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Anotace

V soucasné dobé dochazi k dynamickému vyvoji mnohych terapeutickych prostredkt, které
svymi ucinky ovliviiuji srdce a jeho ¢innost. Piikladem takovychto latek jsou beta-blokatory,
které obsazuji beta-adrenergni receptory v srdci, brani tak jejich stimulaci beta-
sympatomimetiky a tim zabranuji zvySené aktivité srdce, ktera neni u nékterych onemocnéni
vhodna. Diky svym u¢inkiim se pouzivaji pti 1é€bé zavaznych onemocnéni
kardiovaskularniho systém, jako je naptiklad angina pectoris nebo hypertenze. Existuje cela
fada B-blokatort, které maji ovSem riizné nevyhody a nezadouci vedlejsi ucinky. Podle
dosavadnich méfeni méa nove syntetizovana latka 44Bu vyrazn¢ mensi negativni dopad na
srde¢ni frekvenci, naopak ma ptiznivy antidisrytmicky a bradykardicky Gi€inek oproti jinym

beta-blokatoram.



Seznam odbornych vyrazi

! hypertenze — vysoky krevni tlak

? rezistence — odolnost

® regrese — Gistup

* hypertrofické — zvétiena, zbytnéla

> tachykardie — abnormalni zrychleni srdeéni ¢innosti
° hypertyredza — zvysena funkce §titné Zlazy

" vazodilatancia — 16¢iva rozsitujici cévy

® glaukom — zeleny oéni zékal

% feochromocytom — nador vychézejici z tkan& dfené nadledvin nebo sympatickych ganglii.
Zvysenou produkci katecholaminti (zejména adrenalinu) vznika
hypertenze a zvySuje se bazalni metabolismus (zékladni latkova
vymeéna)

19 hauzea — nepiijemny pocit slabosti a nevolnosti, ¢asto pfedchazi zvraceni

" pradykardie — zpomaleni srdeéni ¢innosti

12 parestézie — spontanni nebo vyvolané abnormalni vjemy — svédéni, mravenceni,...
13 obstrukce — uzavieni prisvitu dutého organu

1 hypoglykémie — sniZeni hladiny krevniho cukru

15 systémova hypotenze — systémové snizeni krevniho tlaku

1 atrioventrikularni blokada — porucha pfevodu vzruchu v srdci ze sini na komory

17 astma bronchiale - zachvaty dugnosti, vznikajici nahlym zaZenim pradusek

'8 bronchospasmus — kie¢ svalstva pradusek s naslednym zizenim jejich prisvitu

v

19 supraventrikularni tachykardie — vznika ve sténach komor, predstavuje jesté rychlejsi
tepovou frekvenci a nepravidelny rytmus

20 fibrilace — mihéani
2YM|utter — tiepetani

22 oubain — té7 strofantin G, je kardiotonicky glykosid, ktery ma pozitivné inotropni ti¢inek
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2. Uvod a cile prace

2.1. Uvod

Casty vyskyt onemocnéni kardiovaskularniho systému v lidské populaci vede k jejich

intenzivnimu vyzkumu a tudiz i k dynamickému vyvoji vhodnych terapeutickych prostredki.

Mezi nejrozsifenéjsi choroby srdce a cév patii vysoky krevni tlak nebo angina pectoris,

zpusobend nedostatecnym prokrvenim srde¢niho svalu vlivem zazeni koronérnich cév.

Svétové statistiky uvadéji, Ze je hypertenzi postizeno vice nez 20% dospélé populace

Vv civilizovanych zemich a jen asi tfetina z postizenych pacientd se spravné 1&¢i.

Néplni prace je ptiprava latky ze skupiny antagonistl beta-adrenergnich receptort
s ultrakratkym GcCinkem. Konkrétné jsem se zabyvala syntézou latky 44Bu, kterd
by v budoucnu mohla byt, vzhledem ke své chemické struktufe, vyuzitelna pravé pii 1écbé

kardiovaskularnich onemocnéni.

Prace je rozdélena na dvé Casti: teoretickou a praktickou. Teoretickd ¢ast se zabyva
popisem stavby srdce a jeho fungovanim, vysvétlenim pojmu beta-blokator, jeho historie,
rozdéleni, uCinky a vyuziti. Praktickd ¢ast popisuje postup piipravy slouCeniny 44Bu a
potvrzeni jeji struktury a Cistoty. Finalni ¢asti prace bylo experimentalni ovéfeni Gc¢innosti

latky 44Bu na laboratornich zvifatech a vyhodnocenti jejiho u¢inku a negativnich vlivi.



2.2. Cile prace

e Syntéza latky 44Bu — hydrochloridu 3-butylamino-2-hydroxypropylesteru

kyseliny 4-butyloxykarbonylaminobenzoové

e Ov¢feni struktury a Ccistoty pripravené slouceniny pomoci tenkovrstvé

chromatografie (TLC), *H-NMR a **C-NMR spektroskopie

e stanoveni teploty tani pfipravené latky



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Srdce

Srdce je ustfedim celé cévni soustavy, nebot’ vSechny krevni cévy jsou na né¢ho bud’
pfimo, nebo nepfimo napojeny. Pracuje jako kombinovand saci a tlakovd pumpa, ktera
zabezpecuje proudéni krve do celého téla. Jednd se o neparovy, duty, svalnaty organ
cervenohnédé barvy. Srdce dospélého jedince vazi asi 270-320 g. Zakladni rozméry jsou
ovlivnény fadou ¢initeld, jako je v€k, pohlavi, zdravotni stav, atd.

Srdce je ulozeno ve stifednim mezihrudi, vétsi ¢ast je vlevo od stiedni Cary, prava
hranice srdce lezi za pravou hranou prsni kosti. Tvarové je ptipodobniovano ke kuzeli.

Je tvofeno ¢tyfmi dutinami — dvé sin€ a dvé komory, které dale rozdélujeme na pravé
a levé. Tak jako mnoho cerpadel zavisi také srdce na fadé¢ samostatné pracujicich chlopni.
V pravém srdci to jsou plicni (pulmonalni) a trojcipa (trikuspidalni) chlopeni; v levém aortalni
a dvojcipa (mitralni) chlopen. Tyto ¢tyfi chlopné se automaticky otviraji a zaviraji, aby krev
mohla proudit do komor a z komor vzdy jen jednim Zadanym smérem. Do pravé piedsiné
vstupuji horni a dolni duta zila, do levé pfedsing plicni Zily. Z pravé komory vystupuje plicni

kmen, z levé komory srde¢nice (aorta).

Srdecni sténa se sklada ze tii vrstev: endokardu, myokardu a epikardu.

Endokard = nitroblana srdeéni

- tenka, hladkd, vazivova bldna, ktera vystyld vSechny dutiny srdecni a ptechazi také

na srdecni chlopné.

Myokard = svalovina srde¢ni
- hlavni vrstvou stény srde¢ni
- svalovina ptedsini je relativné slaba, naopak svalovina komor je mnohem silngjsi.

Ke svalovingé srde¢ni patii také shluky vysoce specializovanych buné¢k, které maji
schopnost vytvaret elektrické impulsy a ptevadét je z jednoho srdecniho oddilu do druhého,
takZze ptispivaji ke koordinaci ¢innosti jednotlivych ¢asti srdce.
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Epikard = piisrde¢nik
- tenkd, hladka, prithlednd, vazivova blana

- pokryva povrchovou vrstvu myokardu, probihaji zde kmeny tepen, Zil a nervu srdce.

Cinnost srdce se d4 charakterizovat dvéma dé&ji, které se projevuji pravidelnym, rytmickym

stfidanim stahu (systoly) a ochabnutim (diastoly).

S kazdym srdecnim tderem se ob¢ siné spolecné stdhnou a naplni komory krvi. Pak
se stdhnou komory. Tyto posloupné tady kontrakci zavisi na dimyslném elektrickém
Casovacim systému, ktery je zprosttedkovan tzv. pfevodnim srde¢nim systémem, tvofenym
specialni svalovou tkani.

Ptevodni systém je pro ¢innost srdce mimotfadné vyznamny, protoZe jeho poruchy

vyvolavaji t¢Zké zmény srdecniho rytmu a souhry ptedsini a komor.

Regulace srde¢ni ¢innosti

Zakladni regulace srde¢ni Cinnosti vychazi z tzv. sinusového (sinoatridlniho) uzlu,
ktery lezi v horni ¢asti pravé sin€ pfi Usti horni duté Zily. V tomto uzlu vznikaji vzruchy, které
jsou postupné prevadény na svalovinu celého srdce a urcuji tak srdecni rytmus. Impulsy jdou
ze sinoatridlniho uzlu pies ob& sin€ a zplsobi jejich kontrakci. Dalsi uzel, zvany
sinokomorovy (atrioventrikuldrni), je v misté spojeni sin¢ a komor a pievadi impulsy
ke kontrakci dolli svazkem vodivych vldken, zvanym Hisliv svazek v mezikomorové
piepazce. Po prichodu svazkem se impulsy rozsifi na komory a zplsobi jejich stazeni
(kontrakei), Casoveé zpozdénou za kontrakci sini.

Sinoatridlni uzel mé tedy funkci srdecniho udavatele kroku (pacemakeru), v némz
vznikaji samovoln¢ v pravidelnych intervalech vzruchy, které se odtud §iii na ostatni oddily
srdce a vyvolavaji postupné jejich stah.

Cinnost srdce je pod neustalym vlivem sympatickych a parasympatickych nervil. Tato vldkna
ovlivilyji fadu parametrt srde¢ni ¢innosti:

1) frekvence — chronotropni vliv

2) stazlivost (kontraktilita) — inotropni vliv

3) vodivost- rychlost vedeni vzruchu — dromotropni vliv

4) drazdivost — bathmotropni vliv



Sympatikus ma uvedené ucinky kladné — pii drazdéni se zrychli frekvence, zvéEtsi se
sila srdeCnich stahti, zkrati se doba pievodu vzruchu a zvysi se drazdivost.
Vsechny uvedené ucinky sympatiku jsou zprostiedkovany vazbou mediatoru, tj.
noradrenalinu, na tzv. beta-receptory v bunééné membrané. Ovliviiovat tyto funkce lze
pomoci latek, které tyto receptory blokuji (beta-blokatory) nebo drazdi (izoprenalin)
Parasympatikus ma na srdce vliv zhruba opa¢ny — zpomaleni nebo uplné zastaveni tepu a
pfevodu vzruchu, zpomaleni frekvence, zmenSeni sily srdec¢nich kontrakci, snizeni

drazdivosti. Jako mediator funguje acetylcholin, jeho ucinek lze blokovat atropinem.

Adrenalin a noradrenalin ptisobi na srdce stejn¢ jako drazdéni sympatiku a méa predevSim

inotropni ucinek.

3.2. Adrenalin (téz epinefrin)

Jedna se o hormon vznikajici ve dfeni nadledvin a vylu¢ovany zejména pfi zatézovych
situacich nebo emocich. Plsobi jako sympatomimetikum = adrenergni latka, coz je latka,
ktera napodobuje ucinky podrazdéni sympatického nervového systému. Znamena to, Ze pokud
je adrenalin zachycen receptorem urcitého organu, podporuje jeho ¢innost. Napf. u srdce
vyvolava rozsifeni svalovych cév, zrychluje srde¢ni Cinnost, zvySuje silu srde¢ni kontrakce.
Dale ptisobi napt. na hladkou svalovinu prudusek - rozsifuje jejich prusvit a zlepSuje tak
ventilaci plic; rozsifuje zornice, takze do nich vstupuje vice svétla, aktivuje potni Zlazy. Pro

své ucinky je pouzivan k resuscitaci.

OH

\

HN
HO ™~

Strukturni vzorec adrenalinu: HO
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3.3 Adrenergni blokatory

Neboli sympatolytika (také antagonisté adrenergnich receptort, anti-adrenergika,
adrenolytika) jsou farmaka, ktera blokuji adrenergni reakce. Jsou to nejen latky ptisobici na
adrenergni receptory piimo, ale i latky pisobici nepfimo, ovlivnénim dé&i v nervovém
zakoncCeni. V cilovych organech existuji dva zékladni typy adrenergnich receptort — alfa (o) a
beta (B). Stejné rozd€lujeme latky podle toho, jestli prednostné blokuji alfa nebo beta
receptory.

Pojem receptor zavedli jiz v r. 1905 védci Ehrlich a Langley, ale az v roce 1948 byly
objeveny receptory alfa a beta. Vyznamny objev beta-sympatolytik je pfipisovan britskému
farmakologovi Jamesi W. Blackovi. Po dlouhou dobu bylo nejasné, pro¢ adrenalin zptsobuje
kontrakcei jednéch, ale relaxaci jinych utrobnich svalti (napt. kontrakci arterii nebo myokardu,
ale relaxaci bronchti nebo uteru). Az do r. 1948 byl pouze vysloven ptedpoklad existence
dvou rozdilnych typt adrenergnich receptorti nazvanych o a . Black zacal hledat latku, ktera
by blokovala -receptory, a tim snizila naroky myokardu na kyslik a tak mohla mirnit bolesti
u anginy pectoris. Vr. 1964 se mu podafilo vyvinout propanolol, prvni klinicky dobie
pouzitelny blokator B-adrenergnich receptorti, ktery se stal prototypem pro dal§i vyvoj.
Od 70. let uzivaji p-adrenolytika pacienti s hypertenzi nebo po infarktu myokardu. Dalsi
vyzkumy vedly posléze k objevu Po-receptorti v bronsich a dale k objevu selektivnich
B2-mimetik, ktera se stala dilezitymi bronchodilatancii.

Ve Své praci jsem se zabyvala syntézou latky, ktera vykazuje beta-adrenolyticky

ucinek, proto se dale budu zabyvat pouze antagonisty beta-adrenergnich receptort.

3.4 Beta-blokatory

Beta-sympatolytika (syn. beta-adrenolytika, antagonisté p-adrenergnich receptord,
beta-blokatory) obsazuji B-adrenergni receptory a brani jejich stimulaci f—sympatomimetiky.

Vyznam maji predevsim kardioselektivni 3;-sympatolytika.
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3.5 Utinky

Plisobenim beta-blokatorii dochdzi k omezeni fyziologického vlivu sympatiku
na srde¢ni Cinnost. B-blokatory antagonizuji pozitivné inotropni (sila srdecni kontrakce),
pozitivné chronotropni (zpomalena srde¢ni frekvence) a dromotropni (rychlost pievodu
elektrickych impulst srdcem) ucinky adrenergni stimulace a snizuji spotiebu O, myokardem.
Srde¢ni vydej nemusi byt podavanim beta-sympatolytik vyznamné ovlivnén, protoze

pfi snizeni srde¢ni frekvence je zvySen tepovy objem.
3.6 Terapeutické uziti

I) Antihypertenziva — beta-blokétory jsou vyhodné pro dlouhodobou terapii hypertenze®.
Ptesny mechanismus antihypertenzivniho plisobeni beta-blokatorti neni znam; néktera nové;si
betalytika snizuji krevni tlak vyraznym sniZenim periferni rezistence? bez ovlivnéni srdeniho
vydeje. Velkou nevyhodou neselektivnich beta-blokatord pii léCeni hypertenze
je jejich nepfiznivy vliv na spektrum plasmatickych lipidii. Prognosticky velmi ptiznivé

je naopak to, Ze dochézi k postupné regresi3 hypertrofické* levé srdeéni komory.

2) Antiarytmika — beta-sympatolytika se pouzivaji u supraventrikularnich arytmii rizného

piivodu a také u tachykardie® provazejici hypertyre(')zuﬁ.

3) Angina pectoris — snizenim spotieby O, myokardem a snizenim srde¢niho vykonu se snizi
frekvence zachvatil a spotieba koronarnich vazodilatancii’. Podavéani beta-sympatolytik také

snizuje vyskyt nebo rozsah infarktu myokardu.

4) Dalii indikace: glaukom® (zeleny oéni zékal) - lokalni aplikace, feochromocytom®,

prevence migrény, 1écba tremorti (tfes).
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3.7 Nezadouci ucinky

Prestoze beta-adrenolytika patii mezi dobfe snasend léciva, ojedin€le se mohou
vyskytnout i nezddouci vedlejsi u€inky, a to vétSinou na pocatku 1écby. Nejcastéji se objevuje
nauzea'®, zvraceni, unava, zavrats, poruchy periferni cirkulace (chladné kon&etiny),
bradykardie' a parestézie*?. Déle obstrukce™ dychacich cest, otok v oblasti kotniki, poruchy

potence, hypoglykémiel4.

Absolutni kontraindikace je precitlivélost na konkrétni latku, systémova hypotenze™,
atrioventrikularni blokada'®, astma bronchiale’’. Dale dochazi ke kontraindikacim pii

hypoglykemickych stavech, poruchach periferniho prokrveni, v t€hotenstvi a pii laktaci.

K z&vaznym nezadoucim reakcim vede ndhlé vysazeni beta-blokatorii. Napt. pii 1écbé
hypertenze vede vysazeni k prudkému a vyraznému zvyseni krevniho tlaku. Proto nemaji byt

beta-blokatory nikdy vysazovany najednou.
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3.8 Déleni beta-adrenolytik

Beta-adrenolytika se déli podle selektivity k beta-adrenergnim receptorim a podle
pfitomnosti vnitini sympatomimetické aktivity (VSA nebo ISA). Latky s VSA nevyvolavaji
tak vyraznou bradykardii jako latky bez VSA.

e Neselektivni beta-sympatolytika bez VSA

- do této skupiny beta-blokatord patfi napt.: propranolol

e Neselektivni beta-sympatolytika s VSA

- urcity stupenl vnitini sympatomimetické aktivity vykazuji napt.: alprenolol, pindolol,

bopindolol

e [;-sympatolytika bez VSA

- PBp-sympatolytika jsou kardioselektivni latky, které maji méné nezadoucich ucinkt nez
latky neselektivni, neovliviiuji spektrum plazmatickych lipida. Selektivni 3;—blokatory
jsou vhodné k terapii anginy pectoris a hypertenze, zde se piiznivé uplatiiuje snizeni
plazmatické hladiny reninu (enzym produkovany ledvinami. Aktivuje protein krevni
plazmy angiotensin, ktery zvySuje krevni tlak), které je zejména vyrazné

u metoprololu

Pouzivané latky bez VSA: atenolol, bisoprolol, metoprolol, betaxolol, talinolol,
nebivolol a téz esmolol (kardioselektivni beta-blokator s extrémné kratkym biologickym

poloc¢asem a kratkou dobou tcinku).

e [;-sympatolytika s VSA

Pouzivané latky: acebutol je vysoce kardioselektivni latka s membrano-stabiliza¢nim
ucinkem a s antiarytmickou aktivitou; novéjsi latka celiprolol ma navic vazodilata¢ni G¢inek,
snizuje krevni tlak pfi minimalnim ovlivnéni srde¢niho vydeje a to vyraznym snizenim

periferni rezistence.

e [r-sympatolytika — zatim pouze experimentalni vyznam

14



3.9 Antagonisté beta-adrenergnich receptori s ultra kratkym tcinkem

U Kklasickych beta-blokatori se casto setkdvame sftadou vedlejSich ucinka
(bradykardie, hypotenze, bronchospasmus®®) spojenych s jejich dlouhodobym t&inkem. Proto
se vyvijeji ultrakratce puasobici beta-blokatory pro intravendzni infuzi S pouze
nékolikaminutovym trvanim farmakologického ucinku. Tyto latky jsou indikovany
v situacich, kdy je nutné rychlé a fizené beta-antiadrenergni piisobeni s rychlym vymizenim
klinickych uginkt (napf. pii supraventrikularnich tachykardiich®, fibrilacich®® a flutteru®
sini, akutnich hypertenznich stavech a akutnim infarktu myokardu). Ultrakratkého ucinku
bylo dosaZzeno vclenénim metabolicky labilni esterové funkéni skupiny do ptivodni
aryloxyaminopropanolové struktury. Tato esterova vazba je v organizmu rychle
hydrolyzovana plazmatickymi a tkanovymi esterdzami za vzniku neucinnych metabolitt.

Zatim jedinym u nés registrovanym zastupcem této skupiny 1é¢iv je esmolol.
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3.10 Esmolol

Esmolol je kardioselektivni Bi-blokator s rychlym nastupem, velmi kratkym trvanim
uinku a Zzadnymi vyznamnymi vlastnimi sympatomimetickymi nebo membrano-
stabilizujicimi aktivitami v terapeutickém davkovani. Nema schopnosti alfa blokady. Esmolol
snizuje silu a rychlost srde¢nich kontrakci blokovanim beta-adrenergnich receptort
sympatetického nervového systému, které se nachdzi v srdci a dalSich télnich organech.
Esmolol je podavan nitroziln€. Je bézn¢ pouzivan u pacientii pro prevenci pifi operaci nebo
pii tachykardii, pfi 1éCeni akutni supraventrikularni tachykardie, kde je nezbytna kontrola
komorové frekvence a také pii 16¢bé disekce (vydut) aorty.

Esmolol je derivat ze skupiny aryloxyaminopropanold majici na arylu navazanou
esterovou skupinu. Kratkodoby ucinek esmololu je zplsoben rychlou hydrolyzou této
esterové skupiny esterazami v cytosolu Cervenych krvinek. Metabolickymi produkty jsou
neucinnd kyselina a metanol. Mnozstvi vyprodukovaného metanolu je stejné jako endogenni

produkce (neptisobi tedy toxicky). Polocas eliminace esmololu je 9 minut.

esmolol
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4. Experimentalni Cast

4.1 Latka 44Bu

Latka 44Bu, jejiz syntéza je naplni experimentalni prace, byla pfipravena na Ustavu
chemickych 1é¢iv FaF VFU Brno jako potencionalni kratkodobé pusobici betalytikum.
Chemicky se jednda o hydrochlorid 3-butylamino-2-hydroxypropylesteru kyseliny

4-butoxykarbonylaminobenzoové.

O 44Bu

4.2 Syntéza latky 44Bu

Ptiprava slouceniny 44Bu probihala v péti krocich.

Vlastni syntéza (obr. 1) vychazela z Kkyseliny 4-aminobenzové jez reagovala v
prostfedi acetonu s butylchlorformiatem na kyselinu 4-butoxykarbonylaminobenzoovou (1).
Ta byla pfevedena na chlorid (2) pomoci thionylchloridu. Reakei chloridu s
2,3-epoxypropan-1-olem byla pfipravena epoxysloucenina (3), kterd reagovala v nasledujicim
kroku syntézy s n-butylaminem za vzniku baze finalni slou¢eniny (4). Vysledna latka byla

pomoci etherického chlorovodiku pfevedena na hydrochlorid (5).
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4.3 Schéma syntézy

Obr. 1: Schéma syntézy
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4.4. Postup syntézy

1. krok syntézy — priprava Kyseliny 4-butoxykarbonylaminobenzoové (1):

Reakéni schéma:

O OH
O OH o

cr/u\o/\/'\CH_§

aceton, pyridin

NH, HN\T7O

o

CH

Pracovni postup:

K roztoku 4-aminobenzeové kyseliny (0,1 mol) vacetonu (100 ml) a pyridinu
(0,1 mol) se po kapkach ptidaval butylchlorformiat (0,1 mol). Reakéni smés byla
zahtivana k varu 1,5 hodiny. Poté se odpaftila do sucha a promyla vodou. Surova kyselina
byla pifekrystalizovana z ethanolu. Vysledné latky vzniklo 60 grami, coz predstavuje

69,4 % vytézek reakce.
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2. krok syntézy — priprava chloridu Kkyseliny 4-butoxykarbonylaminobenzoové (2):

Reakeni schéma:

o OH O Cl
CI\S,CI
]
O [
toluen
HN @)
HNYO Y
0 O
(1) (2)
CH CHS

Pracovni postup:

K suspenzi kyseliny (1) (0,1 mol) v toluenu se pomalu pfidal thionylchlorid (0,2 mol).
Vznikla smés se refluxovala 2 hodiny, poté se ochladila a nechala stat ptes noc v lednici.
Vykrystilazovany chlorid byl odsan na Biichnerové nélevce, byl promyt petroletherem a poté

byl rekrystalizovan z toluenu. Vysledné latky vzniklo 60,8 gramu. Vytézek reakce byl 92,8 %.
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3. krok syntézy — priprava 2,3-epoxypropyl-4-butoxykarbonylaminobenzoati (3):

Reakeni schéma:

Ho/\<l

THF, TEA
HN\(O HN\(O
(@] (@]

(3)

CH, CH

Pracovni postup:

Do tiihrdlé banky byl piidan tetrahydrofuran (20 ml), 7,78 ml 2,3-epoxypropanolu (0,2
mol) a 16,26 ml triethylaminu (0,2 mol) (slouzi k vychytdvani vznikajiciho chlorovodiku).
Vznikla smés byla ochlazena na 0°C. Za stalého michani se ke smési piikapaval roztok
chloridu (2) (0,2 mol) v tetrahydrofuranu (80 ml) tak, aby teplota smési byla mezi 0-5 °C.
(Bylo pouzito 30 g chloridu.). Poté byla reakéni smés michana 3 hodiny pii laboratorni
teploté. Vylouceny triethylamoniumchlorid byl oddélen od reakéni smési filtraci a filtrat byl
odpafen do sucha. Vysledna epoxysloucenina (3) byly piekrystalizovana z propan-2-olu.
Vysledné latky vzniklo 24 g. Vytézek reakce byl 69,75 %.
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4. Kkrok syntézy — piiprava 3-butylamino-2-hydroxypropylesteru kyseliny 4-butoxy-

karbonylaminobenzoové a jeho hydrochloridu (4):

Reakeni schéma:

O OH
o OW Hg’
@) O\)\/NV\/CHs
cl”

1. HiC{_~_NH,; propan-2-ol

2. HCI, diethylether
HN @)
Y HN O
0 Y

€)
(4

CH
CH

Pracovni postup:

K suspenzi epoxyslouceniny (3) (0,02 mol, 8 g) v isopropylalkoholu (150 ml) se piidal
n-butylamin (0,03 mol, 2,1 ml) a smé&s se zahtivala pfi teploté varu reakéni smési po dobu 4-5
hodin. Po oddestilovani rozpoustédla za mirného vakua byla ziskana baze ve formé viskozni
kapaliny (x g). Odparek byl rozpustén v acetonu a povaren s kyselinu fumarovou (0,015 mol,
1,72 g). Vzniklé krystaly byly odsaty. Ziskany fumarat byl pfeveden spét na bazi rozpusténim
ve vodé a pfidanim nasyceného roztoku NaHCOj. Vznikajici baze byla vytfepana do
chloroformu. Chloroformovy roztok se vysusil susidlem (MgSQy), poté se chloroform odpatil
za snizené¢ho vakua. Vznikla baze se rozpustila v diethyletheru a ptidal se roztok etherického

chlorovodiku. Krystaly vzniklého hydrochloridu se odsaly a rekrystalizovaly z propan-2-olu.
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4.5.  Zakladni vlastnosti finalni slouceniny

Pracovni oznaceni Sumarni vzorec Mr t: [°C] Re

44Bu C19H3105N,Cl 402,92 176-178 0,37

“ chloroform : methanol 1:1

4.6. Metodika

4.6.1. Teplota tani

Teploty tani byly stanoveny na Koflerové bloku (HMK Franz Kiistner). Latky byly ptfed
stanovenim suSeny po dobu 24 hod. v exsikatoru nad P,Os pfi tlaku 10 kPa (membrénova

vyvéva KNF Laboport) a laboratorni teploté. Naméfené hodnoty nebyly korigovény.
4.6.2. Chromatografie na tenké vrstvé

Prubéh reakci a Cistota pripravenych latek se sledovala pomoci chromatografie na tenké
vrstvé (TLC) na deskach Merck s detekci UV zafenim pti vinové délce 254 nm (UV-lampa
Camag). Cistota findlnich sloudeniny byla hodnocena ve vyvijeci soustavé
methanol : chloroform 1:1. Vzorek latky byl nanasen jako 2% methanolicky roztok kapilarou
na komer¢ni hlinikové folie se zakotvenym silikagelem (DC-Alufolien Kieselgel 60 Fys4
Merck). Vyvijeci drdha byla 10 cm. Hodnota Rr byla ur€ena jako pomér vzdalenosti, kterou

urazi skvrna stanovované latky ku vzdalenosti, kterou urazi ¢elo rozpoustédla.

4.6.3. 'H-NMR a *C-NMR Spektroskopie

NMR spektra byla naméfena na FT-NMR spektrometru Varian Gemini-2000, *H-NMR
spektra pii 200 MHz a *C-NMR spektra pii 50 MHz. Vzorky byly mé&feny v roztoku DMSO-
ds, ktery byl zaroveii pouzit jako vnitini standard (signal *H-2,5 ppm, **C-39,5 ppm). *C-
NMR spektra byla méfena také metodou APT (attached proton test), kterd
napomaha pfifazovani signalii jednotlivym uhlikovym atomim. APT metoda umoZiuje odlisit
CH,- a >C< od CH3s- a CH- skupin, kdy Cy a Cys uhlikova jadra davaji pozitivni signaly a
kvartérni a Cy uhlikova jadra davaji negativni signaly. Namétfend spektra byla interpretovana

porovnanim spekter podobnych slou€enin z internetové databaze SDBS.
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4.6.4. Interpretace NMR spekter

'H-NMR (200 MHz, DMSO-dg, rf. TMS):

6:

10,10 (s, 1H, -NH-)

9,09 a 8,81 (bs, 2H, -NH,")
7,94 (d, J=8,8, 2H, -H")
7,62 (d, J=8,8, 2H, -H?)
5,94 (s, 1H, -OH)

3,18-2,82 (m, 4H, -OCH,CHOHCH,- +
-NH,"CH,CH,CH,CH3)
1,71-1,54 (m, 4H, -OCH,CH,CH,CH; +
-NH,"CH,CH,CH,CHys)
1,47-1,23 (m, 4H, -OCH,CH,CH,CH; +

4,26-4,15 (m, 3H, -OCH,CHOHCH,-) NH,*CH,CH,CH>CHs)
4,10 (t, J=6,4, 2H, -CH,CH,CH,CHs) 0,95-0,85 (m, 6H, -OCH,CH,CH,CH; +
-NH,*CH,CH,CH,CHs)

Graficky zaznam "H-NMR spektra:
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BC-NMR (50 MHz, DMSO-dg, rf. DMSO-dg;

APT):

5= 64,08 (C'°)
165,01 (C") 49,35 (C'9)
153,29 (CY) 46,83 (C*
143,85 (C*) 30,34 (C*)
130,35 (C2 + C°) 27,07 (C*')
122,84 (CY 19,15 (C*)
117,24 (C® + C) 18,39 (C*)
65,76 (C°%) 13,35 (C*)
64,40 (C°) 13,27 (CY)

Graficky zdznam **C-NMR spektra:
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4.7. Testovani latky

Latka 44Bu jiz byla podrobena zakladnimu farmakologickému testovani. Vysledky
hodnoceni antidisrytmické ucinnosti v pokusech in vivo na morcéatech ukazaly, ze dana latka
statisticky vyznamné& antagonizovala poruchy srde¢niho rytmu indukované ouabainem?®. Pi
aplikaci testované latky anestezovanym zvifatim v ¢ase nastupu disrytmie byly ziskany vyssi
statisticky vyznamné hodnoty, nez pii sledovani ochranné¢ho ucinku téchto latek, kdy byl
podavan kontinudlné roztok ouabainu az po péti minutach po aplikaci testovanych sloucenin.
Toto zjisténi by mohlo poukazovat na kratkodobé plisobeni testovanych sloucenin.

Vliv latky 44Bu na zmény srde¢ni frekvence byl testovan v pokusech in vivo na
normotenznich laboratornich potkanech. Byl zaznamenan statisticky prokazatelny kratkodoby
bradykardicky ucinek. K nejvyraznéjSimu snizeni dochdzelo v prvni minuté po intravendzni
aplikaci. Statisticky vyznamny pokles srde¢ni frekvence byl zaznamenan do 14. minuty po
aplikaci. V porovnani s jinymi antagonisty B-adrenergnich receptorii S kratkym ucinkem
testovana sloucenina vykazovala velice kratky efekt na zménu srdecni frekvence, ktera se
vracela na piivodni hodnotu do 18 minut od intravenézni aplikace. U esmololu je uvadén
navrat srde¢ni frekvence do vychoziho stavu do 30 min po infuzi.

Dale byl testovan v pokusech in vivo na laboratornich potkanech bradykardicky G¢inek
na modelu isoprenalinem indukované tachykardie a byl zjistovan vztah mezi davkou
a farmakologickym Uc¢inkem a byl porovnan s G¢inkem kratkodobé piisobiciho antagonisty
B-adrenergnich receptori esmololem. Nastup ucinku byl u latky 44Bu i esmololu ve vSech
testovanych davkach velice rychly. Statisticky vyznamny pokles srde¢ni frekvence vuci
latky 44Bu. Zatimco u esmololu se zvySujici davkou zvySuje i ucinek latky na srdecni
frekvenci, u latky 44Bu dochdzelo k maximalnimu poklesu srde¢ni frekvence po aplikaci
davky 1,5 mg.kg™ a dalsi zvySovani této davky jiz nevedlo k signifikantnimu zvyseni uginku
latky. Hodnoty zmén srdecni frekvence Vv ¢ase u jednotlivych testovanych latek jsou

zaznamenany v tabulkach ¢. 1 a 2, grafické znazornéni zmén pak na grafech ¢. 1 a 2.
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Tab.c€. 1: Vliv Iatky 44Bu na srdecni frekvenci

Casovy Primérna hodnota SF (%) * smérodatna odchylka
usek kontrola 1,0 mg.kg™ 1,5 mg.kg™ 2,5mg.kg™ 3,5mg.kg™
Po¢. SF 69,97 = 5,39 63,83+7,78 | 62,97 +4,30 66,30 £11,18 64,56 + 4,73
SF po ISO (100,00 £ 0,00 |100,00 + 0,00 [ 100,00+ 0,00 |100,00+ 0,00 {100,00 0,00
aplikace |[100,13 £ 3,64 97,78 £ 1,68 | 93,10 + 4,91 93,17 £ 5,96 96,08 + 2,89
30.s 100,13 £ 4,35 95,09 + 3,35 | 89,77 + 4,81 90,08 * 6,21 93,83 + 2,33
1. min 99,10 + 4,35 95,09 + 3,35 | 87,53 + 6,51 91,10 £ 5,94 94,18 + 2,89
2. min 100,20 £ 6,45 95,09+ 3,35 | 86,15+9,32 85,94 + 8,43 91,94 + 6,87
3. min 99,10 + 4,35 95,13+2,70 | 85,36 +10,14 88,14 + 5,37 93,90 + 5,26
4. min 101,23 + 5,81 95,44 +2,62 | 86,87 + 9,46 88,94 + 6,57 92,87 £ 4,70
5. min 99,10 + 4,35 96,10+ 2,11 | 88,05+ 5,98 90,08 + 6,12 93,23 + 4,82
6. min 102,22 + 5,87 96,80+ 1,61 [ 86,73 7,20 89,47 + 8,33 93,18 £ 4,85
8. min 102,22 + 5,87 96,16 + 1,96 | 88,88 +4,27 89,77 + 9,87 92,96 + 5,48
10. min 101,24 £ 6,60 96,84 +2,00 | 87,89+5,75 89,96 + 9,30 92,60 £ 5,11
12. min 102,23 £ 8,58 97,51+2,54 | 88,53 +4,24 91,06 + 7,89 92,56 + 3,06
14. min 102,15+ 7,75 97,51 +2,54 | 89,34 +2,81 91,59 + 9,81 94,25 + 3,55
16. min 100,20 + 7,17 97,53 + 3,37 | 90,57 + 3,62 93,54 +11,58 91,75+ 4,95
18. min 100,12+ 6,13 96,55+2,71 | 89,43 +2,41 93,50 +11,27 92,64 + 4,64
20. min 100,20 £ 7,17 96,55+2,71 | 89,02+2,76 94,22 12,34 91,35+ 3,43
25. min 98,90 * 6,56 96,55 +2,71 | 89,06 + 2,55 94,87 13,97 89,70 * 3,06

Tab.c. 2: Vliv esmololu na srde¢ni frekvenci

Casovy Pramérna hodnota SF (%) * smérodatna odchylka
usek kontrola 1,0 mg.kg™ 1,5mg.kg™ 2,5mg.kg™ 3,5mg.kg™
Poc¢. SF | 69,97 + 5,39 58,89 +2,37 | 66,18 +13,75 | 74,62+ 16,04 | 64,71+6,85
SF po 1SO |100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 100,00 +0,00 | 100,00 +0,00 | 100,00 £ 0,00
aplikace |100,13 + 3,64 78,09+ 5,17 | 88,61+6,08 79,14 £ 10,48 | 80,47 £ 5,98
30.s 100,13 £ 4,35 76,23 +6,64 | 82,49 16,40 75,60 £ 6,23 70,55 + 3,28
1. min 99,10 + 4,35 77,13+5,52 | 81,43+7,27 76,37 + 8,09 72,30 £ 2,80
2. min 100,20 + 6,45 78,46 £5,56 | 80,94 +7,24 76,37 + 8,09 75,05+ 1,72
3. min 99,10 £ 4,35 80,22 +6,16 | 82,41 +6,21 75,42 + 9,36 75,51+ 2,32
4. min 101,23 £ 5,81 81,57 £5,25 | 81,51+6,63 76,00 £ 9,85 76,38 £ 2,40
5. min 99,10 £ 4,35 81,14 +4,46 | 82,29 +5,05 75,52+ 10,55 | 75,97 £ 2,38
6. min 102,22 £ 5,87 82,05+4,94 | 82,25+ 3,99 76,16 £ 12,77 | 76,38 £ 2,38
8. min 102,22 + 5,87 81,60+4,14 | 83,70+ 3,33 76,74 £ 13,23 75,88 + 2,83
10. min 101,24 + 6,60 81,14 +4,46 | 83,21 +3,23 77,21 +12,54 76,82 + 2,92
12. min 102,23 + 8,58 81,14 +4,46 | 82,92 + 3,99 78,17 £ 12,24 76,34 + 3,95
14. min 102,15+ 7,75 79,78 +5,44 | 82,89 + 3,93 78,77 £12,78 | 76,34 £ 3,95
16. min 100,20 £ 7,17 79,33+5,53 | 83,83+3,94 78,30+ 13,51 | 76,34 £ 3,95
18. min 100,12 £ 6,13 79,33+5,72 | 84,35+4,45 79,85+ 13,16 | 76,77 +£4,93
20. min 100,20 £ 7,17 79,33+6,23 | 84,35+4,45 80,77 + 14,57 77,71 £ 6,02
25. min 98,90 * 6,56 78,44 +7,01 | 83,50 6,04 81,29 +12,27 | 77,74 £ 5,63
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Graf €. 1: Zména srde¢ni frekvence (%) po aplikaci latky 44Bu v riznych koncentracich
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Graf ¢.2: Zména srde¢ni frekvence (%) po aplikaci esmololu v riznych koncentracich
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5. Diskuse

Finalni latka - hydrochlorid 3-butylamino-2-hydroxypropylesteru kyseliny 4-butoxy-

karbonylaminobenzoova — byla pfipravena pétistupiiovou syntézou.

V prvnim kroku syntézy reagovala kyselina p-aminobenzoova s butylesterem kyseliny
chlormravenc¢i v prostfedi acetonu a pyridinu za vzniku 4-butoxykarbonylaminobenzoové
kyseliny. Surova kyselina se rekrystalizovala z ethanolu. VytéZek reakce byl velmi dobry.
Pyridin se pfidaval do reak¢éni smési proto, aby vychytaval vznikajici chlorovodik. VedlejSim
reakénim produktem byl tedy pyridiniumchlorid, ktery byl zreakéni smeési odstranén

promytim vodou, nebot’ je to latka velmi dobie rozpustna ve vode¢.

Nasledné¢ byl ptipraven chlorid kyseliny 4-butoxykarbonylaminobenzoové reakci
s thionylchloridem. Rekrystalizace surového chloridu probéhla z toluenu. Odsaty chlorid

kvili své nestabilité nebyl dale susen, ale byl ihned nasazen do dalsi reakce.

V tretim kroku syntézy reagoval chlorid s 2,3-epoxypropan-1-olem za vzniku
epoxyslouceniny. K vychytavani vznikajiciho chlorovodiku byl pouzit triethylamin.
Vznikajici triethylamoniumchlorid vypadaval z reakéni smési jako bild jemné krystalicka
latka a byl oddélen od reak¢éni smési filtraci. Dodrzenim reakénich podminek (teplota,
rozpoustédlo, reakéni cas) bylo docileno spolehlivého priibéhu reakce s pomérné dobrym

vytézkem.

Piedposlednim krokem syntézy byla reakce epoxyslouceniny s n-butylaminem Vznikla
surova baze meéla charakter ve vodé nerozpustné olejovité kapaliny, kterd se velmi dobie
rozpoustéla v organickych rozpoustédlech, a nebylo ji mozno tedy piecistit rekrystalizaci.

Proto byla nésledné pievadéna na sil.

JelikoZ hydrochloridy pfipravené piimo ze surové baze nebyly krystalické latky a neslo je
ani prekrystalizovat, byla baze prevedena nejprve na fumarat. Po rekrystalizaci z acetonu byl
fumarat preveden zpé€t na bazi rozpusténim ve vodé a ptidanim roztoku hydrogenuhli¢itanu
sodného, nasledné byla vznikla baze vytiepana do chloroformu. Po vysuSeni siranem
hotfeCnatym a vakuovém odpareni rozpoustédla byla ziskana baze ve formée bilé krystalické

latky. Po rozpusténi v diethyletheru (dichlormethanu) byla nésledné prevedena
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na hydrochlorid reakei s etherickym roztokem plynného chlorovodiku. Vznikla stl byla
zfiltrovéana a rekrystalizovana z propan-2-olu. Vytézek hydrochloridu byl vSak kvili ztratdm

vzniklym béhem pievadéni baze na fumarat a zpét velmi nizky.

Struktura a Eistota finalni slougeniny byla sledovana pomoci *H- a *C-NMR spektroskopie
a chromatografie na tenké vrstvé. Analyza NMR spekter jednozna¢né potvrdila strukturu

piipravené latky.
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Byla pfipravena slou¢enina 44Bu (hydrochlorid 3-butylamino-2-hydroxypropylester
kyseliny 4-butoxykarbonylaminobenzoové) a jeji struktura a Cistota byla potvrzena pomoci

'H-NMR a *C-NMR spektroskopie a tenkovrstvé chromatografie (TLC)

Latka 44Bu jiz byla podrobena zakladnimu farmakologickému testovani na
antidisrytmickou t¢innost, zménu srde¢ni frekvence a bradykardicky ucinek.
Antidisrytmicka u¢innosti — bylo prokazano, ze pii aplikaci testované latky doslo
k vyznamnému snizeni disrytmie. V piipad¢ testovani na protektivni ucinek, byla nejprve
podana latka 44Bu a poté oubain, ktery vyvolava disrytmii. Vysledkem bylo zjisténi, ze
ochranny efekt nasi latky se nepotvrdil (nastaly disrytmie). V druhém pokusu byla nejdiive
vyvolana disrytmie oubainem a pak se podavala naSe latka. Thned po aplikaci latky se
vyvolané disrytmie snizovaly. Moznym vysvétlenim je pravé kratkodobé pusobeni latky
44Bu, tedy v prvnim piipad€é nez doSlo k aplikaci oubainu (5 min po aplikaci nasi latky)

a vyvolani dysrytmii, se naSe latka v organismu metabolizovala.

Srdecni frekvence — byl zaznamendn prokazatelny kratkodoby bradykardicky ucinek.
Oproti ostatnim B-blokatorim navic vykazuje latka velmi kratky Gc¢inek na zménu srdecni

frekvence.

Bradykardicky U¢inek - byl zjiStovan vztah mezi davkou a farmakologickym Uc¢inkem na
modelu uméle vyvolané tachykardie a byl porovnan s t¢inkem esmololu. Nastup ucinku byl
velice rychly, vyznamny pokles srde¢ni frekvence byl zaznamenan jiZ v momentu
intravendzni aplikace, s vyjimkou nejnizsi davky latky 44Bu. NejvétSimu poklesu doslo po

aplikaci davky 1,5 mg.kg™ a dalsi zvySovani jiz nevedlo ke zvy3eni tginku latky.
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8.Prilohy
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Obr.2: Vakuova destilace
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Obr.3: Finalni podoba latky 44Bu

Obr.4: Kyveta s rozpoustédlem
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Obr.5: Nuklearni magneticka rezonance




Obr.6: Koflertiv blok — pfistroj na stanoveni teploty tani
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