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1 Uvod

Benzo[c]fenanthridiny zastupuji Sirokou skupinu latek, ktera se fadi mezi
alkaloidy. Tyto nizkomolekularni latky primarné izolované z ptirodnich zdroji jsou
organické, polycyklické slouceniny, které ve svém zakladnim skeletu obsahuji atom
dusiku.

Pfedmétem zkoumani se staly predevsim diky jejich zjisténé biologické aktivite,
kterd kromé kancerostatické aktivity zahrnuje 1 antimikrobialni, antimykotické a
protizanétlivé ucinky. Mohou interagovat s mnoha latkami, jako je napt. DNA ¢i
mikrotubuly a také pozménit aktivitu Siroké Skaly enzymﬁ5.

K nejznaméjs$im alkaloidiim tohoto typu, které maji blize popsanou biologickou
aktivitu a kterym je v dne$ni dob¢ stale vénovana pozornost patii napf. sanguinarin,
chelerythrin, nitidin, fagaridin a také isodecarin a jejich synteticka analoga (napf.
NK109). V ptirodé se tyto latky nachazeji v nékterych rostlinach, nejcastéji z Celedi

makovitych, routovitych! a zem&dymovitych®, jakozto sekundarni rostlinné metabolity.

8 /N5
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2 Cile prace

Cilem této bakalarské prace je predev§im syntéza isodecarinu a inkorporace této
slouceniny do cyklodextrinti za ucelem zvySeni jeji rozpustnosti ve fyziologickych
prostiedich.

Isodecarin je latka, ktera byla nedavno synteticky pfipravena1’2‘3. Je tedy znama.
Nekteré prekurzory vedouci k syntéze této latky vSak byly popsany ve ¢tvrtprovoznim
méfitku a bez izolace. Ukolem je tedy ovéfit a vhodnym zptisobem piizptisobit syntézu
pro gramoveé mnozstvi.

Isodecarin — sloucenina z fady bezno[c]fenanthridinovych alkaloidi je znidma
pro své cytostatické u¢inky na nadorovych bunéénych liniich?. Jeji struktura je podobna
velice slibnému kancerostatickému derivatu obsahujici benzo[c]fenanthridinovy skelet -
NK109'. Zna¢né nevyhoda isodecarinu je v jeho §patné rozpustnosti ve fyziologickych
prostfedich, kterd brani provést pokrocilé biologické testovani. Piekonat tuto nesndz je
dal$im cilem této bakalaiské prace. Myslenka je takova: zkusit pfipravit sl se silnou
minerdlni kyselinou a otestovat jeji vlastnosti a dale vyuzit znamych vlastnosti
cyklodextrinu a zainkorporovat isodecarin do wvnitini kavity za vzniku inkluznich
sloucenin. Zavérem pak vyhodnotit zavislost inkorporace dextrinu na typu a koncentraci

pouzitého cyklodextrinu.
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3 Teoreticka ¢ast

V této kapitole jsou popsany struktury, zdkladni informace, vybrané syntetické
ptipravy hlavnich zastupcii benzo[c]fenanthridinovych alkaloidt a struktury a vlastnosti

cyklodextrinti.

3.1 Benzo|c]fenanthridinové alkaloidy

Benzo[c]fenanthridinové alkaloidy jsou nizkomolekularni sekundarni rostlinné
metabolity, obsahujici ve své molekule dusik. Pfedstavuji vyznamnou skupinu latek,
které jsou zajimavé diky své riiznorodé biologické aktivits®.

Rostlinam obsahujicim tyto alkaloidy slouzi jejich sekundarni metabolity jako
chemickd ochrana pied bylozravei a mikroorganismy’. Bylo také zjisténo, Ze
benzo[c]fenanthridinové alkaloidy jsou produkovany v bunéénych kulturach nékterych
druhil rostlin vramci piasobeni kvasinek, alginati a bakteridlnich elicitor®. Tyto
alkaloidy také vykazuji fluorescenéni vlastnosti®.

Tato prace bude zameéfena piedevSim na tetrasubstituované slouceniny S
benzo[c]fenanthridinovym skeletem (1) (kde Rs = Rg = H). Ty mlzeme rozd¢lit dle
ruznych kritérii. Jednim z nich je poloha substituentli obsahujici kyslik na zdkladni
struktufe, kdy vznikaji 2, 3, 7 a 8 nebo 2, 3, 8 a 9 substituované molekuly, coZ hraje

vyznamnou roli v projevech biologické aktivitys.

R4
Re
Rs
R2
N@
/
Ry4 \Me
R3

¢y

Dalsim kritériem rozdéleni je substituce dusikového atomu. V prvnim ptipad¢ je
dusik substituovany a jedna se tedy o iminiovou kvartérni strukturu, kdezto v druhém

piipadé dusik nenese zadny dal§i substituent. P¥itomnost iminiové vazby C=N" je

9



dulezita z hlediska rozpustnosti a chemické reaktivity. Na uhliku této vazby je nizka
elektronova hustota, coz vede ke snadnému nukleofilnimu ataku. V literatufe jiz byla
popsana spousta reakci nukleofilniho charakteru na diskutovanych slou¢eninach®°.

V nasledujicich podkapitolach budou blize specifikovani vybrani zastupci, jejich

vlastnosti a n¢které ptipravy.

3.1.1 Sanguinarin

Jednim z  hlavnich a  nejlépe  prozkoumanych  zastupca  z
benzo[c]fenanthridinovych alkaloidii je sanguinarin (2)°, ktery je oproti zikladnimu
skeletu substituovan v poloze 2,3,7 a 8. Tato latka byla primarné ziskana izolaci

z podzemni &asti t&la rostliny Sanguinaria canadensis™?.

\ o>
N@
] 2"
\_d
2)

V né&kterych dalSich rostlindch se spolecné se sanguinarinem vyskytuji i
pentasubstituované derivaty jako jsou napt. sanguilutin (3), sanguirubin (4) ¢i jiné

derivaty, které jsou diskutovany dale'.

OMe OMe
OMe OMe
OMe OMe
N e
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MeO \Me o Z \Me
OMe \/O
3) “4)

v v v . . . .. co1 12 . . .1
Bylo zjisténo, Ze sanguinarin vykazuje antimikrobialni*® a antimykotické 3

ucinky. Vzhledem ke zminéné biologické aktivit€é se latka vyuziva jako soucést
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produktt dentalni hygieny™ (napf. zubni pasta Santoin), ale i jako doplitkii zvifeciho
krmiva®®. Mnoho studii se zabyva také jeho potencialni kancerostatickou aktivitou,
ktera je zkoumana diky jeho schopnosti indukovat apoptézu. Drivéjsi studie takeé
potvrdily jeho chemoterapeutické ucinky. Timto bylo prokazano, ze sanguinarin
piekonava fenomén rezistence vice 1é&iv na nékolik bun&énych liniit!,

Prvni priprava sanguinarinu byla publikovéana v roce 1968 (viz schéma &. 1)*.
Vytézky této syntézy vsak nebyly pfilis vysoké. V pozdéji publikované literatute jiz

byly uvedeny syntézy s vysSimi V}'Itéiky”‘ls.

OMe
H
1. H,NCH,CH(OMe), N
2. Hy/Pd 0 OMe
o CHO 2 - \/
\/ 95% 0
° . CHOCOOH
46% 6N HCI
HOOC o HOOC
O> \
NO, 6-nitropiperonal ‘
- / NH
o 81% o)
\__d \_d
FBSO4/NH3
74%

O\/
/
O\/O

= 1. HNO, N
° 2.C F
\/ .Lu _ O
© 3. chinolin \/o
15%
Sanguinarine (2)
Schéma ¢. 1
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3.1.2 Chelerythrin

Dalsim vyznamnym zastupcem z fad benzo[c]fenanthridinovych alkaloidu je
chelerythrin. Tato latka je pfedmétem zkoumani piedevs§im proto, ze vykazuje Sirokou
skalu farmakologickych uc¢inkd. Prvotné byla ziskana izolaci zrostlin napf.
Chelidonium majus®. Diillezitym poznatkem ve studiu biologické aktivity této latky byl
objev jeji potencialni aktivity proti laishmanioze, coz je souborny nazev pro parazitarni
onemocnéni zplisobené riznymi prvoky rodu Leishmania. Tato choroba je pifenasena na
¢lovéka kousnutim samicek bodavého hmyzu rodu Phelobotomine. Kazdy rok se
objevuje okolo 1,3 milionu novych ptipadi postizeni touto chorobou. Dalsich 310
miliond lidi je v ohroZeni nejcastéji v oblasti tropickych a subtropickych zemi.
AntilaiSmanialni aktivita chelerythrinu byla prokazana v in vitro studiich, in vivo vSak
dosud popsana nebyla®®.

Cheleyrthrine nachazi Siroké vyuziti ve farmakologickych studiich jakozto silny

inhibitor proteinkindzy C a muze také indukovat apopt(')zuzo’21 """

ucinky, které byly prokazany jak in vitro, tak in vivo??24,

D

@®
N
MeO Z e

OMe
)

Chelerythrin, stejné jako sanguinarin se nékdy v rostlinach vyskytuji spole¢né

s jejich derivaty jako je napf. chelilutin (6) ¢i chelirubin (7). Chelilutin (6) spole¢né se

sanguilutinem (3) jsou zajimavé z divodu jejich antiproliferacni aktivity a diky jejich

schopnosti indukovat oxidativni stres?®, chelirubinu (7) jsou pak piipisovany uginky

antituberkulotické?®.

‘O O ‘ O
OMe > OMe >
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Dalsim podobnym zastupcem je také chelidonin (8), ktery byl spolecné s dalSimi
benzo[c]fenanthridiny izolovan z rostliny Chelidonium majus. Smés izolovanych
alkaloidt byla testovana v ramci ucinki proti jedné z nejéastéji se vyskytujicich nemoci
zpusobené parazity na sladkovodnich rybach, ktera miize zpisobit smrt vétSiny
sladkovodnich druhti po celém svété. Ze smési alkaloidii byla poté vyizolovana latka
s nejlepsimi vysledky a nasledné byla identifikovana pravé jako chelidonin (8), ktery
viak na rozdil od predeslych jmenovanych zastupcti neobsahuje iminivou C=N"

vazbu?’.

HO

Ty

®

3.1.3 Nitidin

Nitidin (9), regioizomer chelerythrinu byl poprvé izolovana v roce 1959
z rostliny Zanthoxylum nitidium (routovité)?®, poté byl asi o 40 let pozd&ji objeven
v Keni jako sougast tradi¢niho 1éku proti malarii®® a v nedavné dobé bylo zjisténo, Ze je
obsazen v rostliné Zanthoxylum rhoifolium, kterd je tradi¢né uzivana jako 1€k v Jizni
Americe®. Rozgifené vyuzivani nitidinu zdlraziuje dilezitost této latky v oblasti 1é€by
malarie. Nitidinu je také pfipisovana fada biologickych aktivit, zahrnujici
antimikrobialni®!, anti-HIV®, analgetické a protizanétlivé uginky®. Dale byla popsana i

jeho cytotoxickd a kancerostatickd aktivita®® a jeho inhibi¢ni ucinky topoizomerazy

1113,
(0]
MeO :>
(6]
@
///N\\
MeO Me

®
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3.1.4 Fagaridin a isofagaridin

Fagaridin byl izolovan v roce 1973 z rostliny Fagara xanthoxyloides Tortem a
jeho spolupracovniky, ktefi jej identifikovali jako slougeninu (10)%. V roce 1989 bylo
zjisténo, Ze tato latka (10) jevi znatnou protinadorovou aktivitu®. Poté byla zvefejnéna
syntéza této slouteniny za G&elem klinickych testi’. B&hem studia syntézy byla
zpochybnéna struktura fagaridinu, jak byla popisovana Tortem a kol., ktefi vyizolovali
tehdejsi fagaridin jako hydroxid. Slou¢enina (10), kterou vSak pfipravili autofi &lanku®
nezreagovala za alkalickych podminek na hydroxid, ale na ketoamin (11)

(viz schéma ¢. 2).

O,

O>
N
MeO / \Me

OH X
OH-
10) o
OO o>
(o]
N
MeO \ \Me
(o]
(11)
Schéma ¢. 2.

Tento ketoamin (11) je pevna latka, charakteristickd svym fialovym zbarvenim,
coz Torto neuvedl. Bylo také zjisténo, Ze analyticka data dle autorii zabyvajici se
fagaridinem®® se neshodovala s t&mi, které poskytl Torto a kol., ktefi popsali strukturu
fagaridinu na zdkladé srovndni NMR dat izolované latky s daty podobnych
benzo[c]fenanthridint a to nitidinu (9) a chelerythrinu (5). Dalsim divodem, co mylné
ukazovalo na strukturu latky (10) byl fakt, ze kdyz na fagaridin pusobili

diazomethanem, tak se slouc¢enina namethylovala za vzniku chelerythrinu.
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Z uvedenych poznatkii autofi literatury® usoudili, Ze latka, ktera byla izolovana
v roce 1973 Tortem a jeho spolupracovniky nebyl fagaridin (12), ale pravdépodobné

jeho isomer isofagaridin (10).

o)

o
N
HO F e

OMe
(12)

Velice vyznamnou latkou odvozenou od isofagaridinu je 7-hydroxy-8-methoxy-
5-methyl-2,3-methylenedioxybenzo[c]phenanthridinium hydrogensulfat nazvany také
jako NK109. Tato synteticky piipravena latka vykazuje znacnou kancerostatickou
aktivitu, ktera dosahuje lepSich u¢inki proti leukémii P388 nez mnohem znaméjsi
nitidin nebo fagaronin®*. NK109 inhibuje topoizomerdzu Il stabilizaci $t&pitelného

komplexu DNA a Topo [1°0%

a je velice u¢inny proti n¢kolika bunéénym liniim
lidského tumoru rezistentnim vii 16¢ivim*. Byly také provedeny klinické testy
vJaponsku43, které ukazaly, ze ackoliv ma NKI109 v téchto testech dostate¢nou
protinadorovou aktivitu, je Vv biologickém prostiedi lehce metabolizovan. Zkoumani
metabolismu NK109 v mysich odhalilo dilezitou metabolickou drahu, kterou je redukce

NK109 (13) za vzniku jeho 5,6-dihydroderivatu (14) (viz schéma &. 3).

‘ ‘ o> o>
0 ‘ ‘ o)
N
~
N
MeO Z e ~

MeO Me

HSO,- 2H,0
OH 4 2 OH

13) (14)
Schéma €. 3

NK109 (13) siln¢ inhibuje rist nadorovych bunék in vitro, avsak k G¢inné

protinadorové aktivité in vivo je nutné pouzit vysokou davku této létky43, protoze jeji
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hlavni metabolit (14) je inaktivni. Z tohoto diivodu byla také snaha vyvinout syntézy
derivatd NK109 (13), které jsou vii&i redukei v metabolickych drahach rezistentni®.

3.1.5 Isodecarin

Velice piibuznou slouceninou isofagaridinu (10) je také isodecarin (16), ktery
vSak na rozdil od piedeslého zastupce neobsahuje N-methylovanou skupinu. Tato latka,
ktera byla izolovana extrakcei z rostliny Zanthoxylum intergrifoliolum vykazuje in vitro
cytotoxickou aktivitu proti P-388 nebo HT-29 bun&nym liniim*. Synteticky lze
isodecarin pfipravit napi. dle schématu ¢. 4 a nasledné ¢. 5, kde v prvni ¢asti dochazi ke

vzniku pinakolesteru 2-(6,7-methylendioxy-3,4-dihydronaftyl)boronové kyseliny (15)°.

o OH o OTf
¢ e (T
o) AN 0 X

allyltributyltin
LiCl, PdCl,(PPhs)

< :“ Grubbsuv kat. <0Di/\i
0 X

1 BH,
2 H,0,, NaOH
o OH
< PCC <
—_—
o
Me Me
LDA, szNPh
(0]
/ Me
O B\O O
< Me  AcOK, PdCl, <
bis(pinakolat)diboron
(0] O
as)
Schéma ¢. 4

Takto pripraveny pinakolester kyseliny boronové (15) dale reaguje S
2-brombenzaldehydem (16) (viz schéma ¢. 5) az na vysledny isodecarin (17).
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1,2-dichlorbenzen

400 408

KHCO,, H,0
/ N ¢ N
MeO
© MeO =

OH
an OAc

Schéma ¢. 5

Jsou znamy i dalsi syntetické cesty vedouci k ptipravé isodecarinu (17), které
jsou publikovany v literatufe®. Jednou z nich je i jiz popsand syntéza', provadéna
vV ramci této bakalafské prace, kterd je bliZze rozebrana v kapitole vysledkt a diskuze

(viz schéma ¢. 6).
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3.2 Cyklodextriny

Vzhledem k tomu, ze nékteré cyklodextriny byly pouzity jako stéZejni pomocné
latky pro zvySeni rozpustnosti isodecarinu, jsou o nich v této kapitole podany stru¢né

informace.

3.2.1 Obecné informace

Cyklodextriny jsou cyklické oligopolymery molekul D-glukosy spojené
1,4-a-glykosidickou vazbou, které v malych mnozstvich vznikaji v pfirod¢ ze Skrobu
piisobenim enzym@ pii kvasnych a hnilobnych procesech®®. Tato biochemicka
transformace poskytuje smés cyklickych a linearnich oligosacharidu, které obsahuji Sest
az vice nez sto glukosovych jednotek. Za optimalizovanych podminek jsou nejvice
zastoupeny makrocykly s Sesti, sedmi a osmi jednotkami, které jsou oznaCovany

a-, B- respektive y-cyklodextriny (viz obr. &. 1) 449,

’&q Hfﬁo?oﬁ% >
ﬁHo % % j;éHO OZOO%OH
HO o
OH Ol
& % A? o

Obr.¢. 1

Tyto tf1 komeréné dostupné makrocykly se ze smési 1zoluji selektivni precipitaci
organickymi latkami (napf. hexan), se kterymi tvoii malo rozpustné inkluzni komplexy.
Podrobn&ji informace o a-, B- a y-cyklodextrinech jsou shrnuty v tabulce &. 147454,

Uvedené cyklodextriny ziskdvané biotechnologii se oznauji jako pfiirodni
(nativni), znich se pak pfipravuji modifikované cyklodextriny, jejichz pocet stéle

o /4
narusta 6.
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a-CD B-CD y-CD
Pocet glukosovych jednotek 6 7 8
Molekulova hmotnost 972,9 1135,0 1297,14
3
Rozpustnost ve vodé¢ (g/dm ) pii 25°C 14,5 1,9 23,2
Vnitini primér kavity (A, mezi H3) 5,2-5,7 6,4-7,8 7,5-9,5
Hloubka kavity (A) 8,0 8,0 8,0
3
Vnitini objem kavity (A ) 174 262 472
3
Parcialni molarni objem (A ) 611 704 801
Opticka rotace o (°) +150,5 +162,5 +177,4

Tabulka ¢. 1

Cyklodextriny nasly Siroké uplatnéni v pramyslu, dnes se jejich produkce vysplhala
az na tisice tun ro¢né. Kromé& vyuziti v oblasti supramolekuldrni chemie nasly tyto
slou€eniny uplatnéni v separa¢nich metodach (chiralni faze pro plynovou a kapalinovou
chromatografii a kapilarni elektroforézu), ve farmaceutickém primyslu (zvySeni
biodostupnosti 1é¢iv), v primyslu barev a laki (stabilizace barevnych pigmentl), v
potravinarském primyslu (stabilizace chutovych a vonnych ptisad) a v kosmetickém
primyslu (kozni krémy). Déle je zajimavé podotknout, Ze jsou tyto latky vyrabény z

obnovitelnych zdroju (8krob), jejich toxicita je nizka a jsou biologicky degradabilni.

3.2.2 Struktura cyklodextrini

Struktura cyklodextrini byla studovana v roztoku i pevné fazi. Glukosové
jednotky maji v nativnich cyklodextrinech *C; zidlickovou konformaci, pouze v
nékolika pripadech modifikovanych derivati byla v krystalu zjiténa inverzni 'C,
konformace. Tvarem pfipomina makrocyklus a-, B- a y-cyklodextrind duty kornout (viz
obr. ¢. 2), na jehoz vnéj$im SirSim okraji se nachazeji sekundarni hydroxylové skupiny a
uzsi okraj je obklopen primdrnimi hydroxyly. Z tohoto divodu je vnéjSek kavity
hydrofilni, zatimco vnitfek ma lipofilni charakter. Neutronovou difrakci bylo zjiSténo,

ze makro-cyklus a-, B- a y-cyklodextrinti je stabilizovan pasem vodikovych vazeb mezi
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kysliky hydroxylovych skupin sousednich glukosovych jednotek*” 8,49 Qe vzristajicim
poétem glukosovych jednotek v cyklu se vzdalenost téchto hydroxylovych skupin

zkracuje, pevnost vodikovych vazeb tudiz roste.

OH
HO © ~o
HO
OH
HO
on HO OH
o)
OH
HO H
C - 0
OH
H
o OH/4_OH OH
0
HO

n=1(e-CD), 2 (3-CD), 3 (v-CD)

Obr. ¢. 2.

Se vzrustajicim poétem glukosovych jednotek vzrustd pnuti makrocykld, které
jiz (pocinaje &-cyklodextrinem) neni dostatecné kompenzovano cyklickym pasem

vodikovych vazeb, coz vede k distorzi makrocykla.

3.2.3 Inkluzni komplexy

Cyklodextriny maji na zaklad¢ struktury a tvaru molekuly schopnost vytvaret
s riznymi slou¢eninami inkluzni (uzavérové) komplexy supramolekulové povahy. Toho
se nejcastéji vyuziva ve farmaceutickém primyslu za ucelem tvorby komplexu lé¢iva
s vhodnym cyklodextrinem. Princip inkluze molekuly do cyklodextrinu je takovy, ze se
do jejich centralni dutiny (hostitel) vklini organickd molekula 1é¢iva nebo jeho iont
(host) (viz obr. & 3)* . Tento jev probihd nejcast&ji ve vods nebo ve smési vody a
jiného polarniho rozpoustédla, d¢j vSak miiZe probihat i na rozhrani pevné a plynné
faze. Vzhledem Kk lipofilni povaze dutiny v molekule cyklodextrinu inkluze tvofi
lipofilni molekuly téZce rozpustné ve vod¢. Lécivo, které do komplexu vstoupi, zistava
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chemicky nezménéné, ale cely komplex je ve vodé podstatné rozpustngjsi. Na tomto
zaklad¢ 1ze regulovat rozpustnost lipofilnich 1é¢iv ve vod¢ a ziskavat z nich tak tuhé,

chemicky stabilnéjsi komplexy.

Lécivo Cyklodextrin Kompiex 1:1

Obr. ¢. 3.

Stechiometrie komplext zavisi na velikosti kavity a charakteru hosta, pticemz
komplexy riznych stechiometrii mohou v roztoku koexistovat v rovnovéze. Fyzikalné-
chemickymi metodami byly stanoveny asociaéni konstanty a termodynamické
parametry né€kolika tisic inkluznich komplexi pfevazné nativnich cyklodextrini.
Asociacni konstanty, které charakterizuji stabilitu komplexu, jsou pro vybrané latky

uvedeny v tabulce &. 2.

Asocia¢ni konstanta inkluznich komplexi

a-CD | B-CD | y-CD | 5-CD | ¢-CD | ¢-CD

Kyselina benzoova 16 23 3 3 3 5
Kyselina
13 13 7 6 6 5
2-methylbenzoova
Kyselina
36 66 8 2 4 6
4-methylbenzoova
Kyselina
45 42 8 3 4 5
2,4-dimethylbenzoova
Kyselina salicylova 11 65 13 9 8 8
Kyselina
35 79 7 2 3 5

3-fenylpropanova
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Kyselina
51 457 59 60 4 9
4-terc-butylbenzoova
Ibuprofen 55 2600 59 1013 - 10

Tabulka ¢. 2

V technologii 1€kt se pievod 1écivé latky do komplexu s cyklodextriny vyuziva
z davodu solubilizace pti piipravé kapalnych 1€k a na zvySeni rychlosti rozpousténi
1é¢iva aplikovaného v tuhém a polotuhém agregatnim stavu. Cyklodextriny jsou tedy
pomocné latky ovliviiujici biogalenické vlastnosti 1ékti, protoze v peroralnich 1écich
zlepsuji vstiebavani malo rozpustnych 1é¢ivych latek a zkracuji ¢as potiebny k dosazeni
jejich terapeutickych hladin v Krvi.

Druhou vyznamnou oblasti vyuzivani komplext s cyklodextriny je jejich
stabiliza¢ni ucinek. Zlepsuji stalost vodnych roztokd chemicky labilnich 1é¢ivych latek,

biopolymerti, polypeptidd, bilkovinnych frakei apod™.

3.2.4 Modifikované cyklodextriny

Nativni cyklodextriny jiz naSly Siroké vyuziti v primyslu, kde hraje dalezitou
roli cena materidlu. Chemickou modifikaci je vSak moZno cilené ménit
fyzikéalné-chemické vlastnosti. Velké Usili bylo vynaloZeno na pfipravu derivata, které
vykazuji lep$i rozpustnost ve vod€ i v organickych rozpoustédlech. Velikost a tvar
kavity byly optimalizovany pro inkludovanou molekulu. Byly pfipraveny derivaty, které
maji specifické funkce (napf. modely enzymil). Pies znaCnou obtiZnost pfipravy
modifikovanych derivatl se nékteré z nich jiz vyrabé&ji a pouzivaji v primyslovém
méfitku napt. permethylované cyklodextriny (napf. jako chiralni stacionarni faze) (viz
obr. ¢. 4). Regioselektivni modifikace umoznila ptipravu metalo-cyklodextrini s

katalytickymi funkcemi®” *® %,
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R=H Dimethyl-B-cyklodextrin
R=CH; Trimethyl-B-cyklodextrin

Obr. ¢. 4

Na rozdil od jinych makrocyklti (napt. kalixarenil), kde muze byt Casto
modifikace provedena jiz pti pripravé stavebnich blokl pied vlastni makrocyklizaci, pti
syntéze modifikovanych cyklodextrini se prakticky vzdy vychazi z nativniho
makrocyklu. Vzhledem k velkému poctu reakénich mist je piiprava cistych a
definovanych derivati obtiznd, nicméné v poslednich letech byly vyvinuty metody
umoziujici pifipravu chemicky homogennich derivati relativné jednoduse. Dosud
popsané modifikace se tykaji vyluéné a-, B- a y-cyklodextrinli; vyssi nativni homology
jsou v preparativnich mnozstvich obtizn¢ dostupné a slozitost selektivni modifikace
roste s pfibyvajicim po¢tem hydroxylovych skupin‘”’ 48,49,

Mezi nejcasté)si modifikované vyrabéné cyklodextriny patii
methyl-B-cyklodextrin (M-B-CD) a hydroxypropyl-p-cyklodextrin (HP-B-CD). Dal§imi

komeréné dostupnymi derivaty jsou analogické a-cyklodextriny a y-cyklodextriny®.
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4 Vysledky a diskuze
V této Casti je popsana samotna syntéza isodecarinu a jeho intermediatt. Dale je

zde uvedeno, pro¢ a jak bylo provadéno zvySovani rozpustnosti, popi. biodostupnosti

piipravené latky.

4.1 Priprava isodecarinu
Tato  podkapitola se zabyva syntézou  7-hydroxy-8-methoxy-2,3-

methylendioxybenzo[c]fenanthridinu (isdecarinu) (viz schéma ¢. 6), jejimi intermediaty

a problémy vzniklymi béhem provadénych reakci, které jsou popsany pod jednotlivymi

Br [e)
O
MeO CHO
OBn NH;

an (IID)

body.

o
Br > 0
o Br >
(0]
-
NH
N
/
OBn

MeO
MeO
OBn V)
(Iv)
O> O |
‘ (e} O>
N
MeO / MeO / N
OBn OH
(VID) (VIII)
Schéma ¢. 6
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4.1.1 Benzylace 6-bromo-2-hydroxy-3-methoxybenzaldehydu

Mezi prvni vychozi latku n¢kolikastupnové syntézy isodecarinu patii 6-bromo-
2-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd (I). Aby bylo mozné s touto latkou dale pracovat,
bylo potfeba nabenzylovat a ochranit tak pfitomny hydroxyl, kvtli pfipadné nechténé

oxidaci ¢i jiné vedlejsi reakci na této hydroxy skupiné (viz schéma €. 7).

Br Br
BIlBI', KI, K2C03

MeO CHO MeO CHO

OH OBn

@ (Im

Schéma ¢. 7

V literatuie’ byla uvedena benzylace provadéna pomoci BnCl, avsak v tomto
pripadé byl diky lepsi reaktivit¢ zvolen BnBr. Uvedené chemikéalie ve schématu byly
smichany v methanolu a nasledné refluxovéany v olejové 1azni. Dle literatury’ méla &init
doba refluxu 7 hodin a nasledné po dal§im piidavku K,COj3 dalsi 2 hodiny. Pfi analyze
provadéné reakce pomoci LC-MS vsak bylo zjisténo, ze dostatetna doba refluxu
potiebna ke kvantitativnimu pribéhu reakce je 5 hodin. Z tohoto davodu byl dalsi
pridavek K,COj3 také vynechan.

Ve zminéné literatufe neni popsan zpusob izolace této latky, a proto byl ve snaze
o jeji vyizolovani toluenovy roztok po zpracovani reakéni smési odpafen na RVO a
vznikla olejovitd kapalina byla nasledné rozpusténa v diethyétheru. Do vysledného
roztoku byl pak pfidavan hexan az do vzniku krystaliza¢niho zékalu. Vysledkem byla
svétle zluta krystalicka latka (11). Méfenim na LC-MS byl potvrzen nabenzylovany
produkt (I1) (viz ptiloha €. 1).
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4.1.2 Priprava N-(6-brom-2-benzyloxy-3-methoxybenzyliden)-6,7-methylendioxy-
1-aminonaftalenu

Nasledujicim  krokem  k ptipravé  isodecarinu byla  kondenzace
6-bromo-2-benzyloxy-3-methoxybenzaldehydu (1) s 6,7-methylendioxynaftalen-1-
aminem (I11) (viz schéma ¢. 8). Tato kondenzac¢ni reakce je typickym piikladem vzniku

imint neboli Schiffovych bazi, pro které je charakteristické jejich vyrazné zbarveni.

Br (@)
+ )
(@)
MeO CHO
OBn NH,
(1N (I11) 0
Br >
0]
MeO =N
Schéma ¢. 8

Nabenzylovany derivat aldehydu (I1) byl rozpustén v ethanolu a do tohoto
roztoku byl ptidan 6,7-methylendioxynaftalen-1-amin (I11). Po 1,5 h refluxu byla banka
ochlazena na laboratorni teplotu. Na rozdil od literaturyl, kde byl jako rozpoustédlo
zvolen toluen, byl vtomto pfipadé¢ pouzit ethanol, ze kterého latka po ochlazeni
samovolné kvantitativné krystalizuje a neni pak tfeba dalsiho ¢isténi. Vysledkem
kondenzacni reakce byly zluté jehlicovité krystaly. Analyza pomoci LC-MS potvrdila
produkt (1V) (viz piiloha ¢. 3).
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4.1.3 Priprava N-(6-brom-2-benzyloxy-3-methoxybenzyl)-6,7-methylendioxy-1-

aminonaftalenu

Dalsim krokem syntézy byla dle literatury® redukce vyse pripravené Schiffovy

baze (V) na ptislusny amin (V) pomoci komplexu Me;NHBHj3 v kyselém prostredi (viz

O
Br >
O
Me,NHBH
MeO =N e

schéma ¢. 9).

AcOH, toluen
OBn

(Iv) )

Schéma ¢. 9

Schiffova baze (IV) byla rozpusténa v toluenu a nasledné byl pfidan
Me,NHBH3. Do tohoto roztoku byla pomalu ptikapavana kyselina octova, diky niz
zapotala reakce. V literatufe’ je uvedena reakéni doba redukce 1 hodina, aviak diky
prubézné analyze pomoci TLC a LC-MS bylo zjisténo, Ze se po jedné hodiné Vv reakéni
smési stale nachazel nezredukovany imin (1V). Ke kvantitativnimu prabéhu reakce bylo
proto nutné prodlouzit reak¢ni ¢as na 1,5 h; coZz jiz byla dostatecna doba.

Poté byla redukce ukoncena ptidavkem kyseliny chlorovodikové. Mnozstvi HCI
muselo byt optimalni pro ukonceni reakce, jelikoz pii n€kolika pokusech bylo zjiSténo,
ze ve velmi kyselém roztoku dochazi k fragmentaci molekuly a k debenzylaci chranéné
OH skupiny. Po hodinovém michani byla provedena neutralizace smési NaOH.
Vysledkem redukce byla svétle bézova latka (V) analyzovana pomoci LC-MS
(viz ptiloha ¢. 4).
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4.1.4 Priprava 7-benzyloxy-8-methoxy-2,3-methylendioxybenzo[c]fenanthridinu

Benzo[c]fenanthridinovy skelet byl pfipraven dle literatury® radikalovou
cyklizaci pouzitim BuzSnH a AIBN a naslednou oxidaci vzniklého cyklického aminu

(V1) oxida¢nim ¢inidlem MnO; (viz schéma ¢. 10).

Bu SnH, AIBN O
MeO

OBn
) VD
(1 >~
® O
N
MeO Z
OBn

(VID)

Schéma ¢. 10

Aparatura pro pouZiti nasledujici reakce byla nejprve vyplachnuta dusikem,
kvuli riziku mozného pred¢asného rozkladu pouzitého ¢inidla — AIBN vzduchem.

K roztoku aminu (V) v toluenu byl nejprve pfidan BugSnH a poté roztok AIBN.
Mechanismus cyklizace probihal radikalovym zptsobem, kdy ucinkem vzniklych
radikalti z rozlozeného AIBN iniciovalo rozpad molekul BusSnH za soucasné tvorby
vodikovych radikald. Takto vznikly radikal byl pak schopen atakovat amin (V) a
umoznit tak uzavieni cyklu. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC a LC-MS.

Pii prvotni cyklizaci v mens$im méfitku (0,5 g latky V) byl reakéni Cas pro
kvantitativni konverzi latky (V) 1,5 h. Pfi nasledné cyklizaci ve vét§im mnozstvi (6,5 ¢
latky V) vsak nestacilo ani 5 h. Analyza TLC i LC-MS prokazala pfitomnost asi 50%
nezcyklizovaného aminu (V), které se jiz s dalSim ¢asem neménilo ani po pridani

dalsiho ekvivalentu AIBN a BuszSnH. Proto byla reakce ukoncena a reakéni smés
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obsahujici latku (V) a (V1) byla zoxidovana pomoci MnO,, kdy v reak¢ni smési zustala
latka (V) a nové vznikla latka (VII). Dalsim tkolem bylo zjistit, pro¢ reakce ve vétsim
méfitku probihala popsanym zpusobem, kdyz cyklizace v menSim méfitku prob¢hla
kvantitativné. Jelikoz byla veskera vychozi latka (V) spotiebovana, muselo se dal
pracovat se smési obsahujici zacykleny imin (V1) a nezcyklizovany amin (V), ktery byl
ve smési pritomen z 45%.

Jelikoz maji latky (V) a (VII) rozdilnou polaritu (ARf = 0,3), byla pro jejich
oddé€leni pouzita kolonovd chromatografie. Jako mobilni faze byl na zdkladé¢ TLC
zvolen chloroform. Pfi prvotnich jimanych frakcich byla registrovana latka, kterd pfi
srovnani se standardy odpovidala aminu (V). Poté nasledovalo velké mnozstvi frakci, ve
kterém nebyla obsazena Zadna identifikovatelnd latka (analyza pomoci TLC). Latka
(V1) se velice siln¢ sorbovala na stacionarni fazi, kterou byl silikagel. Spotieba zvolené
MF ¢inila 8 litrd, pficemz se pozadovana latka neustdle eluovala ve velice malé
koncentraci. K vyeluovani  latky zkolony byla pouzita mobilni faze
chloroform/methanol v poméru 40:5. Vysledkem byla béZovohnéda pevna latka 0 100%
Cistoté a 0 hmotnosti 0,619 g, pfi€emZ plivodni mnozstvi pouzité smeési €inilo 2 g.

Z diavodu velikosti kolony byla pro tuto délici metodu pouzita pouze tictina
piipraveného aminu (V). Protoze byla spotieba rozpoustédla moc vysoka a separace
byla problematicka a ztratova, hledalo se nahradni feSeni, které by tento problém
vyftesilo.

Jedind zména proti syntéze latky (V1) v men$im mnozstvi byl pouzity BuzSnH.
JelikoZ byla nova lahvicka se zminénym c¢inidlem spotfebovana, pii reakci v menSim
méfitku byla pro druhou syntézu pouzita ¢ast BusSnH jiné sarze star§iho roku. Z obavy
o Spatnou kvalitu pouzitého BusSnH byla tato latka ziskdna nova a zbytek reakéni
smési byl podroben dalsi cyklizaci. Pfi pribézné analyze bylo zjisténo, Ze cyklizace
probiha kvantitativn€. Problém byl tedy v pouzitém BusSnH.

Dalsim krokem ve vySe uvedeném schématu ¢. 10 je oxidace za vzniku latky
(VII). Reakéni smés s cyklizovanym aminem (V1) byla ochlazena na laboratorni teplotu
a byl pfidan MnOy. Dle literarniho zdroje' je uvadén reakéni Gas 1 h. P monitorovani
oxidace pomoci TLC (oxidovany produkt (V1) fluoreskoval pii 366 nm, nezoxidovany
(V1) nikoliv) vsak bylo zjisténo, ze i po 4 hodinach se v reak¢éni smési stale nachazi
nezoxidovany amin (V). Z tohoto diivodu byla doba oxidace prodlouzena na 20 h.
Nasledna analyza LC-MS prokazala kvantitativni pribéh reakce za vzniku produktu

(VI1) (viz piiloha &. 5).
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415 Priprava  7-hydroxy-8-methoxy-2,3-methylendioxybenzo[c]fenanthridinu
(isodecarin)

Nasledujici reakce zahrnuje odstranéni chranici skupiny, kterou je v tomto
ptipad¢ benzyl. Debenzylaci lze provést nékolika riznymi zpisoby. U této reakce byla
zvolena deprotekce pomoci vodiku za piitomnosti katalyzatoru (10% Pd/C), ktera je

popsana v literature®.

MeO

OBn

(VII) MnO, (VIID)

NH

OH

(IX)
Schéma ¢. 11

7-Benzyloxy-8-methoxy-2,3-methylendioxybenzo[c]fenanthridin ~ (VII) byl
rozpu$tén v THF. Hydrogenolyza této latky byla provedena za mirného pretlaku
vodikem vytvofenym nafukovacim balonkem. Po 4 h byla provedena analyza na
LC-MS, ktera prokazovala jesté obsah ur¢itého mnozstvi vychozi latky (VII), proto
byla reak¢ni doba prodlouzena na 16 h. Pfi dalsi analyze LC-MS se na chromatogramu
objevil krom¢ pozadované latky - isodecarinu (VI11) dalsi pik, ktery mél molekulovou
hmotnost v kladném modu o dvé jednotky vyS$i nez pozadovany produkt

(M + H]" = 322), ktery tuto smés tvofil z 27% (viz piiloha ¢. 6a). Toto nedekané
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zjisténi ukazovalo na moznou vedlejsi reakci vodiku, kterd probihala na dvojné vazbé
mezi atomy C=N za vzniku 5,6-dihydroisodecarinu (IX) (viz schéma ¢. 11). Tuto
strukturu bylo mozné i do urcité miry dotvrdit z 'H NMR spektra hydrogena¢ni smési
(viz ptiloha ¢. 6b). Vzorek debenzylované smési byl proto podroben dal$im
experimentim ve snaze zoxidovat vznikajici jednoduchou vazbu a zvysit tak vytézek a
Cistotu isodecarinu. Z reakéni smési latek (V111 a 1X) byly odebrany vzorky, do kterych
byla jednotlivé ptfidana rtizna oxida¢ni ¢inidla (MnO,, H,0, a smés MnO; + H,0,). Po
24 hodinovém michani a ndasledné analyze pomoci TLC bylo zjisténo, ze
nejoptimalnéj§i oxidacni c¢inidlo je samotny MnO;. Proto byla vétSinova cast
debenzylované smési dooxidovana pridavkem zminéného oxidantu. Dalsi analyzy
potvrdily probihajici reakci za tvorby dvojné vazby a tak byl ziskédn produkt, ktery jiz
5,6-dihydroisodecarin (1X) neobsahoval. Naslednou rekrystalizaci ze smési THF-EtOH
byl ziskan isodecarin (VI11) (viz ptiloha ¢. 7).

4.2 Studium struktury v zavislosti na pH - priprava isodecarinu

hydrochloridu

Vzhledem k vlastnostem pfipraveného isodecarinu (VI11), které zahrnuji mimo
jiné 1 potencidlni kancerostatickou aktivitu, byla snaha vyvinout formu této latky o
dobré biologické dostupnosti. Jelikoz se samotny isodecarin (VII1) ve vodé nerozpousti
a je také velice Spatné rozpustny v béZnych rozpoustédlech, bylo dal§im tukolem
rozpustnost zvysit. Proto byla provedena reakce (viz schéma ¢. 12) za tGcelem tvorby

soli, které jsou, jak je zndmo, ve vod¢€ rozpustnéjsi.

OO h
(0]
N HCl1
MeO =

(VIID) X)

Schéma ¢. 12
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Pro tvorbu hydrochloridu byl isodecarin (V111) rozpustén v THF a do tohoto
roztoku byl pfidan chlorovodik v methanolu. Okamzité se zacala vysrazovat oranzova
pevna latka. Jelikoz byl piedpokladan vznik soli, byla nasledné provedena zkouska
rozpustnosti ve vodé. Latka (X) se ve vodé piekvapivé nerozpustila a poté ani po
ptidavku 37% HCI. Bylo nutno ovéfit, zda skute¢né vznikl hydrochlorid, popfipadé
jestli doslo k néjaké dalsi zmeéné ve struktuie isodecarinu.

Analyza produktu byla provedena nejprve prostiednictvim LC-MS, kterd ale
nevedla k jednozna¢nému zavéru, jelikoz piipravena latka (X) méla stejny retencni Cas i
molekulovou hmotnost jako sloucenina (VII1). Proto byla provedena analyza pomoci
NMR (viz ptiloha ¢. 8). Vzhledem k velice nizké rozpustnosti latky (X) neni vSak NMR
spektrum zietelné jasné i piesto, Zze méfeni bylo provadéno nékolikrat a byla
vyzkouSena rizna rozpoustédla. Ve spektru je vSak patrnd pfitomnost kyselého vodiku
vyskytujicim se na atomu dusiku, ktera se projevuje SirSim signalem pfipominajici
bouli. Tento tvar je zptusoben pravdépodobné vyménnou reakci tohoto protonu s vodou,
ktera se ve spektru rovnéz projevila Sirokym signalem. Aby byla struktura isodecarinu
(X)
Experimentaln¢ zjisténé hodnoty a spocitané zastoupeni prvki je zaneseno do tabulky

¢. 3.

hydrochloridu jasné potvrzena, byla provedena elementarni analyza.

Zastoupeni prvku Zastoupeni prvku
Stanovovany prvek ‘ Odchylka [%]
experimentalné [%] pocetné [%]
C 63,88 64,14 0,26
H 4,30 3,97 0,33
N 3,76 3,94 0,18
@) - 17,99 -
Cl - 9,96 -

Tabulka ¢. 3

Hodnoty elementarni analyzy isodecarinu hydrochloridu (X)

Odchylka u stanoveni touto metodou je tolerovatelna do +0,4%, coz odpovida

hodnotam uvedenym v tabulce ¢. 3. Vysledky lze proto brat jako relevantni a je z nich

patrné, Ze hodnoty odpovidaji struktufe latky (X).
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4.3 Studium inkorporace isodecarinu do cyklodextrini

Vzhledem k zjisténému faktu, Ze je vyse piipraveny isodecarin hydrochlorid
(X) ve vodé nerozpustny a nestabilni a pravdépodobné se ve vodném prostiedi
preménuje na isodecarin (VII1), bylo dalsim feSenim zvySeni jeho rozpustnosti a tim i
mozné biodostupnosti inkorporace do cyklodextrinti.

Jak jiz bylo popsano v teoretické Casti, existuje fada typtu cyklodextrinti, které
mohou byt i rizné substituovany. Z divodu pravdépodobné tvorby vodikovych mistkl
mezi volnymi hydroxylovymi skupinami molekul cyklodextrinti, byly uceln¢ zvoleny
dva typy derivatt, které mély tento dé&j potlacit. Jednim z téchto derivata je methyl-p-
cyklodedextrin (M-B-CD) a druhym 2-hydroxypropyl-p-cyklodextrin (2-HP-B-CD),

velice ¢asto pouzivané cyklodextriny, jejichz zékladni parametry jsou:

a) M-B-CD: primérna mol. hmotnost = 1190; stupen substituce = 0,57
b) 2-HP-B-CD: prumérna mol. hmotnost = 1400, stupen substituce = 0,58-0,73

Jako rozpoustédlo pro tvorbu roztokt cyklodextrind byl pouzit vodny roztok
octanu amonného 0 pH 7. Postupovalo se nasledovné: do pfipravenych roztokt bylo
vzdy piidano stejné mnozstvi isodecarinu (VIII), které bylo pomoci ultrazvukového
homogenizatoru mikronizovano V roztoku octanu amonného. Podminkou bylo, aby byl
isodecarin (V111) vzdy nerozpustény, coz bylo potvrzeno analyzou srovnavaci suspenze,
ktera obsahovala 1 ml mikronizovaného isodecarinu a 4 ml roztoku octanu amonného.

Po analyze srovnavaci suspenze bylo provedeno vlastni méfeni suspenzi, do
kterych bylo pfidano mnozstvi cyklodextrini o zvySujici se koncentraci. Analyza
pomoci LC-MS byla provedena po 16 hodinovém michéni a nasledné po 6 dnech, aby
se zjistilo, zda inkorporace probihd, ptipadné jestli se inkludované mnozstvi isodecarinu
(V1) zvySuje s Casem.

Z provadéné analyzy pomoci LC-MS vyplynulo, Ze piipraveny isodecarin je
schopen se do cyklodextrinové struktury navazat. Bylo zjiSténo, ze mnozstvi
isodecarinu v cyklodextrinech zalezi na jejich koncentraci struktufe a s Casem se dale
nezvySuje. Zvysledki je patrné, Ze vhodn&sim typem cyklodextrinli jsou
2-hydroxypropyl-p-cyklodextriny (viz tabulka ¢. 7 a graf ¢. 3), protoze jsou schopny

navazat vétsi mnozstvi sledované latky (VII1). U methyl-B-cyklodextrini byla také
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pozorovana zvySujici se tendence stejné jako u 2-HP-B-CD, avSak nebylo dosahovano
pristroje mnozstvi isodecarinu zaznamenano (viz tabulka ¢. 6 a graf ¢. 2). Zavérem
tohoto experimentu je také fakt, ze se zvysujici se koncentraci cyklodextrinti se zvysSuje
i mnozstvi inkludované latky (VIII) (viz graf ¢. 2 a ¢. 3). Z pripravené kalibra¢ni
zavislosti plochy piku na koncentraci isodecarinu (viz tabulka ¢. 5 a graf ¢. 1) bylo poté
pomoci vysledné regresni rovnice vypocteno mnozstvi inkludovaného isodecarinu

v cyklodextrinech (viz tabulka ¢. 6 a ¢. 7).

c [a/l] Plocha piku
(isodecarin) | (isodecarin)

0,0020 3368

0,0050 21764
0,0100 45563
0,0150 80864

Tabulka ¢. 5

Tabulka hodnot koncentrace a plochy piku isodecarinu pro kalibracni zavislost

Kalibraéni zavislost plochy piku na koncentraci
90000
80000 /0
70000
£ 60000
s
< 50000 29 -
S 40000 y = 6E+06x - 8777,4
9 R2? = 0,9933
o 30000
20000 /
10000 /
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02
c [g/1]
QGraf ¢. 1

Graf kalibracni zavislosti plochy piku na koncentraci isodecarinu
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Tabulka hodnot koncentrace M-5-CD, plochy piku a koncentrace isodecarinu

¢ [mmol/l] Plocha piku cm [9/1]
(M-B-CD) (isodecarin) (isodecarin)
8 - -

16 3552 0,0021

24 5895 0,0025

32 11019 0,0033
Tabulka ¢. 6

Zavislost koncentrace isodecarinu na

koncentraci M-3-CD

Graf zavislosti koncentrace isodecarinu na zvysujici se koncentraci M-f-CD

Tabulka hodnot koncentrace 2-HP-4-CD, plochy piku a koncentrace isodecarinu

¢ [mmol/l] Plocha piku Cm [0/1]
(2-HP-B-CD) | (isodecarin) (isodecarin)
8 4990,283 0,0023
16 10691,47 0,0033
24 18016,87 0,0045
32 27197,5 0,0060
Tabulka ¢. 7

35

0,0035
0,003
> 0,0025 *
(&S]
0,002
0,0015
10 15 20 25 30 35
¢ [mmol/l]
Graf ¢. 2




Zavislost koncentrace isodecarinu na
koncentraci 2-HP-3-CD
0,007
0,006 &
— 0,005
2 0,004 ¢
° 0,003 *
0,002 *
0,001
0
0 5 10 15 20 25 30 35
¢ [mmol/l]
Graf¢. 3

Graf zavislosti koncentrace isodecarinu na zvysujici se koncentraci 2-HP-$-CD
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5 Experimentalni ¢ast

M¢teni NMR spekter bylo provedeno v roztoku DMSO — dg (popi. CDCl3) na
spektrometru NMR JEOL 400 MHz (ECA400-11). Chemické posuny jsou uvedeny
V ppm a jsou odvozeny od vnitiniho standardu TMS.

M¢éteni hmotnostnich spekter byla realizovana méfenim na piistroji TSQ
Quantum ACCES (Thermo Scientific, USA).

CHN elementarni analyza byla provedena na pfistroji EA 1108 Elementar
Analyser (Fisons Instrument).

IR spektra byla ziskana méfenim a vyhodnocenim na pfistroji ATl Unicam
Genesis FTIR, kde byla vyuzita tabletova technika a jako standard byl pouzit KBr.

Mikronizace isodecarinu byla provedena pomoci pfistroje UH Sonopuls
Bandelin GM 3200.

2-Benzyloxy-6-bromo-3-methoxybenzaldehyd (11)

Br

MeO CHO

OBn

Do smési 6-bromo-2-hydroxy-3-methoxybenzaldehydu (1) (4 g; 17,3 mmol ), KI
(2,88 g; 17,5 mmol) a bezvodého K,CO3 (5,98 g; 43,3 mmol) v methanolu (263 ml) byl
ptidan benzylbromid (10,36 g; 60,6 mol). Po 5 hodinach refluxu byla barika s reakéni
smési ochlazena na laboratorni teplotu. Po odpareni methanolu na vakuové odparce byla
vznikla kaSovitd smés extrahovana ve smésitoluenu a vody. Organicka vrstva byla
promyta vodou a nasledné vysuSena MgSQ,. Nasledné byl na vakuové odparce odparen
toluen. Na dné¢ banky zlstala Zlutd olejovitd kapalina, ktera byla rozpusténa
Vv diethylétheru (20 ml). Po ptidavku nadbytku hexanu byla smés ponechana krystalizaci
v lednici. Vzniklé krystalky byly zfiltrovany, vysuSeny a nasledné analyzovany pomoci
LC-MS (viz ptiloha €. 1).

C15H13BrO3 (M = 320,00 g/mOl)
Vytéznost: 4,23 g (76%)
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Cistota: 97% (HPLC)
MS (APCI, m/z) = 321 a 323 [M+H]"

6,7-Methylendioxynaftalen-1-amin (111)

(5

NH,

Do roztoku 6,7-methylendioxy-1-nitronaftalenu (3,39 g; 0,0156 mol) v THF
(68 ml) bylo ptidano Pd/C (211 mg; 10%). Takto pfipravena smés byla uzaviena
v autoklavu, ktery byl promyt dusikem a nasledné natlakovan vodikem na 7 bar. Po 40
minutach klesl tlak na hodnotu 3 bar, poté byl vodik doplnén dotlakovanim autoklavu
na 6 bar. Hydrogenace probihala pies noc pfiblizné 20 h a tlak kles do druhého dne jesté
0 0,5 bar. Katalyzator byl zfiltrovan a ¢iry nahnédly roztok byl odpafen na odparce.
Vysledkem byl nahnédly prasek analyzovan na LC-MS (viz pfiloha €. 2).

C11H9N02 (M =187,19 g/mol)
Vytéznost: 86 % (2,52 g)

Cistota: 99% (HPLC)
MS (APCI, m/z) = 188 [M+H]"

N-(6-brom-2-benzyloxy-3-methoxybenzyliden)-6,7-methylendioxy-1-

(0]
Br >
(0]

—N

aminonaftalen (1V)

MeO

OBn

Do teplého roztoku 6,7-methylendioxynaftalen-1-aminu (111) (2,2 g;
11,77 mmol) vethanolu (87 ml) byl ptidan roztok 2-benzyloxy-6-bromo-3-
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methoxybenzaldehydu (11) (3,82 g; 11,9 mmol) v ethanolu (31 ml). Vznikla smés byla
za stalého michani 1h refluxovana. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se zacaly
vyluCovat zluté hvézdicovité krystalky. Po kvantitativnim vylouceni krystalii byla latka

zfiltrovana, promyta ethanolem a analyzovana pomoci LC-MS (viz pfiloha ¢. 3).
CZGHzoBrNO4 (M = 490,35 g/mol)
Vytéznost: 92 % (5,3 g)

Cistota: 96% (HPLC)
MS (APCI, m/z) = 490 a 492 [M+H]"

N-(6-brom-2-benzyloxy-3-methoxybenzyl)-6,7-methylendioxy-1-

(0]
Br >
(0]

NH

aminonaftalen (V)

MeO
OBn

Schiffova baze (1V) (6,5 g; 13 mmol) byla rozpusténa v toluenu (128 ml) a do
vzniklého roztoku byl pfidan dimethylaminoboran (0,595 g; 0,01 mol). Do této smési
byla pomalu piidana ledova kyselina octova (8,6 ml) a vysledny roztok se nechal
hodinu michat. Poté co probéhla redukce, byla reakce ukoncena ptidavkem 1 M HCI
(64 ml). Po dalsim hodinovém michani byla smés neutralizovana 5 M NaOH a
organicka vrstva byla oddélena. Vodna vrstva byla extrahovadna toluenem, organické
vrstvy byly smichany a nasledné vysuSeny MgSO,. Rozpoustédlo bylo odstranéno na
vakuové odparce. Vysledny bily aminonaftalen (V) byl analyzovan na LC-MS
(viz ptiloha ¢. 4).

C26H2BrNO, (M = 492,36 g/mol)
Vytéznost: 83 % (5,4 g)

Cistota: 95% (HPLC)

MS (APCI, m/z) = 492 a 494 [M+H]*
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7-Benzyloxy-8-methoxy-2,3-methylendioxybenzo[c]fenanthridin (VI11)

OO O>
O O
N
MeO =

OBn

Roztok N-(6-brom-2-benzyloxy-3-methoxybenzyl)-6,7-methylendioxy-1-
aminonaftalenu (V) (0,5 g; 1,016 mmol) a BusSnH (0,934 g; 3,2 mmol) v toluenu (50
ml) byl vytemperovan na teplotu 80°C. Do této smési byl ptidan roztok AIBN (0,293 g;
1,78 mmol) v toluenu (0,5 ml) a smés byla zahtata na 110°C. Po 90 minutach refluxu
byla reakéni smés ochlazena na laboratorni teplotu, do niz byl ptidan MnO, (0,902 g;
10,37 mmol) a sm¢s byla dale michana po dobu 1 h. Vysledny roztok byl zfiltrovan
pomoci celitu a rozpoustédlo bylo odpafeno na odparce. Vznikly nabenzylovany
isodecarin (VII) byl suspendovan v methanolu, odsat a analyzovan na LC-MS

(viz ptiloha &. 5).

Ca6H19NO4 (M = 409,43 g/mol)
Vytéznost: 63 % (0,26 g)
Cistota: 100% (HPLC)

MS (APCI, m/z) = 410 [M+H]"

7-Hydroxy-8-methoxy-2,3-methylendioxybenzo[c]fenanthridin (VI1I1)

OO S
O O
N
MeO =

OH

7-Benzyloxy-8-methoxy-2,3-methylendioxybenzo[c]fenanthridinu (VII) (1,2 g;
2,93 mmol) byl rozpustén v THF (130 ml), smichan s Pd/C (429 mg; 10%) a uzavien

v Erlenmayerové baiice. Do této banky byl ptfiveden vodik pomoci nafukovaciho
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balonku. Takto pfipravena smés se nechala michat 16 h. Poté byl katalyzator zfiltrovan
a produkt byl analyzovan na LC-MS. Do vzniklé smési isodecarinu (VIII) a
5,6-dihydroisodecarinu (1X) byl piidan MnO; (0,42 g; 4,83 mmol) a smés byla michana
20 h. MnO; byl poté zfiltrovan a vznikly ¢iry roztok byl odpafen na vakuové odparce do
sucha. Vysledkem byl isodecarin (VI1I1) v podob¢ Zlutého prasku. Ziskany isodecarin
byl poté rekrystalizovan suspendovanim ze smési horkého ehtanolu (96 ml) a THF
(24 ml) a nasledné analyzovan pomoci LC-MS a NMR (viz pftiloha ¢. 7).

C19H13NO,4 (M = 319,31 g/mol)

Vytéznost: 71 % (0,66 Q)

Cistota: 97% (HPLC)

MS (APCI, m/z) = 320 [M+H]"

'"H-NMR (DMSO — ds): & 3,99 (s, 3H); 6,21 (s, 2H); 7,51 (s, 1H): 7,73 (d, 1H, Ar); 7,95
(d, 1H, Ar); 8,27 (d, 1H, Ar); 8,54 (d, 1H, Ar); 8,54 (s, 1H); 9,66 (s, 1H); 10,00 (s, 1H)

7-Hydroxy-8-methoxy-2,3-methylendioxybenzo[c]fenanthridinium
chlorid (X)

MeO

Do roztoku isodecarinu (V111) (200 mg; 0,63 mmol) v THF (5 ml) byl pfidan
chlorovodik v methanolu (0,38 ml; 120 g/l). Thned po smiseni doSlo k vylouceni
srazeniny. Po 10 minutovém michani byla oranZovéa latka odsata, promyta THF a

analyzovana na NMR (viz pfiloha €. 8).

C19H14CINO,4 (M = 355,77 g/mol)

'H-NMR (DMSO — ds): & 4,02 (s, 3H); 6,26 (s, 2H); 7,57 (s, 1H); 7,89 (d, 1H, Ar); 8,05
(d, 1H, Ar); 8,37 (d, 1H, Ar); 8,61 (d, 1H, Ar); 8,61 (s, 1H); 9,66 (s, 1H); 10,33 — 10,77
(bs, 1H)

IR (cm™): 797, 873, 1035, 1086, 1264, 1297, 1478, 1550, 1611, 2549, 3032
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Elementarni analyza: viz tabulka ¢. 3 (Kapitola 4.2 — Studium inkorporace isodecarinu

do cyklodextrinit)

Piiprava zasobnich roztoki cyklodextrinii a susepenzi isodecarinu

Priprava suspenze isodecarinu:
Isodecarin (VIII) (100 mg) byl suspendovan v octanu amonném (20 ml;
0,05 mol/l) o pH 7. Nasledn¢ byla provedena mikronizace za pouziti ultrazvukového

homogenizatoru.

Piiprava roztoki cyklodextrinii:

Do jedné 25 ml odmémé banky byl navazen hydroxymethyl-f-cyklodedextrin
(1,19 g; 1 mmol) a do druhé 2-hydroxypropyl-B-cyklodedextrin (1,4 g; 1 mmol;
0,04 mol/l). Ob¢ banky byly doplnény roztokem octanu amonného (0,05 mol/l) po

rysku. Vysledna koncentrace obou roztoka ¢inila 0,04 mol/I.

Piiprava suspenzi isodecarinu s roztoky cyklodextrini:

Do osmi 10 ml vialek byly pftipraveny suspenze obsahujici 1 ml
mikronizovaného isodecarinu, dale roztok methyl-B-cyklodedextrinu (respektive 2-
hydroxypropyl-B-cyklodedextrinu) (1ml, 2ml, 3ml, 4 ml; coz odpovidalo vysledné
koncentraci cyklodextrinu: 0,008 mol/l; 0,016 mol/l; 0,024 mol/l a 0,032 mol/l) a poté
byly vialky doplnény roztokem octanu amonného (0,05 mol/l) na vysledny objem 5 ml.
Srovnavaci suspenze obsahovala 1 ml mikronizovaného isodecarinu a 4 ml roztoku

octanu amonného. Pfipravené suspenze byly michany po dobu 16 hodin.

Priprava vzorkii na analyzu:

Do injekent stiikacky o objemu 1 ml bylo vZdy odebrano 0,8 ml suspenze, coz
bylo poté zfiltrovano pies diskovy mikrofiltr do 2 ml vialky. Z ni bylo pipetou odebrano
presn¢ 0,5 ml do 1 ml odmérné banky, ktera byla doplnéna acetonitrilem po rysku.
Z takto pfipravenych roztokl byla nasledné provadéna analyza pomoci LC-MS. Dalsi

analyza byla provedena po 6 dnech michani.
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6 Zavér

Cilem této bakalarské prace byla syntéza alkaloidu isodecarinu, jehoz zakladem
je benzo[c]fenanthridinovy skelet. Diivodem syntézy jmenované slouceniny byla ta, ze
benzo[c]fenanthridintim je v dne$ni dobé stale vénovana jistd pozornost, diky jejich
rozsahlé biologické aktivité a dalSim popsanym ucinkam. Jelikoz byla vétsina z téchto
alkaloidii jiz v mnoha pracich diskutovana, byl pro tuto praci zvolen pravé isodecarin,
benzo[c]fenanthridinovy derivat vykazujici cytostatickou ucinnost, ale zaroven témert
nulovou rozpustnost ve fyziologickych prosttedich.

123 \yskytly se pfi jeho

I kdyZ je syntéza isodecarinu (VI11) popsana v literatuie
ptipravé a jeho prislusnych intermediati (I1-VII) urcité problémy, které se ale podafilo
vyfesit a cilenou slouceninu uspéSné pripravit. Bylo napfiklad zjisténo, ze pfi
zaveéreéném zpracovani reakéni smési pii redukci Schiffovy baze (V) musi byt dodrzen
optimalni ptidavek HCI k ukonceni této reakce, protoze pii nadmérné acidité roztoku se
latka vlivem siln€ kyselého prostiedi debenzyluje a snizuje vytézek. Béhem radikélové
cyklizace slouceniny (V) na slouceninu (V1) se vyskytl neoCekavany problém s
nekvantitativnim prubéhem reakce, coz, jak se zdhy ukazalo, bylo zplsobeno
nekvalitnim ¢inidlem BusSnH. Nedostate¢na aktivita se poté projevila 1 u oxidace latky
(VI) oxidem mangani¢itym, coz bylo vyfeSeno pouze prodlouzenim reakéniho
¢asu z 1 h na 20 h. Poslednim problém u syntézy isodecarinu (VI111) byla katalyticka
debenzylace slou¢eniny benzylderivatu (VI11). Pii analyze bylo zji§téno, ze nedochazi
pouze k odstépeni chréanici skupiny, ale také k redukci na dvojné vazbé C=N. Tento
problém byl vyfeSen nalezenim vhodnych podminek pro dooxidovani slouceniny (1X)
za pouziti MnOs,.

Dals§im ukolem v této praci bylo zvySeni rozpustnosti a tim 1 mozné biologickeé
dostupnosti isodecarinu (VIII). Jelikoz je syntetizovana latka povazovana za
potenciondlni 1é¢ivo, je esencidlni, aby vykazovala dobrou biodostupnost pii pfipadném
podani latky do organismu. Proto byla latka podrobena experimentu za ucelem tvorby
isodecarinu hydrochloridu (X), jehoz struktura byla pfislusnymi analyzami prokazana.
Nasledny test rozpustnosti ve vodé vSak nebyl Gspésny, jelikoz se latka piekvapive
nerozpustila. Isodecarin je tedy velice slabou bazi, ktera tvoii stabilni hydrochlorid
pouze v nevodném prostiedi. Ve vodném prostiedi dojde pak k hydrolyze zpét na

isodecarin.
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Dalsim fesenim vedouci ke zvySeni biodostupnosti latky byla inkorporace
isodecarinu (VI111) do vhodné struktury, ktera ma ve vodé lepsi rozpustnost. Zvolenymi
latkami pro tento experiment byly cyklodextrinové derivaty. Byly pouzity dva typy
téchto derivatl a to methyl-B-cyklodextrin a 2-hydroxypropyl-p-cyklodextrin. Vysledky
analyz ukazaly, ze latka (VII1) je schopna se v urcitém mnozstvi do téchto derivatl
navazat. Vhodnéj$im typem cyklodextrinu je pro tuto konkrétni latku (VIII) dle
ziskanych vysledk 2-HP-B-CD, jehoz schopnost navazat latku (VII1) byla primérné
dvakrat v¢tsi nez u M-B-CD. Oproti srovnavaci suspenzi, ktera obsahovala pouze roztok
octanu amonného a suspendovany isodecarin o neméfitelné koncentraci se koncentrace
isodecarinu pii pouziti 2-HP-B-CD (o vzrustajici koncentraci 2-HP-B-CD: 8, 16, 24 a 32
mmol/l) zvysila o 0,0023; 0,0033; 0,0045 a 0,0060 g/l. P pouziti
M-B-CD (o wvzristajici koncentraci: 16, 24 a 32 mmol/l) se koncentrace zvysila o
0,0021; 0,0025 a 0,0033 g/l. Navazané mnozstvi slouceniny (VIII) se s ¢asem dale
nezvysuje, ale zavisi na koncentraci a typu pouzitych cyklodextrini.

Zavérem je tedy uspéSna syntéza pozadované latky (VI111) a zdafila ptiprava jeho
soli (X), ktera vsak v roztoku nebyla stabilni. Experiment provadény s cyklodextriny

mél také pozitivni vysledky.
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8 Prilohy

Priloha ¢. 1
LC chromatogram 6-bromo-2-benzyloxy-3-methoxybenzaldehydu (I1)
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Priloha ¢é. 2

LC chromatogram 6,7-methylendioxynaftalen-1-aminu (I11)
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Priloha ¢. 3
LC chromatogram Schiffovy baze (1V)
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Priloha ¢. 4
LC chromatogram N-(6-brom-2-benzyloxy-3-methoxybenzyl)-6,7-

methylendioxy-1-aminonaftalenu (V)
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Priloha ¢. 5
LC chromatogam 7-benzyloxy-8-methoxy-2,3-methylendioxybenzo[c]-
fenanthridinu (VI11)
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Priloha ¢. 6
a) LC chromatogram smési isodecariu (VI111) a 5,6-dihydroisodecarinu (1X)
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b) *H NMR spektrum smési isodecarinu (V111) a 5,6-dihydroisodecarinu (1X)
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Priloha ¢. 7
a) LC chromatogram isodecarinu (VI11)
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Mormalized Intensity

Mormalized Intensity

014
013
a12
o1
010
003

0.0

o4
oms
omz
0o

oma
0009
0008
0007
0008
0005
0004
0003
000z

o.om

-0.0m

b) *H NMR spektrum isodecarinu (V111)
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Priloha ¢. 8
'H NMR spektrum isodecarinu hydrochloridu (X)
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