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Néazev diplomové prace: Derivaty karbazolu a jejich vliv na teplotu tani duplexti
DNA L.

Tato diplomova prace pojednava o ptipravé takového derivatu karbazolu, ktery by
nesl v polohach 3 a 6 objemné bazické skupiny a v poloze 9 alifaticky fetézec

zakonceny azidovou skupinou.

V teoretické ¢asti jsou popsany mozné postupy, jak vytvofit na karbazolu ¢i jinych
aromatickych strukturach zakladni funkéni skupiny, dale pak moznosti navazani
alifatického fetézce na karbazolovy dusik a v posledni ¢asti vytvoteni bazickych

center na aromatech s funkéni skupinou — vesmeés se jednalo o bromderivaty.

Experimentalni ¢ast se jiz zabyva aplikaci metod popsanych v teoretické ¢asti na
struktufe karbazolu. Jako zakladni molekula byl pouzit 3,6-dibrom-9H-karbazol;
byly zkouseny metody zamény bromu za skupiny obsahujici atom uhliku ¢i dusiku,
nasledovalo vytvoreni alifatického fetézce na dusiku karbazolu zakonc¢eného
azidovou skupinou a nakonec navazani objemnych bazickych substituentti na
funkénich skupinach karbazolu v polohéch 3 a 6. Syntetizované molekuly byly
popsany NMR spektry, piipadné i IC spektry.

V diskuzi jsou pak rozebirany poznatky vzeslé z experimentalni ¢asti.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control
Student: Lukas Marsik

Supervisor: Mgr. Jan Svec, Ph.D.

Expert adviser: PharmDr. Kamil Kopecky, Ph.D., doc. PharmDr. Miroslav Miletin,
Ph.D.

Title of diploma thesis: Derivatives of carbazole and their influence on melting point
of DNA duplexes I.

This diploma thesis deals with preparation of carbazole derivatives bearing bulky
basic groups in positions 3 and 6 and an aliphatic chain terminated with azide group
in position 9.

In the theoretical part, there are described possible methods, how to create basic
functional groups on carbazole and other aromatic structures, further the possibility
of establishing an aliphatic chain on the aromatic nitrogen and in the last part
creation a basic centres on aromatics with a functional group was explored — mostly

bromide derivatives were employed as the starting structure.

The experimental part deals with the application of methods described in the
theoretical part on the structure of carbazole. As the starting molecule 3,6-dibromo-
9H-carbazole was used; methods of exchange bromine by carbon or nitrogen
containing groups were tested, followed by the creation of the aliphatic chain on the
nitrogen of carbazole terminated with azide group and finally the linking of bulky
basic substituents at functional groups of carbazole in positions 3 a 6 was performed.

All prepared molecules were described by NMR or IR spectra.

In the discussion findings arising from the experimental part are analyzed.
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1. SEZNAM ZKRATEK

AcOH kyselina octova
Boc20 di-tert-butyldikarbonat
Boc-2(Cbz)Arg N, N'-bis((benzyloxy)karbonyl)-N2-(terc-

butyloxykarbonyl)arginin

CHCl3 chloroform

DCDl3 chloroform-d

DCM dichlormethan

DIPEA diisopropylethylamin

DMAC dimethylacetamid

DMAP 4-dimethylaminopyridin

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

EDCI N-ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
EtOH ethanol

HBTU 0-(benzotriazol-1-yl)-N-N-N"-N"-tetramethyluronium

hexafluorofosfat

HCTU 0-(6-chlorobenzotriazol-1-yl)-N,N,N' N'-
tetramethyluronium hexafluorofosfat

HOBt 1- hydroxybenzotriazol

MGB ,minor groove binders“ (molekuly vazici se do malého
zlabku)

NBS N-bromsukcinimid

NMP N- methylpyrrolidin-2-on
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NMR nukle&rni magneticka rezonance

N-MPDA N-methylpropan-1,3-diamin

Pd(OAc): diacetoxypaladium

Pd(PPh3)4 tetrakis(trifenylfosfin)paladium

Pdz(dba)s tris(dibenzylbenzylidenaceton)dipaladium
PPhs trifenylfosfin

TEA triethylamin

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie

XANTPHOS 4,5-bis(difenylfosfin)-9,9-dimethylxanthen
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2.

KODOVE OZNACENI PRIPRAVENYCH A

ZAMYSLENYCH SLOUCENIN

MGB 34

MGB 40

MGB 43

MGB 51

MGB 62

MGB 71

MGB 72

MGB 77

MGB 89

MGB 90

MGB 105

MGB 107

MGB 108

MGB 109

3,6-dibrom-9H-karbazol
6-azidohexanamin
3,6-dikyano-9H-karbazol

3,6-bis(1-methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-yl)-9H-
karbazol

1-methyl-4,5-dihydro-1H-imidazol-2-aminium p-

toluensulfonat

N3,N8-bis(1-methyl-4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)-9H-

karbazol-3,6-diamin

N-(6-azidohexyl)-6-(3,6-dibrom-9H-karbazol-9-

yl)hexanamin
6-(3,6-dibrom-9H-karbazol-9-yl)hexanoat
3,6-bis(4-nitrofenyl)-9H-karbazol

di-terc-butyl(9-(6-((6-azidohexyl)amino)-6-oxohexyl)-
9H-karbazol-3,6-diyl)bis(4,1-fenylen)dikarbamat

N-(6-azidohexyl)-6-(3,6-diamino-9H-karbazol-9-

yl)hexanamid
2-(2-azidoethoxy)ethan-1-amin

N-(2-(2-azidoethoxy)ethyl)-6-(3,6-dibrom-9H-

karbazol-9-yl)hexanamid

N-(2-(2azidoethoxy)ethyl)-6-(3,6-diamino-9H-

karbazol-9-yl)hexanamid
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MGB 110 benzyl-9-((9-(1-((2-(2-azidoethoxy)ethyl)amino)-1-
oxohexan-2-yl)-6-(5-(2,3-
bis((benzyloxy)karbonyl)guanidino)-2-((terc-
butoxykarbonyl)amino)pentanamido)-9H-karbazol-3-
yl)karbamoyl)-4-(((benzyloxy)karbonyl)amino)-13,13-
dimethyl-11-oxo0-12-oxa-3,5,10-triazatetradec-3-enoat
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3. UvoD

Deoxyribonukleova kyselina neboli DNA byla poprvé popsana jiz roku 1869
Svycarskym lékafem a piirodovédcem J. F. Miescherem, ktery ji vyizoloval z jader
bilych krvinek, a to z hnisu, ktery se nalézal v pouzitych nemocni¢nich obvazech a
jenz nazval souhrnnym nazvem nuklein®. Pog¢atkem 20. stoleti bylo zji§téno, ze DNA
se sklada z fosfatf, uréitych bazi a cukri, a to americkym biochemikem P. Levenem?.
A az roku 1953 molekularnimi biology, J. D. Watsonem a F. H. C. Crickem, byla

odhalena trojrozmérna struktura DNA, dvousroubovicovy model®.

vvvvvv

studovana v soucasné dob& ze v8ech moznych thld pohledu. Jedna z moznosti, jak
ovlivnit jeji strukturu, a tedy i biologické funkce organismu, je specifickd vazba
v malém zlabku duplexu nukleové kyseliny. Je znamo, Ze v tomto misté se ochotné,
nekovalentné vazou malé molekuly. Proto je v soucasné dobé ve velkém tsili syntéza
takovych latek, které by se specifickou nekovalentni vazbou v malém zlabku vazaly

na strukturu DNA a tim by ovlivnily jeji funkce (Obr. 1.).

Obr. 1. Vazba malé molekuly v malém Zlabku dvousroubovice DNA*

Takové latky se nazyvaji MGB (Minor Groove Binders). Tyto molekuly maji vlastni

biologickou aktivitu a lze je proto vyuzit jako nové substance v 1écb¢ bakterialnich,

13



virovych, mykotickych ¢i protozoalnich nemoci. Kromé toho nékteré z nich vykazuji
téz protinadorovou aktivitu, ¢ehoz se vyuziva ve vyvoji diagnostik a potencialnich
protinadorovych terapeutik (napi.: distamycin A, Hoechst 33258, pentamidin)®(Obr.
2.).

;\N)J Bt
Q \ / N/Q\(O
HO H>\E H HNw_~

N/

=N 3HCI 0

HN\©\<N K\N/ HN

NH
distamycin A 2
Hoechst 33258 HN i
NH NH
/\/\/\
0 0

pentamidin

Obr. 2. Minor Groove Binders: Hoechst 33258, distamycin A, pentamidin

MGB molekuly maji nejen vlastni biologickou aktivitu, ale téz i vlastnost specificky
se vézat na konkrétni sekvence DNA a tim ji stabilizovat. Této vlastnosti Ize vyuzit pfi
sekvenovani a sreeningu DNA - vcasném odhalovani chorob a zpfesnéni
diagnostickych metod, ¢ehoz lze nasledné vyuzit v pfesné davkované 1écbé té dané

nemoci®’.

Jak bylo zminéno vysSe, MGB molekuly se nekovalentné vazi do malého Zlabku DNA,
a to na specifické sekvence. Aby tyto molekuly mohly byt vyuzitelné v diagnostickych
metodach, musi byt schopné nejen se vsunout do malého zlabku duplexu nukleové
kyseliny, ale i se zde udrzet/vazat; proto je nutné, aby spliovaly n¢kolik kritérii. Jejich
struktura musi byt planarni, zakifivend a obsahovat objemné funkéni skupiny. Pro
nékteré aplikace, napt. konstrukci diagnostickych molekularné biologickych sond, je
tteba MGB navazat na sekvenci syntetického oligonukleotidu. K tomuto ucelu je

vyhodné, aby molekula MGB nesla azidovou skupinu, kterd pak specificky a

14



s vysokym vytéZzkem reaguje s alkynmodifikovanym oligonukleotidem Huisgenovou
cykloadici®®(Obr. 3.).

a ©
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3’-oligonukleotid- AN /0\/\6 MNM
P 0]
[

0 —_—
O N/\M/n\ MGB

||
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N

3 -oligonukleotid-5 \/O

Obr. 3. Schéma Huisgenovy cykloadice na fetézec oligonukleotidu
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4, TEORETICKA CAST

4.1. Mozné postupy pii syntéze substituovaného karbazolu v polohach 3 a 6

Existuje fada postupd, jak zavést reaktivni skupinu na aromat, mald ¢ast z nich
popisuje substituci na samotném karbazolu v polohach 3 a 6. Nejcastéjsi (ale ne
jedinou) metodou je bromace karbazolu za vzniku 3,6-dibrom-9H-karbazolu, od
kterého nésledné lze vytvaiet dalsi derivaty zaménou bromu za jiné funkéni skupiny.

Nize jsou popsany metody, kterych bylo vyuzito v experimentalni ¢asti.

4.1.1. Bromace karbazolu v polohach 3a 6

Schéma 1. Bromace karbazolu

Karbazol reaguje s N-bromsukcinimidem za vzniku 3,6-dibrom-9H-karbazolu
(Schéma 1.). K michanému roztoku karbazolu, oxidu kfemicitého a dichlormethanu
byl po kapkach ptidavan roztok NBS v dichlormethanu. Reak¢ni smés byla michdna
4 hodiny za nepfitomnosti svétla pii laboratorni teploté, dokud HPLC neprokézalo
uplné vymizeni vychozi latky. Pak byla reakéni smés prefiltrovana a oxid kiemicity
promyt nékolikrat dichlormethanem. Spojené frakce byly promyty vodou a organicka
vrstva byla vysusena a odpafena. Smés obsahujici produkt byl nasledné piecistén

sloupcovou chromatografii. Takto bylo ziskano témét 100 % teoretického vytézkul®.
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4.1.2. Kyanace 3,6-dibrom-9H-karbazolu

Br NC C
Cu,0/Zn(CN),
N N
H

H

Br N

Schéma 2. Kyanace 3,6-dibrom-9H-karbazolu

4.1.2.1. Kyanace Rosemund-von Braunovou reakci

Touto reakci lze pripravit z dibromkarbazolu a kyanidu méd’ného, jakozto nosice
nitrilové skupiny, 3,6-dikyano-9H-karbazol (Schéma 2.). Smés 3,6-dibrom-9H-
karbazolu a suchého kyanidu méd'ného v bezvodem dichlormethanu byla zahiivana na
teplotu varu 70 hod pod zpétnym chladi¢em v dusikové atmosféte. Reakeni smés byla
nalita do ledové vody, vznikla srazenina byla odfiltrovana a promyta vodou. Pevna
latka byla michéna 1 hodinu ve vodé obsahujici ethylendiamin, potom odfiltrovana a
promyta vodou. Nasledné byla pevna latka michana ve vodném roztoku kyanidu
sodného po dobu 1,5 hodiny. Dinitril byl zfiltrovan, promyt vodou a vysusen, ¢imz byl
ziskan svétle hnédy prasek. Vyuzitim Rosemund-von Braunovi reakce bylo docileno

izasnych vytézki, a to az 99% 1.

4.1.2.2. Kyanace kyanidem zine¢natym

Tato kyanace probihad z ptitomnosti Zn(CN)2 a Pd(PPhs)s v mikrovinném reaktoru
(Schéma 2.). Silnosténna uzaviratelna zkumavka byla naplnéna arylem s bromidovou
funkéni skupinou, Pd(PPhs)s a dichlormethanem. Reakéni smés byla prosycena
dusikem, uzaviena s michadlem, dikladné promichana a vlozena do mikrovinného
reaktoru. Zde byla vystavena ozafovanim mikrovinného reaktoru po dobu 2 minut pfi
laboratorni teploté a 60 W. Poté byla smés ziedéna ethyl-acetatem a promyta vodou.
Organicka faze byla vysuSena a rozpoustédlo odstranéno za nizeného tlaku. Surovy
produkt byl C¢istén sloupcovou chromatografii, ¢imz byl ziskan ¢&isty nitril

V teoretickém vytézku 90 %12,

17



4.1.3. Kyanace hexakyanoZeleznatanem draselnym

O/Bf K,4[Fe(CN)4] ©/CN
EEE— .

Palladacycle 1
Schéma 3. Kyanace hexakyanozeleznatanem draselnym

Z davodu toxicity kyanovych sloucenin je v této reakci vyuzit malo toxicky
hexakyanozeleznatan draselny, spolu se sloucCeninou obsahujici paladium
v mikrovinném reaktoru. Do uzaviratelné zkumavky byl navazen brombenzen,
Ka[Fe(CN)s], Palladacycle 1** (Obr. 4.), K,CO3 a DMF. Takto piipravena reakéni
smés byla umisténa do mikrovinného reaktoru a za stadlého michani zahtivana 2 minuty
pii 130 °C a 600 W. Po ukonéeni reakce byla smés ziedéna etherem a vodou, organicka
vrstva nékolikrat promyta vodnym roztokem chloridu sodného, vysuSena bezvodym
siranem hote¢natym, zfiltrovana a odpaiena ve vakuu. Tak byl ziskan surovy produkt,
ktery byl nasledné Cistén rekrystalizaci z ethanolu a vody. Tak byl ziskan kyanobenzen

V teoretickém vytézku az 95 %* (Schéma 3.).

® €]
PPh;OTf
PPh;
\ \ O\ y
(@) Pd
/
H,N

Obr. 4. Schéma Palladacycle 1

4.1.4. Aminace bromderivatia benzenu

Br NH,
N Cu,0/Cu X

R ——>» | R
F F

Schéma 4. Aminace bromderivat benzenu
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4.1.4.1. Aminace pomoci Cu20

U téchto aminaci jsou velice vyhodné reakéni podminky, nebot’ neni zapotiebi pouziti
drahych katalyzatort a ligand, bezvodych rozpoustédel ¢i inertni atmosféry (Schéma
4.). Sm¢s bromderivatu benzenu, oxidu méd’ného, amoniaku a vodného NMP byla
zahfivana v uzaviené nadob¢ pti 80 °C 15-24 hodin. Po vyextrahovani se pohybovaly

teoretické vytézky, s ohledem na pouzity derivat benzenu, od 80 do 99 %,
4.1.4.2.  Aminace pomoci praskové médi

Stejn¢ tak, jako u pfedchozi aminace, 1 zde je vyhoda nendro¢nych reak¢nich
podminek (Schéma 4.). Brombenzen, vodny ¢i bezvody amoniak a praskova méd’ byly
smichany v uzaviratelné zkumavce a ta byla zahtivana, za stalého michani, 24 hodin
pti 100 °C v olejové lazni. Po vychladnuti byla reakéni smés ziedéna ethyl-acetatem,
ptevedena do vody a nékolikrat vytfepavana ethyl-acetatem. Spojené organické faze
byly posléze vysuseny bezvodym siranem sodnym a rozpoustédlo bylo odpateno za
snizeného tlaku, ¢imz byl ziskdn surovy produkt, ktery byl ¢istén sloupcovou

chromatografii. Tak byl ziskan Gisty produkt (vytézek 85 %)°.
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4.2. Mozné postupy pri alkylaci karbazolu v poloze 9

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, aby se mohla molekula MGB selektivné vazat na
specifické sekvence DNA, je vyhodné, aby obsahoval spojovaci fetézec zakonceny
azidovou skupinou, ktery se napoji na oligonukleotidovou sondu. Nize jsou uvedené
nekteré reakce, které poslouzily jako piedloha v syntéze spojovaciho fetézce

V experimentalni ¢asti.

4.2.1. Priprava azidoalkanu

Schéma 5. Piiprava azidoalkanu

Pii této reakci dochazi k vyméné hydroxylové skupiny za azidovou (Schéma 5.).
Hydroxyderivat byl rozpustén v dichlormethanu, za stalého michani byl pfidan thionyl
dichlorid a celda smés byla michana 1 hodinu pti 0 °C. Poté bylo rozpoustédlo
odstranéno za sniZzeného tlaku, vznikly zbytek byl rozpustén v DMF, ptidan azid sodny
a takto vytvorend reakcni smeés byla zahtivana 1 hodinu pti 50 °C. Nasledn¢ byla smés
zchlazena na laboratorni teplotu, zfedéna vodou a vytfepavana do ethyl-acetatu.
Spojené organické faze byly promyty slanou vodou, vysuseny siranem hotecnatym a
odpareny ve vakuu. PfeCiStény zbytek chromatograficky na silikagelu byl ziskan ve

formé zluté pevné latky v 97 % teoretického vytézkul’.

4.2.2. Alkylace dusikaté skupiny karbazolu

Bf\/\/\)J\O»/
(H0)s ]/o

Schéma 6. Alkylace dusikaté skupiny karbazolu
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Jedna z moznosti alkylace aromatického dusiku je pomoci methyl-6-bromhexanoétu
(Schéma 6.). Karbazol, hydrid sodny a DMF byly michany 30 min v argonové
atmosféte. Poté byl ke smési piidan jodid draselny a methylester kyseliny 6-
bromhexanové a vsSe bylo zahiivano 2 hodiny pii 80 °C. Reakce byla nasledné
ukonéena pifidanim vody. Poté byla smés vytiepavana s ethyl-acetadtem, organické
frakce byly posléze promyty slanou vodou, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a
vakuové odpareny. Pomoci chromatografie byl surovy produkt precistén a tim ziskan

gisty methyl-6(-9H-karbazol-9yl)hexanoat (73 %)*8.

4.2.3. Alkylace hydroxyskupiny

Brwo\ O
OH

@)
~ | © i | Nehxed

Schéma 7. Alkylace hydroxyskupiny

Podobnym postupem, jako u piedchozi reakce, Ize alkylovat t¢Z hydroxyskupinu na
benzenovém jadie (Schéma 7.). Suspenze hydridu sodného v bezvodém DMF byla
probubldna argonem a za stalého michani byl po kapkach pfidan roztok derivatu fenolu
Vv bezvodém DMF. Takto vytvofend smés byla michana 30 min a poté byl pfidan
methyl-6-bromhexanoat a cela reakéni smés byla za stalého michani zahtivana pti 40
°C ptes noc. Druhého dne byl k roztoku ptidan dichlormethan a smés byla vytiepavana
tiikrat se slanou vodou. Organicka faze byla vysuSena siranem hofecnatym, zahusténa,
sloupcovou chromatografii precisténa a nasledné rekrystalizovana z n-hexanu za
i¢elem odstranéni zbytkovych stop methyl-6-bromhexanoatu. Cisty produkt byl

izolovan ve formé bilého krystalického prasku v teoretickém vytézku 90 %°.
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4.2.4. Amidace karboxylové skupiny I.

NG N3 E N

= CH = N 3

. {j/\COOH (CHs 7 | (i),
X HCTU, DIPEA x O

Schéma 8. Amidace karboxylové skupiny za vyuziti HCTU a DIPEA

Jednd se o amidaci 6-azidohexanaminem, pii které dochazi reakci karboxylové
skupiny s aminem a se zachovanim azidové skupiny (Schéma 8.). Substituovana
karboxylova skupina byla nékolikrat odpafena s toluenem a nasledné rozpusténa
v dichlormethanu, spolu s DIPEA a HCTU. Po ptidani 6-azidohexanaminu byla cela
reakéni smés michana 3 hodiny pii laboratorni teploté, poté bylo odstran¢no
rozpoustédlo za snizeného tlaku. Vysledny zbytek byl vytfepavan mezi ethyl-acetatem
a nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného. Organicka faze byla promyta
zchlazenym roztokem kyseliny chlorovodikové, slanou vodou a poté vysuSena
siranem hotecnatym a zbylé rozpoustédlo odpafeno za snizen¢ho tlaku. Za pouziti

sloupcové chromatografii byl ziskan produkt (vytézek 98 %)%.

4.2.5. Amidace karboxylové skupiny II.

H
H N, N3 N N
/ CH / N\ /7 3
R@ACOOH T R@/\’( (CHa)g
AN DMAP, EDCI AN 0

Schéma 9. Amidace karboxylové skupiny za vyuziti DMAP a EDCI

Podobnym postupem, jako u ptedchozi reakce, ale za jinych podminek, lze téz ziskat
substituovany amid zakonéeny azidovou skupinou (Schéma 9.). K suspenzi
substituované karboxylové kyseliny a DCM byl pfidan 6-azidohexanamin, DMF a
DMAP a za stalého michani i EDCI. Cela reakéni smés byla michédna 12 hodin pfi
laboratorni teploté a poté zahfivana k varu, pod zpétnym chladi¢em, dal$ich 6 hodin.
Obsah byl promyt vodou, vysusen siranem hotfe¢natym, zfiltrovan a zakoncentrovan
za snizen¢ho tlaku. Surovy produkt byl ptrecistén sloupcovou chromatografii a

vysrazen z chloroformu, ¢imz byl ziskén bledé Zluty prasek ve vytézku 97 %
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4.3. Mozné postupy pri zavadéni objemnych bazickych skupin

V této Casti jsou uvedené reakce, jak lze zavést objemnou bazickou skupinu na
aromaticky kruh, a to pfes bromderivat nebo uhlikaty ¢i dusikaty spojovaci mustek.
Moznosti je nepteberné mnozstvi; zde jsou uvedené postupy, které byly vyuzity pfi

syntéze derivatu karbazolu.

4.3.1. Kondenzace nitrobenzenu

)

H

CN /N\/\/NHZ | N
- |

Schéma 10. Kondenzace nitrobenzenu

Jedna z moznosti, jak vytvorit objemné bazické centrum na aromatickém derivatu; a
to vyuzitim cyklizace a nasledné kondenzace N-methylpropan-1,3-diaminu za vzniku
1-methyl-2-phenyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidinu (Schéma 10). Smés benzonitrilu, N-
MPDA a sulfidu fosfore¢ného byla michéna a zahtivana v argonové atmosféte po dobu
4 hodin pi1 160 °C. Posléze smés byla okyselena zfedénim vodnym roztokem HCl na
hodnotu pH 5. Roztok byl dvakrat promyt DCM a vodna faze byla oddélena a odpaiena
do sucha. Takto ziskany nahnédly olej byl zfedén ethanolem a zahtivan pod zpétnym
chladi¢em v pfitomnosti uhli 2 hodiny. Po filtraci a odpafeni byl ziskan bezbarvy

olejovity produkt ve vytézku 70 %22,

4.3.2. Aminace halogenbenzenu objemnou skupinou

Zde se nejedna o vytvofeni aminoskupiny na benzenovém jadre, ale napojeni objemné
bazické skupiny obsahujici aminoskupinu pies halogenderivat. NiZe je popséna reakce

na piipravu takové skupiny, dale pak samotna aminace s objemnou molekulou.
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4.3.2.1. Cyklizace diaminu

H Ne
CNBr
e N\/\NHZ Q/ HBr

Schéma 11. Cyklizace diaminu

Reakce popisuje cyklizaci diaminu s bromkyanem za vzniku hydrobromidu 1-methyl-
4,5-dihydro-1H-imidazol-2-aminu (Schéma 11.). Roztok bromkyanu v methanolu byl
po kapkach pfidavan k chlazenému roztoku N-methylethylendiaminu v methanolu, a
to za stadlého michéani pod teplotou 20 °C. Po uplném piidani bromkyanu byla celd
reakéni smés zahfivdna na teplotu varu, pod zpétnym chladi€em, 30 min. Nasledn¢ po
ochlazeni na laboratorni teplotu byl roztok odpaten za snizené¢ho tlaku. Tim byl ziskdn

kyzeny produkt — vytézek 85 %%,

4.3.2.2. Buchwald-Hartwigova aminace

Schéma 12. Buchwald-Hartwigova aminace

Tato reakce probihd za pouZiti octanu paladnatého, ktery slouzi jako pfenaSec
halogenerivatu, ktery se nasledné navaze, ptes aminoskupinu karbamétu, na jinou
strukturu (Schéma 12.). Octan paladnaty s xantphosem byly tiikrat odplynény
argonem, ke smési byl pfidan 1,4-dioxan za stdlého michani, v§e znovu odplynéno
argonem a poté piidan roztok 2-chlor-4-fluorpyridinu, 1,4-dioxanu, terc-
butylkarbamatu, hydroxydu sodného a vody. Vysledna reak¢éni smés byla michana pii
100 °C 1,5 hodiny v argonové atmosféie. Poté byla smés ochlazena na laboratorni
teplotu, zfiltrovana ptes fritu, frita nékolikrat promyta 1,4-dioxanem a filtrat byl
zbaven rozpoustédla za snizeného tlaku do sucha. Vysledna pevna latka byla

prekrystalizovana z 2-propanolu, ¢imz byl ziskan produkt ve vytézku 80 %%,
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4.3.3. Suzukiho kondenzace

R o) Pd(PPh R.4
e— O —

Schéma 13. Suzukiho kondenzace

Suzukiho kondenzace se vyuziva u téch reakci, kdy je potfeba na halogenaryl navazat
dalsi aryl obsahujici vétSinou bazickou skupinu (Schéma 13.). Byla vytvofena smés
halogenarylu, tetrakis(trifenylfosfin)paladia, uhli¢itanu alkalického kovu, polérniho
rozpoustédla a pinakol esteru obsahujici bazickou skupinu na benzenovém jadie. Smés
byla zahfivana na teplotu varu pfislusného rozpoustédla, za stdlého michani, pod
zpétnym chladicem s vyuZzitim argonové atmosféry nebo vzduchu (bezvodé/vodné
prostiedi) nékolik hodin (poptipadé¢ az 24 hodin). Po ukonceni reakce byla pridana
voda (jedna-li se o vodné prostiedi) a roztok byl vytiepavan spolu s chloroformem,
organickd faze vysuSena siranem hotecnatym, zfiltrovana a vakuové odpatena. Déle
byl surovy produkt piec¢istén sloupcovou chromatografii. Suzukiho kondenzace
zpravidla probihaji ve vytézcich 50 — 95 %, zalezi na slozitosti vstupnych substi-

tuent®>%,

4.3.4. Amidace aminoarylu chranénou aminokyselinou

Na dvou reakcich je ukdzana amidace aminoskupiny stejnou chranénou

aminokyselinou.

43.4.1. Amidacel.

Boc
H H
Ry \ Boc-2(Cbz)Arg | AN N\H)\/\/N\()\I\Cbz
! NH, > R
S EDCI, DIPEA, HOBt P O HN_

Schéma 14. Amidace I.
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Aminoaryl byl rozpustén v bezvodém THF v argonové atmosféte a za stalého michani
ptidan EDCI, Boc-2(Cbz)Arg, DIPEA a HOBt (Schéma 14.). Smés byla michana 12
hodin pii laboratorni teploté. Nasledné€ bylo rozpoustédlo odpateno za snizeného tlaku,
produkt byl znovu rozpustén v dichlormethanu a vytfepavan postupné s chloridem
amonnym, hydrogenuhli¢itanem sodnym a chloridem sodnym. Spojené organické faze
byly vysuSeny siranem hofe¢natym, zfiltrovany, odpafeny ve vakuu a flash
chromatograficky piecistény, ¢imz byl ziskan adekvatni produkt, a to ve vytézku

V rozmezi 41 a7 86 %?2’.

4.3.4.2. Amidace Il.

/N—Cbz
HN/BOC HN4< .
NH, /N

Cbz

Boc-2(Cbz)Arg
Boc20, pyridin

NH

Schéma 15. Amidace II.

Roztok Boc-2(Cbz)Arg v bezvodém THF byl po kapkadch pfidavan, za stalého
michani, do bezvodého pyridinu, a poté hned i Boc20. Roztok byl michan 1 hodinu
pii 25 °C, aby se vytvofil aktivovany ester a pak byl pifidan roztok 7-amino-4-
methylkumarinu v THF a cela smés byla michana dal$ich 16 hodin. Nasledné byl
roztok zfedén ethyl-acetitem a promyt nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu
sodného, jedno molarnim roztokem kyseliny chlorovodikové a slanou vodou.
Organicka faze byla vysusSena bezvodym siranem sodnym, zfiltrovdna a rozpoustédlo
odstranéno na vakuové odparce. Surovy produkt byl pfecistén flash chromatografii na

silikagelu, ¢imz byl ziskan &isty produkt ve vytézku 76 %28,
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S. CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace byla syntéza takovych derivati karbazolu, které¢ by byly
schopny vazat se do malého zlabku dvousroubovice DNA a zde nekovalentni vazbou
zvysit stabilitu/pevnost vodikovych vazeb mezi bazemi nukleovych kyselin - zvySeni
teploty tani. Zaroven mély cilové slouceniny nést azidoskupinu, ktera umoziuje
efektivni konjugaci na fetézec syntetickych oligonukleotidd. Tato konjugace by
prispéla k zlepseni a zptfesnéni diagnostickych metod, které se vyuzivaji pti detekci

cilovych sekvenci DNA a mutagenu a nasledné vyuziti v praxi.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

Vsechna pouzita organicka rozpoustédla byla objednana od certifikovanych
dodavatelt (Sigma-Aldrich, Acros, Merck), byla v analytické kvalit¢ a v reakcich

vyuzita vV ptivodnim stavu.

Prabéh reakci, Cistota produkti a meziprodukti byla vyhodnocovana za pomoci
tenkovrstvé chromatografie na deskdch Merck Silikagel 60 Fzss. Pro detekci bylo
vyuzito svétlo vinové délky 254 nm a 366 nm. Mobilni faze jsou uvedeny u kazdé

reakce.

Vétsina meziprodukti a surovych produktt byla ¢isténa sloupcovou chromatografii za
pomoci silikagelu Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm).

Nékteré reakce probihaly za pomoci mikrovinného zafeni. Byl vyuzit mikrovinny

reaktor CEM Discover s autosamplerem Explorer 24 (Matthews, North Carolin, USA).

Na KAOCH FaF UK v Hradci Kralové byla méfena infraéervena spektra IR

spektrofotometrem Nicolet 6700 (v ATR médu). Jednotky jsou uvedeny v cm™,

Na KAOCH FaF UK v Hradci Kralové byla méfena NMR spektra na pfistroji
VARIAN MERCURY VxBB 300. Méfeni bylo provadéno pii frekvencich 300,07
MHz a 499,86 MHz (*H NMR) a 75,46 MHz a 125,70 MHz (**C NMR).
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6.1. Syntéza 3,6-dibrom-9H-karbazolu (MGB 34)

Br. Br
—>
N N
H

H

840 mg karbazolu (5 mmol) bylo pifevedeno do Erlenmeyerovy baiiky a rozpusténo ve
100 ml dichlormethanu,. Smés byla michana pti laboratorni teploté 30 min. V délici
nalevce byla pfipravena smés 1960 mg (11 mmol) N-bromsukcinimidu se 100 ml
dichlormethanu a postupné piikapavana k roztoku karbazolu. Takto vytvotena reakéni
smés se nechala michat po dobu 4 hodin, za laboratorni teploty, kryta alobalem, aby
nedoslo k oxidaci svétlem. Jiz po 1. hoding se zacal tvofit produkt, ktery byl detekovan
tenkovrstvou chromatografii (TLC) v mobilni fazi smési benzin/ethyl-acetat v poméru
4:1. Roztok byl michan 4 hodiny a poté byl pteveden do délici nalevky a spolu se
slanou vodou tfikrat vytfepavan pro zbaveni anorganickych necistot. Organicka ¢ast
byla vysuSena siranem sodnym, poté zfiltrovana vakuovou filtraci pies fritu a nakonec
na vakuové odparce zbavena rozpousStédla. Vyuzitim sloupcové chromatografie
(mobilni faze benzin/ethyl-acetat 4:1) bylo ziskano 1311 mg nazloutlé, krystalické

latky, 3,6-dibrom-9H-karbazolu, coz odpovida 80 % teoretického vytézku.

Produkt byl nasledn& potvrzen NMR a IC spektry:
13C NMR (75 MHz, DMSO) § 138,97; 128,89; 123,55; 123,50; 113,37; 111,16 ppm.

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 11,74 (s, 1H, NH); 8,55 (s, 2H, 2xArH); 7,63 (d, 2H,
2xArH); 7,57 (d, 2H, 2xArH) ppm.

IC (ART) 3404 (NH arom) cm™
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6.2. Syntéza 3,6-dikyano-9H-karbazolu (MGB 43)

6.2.1. Syntéza za pomoci Zn(CN):

Br Br NC CN

O O Zn(CN),, CH3COOK> O O
Pd(PPhs),, DMAC

N N
H H

81 mg (0,250 mmol) latky MGB 34, 88 mg (0,750 mmol) Zn(CN)2, 147 mg (1,500
mmol) octanu draselného, 29 mg (0,025 mmol) Pd(PPhs)s a 4 ml DMAC bylo
ptevedeno do uzaviratelné zkumavky spolu s michadlem a zah#ivano v mikrovinném
reaktoru 5 hodin pfi teploté 170 °C. Po probéhnuti reakce byla provedena tenkovrstva
chromatografie, kterd potvrdila vznik mozného produktu. Poté byla smés zfedéna
destilovanou vodou, prefiltrovana a organicka ¢ast na filtraénim papite jesté nékolikrat
promyta vodou. Po vyschnuti byla ptevedena acetonem do baiky, vysuSena bezvodym
siranem sodnym, zfiltrovdna a na vakuové odparce zbavena acetonu. Nasledné byla
smés piecisténa sloupcovou chromatografii mobilni fazi benzin/ethyl-acetat (4:1).
Takto bylo ziskdno 11 mg svétle hnédé latky, avsak dle NMR spekter nebyla struktura
MGB 43 potvrzena.

6.2.2. Syntéza za pomoci Ka[Fe(CN)e]
Br Br NC CN

O K4[Fe<CN>6],K2c03 O D
>
Pd(OAc),, DMAC

N
H

TZ
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81 mg (0,250 mmol) MGB 34, 46 mg (0,125 mmol) K4[Fe(CN)s], 69 mg (0,500 mmol)
K2CO3 a katalytické mnozstvi Pd(OAC)2 bylo navazeno do uzaviratelné zkumavky
spolu s 4 ml DMAC a v mikrovinném reaktoru, za stdlého michani, zahiivano 30 min
pii 170 °C. Posléze byla provedena kontrola pomoci TLC (benzin/ethyl-acetat
Vv poméru 4:1), avsak vznik produktu nebyl detekovan. Zkumavka byla proto opétovné
vlozena do reaktoru a pfi stejnych podminkéch zahtivana dalSich 5 hodin. Ani po této

uplynulé doby nebyla patrna zména na TLC desce.
6.2.3. Syntéza za pomoci CuCN

Br Br NC CN

OO CuCN, DMF » O

H H

325 mg (1,000 mmol) MGB 34 a 299 mg (3,340 mmol) CuCN bylo rozpusténo v 4 ml
bezvodého DMF a takto vytvofena reakéni smés byla zahtfivana pii 150 °C, za stalého
michani, pod zpétnym chladicem a v argonové atmosféfe, po dobu 24 hodin. Po
vymizeni skvrny vychozi latky (detekce pomoci TLC) byla vodou vysrazena
organicka ¢ast, piefiltrovana a nékolikrat proplachnuta vodou. SraZenina byla vymyta
z filtru acetonem, ke vzniklému nazelenalému roztoku byl pfidan ethylendiamin na
komplexovani médi, promichavano 30 minut, nasledné¢ ziedéno vodou, piefiltrovano
a vznikla organicka frakce jesté nékolikrat proplachnuta slanou vodou kvili odstranéni
zbytkd soli médi. Organicka pevna latka byla poté rozpusténa v DMF, roztok vysusen
bezvodym Na>SOs, vakuové zfiltrovan ptes fritu a rozpoustédlo odpateno na vakuové
odparce. Nakonec byl produkt piecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu
mobilni fazi benzin/ethyl-acetat (2:1) — tim bylo ziskano 57 mg svétle hnéd¢, sypké
latky MGB 43, coz odpovida vytézku 26 %.
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Produkt byl potvrzen nasledujicimi spektry:

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 142,51; 130,12; 126,59; 122,03; 120,29; 113,04; 101,91
ppm.

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 12,39 (s, 1H, NH); 8,81 (s, 2H, 2xArH); 7,85 (d, 2H,
2xXArH), 7,76 (d, 2H, 2xArH) ppm.

IC (ATR) 3295 (NH arom); 2223 (CN) cm™
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6.3. Syntéza 3,6-bis(1-methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-yl)-9H-
karbazolu (MGB 51)

NC CN N= N
S, N-MPDA
H
N N
H H

283 mg (1,304 mmol) MGB 43, 20 mg siry a 4 ml N-methylpropan-1,3-diaminu bylo
navazeno do uzaviratelné zkumavky spolu s michadlem a vSe bylo umisténo do
mikrovinného reaktoru, kde se smés postupné zahtivala 25 minut, az do teploty 270
°C pti 250 W. Bohuzel béhem zahtivani doSlo k expanzi vznikajicich plynd (H2S a
NH3) a tim Kk tniku ¢asti reakéni smési, coz vedlo ke ztratam — bylo provedeno TLC
se zbyvajicim produktem, které potvrdilo pfitomnost nové latky. Produkt byl ¢istén
sloupcovou chromatografii za wvyuziti gradientu v nasledujicim pofadi: 1.
chloroform/ethyl-acetat (1:1) — tim bylo docileno vyplaveni vSech nebazickych
necistot; 2. chloroform/ethyl-acetat/ TEA (5:5:1); 3. methanol/TEA (5:2). Byla ziskana
zluta prachovita latka v mnozstvi 58 mg (vytéznost 12 %); avSak produkt byl velmi
nestaly (pravdépodobné podléhajici vzdusné vlhkosti) a béhem nékolika hodin se
preménil na kapalnou substanci — dle TLC kontrole bylo zjisténo, ze produkt se

rozlozil.
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6.4. Syntéza N3 N°&-bis(1-methyl-4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)-9H-karbazol-
3,6-diaminu (MGB 71)

6.4.1. Priprava 1-methyl-4,5-dihydro-1H-imidazol-2-aminia p-toluen-
sulfonatu (MGB 62)

CH CH
NH, 3 3
ethanol / \
g + H,NCN + > N
HN\ H3C/ \(
CH; SO;H NNH; 5Qs

3 ml (34,404 mmol) bezvodého N-methylethylendiaminu, 2891 mg (68,808 mmol)
kyanamidu a 6474 mg (37,596 mmol) p-toluensulfonové kyseliny bylo navazeno do
banky spolu s 30 ml bezvodého ethanolu a za stalého michani byla smés zahiivana k
varu 15 min pii 80 °C pod zpétnym chladi¢em. Poté byla smés prefiltrovana pres
filtra¢ni papir a pevna cast jesté nekolikrat promyta ethanolem. Po vychladnuti bylo
provedeno piecisténi rekrystalizaci z ethanolu — tim bylo ziskano 4664 mg bilé
krystalické latky (MGB 62), coz odpovida vytézku reakce 48 %. Produkt byl nasledné
potvrzen pomoci spektralnich metod:

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 159,16; 158,12; 145,44; 138,13; 128,38; 125,66; 49,73;
31,52; 20,99 ppm.

LH NMR (300 MHz, DMSO) & 7,49 (d, 2H, 2xArH): 7,12 (d, 2H, 2xArH); 6,99 (s, 3H,
NHs"); 3,57 (t, 2H, CH,); 3,48 (t, 2H, CH,): 2,86 (s, 3H, CHs): 2,29 (s, 3H, CH3 arom)
ppm.
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6.4.2. Syntéza MGB 71

IV N\
- YN N%

O O U
/NYN CSZCO3 1,4-dioxan

N S

65 mg (0,200 mmol) MGB 34, 140 mg (0,515 mmol) MGB 62, 420 mg (1,292 mmol)
Cs2CO0s3, 35 mg (0,038 mmol) Pdz(dba)s a 11 mg (0,043 mmol) PPhs bylo navazeno
do uzaviratelné zkumavky spolu s 3 ml 1,4-dioxanu, véetné michadla, a zkumavka
vlozena do mikrovinného reaktoru. Zde byla smés, za stalého michani, zahtivana po
dobu 2 hodin, pti 120 °C a 150 W. Po vyjmuti z reaktoru TLC (benzin/ethyl-acetat -
4:1) prokazala stalou ptitomnost MGB 34, proto v§e bylo znovu vlozeno do reaktoru
a zahfivano pfi stejnych podminkéch jesté dalsi 3 hodiny. Poté byla provedena dalsi
TLC, které indikovalo jiz jen malé mnozstvi vychozi latky (MGB 34) a vznik mozného
produktu. Smés byla pievedena do ethyl-acetatu, nékolik minut michana a poté
zfiltrovéna pfes fritu. Poté byl filtrat nékolikrat vytfepan se slanou vodou, organicka
¢ast vysusSena bezvodym siranem sodnym, piefiltrovana pres fritu za sniZeného tlaku
a na vakuové odparce zahuSténa. Nasledné byla hledana mobilni faze (za pomoci

TLC), ktera by byla vhodna k izolovani MGB 71 sloupcovou chromatografii (Tab. 1).
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Tab. 1 Hledani optimalni mobilni faze pro vyextrahovani MGB 71

Rozpoustédla Pomér Vysledek
aceton 1 negativni
aceton/TEA 10:1 negativni
aceton/TEA 10:0,5 negativni
methanol 1 negativni
methanol/TEA 10:1 negativni
methanol/TEA 10:0,5 negativni
methanol/TEA 10:0,2 negativni
methanol/TEA 10:0,1 negativni
methanol/TEA 10:0,05 negativni

Bohuzel nebyla nalezena takova mobilni faze, ktera by dokézala oddélit MGB 71 od

nedistot.
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6.5. Syntéza 3,6-bis(4-nitrofenyl)-9H-karbazolu (MGB 89)

NO,
O,N NO,

O O _ Pd(PPhy),
%_@cho:; , THF

325 mg (1,000 mmol) MGB 34, 624 mg (2,500 mmol) 4-(4,4,5,5,-tetramethyl-1,2,3-
dioxaborolan-2-yl)nitrobenzen, 115 mg (0,100 mmol) Pd(PPh3)s a 415 mg (3,000
mmol) uhli¢itanu draselného bylo rozpusténo v 10 ml bezvodého tetrahydrofuranu a
zahfivano za stalého michani 24 hodin pii 70 °C pod zpétnym chladi¢em v argonové
atmosféfe. Po 1 hodin¢ byla provedena TLC (benzin/ethyl-acetdt — 4:1), ktera
prokazovala vznik mozného produktu. Po 24 hodinach po opétovné kontrole TLC
(nebyla pozorovana zména s TLC po 1 hodin€) byla smés procisténa sloupcovou
chromatografii za vyuziti gradientové mobilni faze v tomto potadi: 1. benzin/ethyl-
acetat (4:1), 2. toluen/CHF (2:1), 3. ¢isty chloroform, 4. ke koneénému vyextrahovani
produktu THF/CHF (10:1). Tak bylo ziskdno 110 mg syté oranzové latky, coz
odpovida 27 % teoretického vytézku. Dle NMR spekter nebyla potvrzena struktura
MGB 89.
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6.6. Syntéza 6-(3,6-dibrom-9H-karbazol-9-yl)hexanové kyseliny (MGB 77)

Br
(Hzc)s
NaH KI, DMF
(HzC)s ~ (Hzc)s\
T]/ CH;, COOH
0

442 mg (1,361 mmol) 3,6-dibrom-9H-karbazolu a 63 mg (1,633 mmol) hydridu
sodného bylo suspendovano ve 20 ml dichlormethanu a tato smés byla michana 30
minut pii laboratorni teploté. Poté bylo k roztoku piidano 340 mg (1,633 mmol)
methylesteru kyseliny 6-bromhexanové a nepatrné mnozstvi jodidu draselného a takto
vytvorena reakéni smés byla pod zpétnym chladicem, opatfenym susici rourkou, pfi
teploté¢ 80 °C michéana 4 hodiny. Po vychladnuti byl roztok zfedén destilovanou vodou,
pteveden do délici nalevky a vytfepavan s ethyl-acetatem. Organicka frakce byla
vysuSena bezvodym siranem sodnym, vakuové pfefiltrovana pres fritu a pomoci

vakuoveé odparky zbavena zbylych rozpoustédel.

Takto pripraveny meziprodukt (s organickymi necistotami) byl rozpustén v 10 ml
tetrahydrofuranu a michan 15 minut. Mezitim byl pfipraven 0,5 M roztok hydroxidu
lithného ve smési voda/ethanol v poméru 1:9. Ten, v mnozstvi 5 ml, byl pfidan do
organického roztoku a michan minimalné 12 hodin. Poté byla do roztoku piidana
destilovana voda pro rozpuSténi anorganickych necistot a trocha kyseliny
chlorovodikové k navazani zbylého lithia. Smés byla prefiltrovana - organicka cast
byla na filtraCnim papife nékolikrat proplachnuta vodou, dale pievedena ethyl-
acetatem do barky, vysusena bezvodym Na>SOa, zfiltrovana za snizeného tlaku pies
fritu a vakuovou odparkou zbavena zbylych rozpoustédel. S vyuzitim sloupcové
chromatografie byl ziskan kyzeny produkt 6-(3,6-dibrom-9H-karbazol-9-yl)hexanove
kyseliny (MGB 77) v celkovém mnozstvi 497 mg (vytéznost reakce 93 %), Jednalo se
0 bilou, krystalickou latku.
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Béhem tohoto reakéniho kroku byla vyuzita TLC pro potvrzeni vzniku produktu a
nalezeni idedlni mobilni faze pro oddéleni jednotlivych slozek organické smési.
Vzhledem k tomu bylo pfistoupeno k vyuziti eluéniho gradientu ve sloupcové
chromatografii. Nejprve se pouzila mobilni faze benzin/ethyl-acetat v poméru 4:1 pro
odstranéni vychozi latky a meziproduktu a nasledné smés benzin/ethyl-acetat/AcOH

vV poméru 9:1:0,5.

Struktura MGB 77 byla potvrzena NMR a IC spektry:

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 174,48; 139,20; 128,97; 123,58; 123,07; 111,80;
111,40; 42,59; 33,70; 28,36; 26,17; 24,38 ppm.

IH NMR (300 MHz, DMSO) & 11,96 (s, 1H, COOH); 8,46 (s, 2H, 2xArH); 7,62 (d,
2H, 2xArH); 7,57 (d, 2H, 2xArH); 4,36 (t, 2H, CH:°); 2,14 (t, 2H, CH-?): 1,71 (m, 2H,
CH2®); 1,47 (m, 2H, CH2%); 1,27 (m, 2H, CH2*) ppm.

IC (ATR) 3360 (OH karboxy); 2931, 2858 (alif); 1697 (CO) cm™*
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6.7. Priprava 6-azidohexylaminu (MGB 40) a 2-(2-azidoethoxy)ethan-1-
aminu (MGB 107)

SOClz, N3N3

HZN\/\/\/\OH toluen H2N\/\/\/\N3 MGRB 40
SOClz, NaN3

HN Ao~ O — e = BN~ N MG 107

1170 mg (10,000 mmol) 6-aminohexanolu bylo rozpusténo v 15 ml bezvodého toluenu
a pridano 3,28 ml (45,000 mmol) dichloridu thionylu a celd smés byla za stalého
michani zahtivana k varu 1 hodinu pod zpétnym chladicem zakonenym susici
rourkou. Po vychladnuti byl roztok za vakua zbaven rozpoustédla — zbyl Zlutohnédy
olej, ke kterému byl pfidan vodny roztok 1950 mg (30,000 mmol) azidu sodného a vse
bylo zahtivano pii 90 °C, za stdlého michani a pod zpétnym chladi¢em, 3 hodiny. Po
vychladnuti byla reak¢ni smés ztedéna destilovanou vodou, zalkalizovana hydroxidem
draselnym a poté organicka slozka vytiepana do DCM. Nasledn¢é byla vysuSena
bezvodym NaxSOs, zfiltrovana pies fritu a DCM odpaien na vakuové odparce. Tak
bylo ziskdno 921 mg hnédého oleje (MGB 40) — vytézek 65 %.

Tato molekula byla vyuzita pii syntéze MGB 72.

Stejnou metodou byla syntetizovana molekula MGB 107: 5000 mg (49,583 mmol) 2-
(2-aminoethoxy)ethan-1-olu, 12,8 ml (175,652 mmol) SOCI, 7352 mg (113,108
mmol) NaNs a 30 ml bezvodého toluenu. Bylo ziskano 3528 mg (vytézek 57 %)

hnédého oleje.

IC (ATR) 2867 (alif); 2108 (N3) cm™
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6.8. Syntéza derivati Kkyseliny 3,6-dibrom-9H-karbazol-9-ylhexanové

O Q O Q
HBTU, DIPEA, DMF

(Hzc)s (Hzc)s

~COOH TI/
o)
\\\ /\/\/\/N3
R!' = g MGB 72

0
R = E/\/ "N,  MGB108

485 mg (1,105 mmol) MGB 77 bylo spolu s 517 mg (1,326 mmol) HBTU rozpusténo
v 20 ml bezvodého DMF. Po uplném rozpusténi a za stalého michani bylo pfidano 212
mg (1,326 mmol) 6-azidohexylaminu a 15 ml DIPEA a takto vytvoiena reak¢éni smés
byla michéna po dobu 3-4 hodin za laboratorni teploty. Po potvrzeni vzniku mozného
produktu na TLC byl roztok zbaven rozpoustédel ve vakuové odparce a nasledné byla
vyextrahovdna konecna substance pomoci sloupcové chromatografie za pouziti
mobilni faze benzin/ethyl-acetat/AcOH, a to v poméru 6:3:1 — stejné smési se pouzilo
pfi detekci u tenkovrstvé chromatografie. Bylo ziskano 498 mg Zluté voskovité latky

MGB 72, coz ¢ini 80 % vytézku.
Posléze byla potvrzena nasledujicimi NMR a IC spektry:

13C NMR (75MHz, CDCl3) § 172,54; 139,21; 129,02; 123,38; 123,22; 111,97; 110,35;
51,28; 43,03; 39,29; 36,34; 29,49; 28,68; 28,54, 26,73; 26,36; 26,31; 25,20 ppm.

IH NMR (300MHz, CDCls) § 8,16 (s, 2H, 2xArH): 7,56 (d, 2H, 2xArH); 7,24 (d, 2H,
2xArH): 5,33 (t, 1H, CONH); 4,23 (t, 2H, CHy); 3,24-3,18 (m, 4H, 2xCHy); 2,17 (t,
2H, CH,); 1,85 (m, 2H, CH2); 1,68-1,57 (m, 4H, 2xCHy), 1,43-1,27 (m, 8H, 4xCH2)
ppm.
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IC (ATR) 3294 (NH amid);: 3075, 2938, 2859 (alif); 2097 (Ns); 1734 (CO) cm'

Stejnou reakéni metodou byla syntetizovana molekula MGB 108: 605 mg (1,378
mmol) MGB 77, 644 mg (1,654 mmol) HBTU, 20 ml bezvodého DMF, 264 mg (1,654
mmol) 6-azidohexylaminu a 15 ml DIPEA. Po pfecisténi sloupcovou chromatografii

bylo ziskano 583 mg (vytézek 77 %) zluté voskovité latky (MGB 108).
Struktura MGB 108 byla potvrzena NMR spektry:

13C NMR (125 MHz, DMSO) § 172,18; 139,28; 128,96; 123,59; 123,08; 111,82;
111,40; 69,10; 50,10; 42,61; 38,46, 38,41; 35,27; 28,36; 26,17; 25,06 ppm.

IH NMR (500 MHz, DMSO) & 8,43 (s, 2H. 2xArH); 7,75 (t, 1H, CONH); 7,58 (m,
4H, 4xArH); 4,36 (t, 2H, CHy); 3,54 (t, 2H, CHy); 3,35 (M, 4H, 2xCH2); 3,14 (t, 2H,
CHy); 1,98 (t, 2H, CHz); 1,70 (m, 2H, CHy); 1,47 (m, 2H, CHy); 1,22 (m, 2H, CHy)
ppm.
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6.9. Syntéza derivati kyseliny 3,6-diamino-9H-karbazol-9-ylhexanové

Br Br H

N NH,
NH3 . CuZO, NMP
>
N
|

1
(HyC)s

“/R (H,C)s “/R
0 o)
s“\ /\/\/\/N3

R! = E MGB 105

o
R2 = E/\/ N, MGB 109

100 mg (0,178 mmol) MGB 72, 7 mg (0,049 mmol) oxidu médného, 0,35 ml
amoniaku a 2 ml bezvodého NMP bylo pfevedeno do uzaviratelné zkumavky spolu
S michadlem a cela takto pfipravend reakéni smés byla vlozena do mikrovinného
reaktoru. Zde byla za stalého michéani zahtivana, pti 125 °C a 150 W, po dobu 18
hodin. Pomoci TLC (mobilni fize viz nize) byla potvrzena ptitomnost vzniku produktu
—smés byla ptevedena do dé€lici nalevky a zde vytitepana mezi vodou a ethyl-acetatem.
Organicka frakce byla vysuSena bezvodym siranem sodnym, vakuové zfiltrovana pies
fritu, vakuovou odparkou zbavena rozpousStédel a sloupcovou chromatografii
piecisténa mobilni fazi chloroform/methanol v poméru 20:1. Ziskany produkt, hnédy

olej, byl vyextrahovan v mnozstvi 18 mg (vytézek 26 %).

Dle NMR nebyla potvrzena struktura MGB 105, nebot’ produkt stile obsahoval

necistoty a jeho celkové mnozstvi bylo nedostacujici pro opétovné procisténi.

Stejnou reak¢éni metodou byla syntetizovana molekula MGB 109 s nasledujicimi
vstupnimi substancemi: 500 mg (0,911 mmol) MGB 108, 35 mg (0,245 mmol) Cu.0,

1,8 mI NHz a 2,5 ml bezvodého NMP. Pii sloupcové chromatografii byla pouzita taktéz
mobilni faze chloroform/methanol (20:1) a posléze pro zvyseni Cistoty roztok
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chloroform/methanol/THF v poméru 10:1:0,1. Takto byl ziskan ¢ervenohnédy olejovy
produkt (MGB 109) v celkovém mnozstvi 231 mg (vytézek 60 %).

Ten byl potvrzen NMR a IC spektry:

13C NMR (125 MHz, CDCls) § 172,88; 138,17; 135,61; 122,90; 115,61; 109,10;
106,20; 70,06; 50,54; 45,75; 42,84, 38,97; 36,35; 28,72, 26,79, 25,28 ppm.

1H NMR (500 MHz, CDCls) & 7,28 (s, 2H, 2XArH): 7,15 (d, 2H, 2xArH); 6,84 (d, 2H,
2xArH); 5,83 (s, 1H, CONHY); 4,17 (s, 4H, 2xNH_2); 3,61-3,33 (m, 8H, 4xCH2); 3,11
(t, 2H, CH2): 2,09 (t, 2H, CHz); 1,82 (M, 2H, CH2); 1,64 (m, 2H, CH,): 1,37 (m, 2H,
CH2) ppm.

IC (ATR) 2927, 2854 (alif); 2105 (N3); 1646 (CO) cm™
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6.10. Syntéza di-terc-butyl(9-(6-((6-azidohexyl)amino)-6-oxohexyl)-9H-
karbazol-3,6-diyl)bis(4,1-fenylen)dikarbamatu (MGB 90)

H H
B/N

O Q KyCO5. THE
Pd(PPh3)4

H
~ (CH ) N _N (CH,)
3\(CH2)6\’( v %_% 3\(CH2)6\”/ v

O

350 mg (0,620 mmol) MGB 72, 476 mg (1,488 mmol) terc-butyl-N-(4-(4,4,5,5-
tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)fenyl)karbamétu, 12 mg (0,062 mmol)
Pd(PPhs)s, 343 mg (2,480 mmol) uhli¢itanu draselného a 20 ml bezvodého THF bylo
pfevedeno do banky. Smés byla za stalého michani zahtivana 24 hodin pti 80 °C pod
zpétnym chladiGem v argonové atmosféie. Jiz po 2 hodinach byl detekovan vznik
mozného produktu pomoci TLC. Po vychladnuti byly ze suspenze odstranény
necistoty sloupcovou chromatografii, za vyuziti gradientové mobilni faze — nejprve
byla pouzita smés benzin/ethyl-acetat (12:1) a posléze chloroform/THF (10:1). Takto
bylo ziskano 94 mg (vytéznost 24 %) bilé krystalické latky. Bohuzel NMR
spektroskopie nepotvrdila strukturu MGB 90.
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6.11. Syntéza benzyl-9-((9-(1-((2-(2-azidoethoxy)ethyl)amino)-1-oxohexan-2-
yl)-6-(5-(2,3-bis((benzyloxy)karbonyl)guanidino)-2-((terc-butoxykarbo-
nyl)amino)pentanamido)-9H-karbazol-3-yl)karbamoyl)-4-(((benzyloxy)
karbonyl)amino)-13,13-dimethyl-11-oxo0-12-o0xa-3,5,10-triazatetradec-
3-enoatu (MGB 110)

H,N NH, )
>:N
HN
N . EDCI

| DMF, TEA
(CHy)s

H

Ny .O_ _N
SRR Boe,
e} HN

MGB 110

COOH

44 mg (0,200 mmol) MGB 109, 120 mg (0,220 mmol) Boc-2(Cbz)Arg a 48 mg (0,250
mmol) EDCI bylo rozpusténo v 15 ml bezvodém DMF a k roztoku nasledné ptidano
0,1 ml TEA. Cela reakéni smés byla michana po dobu 24 hod pti laboratorni teploté.
Poté byla provedena kontrola TLC (mobilni smés ethyl-acetat/benzin v poméru 3:1,
Kterd prokazala ptitomnost nové latky. Produkt se bohuZel nepodafilo vycistit a

charakterizovat spektralnimi metodami.
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7. DISKUZE

Ve své diplomové praci jsem se zabyval syntézou derivath karbazolu, které by byly
schopny vazat se do malého zlabku dvousroubovice DNA, a tim ovlivnit jeji stabilitu
v zavislosti na teploté; mou snahou bylo vytvofit nové MGB latky vyuzitelné

v diagnostickych metodach.

Nejprve byla potieba navazat funkéni skupiny na samotny karbazol, a to v polohach 3
a 6, aby bylo docileno zakfiveni struktury. Byla vyuzita bromace karbazolu N-
bromsukcinimidem za laboratorni teploty za vzniku 3,6-dibrom-9H-karbazolu (MGB
34). Tato molekula poslouzila jako zakladni reakéni latka v dalSich syntézach. Dal§im
krokem bylo vytvoieni spojovaciho mustku, na ktery by se navazal objemny bazicky
substituent. Byla provedena kyanace MGB 34 né¢kolika metodami: jako nosi¢
kyanidové  skupiny byl pouzit kyanid zineCnaty za  piitomnosti
tetrakis(trifenylfosfin)paladia, jako katalyzatoru, a DMAC pro bazické prostiedi a vie
probihalo v mikrovinném reaktoru, av$ak kyzeny produkt nebyl potvrzen NMR
spektry. Podobna metoda byla pouzita pii reakci Ka[Fe(CN)s], diacetoxypaladia a
DMAC, ale tato reakce dle TLC neprobéhla. Proto bylo pfikro¢eno k pouziti toxického
kyanidu méd’ného v DMF pii vysokych teplotdch — reakce probéhla uspésné, vnikla
latka MGB 43, ale v malém vytézku. Nasledné na to se vyuzila k navdzani objemné
bazické skupiny reakci N-methylpropan-1,3-diaminu za mozného vzniku MGB 51.
Tato latka podléha pravdépodobné vzdusné vlhkosti — nez se podatilo ji NMR spektry
analyzovat, rozlozila se. S ohledem na néarocnosti reakénich podminek a malych

vytézku se od kyanace opustilo a pteslo se k hledani jinych cest.

Bylo provedeno n¢kolik syntéz k navazani bazickych center pfimo na strukturu MGB
34. Jednou z nich byla syntéza pomoci 1-methyl-4,5-dihydro-1H-imidazol-2-aminia
ve formé p-toluensulfonatu (MGB 62). Nejdiive bylo nutné tuto latku vytvofit, a to
reakci N-methylethylendiaminu a kyanamidu spolu s p-toluensulfanatem a poté byla
vyuzita vV reakci s MGB 34 za vyuziti trifenylfosfinu, uhli¢itanu cesného 1,4-dioxanu
a tris(dibenzylbenzilidenaceton)dipaladia v mikrovinném reaktoru. Reakce sice
probéhla, ale bazicita molekuly MGB 71 byla tak vysoka, ze ji neslo vyizolovat —

tohoto zjisténi bylo vyuzito v dalSich reakci. Dalsi zkousenou reakci byl tzv. Suzukiho
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coupling. Této kondenzac¢ni metody se vyuzilo pfi syntéze MGB 89 za vyuziti 4-
(4,4,5,5,-tetramethyl-1,2,3-dioxaborolan-2-yl)nitrobenzenu a Pd(PPhs)s, jakozto
katalyzatoru, na molekule MGB 34. Reakce probihala za varu, v argonové atmosféie,
24 hod. Byl ziskan surovy produkt, ktery byl chromatograficky piecistén, ale NMR
spektroskopie odhalila vyskyt vicero pravdépodobné mono- a disubstituovanych

derivatt karbazolu, které nesly ani po opétovném c¢isténi rozdeélit.

V dalSich krocich byla zaméfena pozornost na dusikaty atom karbazolu v poloze 9.
Zde byla snaha navazat dostatecné dlouhy uhlikaty fetézen, z divodu, které jsou
popsany v Uvodu. Nejprve byla na MGB 34 v poloze 9 napojena prvni ¢ast fetézce.
Alkylaéni reakci pres bromid byl zde navazan methylester 6-bromhexanoatu, ktery
posléze byl hydrolyzovan na kyselinu za vzniku MGB 77. Druhym krokem bylo
prodlouzeni fetézce pomoci amidace karboxylové skupiny s primarnim aminem.
K tomu byl vyuzit 6-aminohexanol, popt. 2-(2-aminoethoxy)ethan-1-ol, ktery musel
byt nejprve ptipraven; hydroxyskupina byla nahrazena azidovou skupinou pomoci
azidu sodného a thionyl dichloridu za vzniku MGB 40 (popi. MGB 107). Takto
ziskany azidoamin byl navazén pies karboxylovou skupinu vytvofenim amidu za
ucasti HBTU a DIPEA. Timto zptisobem byly pfipraveny latky MGB 72 a MGB 108.

Po ptipravé dibromkarbazolu, obsahujiciho na dusiku vazany uhlikaty fetézec, byla
snaha na tuto strukturu navazat objemnou bazickou skupinu. Byl znovu vyzkousen
Suzukiho coupling na molekule MGB 72 za vyuziti terc-butyl-N-(4-(4,4,5,5-
tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)fenyl)karbaméatu, nesouciho chranény amin, a
Pd(PPhz)s. Reakce pravdépodobné probehla za vzniku latky MGB 90, aviak NMR
spektroskopie odhalila pfimési necistot. Po neuspéchu se pieslo k vytvoieni
aminoskupin na struktuie karbazolu v polohach 3 a 6. Byla provedena se aminace
na latkich MGB 72 a MGB 108 za pomoci aminu, NMP a oxidu méd'ného. Reakce
probihaly v mikrovinném reaktoru. Prvni reakce s latkou MGB 72 sice probéhla, ale
vytézek byl maly a produkt (MGB 105) stale obsahoval necistoty a nebylo jiz mozné
jej znovu precistit. Druhd reakce s molekulou MGB 108 probéhla o poznani Iépe,
nebot’ byl ziskan produkt (MGB 109) ve vytézku 60 % a tato latka byla téz
spektroskopicky potvrzena. Z piedeslych zkuSenosti bylo rozhodnuto, Ze je zapotiebi
vyuzit objemné molekuly s bazickymi centry, které jsou chranéné. K tomu poslouzil

arginin, ktery mél vSechny tfi bazickd centra chranéna, takZe piipadné cisténi by
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nebylo komplikované. Prob&hla amidace na molekule MGB 109 v bazickém prostiedi.
Tenkovrstva chromatografie potvrdila pfitomnost nové slouc¢eniny (MGB 110), avsak
doslo pravdépodobné¢ k nechténému odblokovani chranici skupiny a tudiz se

nepodafilo chromatograficky ji vycistit a charakterizovat.
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8. ZAVER

Béhem zpracovani mé diplomové prace bylo vyzkouseno nékolik reakénich metod,
jak vytvofit novou molekulu MGB spliiujici zadana kritéria (viz tivod), avSak ani jedna
metoda nevedla pravdépodobné K uspésnému navazani objemné bazické skupiny na
strukturu karbazolu, kterd by byla NMR spektroskopicky potvrzena. Podafilo se
syntetizovat fadu meziprodukti, a to 3,6-dibrom-9H-karbazol (MGB 34), 3,6-
dikyano-9H-karbazol (MGB 43), 6-(3,6-dibrom-9H-karbazol-9-yl)hexanoat (MGB
77), N-(6-azidohexyl)-6-(3,6-dibrom-9H-karbazol-9-yl)hexanamin (MGB 72), N-(2-
(2-azido-ethoxy)ethyl)-6-(3,6-dibromo-9H-karbazol-9-yl)hexanamid (MGB 108) a N-
(2-(2-azidoethoxy)ethyl)-6-(3,6-diamino-9H-karbazol-9-yl)hexanamid. Byla snaha
vytvofit nové MGB struktury v podob¢ 3,6-bis(1-methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-
2-y)-9H-karbazolu (MGB 51), N3 N°®-bis(1-methyl-4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)-
9H-karbazol-3,6-diaminu (MGB 71) a di-terc-butyl(9-(6-((6-azidohexyl)amino)-6-
oxohexyl)-9H-karbazol-3,6-diyl)bis(4,1-fenylen)dikarbamatu  (MGB 90). Jedina
syntéza — navazani chranéné aminokyseliny na molekulu MGB 109 — prokazovala
dobré vysledky, avSak kyzeny produkt, benzyl-9-((9-(1-((2-(2-azidoethoxy)
ethyl)amino)-1-oxohexan-2-yl)-6-(5-(2,3-bis((benzyloxy)karbonyl)guanidino)-2-
((terc-butoxykarbonyl)amino)pentanamido)-9H-karbazol-3-yl)karbamoyl)-4-(((ben-
zyloxy)karbonyl)amino)-13,13-dimethyl-11-0x0-12-0xa-3,5,10-triazatetradec-3-
enoat (MGB 110), zGstal v surové formé, nebot’ se nepodafilo jej

vycistit, pravdépodobné z diivodu pied€asného uvolnéni chranicich skupin.
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