX inhibuje [14] a následne depletuje TOP2B v myoblastoch, zatiaľ 

neobjasneným mechanizmom, tým pravdepodobne bráni nežiadúcej interakcii TOP2B 

s ANT a pôsobí ako kardioprotektívum.[9, 15, 16] 

2.4 Deriváty DEXRAZOXANU 

Vývoj nových derivátov by mal pomôcť objasniť mechanizmus účinku DEX a zistiť vzťah 

medzi štruktúrou a kardioprotektívnou aktivitou. Má viesť k derivátom s  vyššou 

rozpustnosťou a vystupňovanou kardioprotekívnou aktivitou. Taktiež by bolo výhodou 

znížiť terapeutickú dávku a tým predchádzať výskytu NÚ na dávke závislých. 

Neodmysliteľnou súčasťou je vytvoriť spoľahlivú syntetickú cestu s dostatočne vysokým 

výťažkom. Zmeny na molekule sú možné buď na spojovacom reťazci, alebo obmeny na 

piperazindiónových kruhoch.[17–19] 

2.4.1 4,4'-(Bután-2,3-diyl)bis(piperanín-2,6-dión) 

V rámci tejto práce bude látka 4,4'-(bután-2,3-diyl)bis(piperanín-2,6-dión) označovaná ako 

JAS (meso-JAS, rac-JAS); meso-forma tejto látky sa v literatúre vyskytuje taktiež pod 

označením ICRF-193. 
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Obrázok 6:Vzorec 4,4'-(bután-2,3-diyl)bis(piperanín-2,6-diónu) 

JAS je analóg DEX ktorý má na etylénovom spojovacom reťazci pridanú metylovú 

skupinu. Táto látka sa vyskytuje vo dvoch enantiomérnych formách a opticky inaktívnej 

meso-forme.  

Tato látka má sumárny vzorec C12H18N4O4 a relatívnu molekulovú hmotnosť 232,3. LogP 

nebol zmeraný, ale je vypočítaný metódou XlogP3-aa na hodnotu −1. V molekule sa 

nachádzajú 2 donory H-väzby a 6 akceptorov H-väzby. Počet rotovateľných väzieb látky 

je 3. Teplota topenia jednotlivých diastereoizomérov bola stanovená na hodnotu 217 °C pre 

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

Meso-forma bola v minulosti študovaná ako možná antiproliferatívna látka, na základe 

podobnosti s DEX. V štúdii sa zaoberajú inhibíciou TOP2A ako mechanizmom 

antiproliferatívneho účinku. Ten bol preukázaný na bunkových líniách a bola stanovená 

hypotéza, že práve inhibícia TOP2A je zodpovedná za antiproliferatívny účinok.[22] 

In vitro štúdie kardioprotekcie boli uskutočnené na bunkovej línií H9c2 (embryonálne 

myoblasty potkana). Ide o proliferujúce bunky odlišné od kardiomiocytov. Tieto bunky vo 

veľkom exprimujú TOP2A, afinita k tejto izoforme TOP2 už bola overená experimentmi 

nielen pre JAS, ale aj pre DEX. Ukázalo sa, že meso-JAS aj DEX majú protektívnu aktivitu 

voči kardiotoxicite indukovanej ANT, taktiež je spomenuté, že na účinkom by mohla stáť 

inhibícia TOP2B.[16, 23]  

Táto látka bola ďalej študovaná in vivo na zistenie jej účinku voči akútnej toxicite ANT. 

Zvieratám bola jednorazovo podaná vysoká dávka ANT a následne bola podaná meso-

forma JAS. V tomto prípade ale použite tejto látky nemalo signifikantný výsledok v znížení 

akútnej toxicity ANT.[24] 

Racemát JAS s absolútnou konfiguráciou S,S a R,R je menej preskúmaná látka ako meso-

forma. Je publikovaná jej aktivita voči TOP2, tá je mnohonásobne nižšia ako pri meso-

forme. Autori usudzujú že stereochémia racemátu zrejme neposkytuje vhodnú konformáciu 
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alebo má fyzikálno-chemické vlastnosti, ktoré sú nezlučiteľné s väzbou na enzým. Ďalej sa 

zistilo, že racemát je viac rozpustný vo vode, avšak je menej stabilný. Taktiež zo štúdie 

z roku 1970 vyplýva, že pre kardioprotekčnú aktivitu JAS je dôležité postavenie 

substituentov na postrannom reťazci. Zistili, že meso-forma má aktivitu voči ANT 

indukovanej kardiotoxicite, avšak racemát túto aktivitu nevykazoval.[20] 

Z publikovaných štúdií je možné všimnúť si, že účinky tejto látky neboli študované na 

účinok voči kumulatívnej chronickej kardiotoxicite v korelácii s TOP2B.  

2.4.2 4,4'-(Pentán-2,3-diyl)bis(piperanín-2,6-dión) 

V rámci tejto práce bude látka bude 4,4'-(pentán-2,3-diyl)bis(piperanín-2,6-dión) 

označovaná ako EMD (erythro-EMD, threo-EMD); erythro-EMD sa v literatúre vyskytuje 

tiež pod označením ICRF-202. 

 

Obrázok 7: Vzorec 4,4'-(pentán-2,3-diyl)bis(piperanín-2,6-dión)   

EMD je spomenutý v niekoľkých štúdiách. Ide o analóg DEX, kde je namiesto propán-1,2-

diylu zavedený pentán-2,3-diyl. Látka sa prirodzene vyskytuje v dvoch 

diastereoizomérnych formách, erythro- a threo-forme. 

Táto látka má relatívnu molekulovou hmotnosť 293,3 a sumárny vzorec C13H20N4O4. LogP 

nebol pre látku zmeraný, avšak je publikovaný jeho výpočet pomocou metódy XlogP3-AA 

na hodnotu −0,4. V molekule sa nachádzajú 2 donory H-väzby a 6 akceptorov H-väzby. 

Počet rotovateľných väzieb je 4. Teplota topenia jednotlivých diastereoizomérov bola 

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

Tým, že ide o derivát DEX sa usudzuje, že má chelačnú aktivitu voči intracelulárnym 

iónom železa [28]. V tejto práci však táto schopnosť nebola preskúmaná. Tým, že už bolo 

známe, že bisdioxopiperazínové deriváty majú inhibičnú aktivitu voči TOP2, práca túto 

vlastnosť popisuje ako nevýhodu. Práve táto interakcia môže viesť ku vzniku sekundárnych 

malignít.[28] 
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V publikovaných prácach sa uvádza DL-forma tejto látky. Zistilo sa, že práve erthro-forma, 

ktorej absolútna konfigurácia odpovedá R,S a S,R postaveniu alkylov postranného reťazca, 

je zodpovedná za účinok látky. Práve erythro-forma vykazovala signifikantný účinok proti 

leukemickým bunkám.[25] 

Ďalšie štúdie popisujú, že zavedení etylového fragmentu do molekuly DEX zvýši lipofilitu 

látky a následne aj jej toxicitu na tkanivových kultúrach in vitro. Testy na bunkových 

líniách BHK-21S (baby hamster kidney cell) ukázali, že inhibičná aktivita erythro-formy 

látky k TOP2 koreluje s cytotoxicitou na danej bunkovej línii.[29, 30] Podobný výsledok 

má práca, ktorá skúma inhibíciu TOP2 pomocou bisdioxopiperazínov a cytotoxicitu 

k leukemickým bunkám. Aj v tejto práci sa ukazuje, že antiproliferatívny účinok koreluje 

s inhibíciou tohto enzýmu. Neuvádza sa však, ktorú izoformu TOP2 v rámci štúdie 

testovali.[11] 

Látky meso-JAS aj erythro-EMD majú inhibičnú aktivitu k prírodným a mutantným typom 

TOP2A. Avšak meso-JAS vykazuje túto aktivitu v koncentrácii desaťkrát nižšej ako 

erythro-EMD.[19] 

O threo forme EMD nie sú publikované dáta ohľadom jej aktivity.  

Práce popisujú tento bisioxopiperazínový derivát ako látku s cytotoxickou aktivitou, nie 

ako kardioprotektívum. V rámci štúdií nebol skúmaný vzťah medzi inhibíciou TOP2B 

a kardioprotektívnou aktivitou pri kardiotoxicite indukovanej ANT.  
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2.4.3 Deriváty DEX s pozmeneným spojovacím reťazcom  

 

Obrázok 8 Niektoré deriváty dexrazoxanu s pozmeneným spojovacím reťazcom, popísané v iných pracích alebo 

pripravované v rámci našej výskumnej skupiny (kódy ICRF patria k práci Snapka, a kol., Herman, a kol)[20, 29, 31] 

Zmeny na reťazci v molekulách bisdioxopiperazínových derivátov môžeme zaradiť do 

homológie, teda zavedenie -CH2- do molekuly. To znamená, že sa mení buď postranný 

reťazec – alkylový typ (1–7) alebo spojovací reťazec – alkylénový typ (8, 9).  

Derivát číslo 1 obsahuje na jednom uhlíku spojovacieho reťazca dva metylové zvyšky, tým 

pádom nejde o opticky aktívnu látku. Štúdie ukázali, že látka nevykazuje  

kardioprotektívnu aktivitu.[31] 

Látka 2 obsahuje len etylénový spojovací reťazec bez iných skupín a je metabolitom  

SOBUZOXANu (3, MST-16). Látka 2 má schopnosť inhibovať TOP2B, ale jej veľkou 

nevýhodou je zlá rozpustnosť, to obmedzuje jej použitie ako liečiva. Desmetylový derivát 

2 je rozpustný len v DMSO.[29] 

Sobuxozan 3 sa používa v kombinácii s doxorubicínom. V prítomnosti formaldehydu, 

uvoľneného enzymatickým štiepením molekuly 3, dokáže doxorubicín tvoriť aduky 

s DNA, tým bráni rozmnožovaniu bunky. Vďaka tomu sa môže znížiť terapeutická dávka 

doxorubicínu sa zamedzuje vzniku rezistencie na túto látku. Ďalšou výhodou kombinácie 
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je zníženie kardiotoxicity ANT vďaka kardioprotektívnemu skeletu 3, aj keď je jeho 

kardioprotekčná aktivita približne 5× nižšia ako pri DEX.[29, 32] 

V deriváte 4  je metylová skupina v molekule DEX nahradená etylovou, predĺženie reťazca 

o jeden uhlík mal však zásadný vplyv na inhibičnú aktivitu k TOP2, tá je približne 150× 

nižšia než DEX. 

V látke 5 (ICRF-220) sa na jednom uhlíku nachádza metylová skupina, na druhom však 

metoxymetylová. Zavedenie heteroatómu do postranného reťazca ovplyvňuje fyzikálno-

chemické vlastnosti látky, napríklad znížením logP −2,2 (logP DEX −1,8), to znamená, že 

daný derivát ma vyššiu hydrofilitu. Testy preukázali, že látka ICRF-220 má inhibičné 

vlastnosti voči TOP2 zhruba 3× vyššie ako DEX.[20]  

V molekule 6 na jednom uhlíku spojovacieho reťazca je prítomna (piperazín-2,6-dion-4-

yl) metylová skupina, jedná sa o výraznú obmenu spojovacieho reťazca. Pridaním ďalšieho 

piperazín-2,6-diónového cyklu sa do molekuly zavedie ďalší kyslí vodík a metabolit by mal 

mať vyššiu chelačnú schopnosť, avšak tento derivát nevykazoval kardioprotekčnú aktivitu. 

V molekule číslo 7 je namiesto etylénu zvadený cyklohexyl, vďaka tejto obmene sa zvýšila 

lipofilita látky. To však viedlo k zníženiu rozpustnosti látky v organických rozpúšťadlách 

a jej soli vo vode. Inhibičná aktivita látky k TOP2 je veľmi nízka.[31] 

V derivátoch 8, 9 je etylénový spojovací reťazec predĺžený na propylénový spojovací 

reťazec. U látky 8 sa zistilo, že látka nevykazuje inhibičnú aktivitu k TOP2, na druhej strane 

po otvorení piperazíndiónových cyklov analóg vzniká derivát 1,3-diamino 

propántetraoctovej kyseliny, ktorá je známa ako chelatačné činidlo.[33] Látka 9 má na 

prostrednom uhlíku hydroxylovú skupinu, tá zvyšuje hydrofilitu molekuly, avšak jej 

inhibičná aktivita k TOP2 je nulová, na druhú stranu má jej otvorený analóg taktiež vysokú 

chelatačnú schopnosť. Tento analóg ale taktiež nevykazoval kardioprotekčnú aktivitu.[31] 
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2.4.4 Deriváty DEX s pozmeneným heterocyklom  

 

Obrázok 9: Niektoré deriváty dexrazoxanu so zmenamy na heterocykloch, popísané v iných prácach alebo pripravované 

v rámci našej výskumnej skupiny (kódy ICRF patria k práci Snapka, a kol., Herman, a kol)[20, 29, 31] 

V látke 10 je nahradený kyslí vodík imidových dusíkov methylovou skupinou. Tým pádom 

dochádza ku zmene acidobázických vlastností látky a látka má vyššiu lipofilitu. Pri štúdiu 

akútnej toxicity spôsobenej jednorazovou vysokou dávkou ANT má látka len zanedbateľný 

účinok. Avšak ako bolo neskôr zistené, látka nemá signifikantné kardioprotektívne 

vlastnosti voči dlhodobej expozícii ANT.[18, 29]  

Derivát 11 má namiesto piperazíndiónových cyklov piperazín-2-ónové cykly. Odstránením 

jedného karbonylového kyslíka sa zníži acidita molekuly, aj schopnosť tvoriť H-väzby. 

Táto látka nemá signifikantný antiproliferatívny účinok na HL-60 bunkových líniách, 

taktiež jej schopnosť inhibovať obe izoformy TOP2 je nulová.[31] 

V molekule 12 je jeden z piperazindiónových kruhoch nahradený morfolín-2-ónovým 

kruhom. Imidický dusík s kyslým vodíkom je nahradený kyslíkom, tým sa mení schopnosť 

látky viazať sa na cieľové molekuly. Tento derivát bol prípravný ako chelačné činidlo. 

Chelačná aktivita bola signifikantná, avšak kardioprotekčné vlastnosti látky sa v testoch 

nepreukázali.[31] 

Látka 13 má jeden z piperazíndiónových kruhov nahradený piperazín-2-ónovým cyklom. 

Táto zmena mení fyzikálne chemické vlastnosti látky stratou jedného kyslého vodíka. Tieto 

zmeny v molekule neviedli k zvýšeniu aktivity, práve naopak. Látka nemala aktivitu 

k TOP2B ani nevykazovala kardioprotekciu.[31] 
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Derivát 14 má 6-členné heterocykly nahradené 5-člennými imidazolidín-2,4-dióny. Látka 

nemala schopnosť inhibovať TOP2B ani nevykazovala kardioprotekčné účinky.[31] 

V molekule 15 sú oba piperazíndionové kruhy nahradené pyrrolidin-2,3-dión. Amínový 

dusík je na spojovacom reťazci, kde je etylénový mostík nahradený hydrazínom. V tomto 

prípade je v rámci heterocyklu len imidický dusík a amínový je prítomný mimo kruhu. 

Tento zásah do štruktúry taktiež nepriniesol aktivitu k TOP2B ani kardioprotekciu.[31] 

2.5 Vybrané, popísané syntézy  

Podkapitola sa venuje vybraným syntézam látok JAS a EMD, ktoré boli publikované. Tieto 

práce navrhujú riešenie stereochemicých aspektov pri syntéze. 

2.5.1 Publikovaná syntéza JAS   

Táto syntetická cesta bola vybraná z dôvodu, že vychádza z čistých diastereoizomérov.  

Reakcie majú rovnaké podmienky a sú popísane ako hlavná syntetická cesta, ktorá je 

uvedená pre meso-formu. V tomto prípade odpadá nutnosť oddelenia diastereoizomérov, 

avšak aj táto syntetická cesta je možná.[34] 

 

Obrázok 10: Popísaná syntetická cesta meso-JAS 

Stereochémia je dôležitá pre vlastnú aktivitu látok. Snapka a kol.[20] vychádzali z opticky 

čistých izomérov už na začiatku. Pôvodne sa v publikovanej práci pokúšali vyčistiť zmes 

diastereoizomérou pomocou reakcie s dietylesterom kyseliny vínnej, vzniknuté soli majú 

rozdielnu rozpustnosť v rozpúšťadlách. Zmes izomérov sa však nepodarilo oddeliť ani po 

niekoľkonásobnej rekryštalizácii. Kvôli tomu práca popisuje syntézu JAS, ktorá vychádza 

z čistých izomérov bután-2,3-diolu.  
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Schéma 2: Príprava meso-bután-2,3-dimesylátu a následne meso-2,3-diazidobutánu 

Prvým krokom syntézy je reakcia čistých izomérov butan-2,3-diolu s mesylchloridom 

v pyridíne za vzniku dimesylátu, po extrakci a vysušení organickej frakcie vzniká olejovitá 

látka, ktorá časom kryštalizuje. Dimesylát sa následne nechá reagovať s azidom sodným. 

Pri tejto reakcii dochádza k inverzii sterochémie a R,R izoméry sa menia na S,S. Pre meso-

forma nie je tento krok tak podstatný ako pre racemát. 

 

Schéma 3: Redukcia meso-2,3-diazidobutánu na meso-bután-2,3-diamín 

Nasledujúcim krokom syntézy je redukcia diazidu na diamín. Butan-diazid sa redukuje 

pomocou 10% Pd/C v metanole, pod vodíkovou atmosférou, po dobu 24 hodín. Po 

odfiltrovaní pevných zvyškov sa surový produkt oddestiluje. Výťažok reakcie bol 80 %, 

tento postup je výhodnejší ako používanie redukčných činidiel ako napríklad LiAlH4. 

Priebeh reakcie sa dá sledovať pomocou NMR spektroskopie a spracovanie nie je tak 

náročne ako pri použití už spomenutého redukčného činidla. 

 

Schéma 4: Príprava meso 2,3-diaminobután-N, N, N´, N´-tetraoctovej kyseliny 

V ďalšom kroku nasleduje príprava tatraoctovej kyseliny. Vodný roztok kyseliny 

brómoctovej sa neutralizuje vodným rozkrokom NaOH. V inertnej atmosfére sa za stáleho 

miešania k vzniknutému roztoku pridá butan-diaminu a vodný roztok NaOH. Po ukončení 

reakcie sa reakčná zmes okyslí koncentrovanou HCl. Voda sa z reakčnej zmesi odparí 

a vzniká dihydrochorid tetraoctovej kyseliny, z ktorého sa následne pripravuje 

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

Ku esterifikácii karboxylových skupín na 2,3-diaminobután-N,N,N´,N´-tetraoctovej 

kyseliny z predchádzajúcej reakcie sa používa  2,2-dimetoxypropán a koncentrovaná HCl. 

Po neutralizácii reakčnej zmesi pomocou NaHCO3 a následnej extrakcii bol získaný 

produkt vo výťažku 74 %. Alternatívou môže byť príprava tetraetylesteru pomocou 

etylbromacetatu. Výťažok tejto reakcie je ale 20–40 %, preto je výhodnejšia príprava 

tetrametylesteru. Ďalšou nevýhodou je fakt, že tetraetylester neposkytuje tak ochotne 

cyklizáciu. Tá je esenciálnym krokom pre syntézu bisdioxopiperazínov. 

 

Schéma 6: Príprava meso-4,4'-(bután-2,3-diyl)bis(piperanín-2,6-dión) 

Uzavretie piperazíndionových kruhov je posledným a kľúčovým krokom syntetickej cesty. 

Roztok tetramethyl esteru kyseliny 2,3-diaminobután-N,N,N´,N´-tetraoctovej a formamidu 

v dioxáne  sa pomaly prikvapkáva k suspenzií NaH v dioxane pod inertnou atmosférou. 

V priebehu reakcie vzniká sodná soľ produktu, preto sa surový produkt musí pred 

nanesením na kolónu stĺpcovej chromatografie okysliť pomocou HCl. Keďže prekurzory 

boli chirálne čisté, chromatografia (m.f.: CHCl3 : MeOH 20 : 1,3) slúži na prečistenie pred 

rekryštalizáciou z metanolu. Výsledný produkt bol získaný vo výťažku až 80 % v podobe 

bielej kryštalickej látky.[20] 
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2.5.2 Popísaná syntéza EMD 

 

Obrázok 11: Popísaná syntéza EMD 

Publikovaná syntetická cesta z patentu [26] využíva pentán-2,3-dióndioxím ako prekurzor 

pre prípravu pentán-2,3-diamínu. Týmto krokom sa obchádza príprava diazidu, ktorý je 

prchavý a potenciálne výbušný. Celkovo má syntetická cesta menej krokov. Na rozdiel od 

predchádzajúceho derivátu tak syntetická cesta nezačína čistým enatiomérom, ale 

pripravuje sa karbamátový medziprodukt, pri ktorom majú jednotlivé diasteroizoméry 

rozličnú rozpustnosť. Vďaka tomu je možné oddeliť jednotlivé diasteroizoméry 

kryštalizáciou a pokračovať tak v jednotlivých diastereoizomérnych formách  

tetraoctových kyselín. Pri cyklizácii bola použitá iná metóda, v tomto prípade je potrené 

mať kritický čistý formamid.  

 

Schéma 7: Redukcia pentán-2,3-dióndioxímu 

Syntéza EMD začína redukciou pentándióndioxímu na pentandiamín. Raneyov nikel sa 

aktivuje vodným roztokom NaOH. Diondioxím sa rozmieša v etanole a pridá sa k nemu 

aktivovaný Raneyov nikel. Reakcia prebieha vo vodíkovej atmosfére. Hydrogenácia 

prebieha pri atmosférickom tlaku a laboratórnej teplote 48 hodín. Potom sa reakčná zmes 

prefiltruje a surový pentándiamín sa oddelí pomocou destilácie. Výťažnosť daného postupu 

bola 51 %. 



24 

 

Schéma 8: Príprava 2,3-dibenzyloxykarbonylaminopentánu 

Nasleduje krok, vďaka ktorému je možné oddeliť jednotlivé diastereoizoméry. Suspenzia 

diamínu vo vode sa pridá k roztoku benzyl chlórformiatu (CbzCl) v dioxáne. Reakčná zmes 

sa mieša 1 hodinu. Počas tejto doby je potrebné reakčnú zmes chladiť na laboratórnu teplotu 

a pravidelne pridávať roztok NaOH, aby bolo zachované pH ≈ 9,5. Pomocou extrakcie sa 

zo zmesi izolujú produkty z reakčnej zmesi. V roztoku je zastúpený produkt vo forme 

oboch diasteroizomérov, pričom erythro-forma ja zastúpená viac. Na základe ich odlišnej 

rozpustnosti v etanole môžu byt oddelené pomocou rekryštalizácie z etanolu.  Erythro-

forma je menej rozpustný a v etanole kryštalizuje vo výťažku 20 %, zatiaľ čo threo-forma 

zostáva v roztoku. Materský etanolický roztok sa odparí a prečistí pomocou stĺpcovej 

chromatografie. Výťažok reakcie bol pre erythto-formu 19 % a pre threo-formu 6 %. Tento 

krok síce pomôže oddeliť diastereoizoméry, ale s nízkym výťažkom. 

 

Schéma 9: Odchránenie pentán-2,3-diamín dihydrobromidu 

Pre oba diastereoizoméry je nasledujúci postup rovnaký, avšak výťažky boli uvedené len 

pre threo-formu. Na odchránenie sa k produktu sa pridá zmes kyseliny brómovodíkovej 

v kyseline octovej, tým dochádza k hydrolýze karbamátových zvyškov. Látka v podobe 

hygroskopickej gumy bola použitá do ďalšej reakcie. 

 

Schéma 10: Príprava dihydrobromidu 2,3-diaminopentán-N,N,N´,N´-tetraoctovej kyseliny  
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Diamín dihydrobromid sa alkyluje pomocou kyseliny brómoctovej za vzniku 

dihydrobromidu 2,3-diaminopentán-N,N,N´,N´-tetraoctovej kyseliny. Použitím 

ionovýmennej chromatografie sa získajú frakcie čistej tetraoctovej kyseliny. Výťažnosť 

postupu bola 38 %. 

 

Schéma 11: Cyklizácia 4,4'-(pentán-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-dión) 

Posledným a teda hlavným krokom je cyklizácia tetrakyselín na piperazíndiónové cykly. 

Tetraoctová kyselina sa rozpustí vo formamide. Roztok sa zahrieva na teplotu 150–160 °C 

po dobu 5 hodín. Po ukončení reakcie sa zmes odparí do sucha a zvyšok sa rozpustí  

v MeOH. Látka následne rekryštalizuje z DMSO a vzniknuté kryštály látky sa odfiltrujú s 

výťažkom 56 %.[26] 



26 

3 CIELE PRÁCE 

Cieľom práce je pripraviť analógy DEX s pozmeneným spojovacím reťazcom.  

 

Schéma 12: JAS a jeho diastereoizomérne formy 

Prvým analógom je 4,4'-(bután-2,3-diyl)bis(piperazín-2,6-dión), ktorý sa líši od DEX 

prítomnosťou ďalšej methylové skupiny v spojovacom reťazci. Látka sa vyskytuje vo 

forme racemickej zmesi a meso-formy. Hlavným zámerom bolo pripraviť meso-JAS, na 

základe predchádzajúcich práci, kde bola študovaná ako antiproliferatívna látka. 

 

Schéma 13: EMD a jeho diastereoizomérne formy 

Ďalším analógom, pripravovaným v rámci práce, je 4,4'-(pentán-2,3-diyl)bis(piperazín-

2,6-dión), označovaný ako EMD, ktorý sa líši od DEX prítomnosťou ďalšej ethylové 

skupiny. Látka sa môže vyskytovať ako erythro (EMD a) a threo (EMD b) diasteroizomér 

a cieľom bolo pripraviť obe látky. Analógy bolo potreba pripraviť v dostatočnom 

množstve, aby mohli byť ďalej testované na kardioprotektívnu aktivitu.  

Vďaka testom na ich aktivitu by mohli pomôcť objasniť mechanizmus účinku 

bisdioxopiperazínov.  
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

4.1 Chemikálie a prístrojové vybavenie 

Chemikálie použité v práci boli zakúpené od firmy Sigma-Aldrich, alebo Penta a pred 

použitím v reakciách neboli nijako čistené. Na TLC sa používali platne Merck silica gel 

60F254, detekcia prebiehala v jóde. Na stĺpcovú chromatografiu sa používal Merck 

Kieselgel 60. 

Štruktúry pripravovaných zlúčenín boli potvrdené pomocou 1H a 13C NMR spektroskopie 

na prístrojoch VARIAN S500, alebo Joel JNM-ECZ 600R. Spektrá sú ďalej interpretované 

ako δ hodnoty v pars per million (ppm), ktoré sú nepriamo vztiahnuté k tetrametylsilánu 

(TMS) ako referenčnej látke. 

Čistota látok bola stanovaná elementárnou analýzou CHNS na prístroji automatic 

microanalyzer EA1110EC. Teplota topenia bola meraná na Koflerovom bodotávku. 

4.2 Syntéza EMD 

 

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

 

Schéma 15: Redukcia pentán-2,3-diketónu na pentán-2,3-diol 

K suspenzii LiAlH4 (2,65 g, 0,07 mol) v  suchom THF (100 ml), sa za chladenia na 

ľadovom kúpeli a pod inertnou atmosférou prekvapká pentán-2,3-dión (7 g, 7,3 ml, 

0,07 mol). Reakčná zmes sa nechá voľne zahriať na laboratórnu teplotu. Následne sa 

reakčná zmes privedie k varu po dobu 4 hodín. Po ochladení na laboratórnu teplotu sa do 

reakčnej zmesi pomaly pridá 20 ml vody, kým sa farba suspenzie nezmení zo šedej na bielu. 

Suspenzia sa prefiltruje a filtrát sa následne extrahuje etylacetátom (3× 150 ml). Organické 

frakcie sa vysušia pomocou bezvodého Na2SO4 a odparia. Výťažok 87 % vo forme 

bezfarebnej olejovitej látky. Produkt je zmes diastereoizomérov. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 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). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 77.52, 

76.43, 70.53, 70.16, 26.13, 24.72, 19.43, 16.48, 10.39, 9.86.  

4.2.2 Príprava pentán-2,3-dimesylátu  

 

Schéma 16: Príprava pentán-2,3-dimesylátu 

K roztoku pentán-2,3-diolu (5 g, 0,048 mol) a TEA (14,57 g, 20,1 ml, 0,144 mol) 

v dichlórmetáne (150 ml) sa pod inertnou atmosférou a za chladenia v ľadovom kúpeli, 

pomaly pridáva mesylchlorid (13,78 g, 9,32 ml, 0,12 mol). Následne sa zmes nechá voľne 

ohriať na laboratórnu teplotu, pri ktorej sa mieša 48 hodín. Po ukončení reakcie sa zmes 

spracuje extrakciou nasýtením roztokom NaHCO3 (3× 100 ml), vodou (1× 150 ml), na 

záver sa zmes extrahuje nesýteným roztokom NaCl (1× 100 ml). Organická vrstva sa 

následne vysuší pomocou bezvodého Na2SO4 a rozpúšťadlo sa odparí na rotačnej vákuovej 

odparke. Výťažok 82 % ako hnedá olejovitá látka, ktorá časom čiastočne kryštalizuje. 

Produkt je zmesou diastereoizomérov. 
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1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 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). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 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 Príprava 2,3-diazidopentánu 

 

Schéma 17: Príprava 2,3-diazidopentánu 

K roztoku pentán-2,3-dimesylátu  (12 g, 0,046 mol) v  DMF (130 ml) sa pridá azid sodný 

(12,58 g, 0,19 mol). Reakcia prebieha pod argónovou atmosférou a zahrieva sa na 85 °C 

po dobu 24 hodín. Po ukončení reakcie sa pridá voda (800 ml) a zmes sa následne extrahuje 

dietyléterom (6× 250 ml). Organická vrstva sa extrahuje vodou (1× 250 ml) a následne sa 

vysuší pomocou bezvodého Na2SO4, rozpúšťadlo sa odparí na rotačnej vákuovej odparke. 

Tlak nesmie klesnúť pod 225 mBar, produkt je prchavá olejovitá látka. Výťažok: 79 %. 

Produkt je zmesou diastereoizomérov. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 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, CDCl3) δ 67.93, 67.87, 59.89, 59.83, 24.16, 24.02, 16.30, 14.52, 

10.75, 10.56.  

4.2.4 Príprava pentán-2,3-diamín hydrochloridu  

 

Schéma 18: Príprava pentán-2,3-diamín dihydrochloridu 

K roztoku 2,3-diazidopentánu  (7,1 g, 0,046 mol) v metanole (500 ml) sa v inertnej 

atmosfére pridá 5% paládium absorbované na aktívnom uhlí (4,9 g, 0,0023 mol, 5 mol %). 

Inertná atmosféra sa vymení za vodíkovú. Reakcia prebieha pri laboratórnej teplote a trvá 

4 týždne. Po ukončení reakcie sa zmes prefiltruje cez skladaný filter. Produkt sa získava 

okyslením metanolového roztoku pomocou plynného chlorovodíka. Po okyslení roztoku 
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a odparení rozpúšťadla vzniká hnedá viskózna kvapalina podobná medu. Produkt je 

zmesou diastereoizomérov, vo výťažku 40 %. 

(500 MHz, D2O) δ 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). 13C NMR (126 MHz, D2O) δ 

54.70, 53.98, 48.04, 47.77, 22.12, 19.74, 13.32, 12.37, 8.87, 8.57.  

4.2.5 Príprava tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej 

kyseliny  

 

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

K roztoku pentán-2,3-diamín hydrochloridu (8,05 g, 0,046 mol) v zmesi vody a THF 

(20:100ml) sa za miešania  pridáva K2CO3 (41,26 g, 0,3 mol). Vzniká suspenzia, ku ktorej 

sa pridá terc-butylbrómacetát (37,69 g, 28,3 ml, 0,19 mol). Reakčná zmes sa privedie 

k varu po dobu 9 hodín. Následne sa rozpúšťadlo čiastočne odparí. K surovému produktu 

sa pridá destilovaná voda (150 ml) a následne sa extrahuje etylacetátom (3× 150ml). 

Organické frakcie sa spoja a extrahujú sa vodou (2× 150ml) a nasýteným roztokom NaCl 

(1× 150ml). Organická vrstva sa vysuší bezvodým Na2SO4 a rozpúšťadlo sa odparí. Vzniká 

žltohnedá olejovitá látka. V tejto fáze dochádza ku oddeleniu diastereoitomérov pomocou 

stĺpcovej chromatografie (mobilná fáza Hexan/ EtOAc, 30 : 1 →10 : 1).  

Výťažok A: 31 %, biele kryštály. (A = erythro-forma) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 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, CDCl3) δ 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 

Elementárna analýza: C29H54N2O8 (erythro-forma) 

• Vypočítané:  C, 62,33; H, 9,72; N 5,02 

• Nájdené: C, 61,67; H, 9,31; N, 5,02 



31 

Výťažok B: 25 %, hnedá olejovitá látka (B = threo-forma) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 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). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 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 Príprava dihydrochloridu erythro-2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej 

kyseliny (A)  

 

Schéma 20: Príprava dihydrochloridu erythro-2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny 

K roztoku erythro-tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diamonopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej 

kyseliny (11,3 g, 0,020 mol)  vo  vode (84,2 ml) sa za stáleho miešania sa pomaly pridáva 

koncentrovaná kyselina chlorovodíková (14,7 g, 42,1 ml 0,404 mol). Zmes sa privedie 

k varu po dobu 5 hodín. Po ukončení reakcie sa zo zmesi odparí voda a kyselina 

chlorovodíková. Vzniká dihydrochlorid kyseliny 2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-

tetraoctovej. Výťažok: 97 % biela kryštalická látka, ktorá bola použitá do ďalšej reakcie 

bez ďalšieho čistenia. 

4.2.7 Príprava erythro-tetrametylesteru 2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej 

kyseliny  

 

Schéma 21: Príprava erythro-tetramethylesteru 2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny 

Dihydrochlorid erythro-2,3-diamonopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny (8,4 g, 0,021 

mol) sa rozmieša v metanole (100 ml). Za chladenia a pod inertnou atmosférou sa k roztoku 

pomaly prikvapkáva thionyl chlorid (24,5 g, 0,210 mol). Reakcia prebieha pri laboratórnej 

teplote 48 hodín. Po ukončení reakcie sa reakčná zmes odparí a k odparku sa pridá 

etylacetát (125 ml). Následne sa roztok neutralizuje nasýteným roztokom NaHCO3 a ďalej 
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sa organická vrstva extrahuje vodou (2× 150 ml). Organická vrstva bola vysušená pomocou 

bezvodého Na2SO4 a rozpúšťadlo sa odparilo za zníženého tlaku. Výťažok: 39 % ako 

bezfarebný olej, ktorý sa časom kryštalizuje ako biela kryštalická látka. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 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) δ 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(piperiazín-2,6-dión) 

 

Schéma 22: Cyklizácia erythro-4,4-(pentán-2,3diyl)bis(piperazín-2,6-dión) 

K suspenzii hydridu sodného (7,7 g, 0,19 mol) v dioxane (80 ml) v inertnej atmosfére za 

chladenia sa po kvapkách pridáva roztok erythro-tetrametylestru kyseliny 2,3-

diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej (6,3 g, 0,016 mol) a formamidu (7,2 g, 0,16 mol) 

v dioxáne (70 ml). Následne sa nechá reakčná zmes voľne ohriať na laboratórnu teplotu, 

pri ktorej sa mieša 12 hodín. K reakčnej zmesi sa pridá hexán (150 ml) a nechá sa miešať 

10 minút. Suspenzia sa prefiltruje a pevná časť sa za chladenia pomaly pridáva do vody 

(200 ml). Vzniknutý roztok sa okyslí koncentrovanou kyselinou chlorovodíkovou na pH 5. 

V roztoku kryštalizuje produkt vo forme bielych kryštálov. Suspenzia sa prefiltruje. 

Výťažok: 66 % 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 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). 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ 172.55, 172.49, 64.96, 58.94, 52.55, 52.44, 20.35, 

13.52, 10.36. 

Teplota topenia: 278–281 °C 

Elementárna analýza: C13H20N4O4 

• Vypočítané:  C, 52,65; H, 6,75; N 18,91 

• Nájdené: C, 52,28; H, 6,69; N, 18,56 
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4.2.9 Príprava dihydrochloridu threo-2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej 

kyseliny (B) 

 

Schéma 23: Príprava dihydrochloridu threo-2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny 

K roztoku threo-tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny 

(7,36 g, 0,013 mol) vo  vode (46,5 ml) sa za stáleho miešania sa pomaly pridáva 

koncentrovaná kyselina chlorovodíková (9,6 g, 8,4 ml 0,26 mol). Zmes sa privedie k varu 

po dobu 5 hodín. Po ukončení rekcie sa zo zmesi odparí voda a kyselina chlorovodíková. 

Vzniká dihydrochlorid kyseliny 2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej vo forme 

bielych kryštálikov. Výťažok: 95 %. Látka bola do následnej reakcie použitá bez ďalšieho 

čistenia. 

4.2.10 Príprava threo-4,4'-(pentan-2,3-diyl)bis(piperiazín-2,6-dión)  

 

Schéma 24: Cyklizácia threo-4,4'-(pentán-2,3-diyl)bis(piperazín-2,6-dión) 

Dihydrochlorid threo-2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny (5,1 g, 

0,013 mol) sa rozmieša vo formamide (20,4 ml). Zmes sa varí pri 110 °C po dobu 1,5 

hodiny pod vákuom. Následne sa vákuum odpojí, reakčná zmes sa naplní argónom a teplota 

sa zdvihne na 160 °C po dobu 4,5 hodiny. Formamid bol oddestilovaný za zníženého tlaku. 

K surovému produktu bol pridaný metanol a vzniknuté kryštály sa odfiltrovali. Pokiaľ 

produkt nevykryštalizuje, metanol sa odparí. K odparku sa pridá voda a extrahuje sa 

etylacetátom (5× 100ml). Organická vrstva sa vysuší bezvodým Na2SO4 a odparí. Následne 

sa nanesie na kolónu stĺpcovej chromatografie (mobilná fáza: CHCl3/MeOH, 20 : 1). 

Produkt je vo forme bielych kryštálov. Výťažok: 16 %. 

1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 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). 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ 172.32, 172.08, 63.17, 58.19, 52.38, 51.24, 21.68, 

11.88, 10.56. 

Teplota topenia: 180–183 °C 

Elementárna analýza: C13H20N4O4 

• Vypočítané:  C, 52,65; H, 6,75; N 18,91 

• Nájdené: C, 53,03 H, 6,84; N, 18,92 

4.3 Príprava pentán-2,3-diamínu cez pentán-2,3-dióndioxím 

4.3.1 Syntéza pentán-2,3-dióndioxímu 

 

Schéma 25: Príprava pentán-2,3-dióndoiximu 

Navážky hydroxylamín 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 spätným chladičom. Pomaly 

sa k vriacemu roztoku po kvapkách pridá pentán-2,3-dión (10 g, 0,10 mol). Zmes sa varí 

pod spätným chladičom 48 hodín. Po ochladení sa reakčná zmes prefiltruje na 

bűchnerovom lieviku. Výťažok: 88 % vo forme bielych kryštálov. 

1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 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).13C NMR (126 MHz, DMSO) δ 157.96, 152.29, 16.78, 11.18, 

9.59.  

Teplota topenia: 173–175°C  

Elementárna analýza: C5H10N2O2 

• Vypočítané:  C, 46,10; H, 7,68; N 21,51 

• Nájdené: C,47,46; H7,65; N, 21,42 
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4.3.2 Redukcia pentán-2,3-diondioxímu na amín – I.  

 

Schéma 26: Redukcia na pentán-2,3-diamín I. 

Pred začiatkom reakcie je potrebné Raneyov nikel (Ra-Ni) aktivovať. Ra-Ni je práškovaná 

zliatina nikla a hliníku. Aby mohol byť použitý ako hydrogenačné činidlo, je potrebné 

odstrániť hliník pomocou 30% roztoku NaOH. K navážke Ra-Ni (2 g) sa pridá 20% roztok 

NaOH (30 ml), až kým sa neprestane vyvíjať plyn (vodík). Následne sa katalyzátor 

prefiltruje a premyje sa destilovanou vodou. K suspenzii katalyzátoru v etanole sa pridá 

pentán-2,3-dióndioxím (5 g, 0,038 mol); reakcie prebieha vo vodíkovej atmosfére. Po 

týždni sa reakcia prefiltruje a odparí sa na rotačnej vákuovej odparke, pričom tlak nesmie 

klesnúť pod 100 mBar, pretože výsledný pentán-2,3-diamín je prchavá látka. Reakcia 

prebieha za malého výťažku a výsledný pentán-2,3-diamín sa nepodarilo dočistiť.  

4.3.3 Redukcia pentán-2,3-diondioxímu na amín – II. 

 

Schéma 27: Redukcia na pentán-2,3-diamín II. 

K suspenzii LiAlH4 (4,37 g, 0,0114 mol) v  suchého THF (100 ml) bol pridaný roztok 

pentán-2,3-dióndioxímu (5 g, 0,038 mol) v 70 ml suchého THF za chladenia v ľadovom 

kúpeli, pod inertnou atmosférou. Reakčná zmes sa nechala voľne ohriať na laboratórnu 

teplotu, následne sa zmes zahrieva k varu po dobu 4 hodín. Po ochladení na laboratórnu 

teplotu sa reakčná zmes pomaly pridáva ku zmesi vody a THF (50 : 150 ml). Pevné 

anorganické látky sa od zmesi oddelia pomocou filtrácie a filtrát sa následne odparí na 

rotačnej vákuovej odparke. Tlak však nesmie klesnúť pod 100 mBar. Reakcia prebieha za 

malého výťažku a výsledný pentán-2,3-diamín sa nepodarilo dočistiť.  
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4.4 Syntéza JAS  

 

Schéma 28:Schéma syntézy JAS 

4.4.1 Príprava bután-2,3-dimesylátu  

 

Schéma 29: Príprava bután-2,3-dimesylátu 

K roztoku bután-2,3-diolu (20,0 g, 0,222 mol) a TEA (67,4 g, 93 ml, 0,666 mol) 

v dichlórmetáne (600 ml) sa pod inertnou atmosférou a za chladenia v ľadovom kúpeli, 

pomaly pridáva mesylchlorid (63,6 g, 43 ml, 0,555 mol). Následne sa zmes nechá voľne 

ohriať na laboratórnu teplotu, pri ktorej sa mieša 48 hodín. Po ukončení reakcie sa zmes 

extrahuje vodou (1× 150ml), nasýteným roztokom NaHCO3 (3× 100ml), na záver 

nesýteným roztokom NaCl (1× 100ml). Organická vrstva sa následne vysuší pomocou 

bezvodého Na2SO4 a rozpúšťadlo sa odparí. Vzniká hnedá olejovitá látka. Výťažok: 89 % 

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

Meso-forma: 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 4.93 – 4.85 (m, 2H), 3.08 (s, 6H), 1.43 (d, J = 

6.6 Hz, 6H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 78.92, 38.62, 15.89.  

Racemát: 4.83 – 4.73 (m, 0.78 H), 3.07 (s, 2.32 H), 1.46 (d, J = 6.3 Hz, 2.15 H). 13C NMR 

(126 MHz, CDCl3) δ 78.65, 38.76, 17.19. 
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4.4.2 Príprava 2,3-diazidobutánu  

 

Schéma 30: Príprava 2,3-diazidobutánu 

 K roztoku bután-2,3-dimesylátu  (54,7 g, 0,222 mol) v DMF (630 ml) sa pridá azid sodný 

(61,0 g, 0,932 mol). Reakcia prebieha pod argónovou atmosférou a zahrieva sa na 85 °C 

po dobu 24 hodín. Po ukončení reakcie sa pridá voda (800 ml) a zmes sa následne extrahuje 

dietyléterom (6× 250 ml). Organická vrstva sa extrahuje vodou (1× 250 ml), následne sa 

vysuší pomocou bezvodého Na2SO4 a rozpúšťadlo sa odparí na rotačnej vákuovej odparke 

(35 °C, tlak nesmie klesnúť pod 450 mBar). Produkt je prchavá olejovitá látka žltej farby, 

bez následného čistenia sa surový produkt použil do ďalšej reakcie. Výťažok: 83 % ako 

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

Meso-forma: 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 3.52−3.46 (m, 2H, prekryv s Et2O), 1.29 (d, J 

= 6.5 Hz, 6H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 60.91, 15.01 

Racemát: 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 3.45−3.40 (m, 0.7H), 1.31 (d, J = 6.5 Hz, 2.15 H). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 61.07, 15.90. 

4.4.3 Príprava bután-2,3-diamín dihydrochloridu  

 

Schéma 31: Príprava bután-2,3-diamín dihydrochloridu 

K roztoku 2,3-diazidobután (31,1 g, 0,22 mol) v metanole (500 ml) sa v inertnej atmosfére 

pridá 10% paládium absorbované na aktívnom uhlí (11,7 g, 0,011 mol, 5 mol %). Následne 

sa inertná atmosféra vymení za vodíkovú atmosféru. Reakcia trvá 4 týždne. Po ukončení 

reakcie sa zmes prefiltruje cez skladaný filter.  Po okyslení metanolového roztoku plynným 

chlorovodíkom vznikajú kryštály bután-2,3-diamín dihydrochloridu. V tejto chvíli je 

možné oddeliť diastereoizoméry na základe rôznej rozpustnosti v rozpúšťadle, ako prvý 

kryštalizuje meso-forma produktu, po jeho odfiltrovaní a následnom zahustení matičného 

roztoku začne kryštalizovať recemát.  
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Výťažok meso-formy: 32 %.1H NMR (600 MHz, D2O) δ 3.61 – 3.54 (m, 2H), 1.38 – 1.32 

(m, 6H). 13C NMR (151 MHz, D2O) δ 49.61, 14.38.  

Výťažok racemátu: 5 %. 1H NMR (500 MHz, D2O) δ 3.72 – 3.65 (m,, 2H), 1.42 – 1.28 (m, 

6H). 13C NMR (126 MHz, d´D2O) δ 48.56, 12.26.  

4.4.4 Príprava meso-tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminobután-N,N,N',N'-tetra–

octovej kyseliny  

 

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

K roztoku meso-bután-2,3-diamín dihydrochloridu (10,02 g, 0,062 mol) v zmesi vody a 

THF (50 : 200 ml) sa za miešania  pridáva K2CO3 (55,8 g, 0,403 mol). Vzniká suspenzia, 

ku ktorej sa pridá terc-butylbrómacetát (54,6g, 1ml, 0,189 mol). Reakčná zmes sa privedie 

k varu po dobu 9 hodín. Následne sa rozpúšťadlo čiastočne odparí. K surovému produktu 

sa pridá destilovaná voda (150 ml) a následne sa extrahuje etylacetátom (3× 150ml). 

Organické frakcie sa spoja a extrahujú sa vodou (2× 150ml) a nasýteným roztokom NaCl 

(1× 150ml). Organická vrstva sa vysuší bezvodým Na2SO4 a rozpúšťadlo sa odparí. Vzniká 

žltohnedá olejovitá látka. Surový produkt sa prečistí pomocou stĺpcovej chromatografie. 

Výťažok: 72 % ako biela kryštalická látka. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 3.32 (s, 8H), 2.60 (s, 2H), 1.43 (s, 36H), 1.12 (s, 6H). 13C 

NMR (151 MHz, CDCl3) δ 171.64, 80.61, 62.06, 54.00, 28.19, 11.43  

Teplota topenia: 79–80°C  

Elementárna analýza: C28H52N2O8 

• Vypočítané:  C, 61,28; H, 9,55; N 5,14 

• Nájdené: C, 60,90; H, 9,59; N, 5,00 
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4.4.5 Príprava dihydrochloridu meso-2,3-diaminobután-N,N,N',N'-tetraoctovej 

kyseliny  

 

Schéma 33: Príprava dichloridu meso-2,3-diaminopropán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny 

K roztoku  meso-tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminopropán-N,N,N',N'-tetraoctovej 

kyseliny (27,9 g, 0,051 mol)  vo  vode (150, ml) sa za stáleho miešania sa pomaly pridáva 

koncentrovaná kyselina chlorovodíková (37,3 g, 75,3 ml 1,02 mol). Zmes sa privedie 

k varu po dobu 5 hodín. Po ukončení rekcie sa zo zmesi odparí voda a kyselina 

chlorovodíková. Vzniká dihydrochlorid kyseliny meso-2,3-diaminobután-N,N,N',N'-

tetraoctovej. Výťažok: 99 % ako biela kryštalická látka. Látka bola do následnej reakcie 

použitá bez ďalšieho čistenia 

4.4.6 Príprava meso-tetrametylesteru 2,3-diaminobután-N,N,N',N'-tetraoctovej 

kyseliny  

 

Schéma 34: Príprava meso-tetramethylesteru 2,3-diaminobután-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny 

Dihydrochlorid meso-2,3-diaminobután-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny (20,4 g, 0,052 

mol) sa rozmieša v metanole (300 ml). Za chladenia a pod inertnou atmosférou sa k roztoku 

pomaly prikvapkáva thionyl chlorid (61,8 g,  37,7 ml 0,521 mol). Reakcia prebieha pri 

laboratórnej teplote 48 hodín. Po ukončení reakcie sa reakčná zmes odparí a k odparku sa 

pridá etylacetát (150 ml). Následne sa roztok neutralizuje nasýteným NaHCO3 a ďalej sa 

organická vrstva extrahuje vodou (2× 150 ml). Organická vrstva bola vysušená pomocou 

bezvodého Na2SO4 a rozpúšťadlo sa odparilo za zníženého tlaku. Výťažok: 50 % ako biela 

kryštalická látka.  

Teplota topenia: 82–84 °C  

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 3.66 (s, 12H), 3.47 (d, J = 1.5 Hz, 8H), 2.72 – 2,64 (m, 2H), 

1.14 – 1.08 (m, 6H). 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ 172.66, 62.08, 52.72, 51.59, 12.58.  
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4.4.7 Príprava meso-4,4'-(bután-2,3-diyl)bis(piperiazín-2,6-dión) 

 

Schéma 35: Príprava meso-4,4'-(bután-2,3-diyl)bis(piperazín-2,6-dión) 

K suspenzii hydridu sodného (24,0 g 0,311 mol) v dioxáne (200 ml) v inertnej atmosfére 

za chladenia sa po kvapkách pridáva roztok meso-tetrametylestru kyseliny 2,3-

diaminobután-N,N,N',N'-tetraoctovej (9,75 g, 0,026 mol) a formamidu (11,6 g, 10,3 ml 

0,259 mol) v dioxáne (150 ml). Reakčná zmes sa nechá voľne ohriať na laboratórnu teplotu, 

pri ktorej sa mieša cez noc. K reakčnej zmesi sa pridá hexán (150 ml) a nechá sa miešať 10 

minút. Suspenzia sa prefiltruje a pevná časť sa za chladenia pomaly pridáva do vody 

(300 ml). Vzniknutý roztok sa okyslí koncentrovanou kyselinou chlorovodíkovou na pH 5. 

V roztoku kryštalizuje produkt vo forme bielych kryštálov. Suspenzia sa prefiltruje. 

Výťažok: 49 % 

1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 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). 13C NMR (126 MHz, 

DMSO) δ 172.34, 58.85, 51.88, 9.45.  

Teplota topenia: 316–318 °C. 

Elementárna analýza: C12H18N2O4 

• Vypočítané:  C, 51,00; H, 6,38; N 19,83 

• Nájdené: C, 50,66; H, 6,33; N, 19,06 

4.4.8 Príprava racemátu tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminopropán-N,N,N',N'-

tetraoctovej kyseliny  

 

Schéma 36: Príprava racemátu tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminopropán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny 

K roztoku rac-bután-2,3-diamín dihydrochloridu (2,1 g, 0,013 mol) v zmesi vody a THF 

(20 : 100 ml) sa za miešania  pridáva K2CO3 (11,6 g, 0,085 mol). Vzniká suspenzia, ku 
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ktorej sa pridá terc-butylbrómacetát (11,2 g, 8,4 ml, 0,059 mol). Reakčná zmes sa privedie 

k varu po dobu 9 hodín. Následne sa rozpúšťadlo čiastočne odparí. K surovému produktu 

sa pridá destilovaná voda (150 ml) a následne sa extrahuje etylacetátom (3× 150 ml). 

Organické frakcie sa spoja a s následne sa extrahujú vodou (2× 150 ml) a nasýteným 

roztokom NaCl (1× 150 ml). Organická vrstva sa vysuší bezvodým Na2SO4 a rozpúšťadlo 

sa odparí. Vzniká žltohnedá olejovitá látka. Surový produkt sa prečistí pomocou stĺpcovej 

chromatografie. Výťažok: 50 % ako bezfarebný olej, ktorý sa časom kryštalizuje ako biela 

kryštalická látka. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 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). 13C NMR (151 MHz, CDCl3) 

δ 171.87, 80.58, 60.07, 54.36, 28.22, 13.07.  

Teplota topenia: 44–46°C 

4.4.9 Príprava dihydrochloridu racemátu 2,3-diaminobután-N,N,N',N'-tetraoctovej 

kyseliny  

 

Schéma 37: Príprava dihydrochloridu racemátu 2,3-diaminopropán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny 

K roztoku racemátu tetra(terc-butyl)esteru 2,3-diaminopropán-N,N,N',N'-tetraoctovej 

kyseliny (6,3 g, 0,011 mol)  vo  vode (41 ml) sa za stáleho miešania sa pomaly pridáva 

koncentrovaná kyselina chlorovodíková (3,5 g, 24,2 ml, 0,22 mol). Zmes sa privedie k varu 

po dobu 5 hodín. Po ukončení rekcie sa zo zmesi odparí voda a kyselina chlorovodíková. 

Vzniká dihydrochlorid kyseliny 2,3-diaminobután-N,N,N',N'-tetraoctovej. Výťažok: 96 % 

biela kryštalická látka. Látka bola do následnej reakcie použitá bez ďalšieho čistenia. 

4.4.10 Príprava racemátu tetrametylesteru 2,3-diaminobután-N,N,N',N'-tetraoctovej 

kyseliny  

 

Schéma 38: Príprava racemát tetrametylesteru 2,3-diaminobután-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny 
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Racemát dihydrochloridu 2,3-diaminobután-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny (4,7 g, 0,012 

mol) sa rozmieša v metanole (100 ml). Za chladenia pod inertnou atmosférou sa k roztoku 

pomaly prikvapkáva thionyl chlorid (18,8 g, 8,4 ml, 0,116 mol). Reakcia prebieha pri 

laboratórnej teplote 48 hodín. Po ukončení reakcie sa reakčná zmes odparí a k odparku sa 

pridá etylacetát (150 ml). Následne sa roztok neutralizuje nasýteným NaHCO3 a ďalej sa 

organická vrstva extrahuje vodou (2× 150 ml). Organická vrstva bola vysušená pomocou 

bezvodého Na2SO4 a rozpúšťadlo sa odparilo za zníženého tlaku. Výťažok: 59 % ako 

olejovitá látka, ktorá časom kryštalizuje. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 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). 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ 

172.82, 60.41, 52.77, 51.48, 13.56.  

4.4.11 Príprava racemátu 4,4'-(bután-2,3-diyl)bis(piperiazín-2,6-dión) 

 

Schéma 39: Príprava racemátu 4,4'-(bután-2,3diyl)bis(piperazín-2,6-diónu) 

K suspenzii hydridu sodného (3,3 g 0,079 mol) v dioxane (70 ml) v inertnej atmosfére za 

chladenia sa po kvapkách pridáva roztok racemátu tetrametylesteru 2,3-diaminobután-

N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny (9,75 g, 0,007 mol) a formamidu (2,96 g, 2,7 ml, 0,066 

mol) v dioxáne (40 ml). Následne sa nechá reakčná zmes voľne ohriať na laboratórnu 

teplotu, pri ktorej sa mieša cez noc. K reakčnej zmesi sa pridá hexán (50 ml) a nechá sa 

miešať 10 minút. Suspenzia sa prefiltruje a pevná časť sa za chladenia pomaly pridáva do 

vody (100 ml). Vzniknutý roztok sa okyslí koncentrovanou kyselinou chlorovodíkovou na 

pH 5. V roztoku kryštalizuje produkt vo forme bielych kryštálov. Suspenzia sa prefiltruje. 

Výťažok: 11 % 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 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-d6) δ 172.60, 58.22, 51.94, 12.71. 

Teplota topenia: 268–270 °C. 
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5 STANOVENIE AKTIVITY LÁTOK IN VITRO 

Aktivita bola stanovená v spolupráci s katedrou biochemických vied FaF HK UK. 

Toxicita a protekčná aktivita sa sledovala na izolovaných potkaních neonatálnych 

ventrikulárnych kardiomyocytoch (NVCMs). Na stanovenie toxicity sa NVCMs 

inkubovali s látkami po dobu 48 hodín. Na stanovenie kardioprotekívnej aktivity látok boli 

NVCMs buky predinkubované s jednotlivými analógmi DEX v rôznych koncentráciách po 

dobu 3 hodín pri teplote 37 °C. Potom boli koinkubované s daunorubicínom (DAU), ako 

reprezentantom ANT, s koncentráciou 1,2 μmol/l po dobu 3 hodín pri teplote 37 °C. 

Následne sa bunky preniesli na čisté médium bez skúmaných látok a DAU. Nechali sa 

inkubovať 48 hodín.  Kardioprotekcia  a toxicita sa merala ako aktivita laktát 

dehydrogenázy (LDH), ako markeru poškodenia bunkovej membrány. 

Pro stenovení inhibičnej aktivity k TOP2B sa analógy DEX inkubovali s čistenou ľudskou 

TOP2 a suprahelixovým DNA substrátom. Potom sa reakčné zmesi vložili na agarózový 

gél a separovali sa pomocou elektroforézy. Následne sa zafarbili etidínium bromidom 

a vizualizovali pomocou ChemiDoc MP. 

 

5.1.1 Toxicita EMD 

Obrázok 12 popisuje toxicitu jednotlivých EMD diastereoizomérov na NVCMs bunky. 

Prvý stĺpec poukazuje na kontrolnú skupinu, stĺpce 2–4 obsahovali rozličné koncentrácie 

skúmaných látok. Toxicita EMDa a EMDb je mierne vyššia ako pri DEX, tento trend 

nárastu však nie je štatisticky signifikantný. Tiež môžeme pozorovať, že so vzrastajúcou 

koncentráciou látok sa toxický efekt mení len minimálne. 

Obrázok 12: Toxicita EMD analógov a DEXu k NVCMs 
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5.1.2 Kardioprotekčná aktivita EMD 

 

Na obrázku 13 je znázornené ako jednotlivé diastereoizoméry pôsobia na toxicitu ANT 

v NVCMs bunkách. Prvý stĺpec znázorňuje kontrolnú skupinu bez obsahu DAU. Druhý 

stĺpec poukazuje na vzorky bude ku ktorým bol pridaný DAU, ktorý vykazoval vysoký 

kardiotoxický efekt. EMDa signifikantne znižoval kardiotoxicitu DAU. EMDb 

kardiotoxicitu navodenú DAU znížil len pri najvyššej testovanej koncentrácii. Taktiež je 

možné si všimnúť, že protekčná aktivita DEX a EMDa je podobná. 

 

5.1.3 Inhibícia TOP2B pomocou EMD 

Na obrázku 14 je znázornená inhibičná aktivita k TOP2B. Prvý stĺpec ukazuje DNA ktorá 

je zvinutá. Pôsobením TOP2B dochádza k jej relaxácii a rozmotaniu reťazcov (stĺpec 2). 

Je možné si všimnúť, že už pri koncentrácii 10µM EMDa sa DNA nachádza v čiastočne 

zvinutej forme. To je zapríčinené inhibíciou TOP2B. EMDb túto aktivitu vykazoval až pri 

vysokých koncentráciách, DEX až pri koncentrácii 100 µM. Inhibičná aktivita EMDa je 

teda vyššia než u DEX. Tieto výsledky korelujú s výsledkami protekcie na NVCMs 

bunkách pri toxicite navodenej pomocou DAU. 

Obrázok 13: Stanovenie in vitro kardioprotekcie EMD analógov a DEXu 

Obrázok 14: Inhibícia TOP2B 
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5.1.4  Toxicita a kardioprotekčná aktivita JAS 

Na obrázku 15 je ako prvý stĺpec uvedená kontrolná skupina, ktorú nasleduje skupina 

stĺpcov popisujúca toxicitu meso-JAS alebo rac-JAS. Tieto hodnoty nie sú signifikantné 

a so vzrastajúcou koncentráciou sa nemenia.  V poradí siedmy  stĺpec (čierny) obsahoval 

DAU ako kardiotoxickú látku. Potom nasleduje 5 stĺpcov, ktoré obsahovali DAU a rôzne 

koncentrácie skúmaných látok. Je možné si všimnúť, že pridanie látok viedlo k zníženiu 

toxicity DAU. V prípade meso-JAS k tomu dochádza už pri koncentárii 1 µM, zatiaľ čo 

rac-JAS začína pôsobiť až pri koncentrácii 30 µM. Z toho vyplýva, že aj pri dimetyl 

analógu je dôležité postavenie substituentov na spojovacom reťazci.  

Vďaka výsledkom in vitro kardioprotekcie a inhibície TOP2B pri jednotlivých 

diastereoizomérých formách je možné predpokladať, že inhibícia TOP2B stojí za 

kardioprotekčnou aktivitou študovaných bisdioxopiperazínov.[31] 

meso-JAS rac-JAS 

Obrázok 15: Toxicita a kardioprotekcia analógov meso- a rac-JAS 
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6 DISKUSIA  

Cieľom práce bolo pripraviť analógy DEX s pozmeneným reťazcom. Konkrétne analóg 

4,4'-(bután-2,3-diyl)bis(piperiazín-2,6-dión) (JAS) a  analóg 4,4'-(pentan-2,3-

diyl)bis(piperiazín-2,6-dión) (EMD) v oboch diastereoizomérnych formách (Obrázok 16), 

v dostatočnom množstve, aby mohli byť poskytnuté na stanovenie ich in vitro aktivity. 

 

Obrázok 16: Štruktúry JAS a EMD s vyznačenými konfiguráciami jednotlivých enantiomérov 

Pri syntéze oboch analógov v rámci tejto práce bolo jedným z kľúčových krokov pripraviť 

alkan-2,3-diamín dihydrochlorid.  

 

Schéma 40: Syntéza alkan-2,3-diamín dihydrochloridov 

Pri syntéze EMD bol ako východisková látka použitý pentán-2,3-dión, ktorý bol 

redukovaný na pentán-2,3-diól pomocou LiAlH4 vo vysokom výbežku (87 %). Butan-2,3-

diol je komerčne dostupná látka. 

Alkan-2,3-dioly boli prevedené na dimesyláty pomocou mesylchloridu vo výťažku 82 %. 

Reakcia dimesylátu s azidom sodním poskytovala diazidy (79 % pre EMD a 83 % pre JAS). 

Problémom týchto látok je nízka teplota varu diazidu a jeho explozívny charakter, preto 

neboli nijako čistené. Získane diazidy boli redukované pomocou paládia, absorbovaného 

na aktívnom uhlí v metanole pod vodíkovou atmosférou za vzniku alkan-2,3-diamínov 

dihydrochloridov, ktorý sa následne použil do ďalších reakcií. 
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Tento krok však trvá 4 týždňov a výťažky reakcií boli 37 % pre meso-formu + racemát JAS 

a 40 % pre EMD. Preto bola vyskúšaná iná cesta, ktorá by tento krok skrátila a obišla by 

syntézu pentán-2,3-diazidu. Touto možnosťou je pripraviť diamín pomocou redukcie 

dióndioxímu, ktorý sa pripravuje reakciou diónu s hydroxylamínom. 

 

Schéma 41: Redukcia pentán-2,3-dióndioxímu 

Pentán-2,3-dión je komerčne dostupná látka, ktorá poskytuje reakciu s hydroxylamínom. 

Pentán-2,3-dióndioxím sa podarilo získať vo výťažku  88 %. Ten je možné následne 

redukovať na pentán-2,3-diamín. V rámci tejto práce bol dióndioxím redukovaný podľa 

postupu uvedeného v  patente [26], avšak výsledný produkt sa nepodarilo vyčistiť 

a výťažok bol taktiež o dosť nižší (9 %), ako ten uvedený v patente (51 %). Ďalšou 

možnosťou, ktorá bola vyskúšaná, je využitie iného redukčného činidla, konkrétne LiAlH4. 

Dióndioxím sa týmto spôsobom tiež nepodarilo zredukovať na príslušný diamín. Na 

redukciu dióndioxímu by sa dal použiť prietokový reduktor H-cube mini plusTM, ten sme 

v tej dobe na katedre ešte nemali, dnes vieme, že použitím tohto prístroja reakcia prebieha 

s výťažkom 72 %. V rámci práce sa teda pentán-2,3-dión zredukoval na pentán-2,3-diol. 

Z neho sa následne pripravil pentán-2,3-dimesylát a pentán-2,3-diazid. Ten sa redukoval 

pomocou paládia absorbovaného na aktívnom uhlí v metanole pod vodíkovou atmosférou 

za vzniku pentán-2,3-diamínu, vo výťažku 40 %.  

4,4'-(Bután-2,3-diyl)bis(piperazín-2,6-dión) sa môže vyskytovať vo forme racemátu 

s absolútnou konfiguráciou S,S a R,R alebo v meso-forme s konfiguráciou R,S.  Oddelenie 

diastereoizomérov je možné uskutočniť pri syntéze diamin dihydrochloridu s využitím 

rôznej rozpustnosti butan-2,3-diamín dihydrochloridu v metanole. Racemát je v metanole 

viac rozpustný ako meso-forma a meso-forma vykryštalizovavá ako prvá. Vďaka tomuto 

kroku sa jednotlivé izoméry oddelili pomocou filtrácie. Matečný metanolový roztok sa 

následne zahustil na vákuovej odparke a ochladil, tým začal kryštalizovať racemát. 

Diastereoizoméry sa dočistili v následnom kroku, kedy sa pripravuje tetra(terc-butyl)ester 

2,3-diaminobután-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny, ten sa následne naniesol na kolónu 

stĺpcovej chromatografie a získali sa tak čisté diastereoizomérne formy látok.[20]  
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Pri syntéze EMD soli diastereoizomérov pentán-2,3-diamín dihydrochloridu majú podobnú 

rozpustnosť v metanole a preto sa nepodarilo oddeliť ich týmto spôsobom. Takže 

k separácii dochádza v nasledujúcom kroku, kedy sa diastereoizomére formy tetra(terc-

butyl)esteru 2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny oddelí pomocí  stĺpcovej 

chromatografie. Erythro-forma sa eluuje ako prvá, nasleduje threo-forma. Oddelenie 

diastereoizomérov v práci [26] uvedené v teoretickej časti riešil prípravou dibenzyl pentán-

2,3-diyldikarbamátu a k separácii dochádzalo vďaka rôznej rozpustnosti v etanole. Erythro 

diasteroizomér je menej rozpustný a môže sa z roztoku odfiltrovať. Etanolický roztok sa 

zahustí a prečistí pomocou stĺpcovej chromatografie. Táto metóda dáva malé výťažky. Pri 

tomto spôsobe je nutné pentán-2,3-diámin ochrániť, aby sa mohol použiť do ďalšej 

reakcie.[26] 

Posledným a kritickým krokom pri syntéze bisdioxopiperazínových derivátov je 

cyklizácia. Sú dve možné cesty.  

 

Schéma 42: Cyklizačné reakcie – a pre erythro-formu EMD; b, c pre threo-fotmu EMD a obe diastereoizomérne formy 

JAS 

Pri  threo-EMD sa dihydrochlorid 2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny 

zahrieva vo formamide najskôr za zníženého tlaku a následne sa zvýši teplota a reakcia sa  

ešte zohrieva 5 hodín (Schéma 42: a). Formamid slúži ako rozpúšťadlo a zároveň aj ako 

reakčné činidlo. Po oddestilovaní formamidu a rozpustení v metanole mal produkt 

vykryštalizovať. Keďže k tomu nedošlo, bola látka prečistená pomocou stĺpcovej 

chromatografie. Tým sa podarilo získať čistý threo-4,4'-(pentan-2,3-diyl)bis(piperiazín-

2,6-dión) vo výťažku 16 %. Druhá možnosť, použitá pri erythro-EMD a oboch 
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diastreoizoméroch JAS, je cyklizovať tetrametyl ester tetraoctovej kyseliny v dioxáne 

s prídavkom formamidu a hydridu sodného (Schéma 42: b, c). V tomto príde je nutné 

surový produkt okysliť, keďže v reakcii vzniká jeho disodná soľ. Jej vodný roztok sa okyslil 

pomocou koncentrovanej HCl na pH 5. Nižšie pH roztoku nie je žiadúce, keďže tým môže 

vznikať hydrochlorid, respektíve dihydrochloridu produktu. Finálne látky boli získané vo 

výťažkoch erythro-EMD 66 %, meso-JAS 49 % a rac-JAS 11 %. 

Vďaka spolupráci s výskumnou skupinou prof. Šimůnka, bola stanovená aktivita pre 

jednotlivé diastereoizomérne formy oboch analógov. Je možné si všimnúť, ako malá zmena 

postranného reťazca dokáže túto aktivitu ovplyvniť. Zavedením druhej metylovej skupiny 

do molekuly DEX vzniká JAS, ktorého meso-forma, s konformáciou R,S, vykazuje 

niekoľkonásobne vyšší kardioprotektívny účinok ako monometylovaný reťazec DEX. Na 

druhej strane racemát (R,R a S,S) vykazuje kardioprotekívnu aktivitu až vo vysokých 

koncentráciách. Pri testoch na inhibíciu ľudskej TOP2B výsledky korelovali s výsledkami 

aktivít. Z toho môžeme usúdiť, že postavenie substituentov na spojovacom reťazci látok je 

esenciálne pre vlastnú aktivitu týchto látok. Zavedením etylovej skupiny do molekuly DEX 

vzniká EMD, ten sa vyskytuje v erythro-a threo-forme. Táto obmena spojovacieho reťazca 

účinok nezvýšila. Erythro-forma EMD (R,S  a S,R) vykazovala kardioprotektívnu aktivitu 

na bunkových modeloch, kde bola kardiotoxicita navodená pridaním DAU, porovnateľnú 

s DEX. Na druhej strane threo-forma EMD (R,R a S,S) mala účinok viditeľne nižší 

v porovnaní s DEX. Výsledky inhibície TOP2B oboch diastereoizomérnych foriem EMD 

taktiež korelujú s výsledkami kardioprotívnych aktivít. To potvrdzuje, že streochémia látok 

je dôležitá pre vlastný účinok látky. Pri oboch analógoch DEX inhibícia TOP2B korelovala 

s karidoprotekívnou aktivitou. Výsledky testov aktivity týchto látok  podporujú  hypotézu, 

že mechanizmus účinku bisdioxopiperazínových derivátov, ako karioprotektívnych látok 

pri terapii kardiotoxicity indukovanej ANT, závisí na ich schopnosti katalyticky inhibovať 

TOP2B. 
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7 ZÁVER 

V rámci práce sa podarilo pripraviť štyri finálne látky meso-4,4'-(bután-2,3-

diyl)bis(piperazín-2,6-dión), rac-4,4'-(bután-2,3-diyl)bis(piperazín-2,6-dión), erythro-4,4'-

(pentán-2,3-diyl)bis(piperazín-2,6-dión) a threo-4,4'-(pentán-2,3-diyl)bis(piperazín-2,6-

dión).  

 

Obrázok 17: Dexrazoxan a látky pripravené v rámci tejto práce 

Látky boli pripravené  dostatočnom množstve, aby mohli byť podrobené testom na ich 

aktivitu. Pre EMD analóg bola navrhnutá a overená vhodná syntetická cesta s celkovým 

výťažkom pre erythro-formu 1,75 % a pre threo-formu 0,85 %. Syntéza analógu JAS 

poskytovala celkový výťažok pre meso-formu 4,13 % a pre racemát 0,23 %. Keďže syntéza 

oboch analógov nevychádzala z opticky čistých východiskových látok, bolo potrebné ich 

oddeliť pre získanie čistých diastereoizomérných foriem finálnych látok. Pri jednotlivých 

analógoch separácia diastereoizomérných foriem prebiehala v rôznych krokoch syntetickej 

cesty: pri izolácii bután-2,3-diamín dihydrochloridu pre JAS a pri syntéze tetra(terc-

butyl)esteru 2,3-diaminopentán-N,N,N',N'-tetraoctovej kyseliny pre EMD. Jednotlivé 

formy medziproduktov a následne aj finálnych látok sa podarilo pripraviť vo vysokej 

čistote.  

V spolupráci s katedrou biochemických vied bola stanovená aktivita látok. Tá poukazuje 

na dôležitosť stereochémie na spojovacom reťazci pre vlastný kardioprotektívny  účinok 

látok aj na inhibíciu TOP2B. Výsledky inhibície ľudskej TOP2B korelujú 
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s výsledkami kardioprotekívnej aktivity, a tým podporujú hypotézu inhibície tohto enzýmu 

ako mechanizmu účinku bisdioxopiperazínových derivátov pri redukcii kardiotoxicity 

vyvolanej ANT. Meso-forma analógu JAS (s konfiguráciou R,S) vykazovala 

karidoprotekčnú aktivitu niekoľkonásobne vyššiu ako DEX, na druhej strane jeho racemát 

(s konfiguráciou R,R a S,S) vykazoval aktivitu len vo vysokých koncentráciách. Erythro-

forma EMD analógu (s konfiguráciou R,S a S,R) vykazovala in vitro kardioprotekčnú 

aktivitu podobnú s DEX, zatiaľ čo pri threo-forme bol účinok detekovateľný len pri 

vysokých koncentráciách. Obe účinnejšie formy (erythro-EMD a meso-JAS) analógov 

budú poskytnuté na in vivo testovanie na Ústavu farmakologie Lékařské fakulty v Hradci 

Králové.  
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8 ZOZNAM SKRATIEK  

ANT – antracyklin  

CbzCl – benzylchlórformiát 

DAU – daunorubicín  

DEX – dexrazoxan 

DMF – dimetylformamid 

DMSO – dimetylsulfoxid 

DNA – deoxyribonukleová kyselina 

EtOAc – etylacetát 

He – hexán 

LDH – laktát dehydrogenáza  

NÚ – nežiadúci účinok  

NVCMs – potkanie neonatálne ventrikulárne kardiomyocyty 

ppm – part per million 

Ra-Ni – Raneyov nikel 

ROS – reaktívne formy kyslíka  

TEA - trietylamín 

THF – tetrahydrofurán  

TMS – tetrametylsilán  

TOP2 – topoizomeráza II 

WHO – svetová zdravotnícka organizácia 
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