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ABSTRAKT

Bakalatska prace se ve své teoretické Casti zabyva formou kosmetickych piipravka a jejich
kontaminaci mikroorganizmy pfirozené¢ produkujici sekundarni produkty. Tyto izolované
sekundarni metabolity se vyznacuji baktericidnim nebo fungicidnim ucinkem. Jsou
vyjimecné jejich strukturou, ktera je tvofena ze tii vzajemné spojenych cykld, tzv.
pyrrolobenzodiazepini. Déle je popisovana biologickd aktivita a syntéza téchto
pozoruhodnych organickych derivati. Praktickd cast si klade za cil nalézt vhodné reak¢ni
podminky pro pfimou syntézu vybranych 3-(propargylamino)chinolin-2,4-diontli na zddané

pyrrolobenzodiazepiny.

Kli¢ova slova: biologicka aktivita, pyrrolobenzodiazepin, pyrrolidinovy kruh, propargylova

skupina, allenyl

ABSTRACT

Theoretical part of this thesis pursue certain form of cosmetic products and their
contamination by microorganisms, which naturally produce secondary products. These
1solated products are distinguished by bactericidal or fungicidal effects. They are known by
name pyrrolobenzodiazepines and they are unique due to their structure, which is created by
three mutually connected cycles. Next part of this work describes biological activity of these
remarkable organic products and their synthesis. Purpose of practical part is to find suitable
reaction conditions for direct synthesis of selected products 3-(propargylamino)quinoline-

2,4-dione to desired pyrrolobenzodiazepines.

Keywords: biological activity, pyrrolobenzodiazepine, pyrrolidine ring, propargyl group,
allenyl
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UvVOD

Prvni polovina bakaladiské prace je vénovana mikroorganizmim a jejich schopnosti
kontaminace kosmetického pfipravku. Mikroorganizmy jsou pfirozené¢ vyskytujici se
organizmy v piirodé¢ a jsou producenty sekundarnich metabolitli. Sekundarni metabolity 1ze
jinymi slovy oznacit jako antibiotika. Tyto latky jsou schopny v minimalnim mnozstvi
potlacit rast mikroorganizmi, anebo je rovnou usmrtit. Z toho diivodu je pozornost
zam¢fena na organické slouceniny pyrrolobenzodiazepinli, které jsou vyznamnymi
medikamenty vyuzivajici se hojn¢ v Iékarském odvétvi. Derivaty pyrrolobenzodiazepinu
jsou povazovany za velmi silnd protinadorova terapeutika. Protinddorové medikamenty
z fad sloucenin na bazi pyrrolobenzdodiazepini vyvolavaji sviij ucinek jejich interakci

s DNA sekvencné¢ selektivnim zptisobem.

Nejvice vyznamny objev v této oblasti byl u¢inén Williamem Leimgruberem a jeho
spolupracovniky, kteti vroce 1963 izolovali pfirodni protinadorové antibiotikum
anthramycin z mikroorganizmu Streptomyces refuineus. Neothramycin, dal§i z fad rodu
Streptomyces, ma znacnou protinddorovou aktivitu proti mySim nddorim, konkrétné na
nador Walker carcinosarcoma-256. Dalsi vyznamné derivaty pyrrolobenzodiazepini jsou

zminény dale v teoretické casti bakalaiské prace.

Tyto velmi zajimavé slouceniny lze ziskdvat nejen izolaci z Zivych organizm,
ale 1 cestou syntetickou. Pfi vypracovavani reSerSni ¢asti bylo dohleddano nespocet postupt,
kterymi lze tyto latky syntetizovat, ale pro jejich komplikovanou piipravu byly vybrany
pouze nékteré, jez vedou k vysokym vytézkim.

Druhd polovina prace je zaméfena na hledani optimalnich reak¢nich podminek,
které vedou k pfimym pfeméndm 3-(propargylamino)chinolin-2,4-dionli na pozadované

pyrrolobenzodiazepindiony.
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1 KOSMETIKA A KOSMETICKE PRIPRAVKY

Slovo ,,kosmetika* pochazi z feckého ,,Kosm tikos* ve znéni ,,mit dovednost n¢koho
zdobit“.! Vyuziti kosmetiky neni pouhym objevem nyné&jsiho stoleti. Archeologické ditkazy
naznacuji, ze zdobime své t€lo témét pll milionu let. Malovani lidské pokozky je zjevné
soucasti lidské ptirozenosti uz od nepaméti. At uz se jednalo o ritudl, posileni sexuality nebo

o propagaci socialniho statusu.’

Evropa se stala svétovym producentem a masovym trhem kosmetickych piipravki a
rovnéz regulaénim modelem pro ostatni regiony po celém svété. Udrzeni této pozice je
zavislé predevSim na schopnosti evropského prumyslu pokracovat v inovacich.

ProtoZe pravé inovace v tomto priimyslu hraji kli¢ovou roli.>

Jak jiZ bylo zminéno, kosmeticky priimysl expandoval v Evropé¢ a s ohledem na ochranu
spotiebitele byla vydana vyhlaska o kosmetickém ptipravku. Znéni tohoto natizeni vzeslo
v ucinnost v srpnu roku 2013 a je platné pro vSechny ¢lenské staty Evropské Unie. Definice

kosmetického pfipravku je déna Nafizenim Evropského parlamentu a Rady (ES)

(@

. 1223/2009 ze dne 30. listopadu 2009 o kosmetickych pfipravcich daného zdkonem

(@]

. 258/2000 Sb, kde je uvedeno, Ze kosmetickym piipravkem je jakékoliv latka nebo smés
urcena pro styk s vn¢j$imi ¢astmi lidského téla (pokozkou, vlasovym systémem, nehty, rty,
vnéjSimi pohlavnimi orgény) nebo se zuby a sliznicemi Gstni dutiny, vyhradné¢ nebo
pfevazné za Ucelem jejich CiSténi, parfemace, zmeény jejich vzhledu, jejich ochrany, jejich
udrzovani v dobrém stavu nebo upravy télesnych pacht.*

Kosmetické ptipravky maji pfedev§im vyznam hygienicky. Ponévadz pokozka hraje roli
dualezitého kontaktniho organu, ovliviiuje estetické védomi jedince a je potieba jim piisoudit

vyznamnou roli v oblasti sociologické, psychologické a pedagogické.’
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1.1 Formy kosmetickych preparati

V poslednich né¢kolika letech ze strany spotiebiteli vzrostl zajem o U¢inné latky
v kosmetickych ptipravcich. Kosmeticky priimysl vychazi témto pozadavkiim vstfic a snazi

se tyto latky aplikovat ve specialnich formach kosmetickych ptipravki.
Roztoky

Jednou z forem kosmetickych ptipravki jsou roztoky, jimiz se rozumi vody, tonika nebo
lotiony. Roztoky mohou byt bezbarvé nebo zabarvené, Casto parfémované, vodné nebo
vodné alkoholické roztoky obsahujici jednu nebo vice specificky u€innych latek. Tyto
pripravky jsou v praxi nazyvany jako vody (pletova, po holeni), nebo tonika, pokud

vyvolavaji subjektivni pocit osvézeni ¢i prokrveni.
Koloidni roztoky a gely

V koloidnich roztocich jsou obsazeny latky, které jsou schopny tvofit s vodou nebo s
jinymi rozpoustédly koloidni suspense, které jsou schopny malou zménou vnéjSich
podminek piejit v (tuhé) gely. Gely jsou dispergované castice prostorové fixované

a nepohyblivé.
Suspenze

Jako suspenze jsou charakterizovany ptipravky, jejichZ systém tvoii kontinualni kapalné
faze, v niz jsou dispergovany pevné Castice. Dispergované Castice nesméji pii skladovani
sedimentovat. To je diivod, pro¢ jsou pfidavany dispergatory (povrchové aktivni latky) nebo
zahust'ovadla (zvySeni viskozity disperzniho prostredi).

Oleje

Termin oleje oznacuje jak kapalné tuky, tak i tukovité latky. Pfirodni oleje vykazuji

v zé&vislosti na obsahu a typu nenasycenych mastnych kyselin v&t$i nebo mensi sklon

k oxidaci. Z toho diivodu jsou do ptipravku pfidavany antioxidanty, které tuto neptijemnou

vlastnost potlacuji.
Masti

V kosmetickém primyslu se pod ozna¢enim masti rozumi smeés tukd a tukovin (zéklad

masti), ke kterym jsou pfidavany latky se specifickymi G€inky na pokozku.
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Emulze

Emulze jsou heterogenni disperzni systémy dvou nemisitelnych nebo omezené
misitelnych kapalnych latek. Podle polarity jsou rozliSovany dva typy emulzi. Pfimé emulze

O/V (olej ve vode€) a emulze obracené V/O (voda v oleji).
Pasty

Zakladem pasty jsou masti, ve kterych jsou zabudovany praskovité, ve vodé¢ a v
rozpoustédlech nerozpustné, komponenty. V kosmetice jsou aplikovany omezeng.

Ptikladem mohou byt pfipravky urcené k oSetfeni pokozky kojencti, resp. malych déti.
Mydla

Mydla jsou definovany, jako alkalické soli (pfedev§im sodné) vyssich mastnych kyselin.
Jsou Siroce rozsitené pro denni €iSténi pokozky. Dnes jsou do formulaci pfipravku zafazeny

latky s promastujicim uc¢inkem, ¢imz je redukovana iritace pokozky mydly.
Roztoky tenzidi

Roztoky tenzidii jsou v mnoha ptipadech pripravky uréené pro dikladné ¢isténi pokozky.
Jedna se tedy o povrchové aktivni latky. Podle koncentrace aktivni latky mohou mit
konzistenci nizkoviskoznich aZ vysokoviskoznich kapalin. Vzhledov€ jsou transparentni

nebo opaleskujici. Jsou zalozeny na vodné nebo na vodné alkoholické bazi.
Ty¢inky
Obvyklym tvarem ty¢inek jsou tuzky. Jedna se o typy kosmetickych vyrobk, jako napf.

rténky, deodoranty a tuzky na oboci. Tyto pfipravky jsou urCeny zejména ke zvyraznéni

malych detailti pokozky.
Pudry

Pudry jsou jemné praSkovité kompozice, zaloZzené na jednom nebo vice typech
praskovitych substanci, obsahuji navic G¢inné latky vhodnych vlastnosti. V zavislosti na
sloZzeni délime pudry na tekuté a kompaktni. Tekuté pudry tvofi jako zaklad predev§im
mastek, oxid zine¢naty nebo oxid titanicity, dalsi slozkou byva glycerol a voda. Kompaktni

pudry jsou pfipravovany briketovanim zakladnich komponent.
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Aerosoly

Koloidni systémy jsou oznaCovany jako aerosoly. Jejich kontinualni faze je tvofena
plynem (vzduch), v némz jsou rozptyleny kapalné Céstice. Primér rozptylenych ¢astic se
pohybuje v mezich koloidnich rozméri (tj. 0,1—100 pum). Aerosoly pouzivané v péci
o pokozku jsou obvykle plnény do kovovych nebo plastovych nadob, vybavenych
ventilovym systémem. Nadoby jsou plnény stlaCenym, piipadné zkapalnénym hnacim
mediem (hnaci plyn). Aerosoly umoziuji jemné rozptylovat rozpoustédla 1 ucinné latky,
¢imz zvysuji jejich G€innost.

Laky

Kompozice osahujici filmotvorné komponenty, ptfedev§sim piirodni nebo syntetické
polymerni pryskyfice, ddle zmékCovadla a rozpoustédla a vétSinou i specidlni barviva.
Jejich cilem je vytvofit na pokozce, nehtech a vlasech plasticky, nelepivy a dostatec¢né

odolny film. Tyto vlastnosti zlepsuji vzhled a mechanické vlastnosti povrchu.
Granulaty

Kosmetické granulaty (pf. prasky na ¢isténi zubii) se v kontaktu s vodou snadno rozpadaji
a vytvaii dobfe roztiratelné pasty nebo suspenze. Jsou Casto vyuzivany v piipadech,

kdy se jejich Gi¢inné slozky uvoliuji, nebo vznikaji teprve pii kontaktu s vodou.’



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

1.2 Funkéni kosmetika

Bez ohledu na formu Ize kosmetiku seskupit podle pouziti produktu do nasledujicich

sedmi kategorii:®

Péce o plet’ vcetné pripravki, jez pokozku zjemnuji (emolienty a lubkrikanty),
hydratuji (zvlhcovace), tonizuji (astringenty), ochranuji (opalovaci krémy)
a pfipravky s protizdnétlivymi ucinky.

Cistici piipravky véetné mydla, koupelovych piipravki, Sampond a piipravki na
zuby.

Zlepseni télesnych pacht, deodoranty a antiperspiranty.

Odstranéni chloupkt, pomoci holicich ptipravkl nebo depilaci.

Péce o vlasy vcetné piipravki na vinéni, rovnani, styling, proti lupiim, kondiciovani
a barveni.

Osetfeni a udrzovani sliznice ustni pomoci ustni vody, produkty intimni hygieny
a pfipravky na ochranu rtt.

Dekorativni kosmetika, krasleni o¢i, rtu, kuize a nehtd.
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2 MIKROORGANIZMY

Vétsinu mikroorganizmti je mozné charakterizovat jako jednobunécna individua,
ktera jsou v ptirod¢ schopné samostatné existence a rozmnozovani. Mezi mikroorganizmy
jsou ftazeny prokaryotické organizmy (bakterie, cyanobakterie (sinice), Archea) a
eukaryotické organizmy (houby, zelené fasy, prvoci). K mikroorganizmiim jsou nékdy

fazeny i viry, tiebaze nespliuji zakladni podminku organizmu — autoreprodukei.”®

2.1 Bakterie

Bakterie 1ze charakterizovat jako mikroskopické jednobunééné organismy, které na rozdil
od eukaryot nemaji jadro v obvyklém cytologicko-morfologickém vyznamu, stejn¢ tak
chybi ostatni membranové struktury uvnité buniky (mitochondrie, chloroplasty, apod.).

Funkce enzymatické a syntetizujici u nich plni cytoplazmatickd membrana.

Bakterialni buiika je fddoveé mensi neZ rostlinna nebo zivocisna buiika. Typickymi tvary
bakterii jsou koule (kokus), vélce (ty€inka) nebo ohnuté ¢i stocené do Sroubovice. Mohou se
¢asto vyskytovat v uskupeni a tvofit fetizky (streptokoky) nebo shluky.” Rosolovity roztok,
ktery tvoii prostifedi jak bakteridlni, tak eukaryotické buiky je cytoplazma.
V této enzymaticky aktivni struktufe, ve které probihd syntéza bilkovin, replikace jadra
a déleni bunky, je uloZen jaderny materidl a ribozomy, drobné lysozomové vakuoly
a inkluze.!'® Jadro (nukleoid, bakterialni chromozom) bakterie je tvofeno jednou molekulou
dvousroubovicové DNA.® Burika je obehndna cytoplazmatickou membranu, ktera je tenk4,

semipermeabilni a je nezbytnou soucasti Zivé bakterialni buiiky.'”

Nad cytoplazmatickou membranou se nachazi bunééna sténa. Bunééna sténa bakterii je
pevna a elastickd. Na rozdil od cytoplazmatické membrany je bun&cna sténa plné propustna.
Zejména pro soli a nizkomolekularni slouceniny. Ud¢€luje buiice tvar a jako tuhy obal
mechanicky chrani vnitini prostedi buniky. Zakladni slozkou bunécné stény bakterii, ktera
plni funkci opérné kostry je peptidoglykan (murein). Dle stavby bunééné stény rozliSujeme

buné&enou sténu grampozitivnich a gramnegativnich mikroorganizmi.®

U grampozitivnich bakterii, oznaCovany jako G+, obsahuje peptidoglykanova slozka
velmi mnoho vrstev a na jeji vng$i stranu jsou navazany vlaknité molekuly kyseliny
teikoové, v nichz se stfidaji zbytky cukri a kyseliny fosforecné. Oproti tomu gramnegativni
bakterie, oznacovany jako G-, maji jesté delsi vné&jsi membranu s vysokou propustnosti.

Vngj$i vrstva této membrany osahuje lipopolysacharidy, které casto urcuji antigenni
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vlastnosti bakteridlniho povrchu.!! K uréeni typu bunééné stény napomiha Gramovo
barveni. Grampozitivni bakterie po obarveni trifenylmetanovym barvivem (krystalova
violet’) a moteni roztokem jodidu draselného (Lugoliv roztok) zadrzuji komplex krystalové
violeti a jodidu draselného v bunécné sténé¢ a neodbarvuji se organickymi rozpoustédly
(ethanol nebo aceton), kdezto u gramnegativnich bakterii se tento komplex z bunééné stény
vymyva. Jestlize se po odbarvovacim procesu (vymyvani ethanolem) pouzije druhé barvivo
(napt. Safranin), zabarvi se gramnegativni bakterie Cervené a grampozitivni zlstavaji
zabarveny fialové."? Povrch bakteridlni bunky byvéa Casto chranén pouzdrem — kapsuli
a slizovou vrstvou. Nekteré bakteridlni buniky maji biciky a pili (fimbrie). Pouzdro bakterii
je vngjsim obalem, jehoz pritomnost chrani pted vysychanim. Bic¢iky zodpovidaji za pohyb.
Tyto organely jsou sloZeny z proteinovych vldken. U né&kterych bakterii miize byt pocet
biciki vEtsi jak jeden. Fimbrie maji oproti bicikiim vldkna krat$i a umoznuji adhezi bakterie

na buiiky hostitele.!”

2.2 Kbvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorgananizmy nalezici mezi houby (Fungi).
Tvar kvasinek je nejcastéji elipsoidni, piipadné vejity az kulovity. Vyskytuje se ovSem
1 tvar citronovity, trojihelnikovity a valcovity. Nékteré rody nebo kmeny kvasinek vytvareji
protahlé¢ bunky, které pu¢i pouze na polech a zlstavaji po pu€eni spojeny v dlouha
zaSkrcovana vldkna, tzv. pseudomycelium. V urc¢itych mistech pseudomycelia vznikaji
svazky kratsich elipsoidnich bun¢k — blastospor. U nékterych rodi nebo kmenti kvasinek se
vytvafi tzv. pravé mycelium, tj. vldkno vznikajici pficnym délenim protahlych bunék.

Kvasinky se rozmnozuji vegetativnim zptsobem a to pucenim nebo délenim.

Vegetativni kvasinkova burika je sloZena ze silné a pevné bunécné stény, kterd méa pevnou
a silnou strukturu, jeZ dava bunce tvar, chrani ji pfed mechanickymi vlivy a pfed osmotickym
Sokem. Hlavni slozkou bunétné stény kvasinek jsou polysacharidy. Ve sténé kvasinek je
pfitomno kolisavé mnoZzstvi lipidd, fosfolipidii a fosfore¢nantl, které jsou esterové vazany
na polysacharidy. Hlavni slozkou sténovych polysacharidii kvasinek jsou glukany.
Na povrchu stén, jsou patrné jizvy po puceni. Tyto jizvy jsou nazyvany jako jizvy zrodu.
Jedna se o jizvy, které zlstdvaji v misté diivéjSiho spojeni buiiky s bunkou matetskou.
Pod povrchem bunécné stény se nachdzi jemnda cytoplazmatickd membrana, n¢kdy také
nazyvéana jako plazmolema. Je volné propustnd pouze pro malé molekuly bez ndboje.

Z toho divodu tvoii osmotické rozhrani mezi bunikou a vnéjSim prostiedim. Na rozdil od
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bakterii vSak neobsahuje dychaci enzymy. Vnitini prostfedi butiky je tvofeno cytoplazmou,
ve které jsou ulozZeny strukturalni utvary velmi rozmanitého tvaru, slozeny hlavné z bilkovin,
lipidt a fosfolipidi. Syntézu bilkovin zajistuji ribozomy, které se nachéazeji na vnéjSim
povrchu endoplazmatického retikula. Vakuola je vétSinou kulovity utvar obklopeny
jednoduchou membranou. Na tomto misté dochazi k rozpadu téch struktur bunék, které se
v bunice rozkladaji a obnovuji a maji kratky polocas rozpadu. Organela, ktera je schopna
transportu prekurzort (tj. stavebni kameny) bunécné stény z cytoplazmy pies
cytoplazmatickou membranu, je nazyvana Golgiho aparat. Podobné jako ostatni eukaryota
obsahuji kvasinky také tzv. cytoskelet, coz je sit’ proteinovych vldken (protein — tubulin),
jez se rozprostird v cytoplazmé i1 v jadife a umoziiuje vnitrobunéény pohyb. Kromé
strukturnich ttvard se v cytoplazmé kvasinek vyskytuji i rezervni latky jako je glykogen a
volutin. Jadro je od cytoplazmy oddé€leno dvojitou jadernou membranou s velkymi pory.
V jadre se vyskytuje jadérko, které lezi tésné pod jadernou membranou a vychazeji z néj

vlakna, mikrotubuly.'®

2.3 Plisné

Plisné¢ jsou oznaCovany jako mikroskopické vlaknité eukaryotni mikroorganizmy,
nalezici mezi houby (Fungi). Stélka plisni je tvofena vlakny (hyfy), které¢ mohou byt jak
jednobunécné, tzn. bez prepazek (ttida Zygomycetes), tak vicebunétné neboli septované.
Hyfy plisni vétvenim vytvéafeji splet, jez se nazyva mycelium. Tvrdy polokulaty utvar
tvofeny hustou spleti hyf je oznacovan jako sklerocium. V kazdé buiice se nachéazi jedno
nebo vice jader. Cytoplazma bunck obsahuje strukturni Utvary, tj. endoplazmatické
retikulum, mitochondrie, vakuoly. Hlavni rezervni latkou plisni jsou lipidy, které tvofi
v bunikdch rizné velké kapicky. Cytoplazmatickd membrana ma podobné slozeni 1 funkci
jako u kvasinek. Bunécnd sténa plisni je sloZzena hlavn€ z polysacharidi.
Kromé chitinu a chitosanu jsou zde pfitomny také glukany a polysacharidy slozené
z galaktosaminu nebo z 6-deoxyhexos, hlavné z fruktosy a rhamnosy. Kromé polysacharidii
jsou pritomny i bilkoviny. Stény konidii obsahuji rizna barviva. Nej¢astéjsi je barva zelena
az zelenomodra (rody Penicillium a Aspergillus), bézné jsou 1 barvy bézova az hnéda a Cerna

(Aspergillus)."?
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3 KONTAMINACE KOSMETICKEHO PRIPRAVKU

Obvykle je nizky obsah mikrobidlni kontaminace v kosmetickém piipravku
nevyhnutelny, ale nemusi pfedstavovat vyraznou hrozbu. Naopak nefizena kontaminace
ptipravkli mikroorganizmy v kosmetice mize zpusobit znehodnoceni produktu. Budou-li
mikroorganizmy patogenni, tak pfedstavuji vazné zdravotni riziko pro spotiebitele po celém
svéts. 14

Mikroby mohou infiltrovat ptipravky pro osobni pé¢i nékolika nasledujicimi zptsoby:

e Prenosu do SarZe béhem vyroby ze zpracovatelského zartizeni nebo surovin

Kontaminace je zpiisobena pievazné mikroorganizmy, jez se vyskytuji pravé ve stadiu
spor. Ty jsou schopny pfezivat v nepiiznivych podminkéch i nékolik let. V okamziku kdy se
ocitnou ve vhodném prostiedi, nastane jejich rist a mnozeni. Kontaminace ze
zpracovatelského prostiedi mize nastat nejen ve vyrobni Sarzi, ale také v jakémkoli potrubi

a prenosovych nadobéch pouzitych pro vyrobu Sarze.

Do produktli mohou vniknout mikroorganizmy i za pomoci kontaminovanych surovin,
které byly pouzity pro vyrobu piipravku. Voda, nejbéznéji vyuzivana surovina, je
pravdépodobné nejvice nachylna ke kontaminaci. Dokonce ingredience obsahujici malé
mnozstvi vody jsou potencidlnimi zdroji kontaminace. Témito materialy mohou byt

napiiklad cukry, glykosidy nebo surfaktanty.'®

e Kontaminace z kontaktu se zne¢i§ténymi obaly

Piestoze byl vyrobek GspéSné zpracovan a béhem vyroby nedoslo ke znecisténi, mlze
dojit ke kontaminaci pravé diky obalovym materidlim nebo skladovacim nadobim.'®
Na obalech byla zji§téna ptitomnost E.coli, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus nebo

Bacillus subtilis. TéméF vzdy byvaji ptitomny plisné rodt Pencillium, Aspergillus a Mucor."

¢ Proniknutim do produktu jako diisledek pouziti spotrebitelem.

Dokonce 1 po Uspésné vyrobé a baleni produktu mulize byt vyrobek kontaminovan.
Ke kontaminaci dochéazi pravé stykem pokozky prsti s piipravkem. Mikroorganizmy, jez
spoc¢ivaji na pokozce, proniknou do pfipravku. Podobnym zpisobem miize spotiebitel

napiiklad kontaminovat $ampon, doplnénim nesterilni vodou.'®
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4 MIKROBIOLOGIE KOSMETIKCYCH PRIPRAVKU

V nasledujicich podkapitolach jsou pro predstavu uvedeny jedny z nejvice vyuzivanych
kosmetickych ptipravkt. U kazdého ptipravku je uvedeno slozeni, které vytvaii vhodné

podminky pro rist mikroorganizmu. Zejména pro bakterie, kvasinky a plisné.

U kosmetiky pro déti do tii let je povolen mikrobidlni limit dle testovani pomoci Critical
Path Method 102 CFU/g (ml) pii 0,5 g (ml) vzorku. Pro ostatni vyrobky je povolen
mikrobiélni limit dle testovani pomoci Critical Path Method 103 CFU/g (ml) pii 0,1 g (ml).'®

Pletové krémy a pletova mléka

Zakladnimi surovinami pti vyrobé¢ krémt jsou tuky, mastné kyseliny, uhlovodiky, mydla,
emulgatory, bilkoviny, nékteré steroly, estery vysSich mastnych kyselin s jednomocnymi
alkoholy a glycerin. Takové sloZeni tvofi optimdlni prostiedi pro rist mnoho Skodlivych
bakterii, kvasinek a plisni. Plisné rodd Penicillium a Aspergillus jsou charakteristické
tvorbou barvenych skvrn (zelené, zluté az hnédocerné) na povrchu krému. Tyto skvrny maji
tendence prostupovat i do hlubSich vrstev a tim krém znehodnocuji. V pletovych krémech
je typicky vyskyt Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

a Pseudomonas fluorescens."

Pudry a zasypy

Zékladni surovinou praskovych pudrli jsou kaolin, mastek, Skrob, uhli¢itan vapenaty,
uhli¢itan hotecnaty, zinkova béloba, stearat hofecnaty. K barveni jsou pouZivana barviva
ptirodni nebo uméld a nerozpustnd ve vode. SlozZeni tekutych pudrli je obdobné pudrim
praskovym, s vyjimkou piidatku vody, ethanolu, glycerinu a latek tvofici slizy z divodu
lepsi ptilnavosti pudru na plet. Hlavni slozkou zasypu je mastek a antiseptikum v podobé
kyseliny borité. Z diivodu velké pravdépodobnosti vyskytu mikroorganizmu v surovinach,
z nichZ jsou pudry a zasypy pfipravovany, je nutné vénovat témto prostiedkiim zvySenou
mikrobiologickou pozornost. Nepiijatelny je vyskyt koliformnich a patogennich

mikroorganizmid. Mimo jiné se zde mohou vyskytovat jak kvasinky, tak i plisng."’
Zubni pasty

Zubni pasty jsou slozeny z pevnych a tekutych latek a dalSich ptisad. Z pevnych latek
byva ptitomen uhli¢itan vapenaty, koloidni kaolin a fosforecCnan vapenaty. Z tekutych latek

je ptidavana voda a glycerin. Funkci pojidla zastdva naptiklad pektin. Aroma zubni pasty
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mohou vytvaret éterické oleje jako anyzovy, skoficovy nebo mentol. Dal$imi slozkami jsou
barviva a chutové latky. Zubni pasty jsou svym slozenim ptiznivé pro rist mikroorganizmd,

a to zejména pro bakterie rodd Proteus a Pseudomonas."

Rténky

Zaklad rténky je tvofen tukovou a voskovou smési a nezavadnych barviv. Pfi vybéru
suroviny pro vyrobu, je kladen velky daraz na jejich kvalitu, protoZe i malé zavady mohou

zpuisobit iritaci rtfl. U rtének je nejéastdji zaznamenana povrchova kontaminace plisnémi."”
Kolinské vody a parfémy

Zakladni surovinou parfému a kolinsky vod je ethanol a v ném rozpusténé vonné latky.
Ethanol je alkohol, ktery je bézné¢ vyuzivan jako konzervacni ¢inidlo v kosmetickych
ptfipravcich. Z divodu jeho vysoké koncentrace jsou tyto vyrobky mikrobiologicky

nezavadné.?

Mikrobialni kontaminace znehodnocuje kvalitu kosmetického vyrobku jako je naptiklad
konzistence, barva nebo stabilita vyrobku. Z toho divodu jsou do piipravkl pfidavany
konzervacni latky, jinymi slovy antimikrobialni latky. Konzervacni latka je jedna z forem
biocidu. Biocidy mohou na mikroorganizmy pusobit biocidnim (trvalé usmrceni) nebo
biostatickym (pokles riistové aktivity) mechanizmem. Antimikrobialni latky jsou vyuZivany
k prevenci mikrobialniho rlstu nejen v kosmetickych, ale 1 ve farmaceutickych
pripravcich.!” Konzerva¢ni latky jsou povazovany za jeden z hlavnich alergent
v kosmetickych piipravcich.'® Mohou zpusobovat jak kontaktni,
tak i alergickou dermatitidu.'® PouZivani téchto latek je legislativné regulovano a musi byt

dodrzovany piipustné koncentra¢ni limity.?°



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

5 FAKTORY OVLIVNUJICI RUST MIKROORGANIZMU
V KOSMETICKYCH PRiPRAVCICH

5.1 Vodni aktivita

Vsechny mikroorganizmy vyzaduji dostupny zdroj vody pro jejich bunécny
metabolismus a jejich riist. 2! Jedna se o jeden z nejvice kritickych faktor uréujicich kvalitu
a bezpecCnost zbozi uvadéného na trh. Tato fyzikalni veli¢ina mlze vyrazné ovlivnit
trvanlivost, bezpecnost, texturu, chut’ a viini jidla. A mimo jiné miize mit vyznamny vliv na

G¢innost a soudrznost kosmetického piipravku.??

Z tohoto divodu je v kosmetickych pfipravcich méfena vodni aktivita. Vodni aktivita je
oznacovana jako (Aw), kterd se obvykle pocita ze vztahu Raoulta Lowa, kde je vyjadrena

jako pomér tlaku vodni pary produktu k tlaku par destilované vody pii specifické teploté.'

Kde P je tlak vodni pary produktu, Py je tlak destilované vody, n je latkové mnozstvi vody,
n2 je latkové mnozstvi rozpusténé latky.

Vodni aktivita destilované vody je rovna 1, zatimco latka, ktera neobsahuje Zadnou vodu,

ma vodni aktivitu 0, tzv. absolutn& suché prostiedi.!>*

Meétenim vodni aktivity Ize pfedpoveédét, ktery z mikroorganizmii miize byt potencialnim
zdrojem kontaminace. Tato méfeni jsou provadéna pomoci piistroji, které méti mnozstvi
volné vody ve vzorku produktu. Z naméfenych hodnot 1ze stanovit minimalni mnozstvi vody
v systému, ve kterém jsou mikroorganizmy schopny rlst nebo proliferovat. Pfiblizné
hodnoty pro bakterie, kvasinky a plisné byly publikovany kolem roku 1960 a v kazdé
dostupné literatufe se mirné li$i. Je nutné brat v Gvahu, Ze tyto hodnoty nejsou zcela
hrani¢ni. 415

Jak jiz bylo zmiflovano vySe, hodnoty vodni aktivity se staly vyznamnym prostfedkem k
ur¢eni ristu mikroorganizmu v kosmetickych ptipravcich. Z toho divodu Evropska Unie dle
Naftizeni 1223/2009 vyzaduje mikrobiologické testy, kterymi mohou vyhodnotit vodni

aktivitu daného ptipravku. Jestlize se vodni aktivita pohybuje v rozmezi, v némz jsou
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schopny proliferovat jen kvasinky a plisn¢, tak nejsou ptidavany syntetické¢ konzervacni
latky. Do formule zavadény ingredience, které jsou schopny snizovat vodni aktivitu soli (stl
z Mrtvého mofte), glykoly a polyoly (glycerol, propylen glykol a polyethylen glykol). Tyto
latky jsou schopny navazat vodu a tim vytvafet méné optimalni prostfedi pro rlst
mikroorganizmi. Snizeni vodni aktivity ve formulaci miize zpisobit prodlouzeni lagové faze
mikrobialniho ristového cyklu, coz zptisobuje pokles rychlosti mikrobidlniho ristu u

kontaminovaného mikroorganizmu.

Meéieni vodni aktivity je zvlasté uziteCné pro atypické formulace, kterymi mohou byt
emulze voda v oleji, bezvodé produkty jako rténky nebo pudry, nebo vodni extrakty.

V Tabulce 1 jsou uvedeny ptiklady typickych hodnot vodni aktivity v kosmetickych

piipravcich a vyskyt typickych mikroorganizmii pro dané prostiedi.!* !¢
Tabulka 1. Hodnoty vodni aktivity.
Vodni Kosmetické pripravky Mikroorganizmy schopny proliferace

aktivita

Gram+ a Gram- bakterie (Pseudomonas
0,96—0,99  Sampony, emulze, krémy, odli¢ovade  aeruginosa, Pseudomonas fluorescens),

plisné, kvasinky

Sampony, vlasové kondicionéry, Nékolik Gram- a vétSina Gram+ bakterii
0,90—0,95 lotiony, krémy, n€které druhy zubnich  (Enterobacter aerogenes, Escherichia

past coli, Bacillus species), plisn¢, kvasinky

Gram+ bakterie
Vétsina zubnich past, krém na ruce,
0,80—0,89 (Staphylococcus aureus), plisné,
rténky, mydlo

kvasinky
0,70—0,79 Mydla Halofilni bakterie, plisn¢, kvasinky
0,65—0,69 Antiperspiranty Osmotolerantni kvasinky

<0,60 Pudry —

Bakterie vyzadujici vodni aktivitu pohybujici se v prostfedi od 0,99—0,86. Hodnota 0,86
je zcela typicka pro Staphyloccus aureus. Oproti tomu miZe nastat opacny piipad, kdy

mnoho grampozitivnich a gramnegativnich bakterii riznych druhii neni schopno proliferovat
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v pfipravku, jehoz vodni aktivita je niz§i nez 0,91. Minimalni vodni aktivita plisni je
pozorovana v rozmezi 0,61—0,62, rust pfi tak nizké hodnoté vodni aktivity je extrémné

pomaly. Obecné je hodnota vodni aktivity 0,6 povazovana za hrani¢ni bod proliferace vSech

mikrobidlnich druhd.'*

5.2 Teplota

Teplota zasahuje do zivota mikroorganizmu tak, Ze miize stimulovat nebo inhibovat rtst,
meénit morfologii organizmu, jeho metabolizmus, jejich patogenitu a v nékterych ptipadech
pusobi jako sterilizacni a konzervacni €inidlo. Zrychleni metabolickych procesti syntézy
i $t&peni a vzrlist inaktivace enzymi bakterii zdsadn& ovliviiuje zvySovani teploty.?*
Pro kazdy organizmus jsou klicové tii body:

cv v

ristu

e Optimalni teplota — charakteristickd nejvyssi rychlosti ristu a metabolickych
pochodt

e Maximalni teplota — maximalni mozna teplota, pfi niZ je organizmus schopen

vykonavat zivotni funkce

Podle vztahu k teploté je mozné mikroorganizmy rozdélit do tii skupiny, pro néz jsou

charakteristické pravé primérné teploty pro aktivitu buiky:

e Psychrofilni organizmy — optimalni teplota riistu pod 20 °C. Pomé&rné intenzivni riist
pti 0—5 °C.

e Mezofilni organizmy — rostou nejlépe v teplotnim rozmezi 20—40 °C. Jedna se o
nejpocetnéjsi skupinu mikroorganizmi.

e Termofilni organizmy — jsou charakteristické optimalni teplotou ristu nad 45 °C,
avsak vétSina z nich vyzaduje teplotu 50—60 °C. Mikroorganizmy striktn¢ termofilni

nerostou pii teplotach pod 30 °C.’

5.3 Vliv PH na rist mikroorganizmi

Rist mikroorganizmi i jejich biochemickd ¢innost jsou silné ovlivnény koncentraci
vodikovych iontil v prosttedi. Kazdy mikrobni druh se miize rozmnoZovat pouze v urcitém

rozmezi PH. Mikrobiologové kosmetického primyslu se nejvice zabyvaji neutrofilnimi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

mikroorganizmy. Neutrofily rostou pfi PH 5,5 az 8 a jsou povazovany za potencidlni

patogeny.?

Mnoho mikroorganizmi je ochotno proliferovat v rozmezi PH 4 az 10. Optimalni rozmezi
hodnot PH pro rtist bakterii je 5,5 az 8,5. Ptikladem typické bakterialni buiiky je Escherichia
coli s optimdlni hodnotou PH 6 az 8,5. Oproti tomu, vhodné prostfedi pro rist plisni

a kvasinek se nachazi v rozmezi PH hodnot 4 az 6.

Formulace s PH niz$im nez 4 nebo PH vyssi jak 10 je schopna zabranit proliferacim nebo
dlouhodobému ptezivani mikroorganizmt v piipravku. Takové extrémni PH piipravku
zabranuje mikrobidlni proliferaci nebo preziti tim, ze zptisobi bud’ metabolické poskozeni
mikrobidlnich bunck, nebo bunéény stres, kterym mikroorganizmy vynakladaji veétsi
mnozstvi energie pro udrzeni intraceluldrniho PH. A z téchto diivodi plyne, Ze do formulaci
s extrémnim PH neni nutné pfidavat konzervaéni ¢inidla'4, protoze piipravek s extrémnim

PH miize mikroorganizmy usmrtit."?
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6 VYSKYT PYRROLOBENZODIAZEPINOVYCH DERIVATU
V PRIRODE

Ziva piiroda je, pomineme-li samotnou cilenou syntézu jednotlivych chemickych
individui, vyznamnym zdrojem molekul, které mnohdy vykazuji riiznorod¢ a velmi zajimavé
biologické ucinky. Jelikoz zfiSe rostlin nebylo doposud izolovano mnoho sloucenin
s pyrrolobenzodiazepinovou strukturou, bude tato ¢ast vénovana sekundarnim metabolitim
mikroorganizmi. V mnoha pfipadech jsou tyto sekundarni metabolity vyuzivany jako

vychozi bod k objevovani a vyvoji mnoha dalsich medikament.?®
Vsechny izolované derivaty pyrrolobenzodiazepinu (PBD) ve svych strukturach obsahuji
vzajemné spojené tfi cykly (Obrazek 1), a to (ne)substituované aromatické jadro (A),

diazepin-5-onovy kruh (B) a pyrrolidinovy kruh (C).

Obrazek 1. Obecna struktura izolovanych PBD.

S riznym mnozstvim a typem substituent kruhit A, B a C poskytuji PBD jak chemickou,
tak 1 biologickou rozmanitost. Dalsi kli¢ovou roli v riiznorodosti PBD hraje ptitomnost
a uspotadani dvojnych vazeb v pyrrolidinovém kruhu. V tomto spojeni se PBD obvykle déli
na nasycené (v pyrrolidinovém kruhu nejsou ndsobné vazby), nenasycené (v pyrrolidinovém
kruhu se vyskytuji, nejcastéji mezi atomy uhliku C-2 a C-3, dvojné vazby) a exocyklicky
nenasycené. Zvlastni pozornost je také nutné vénovat usporddani mezi atomy N-10 a C-11,
respektive povaze substituenti vazanych v poloze C-11. Nejcetnéji se v piirodé vyskytuji
derivaty PBD s iminovym uskupenim (atomy N-10 a C-11). OvSem tato dvojna vazba je
v protickych rozpoustédlech zna¢né€ nestabilni. Bylo zjisténo, ze voda a methanol s ni
relativné snadno interaguji a nastava tak rovnovaha mezi iminovou formou a produkty jejich
adice (Schéma 1). Z toho diivodu je nezbytné se pfi izolaci neznamych PBD z ptirodnich

zdrojii pfi jejich nasledné identifikaci vyvarovat protickym rozpoustédlim. Pied timto
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zjisténim, byla mnohdy Spatné urcena struktura PBD, a proto je mnozné ve starsi literatufe
najit pro stejnou slouceninu rizné vzorce. Nejvice stabilni jsou derivaty PBD ve formé

hemiaminalu (v poloze C-11 je vazana hydroxylova skupina).

Schéma 1. Epimerizace C-11 v piitomnosti protického rozpoustédla.

Kombinaci riznych analytickych metod bylo ustanoveno, ze napiiklad struktura
sibiromycinu a anthramycinu obsahuje v poloze C-11 hydroxylovou skupinu, oproti tomu
neothramycin ma v molekule uskupeni iminové.?® Jak jiz bylo zminéno vyse, derivaty
pyrrolobenzodiazepinii jsou pfevazné sekundarnimi produkty mikroorganizmi. Tyto latky,
jelikoz jsou produkovany mikroorganizmy, mizeme v pravém slova smyslu zahrnout mezi
antibiotika. Antibiotika jsou latky, které dokazi v minimalnim mnozstvi usmrtit ¢i potlacit
rist bakterii nebo plisni za pomérné¢ kratkou dobu. Maji-li tyto latky schopnost zabijet
bakterie nebo plisné€, oznacuji se také jako slouceniny s baktericidnim nebo fungicidnim
ucinkem. Pokud pouze potlacuji rast bakterii ¢i plisni, hovoti se o bakteriostatickém nebo
fungistatickém ucinku. PBD slouceniny jsou povazovany také jako silnd protinddorova
terapeutika. Mimo jiné bylo zjiSténo, Ze vykazuji antibakteridlni Gi€innost proti nékterym
grampozitivnim bakteriim.

Mezi producenty znamych sekundarnich metabolitii 1ze zakomponovat mikroorganizmy

z rodu Streptomyces. Tyto mikroorganizmy tvoii vzdu$né mycelium a v dob¢ zralosti vytvari

fetizky ze tfi 1 vice spor. Spory jsou nepohyblivé a produkuji fadu pigmentl. Ten je
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zodpovédny za zbarveni vegetativniho a vzdusného mycelia. Jsou aerobni, grampozitivni
a chemoorganotrofni s oxidativnim typem metabolizmu. VétSinou jsou mezofilni, optimalni
rustova teplota je 25 az 30 °C. Nékteré druhy jsou psychrofilni nebo dokonce termofilni.

Vyskytuji se hojné v pidé a ve vodnim prosttedi.?’

Pyrrolobenzdiazepinova antibiotika byla poprvé objevena v roce 1963, kdyz William
Leimgruber a jeho spolupracovnici izolovali anthramycin (Obrazek 2) ze Streptomyces
refuineus.”® Anthramycin je povazovan za piirodni protinadorové antibiotikum, oviem jeho

pouziti je limitovano zna¢nymi vedlejSimi uCinky.

Me

Obrazek 2. Struktura Anthramycinu.

S postupnym vyvojem védy bylo objeveno mnoho dalSich derivati PBD, jez byly
produkovany jak streptomycety, tak i mikrokoky.

Tak napiiklad Tomaymycin (R' = OMe, R? = OH; Obrazek 3), izolovan ze Streptomyces
achromogenes, je protinadorové, antivirové antibiotikum. Antibiotikum Pothracarcin
(R!, R? =H; Obrazek 3) bylo izolovano z kultivaéniho bujénu Streptomyces umbrosus

subsp. a bylo aktivni proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim.?’

Obrazek 3. Obecna struktura Tomaymycinu a Prothracarcinu.
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Mezi dalsi znama PBD antibiotika produkovana bakteriemi Streptomyces je mozné
zahrnout Neothramycin A (R!'=OH, R?=H; Obrazek 4) a Neothramycin B (R! =H,
R?=0OH; Obrazek 4). Neothramycin se vyznacuje slabou aktivitou proti né&kterym
bakteriim a houbam, ale ma znacnou protinddorovou aktivitu proti mySim nadortm,
konkrétn¢ nador Walker carcinosarcoma-256. Pti davkach 2 mg/kg/den 96,5% inhibice ristu

nadoru byly ziskany 22. den po inokulaci.*

HO

MeO

Obrazek 4. Optické isomery Neothramycinu.

Ze Streptomyces sp. byly také ziskany dva aktivni derivaty, jez jsou zndzornéné na
Obrazku 5, a to Chicamycin A a Chicamycin B. Postupem c¢asu bylo zjisténo, ze ptivodni
derivat, produkovany mikroorganizmy, je Chicamycin B. Druhy, jeho methoxylovy analog
byl ziskan nevhodnym zplsobem izolace. Nicméné obé€ slouceniny vykazuji nejen
protinadorovy ucinek, ale 1 slaby antimikrobidlni u¢inek proti nékterym grampozitivnim

bakteriim.>!

HO

MeO MeO

Obrazek 5. Chicamycin A (vlevo) a Chicamycin B (vpravo).

Micrococcus je dal§i z mnoha rodt, které produkuji znama antibiotika. Jedna se o sférické
bunky, vyskytujici se jak ve dvojicich, tak v nepravidelnych shlucich. Jsou nepohyblivé,
striktné aerobni a mirné halotolerantni (rostou v 5% NaCl). Mohou produkovat karotenoidni
pigmenty (Zluté, svétle oranzové). Jelikoz jsou mezofilni, pohybuje se jejich optimalni

rustova teplota v rozmezi od 25 do 37 °C. Primarné se vyskytuji na kazi savcl véetné
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¢loveéka. Dale se nachazeji v prostiedi (pida, voda, vzduch) a v potravinach (maso). Nejsou

povazovany za patogeni.?’

Zahrani¢ni autofi v roce 2009 publikovali, Zze z mikroorganizmu Micrococcus species
(ICBB 8177) izolovali skupinu PBD antibiotik nazvanou Limazepiny. Za kratky ¢as byla
vydana korekce k diskutovanému ¢lanku, kde autofi uvedli, Ze na zéklad¢ nedavné predlohy
genomové sekvence kmene ICBB 8177, kterou provedla Dr. Lucie Najmanovéa na Ustavu
mikrobiologie AV CR v Praze, si uvédomili, e kmen ICBB 8177 neni Micrococcus sp., ale
Streptomyces sp.. To ovSem na véci nic neméni, bylo objeveno sedm novych antibiotik,
jez byly oznaceny jako Limazepiny A, B1 a B2 (izolované jako smés optickych izomeri),

C, D, E a F (Obrazek 6).%

MeO N MeO
on H oy H OH
Limazepin A Limazepin B1 a B2
MeO MeO
Limazepin D
MeO
Limazepin E Limazepin F

Obrazek 6. Struktury Limazepint izolovanych z kmenu ICBB 8177.

Zminéné izolované Limazepiny byly testovany v riznych koncentracich, pfi nichZ byla u
nékterych prokdzand antibakteridlni aktivita. Slouceniny byly testovany metodou
napusténych diskl poloZenych na agaru s rozetfenou bakterialni suspenzi n€kolika druhti

bakterii. Limazepiny B1/B2, C a E byly testovany v koncentraci 40 pg/disk a Limazepin D
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v koncentraci 30 pg/disk. Pozitivni vysledky inhibice byly prokdzany u bakterii
Staphylococcus aureus, kdy Limazepin D vytvofil 7 mm, Limazepin E 12 mm a Limazepin
B1/B2 a C dokonce 18 mm inhibi¢ni zonu od mista aplikace disku. Vuci bakteriim
Escherichia coli Limazepin D G¢inny nebyl. Ostatni, dfive uvedené, mély inhibi¢ni aktivitu
na E.coli srovnatelnou jako na S. aureus (Limazepin C a E - 10 mm inhibi¢ni zdna,
Limazepin B1/B2 - 15 mm inhibi¢ni zoéna). Mikroorganizmus Pseudomonas aeruginosa
inhibovaly pouze Limazepin D ve vzdalenosti - 9 mm a Limazepin B1/B2 ve vzdalenosti -

16 mm od disku.??

Samoziejm& je nutné podotknout, ze vySe uvedené derivaity PBD izolované
z mikroorganizmi nejsou vyc€erpavajicim vyctem latek stejného typu, které je mozné z zivé
ptirody izolovat. Byli uvedeni pouze ti nejznamé;jsi zastupci velmi rozmanité skupiny PBD,
u kterych byla vice ¢i méné zndma biologicka aktivita. Na Obrazku 7 jsou uvedeny dalsi

ptiklady jinych struktur PBD, které uvedeny v reSersni ¢asti nejsou.

A o OMe
HO: : )Lp HO: : \)LN
MeO N= H MeO N=
DC-61 RK-1441A
B
O
HO: : )L
MeO N
H

Oxotomaymycin BK-1441B

Obrazek 7. Derivaty pyrrolobenzodiazepinii - (A) bioaktivni, (B) biologicky neaktivni.

U vétSiny derivati PBD, které jsou zminény vyse v textu a ve skupiné¢ A, uvedenych na
Obrazku 7, byly prokdzany antibakteridlni UCinky. Zajimavé je, ze derivaty PBD
s oxoskupinou v poloze C-11, znazornénych ve skupiné B, a Limazepinem A nevykazovaly
biologickou aktivitu Zadnou. Tyto oxoslouceniny jsou povazovany za produkty

rezistenéniho mechanizmu producenti RK1441A, Tomaymycinu a Limazepinu C.2°
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Cytotoxicita a protinadorova aktivita derivati PBD je zptsobena jejich inkluzi do DNA.
Tento slozity proces je v dnesni dobé pomérné dobfe prozkouman. Je znamo, ze PBD aktivni
substance se v prvni fazi reverzibilné¢ poutaji prostiednictvim nekovalentnich interakci,
tj. vodikovymi vazbami, Van der Waalsovymi silami a elektrostatickymi kontakty, na riizna
mista bunééné DNA. Jestlize jsou tyto nekovalentni intramolekuldrni interakce slabé,
pravdépodobné dochézi k jejich preruseni, PBD se od DNA oddé€li a opét se stejnymi
mechanizmy vaze na jinych mistech DNA. Tyto procesy se stale opakuji do doby, kdy PBD
najdou vazebné misto s nizkou energii. Preferovana je sekvencni vazba na Pu-G-Pu
(Pu = Purin, G = Guanin).?>?%33 Dale ve druhé fazi se vytvaii kovalentni vazba mezi C-11
PBD a aminoskupinou na C-2 guaninové baze, ¢imz jsou PBD pevné zakotveny do molekuly

DNA.

Obrazek 8. Kovalentni spojeni PBD s nukleovymi bazemi.

Zatimco pocatecni nekovalentni interakce jsou rychlé procesy, Casova naro¢nost pro tvorbu
kovalentni vazby je variabilni v zavislosti na struktufe PBD a sekvenci DNA. Tento proces

muze trvat 3 az 24 hodin.?®

Po pochopeni mechanismu u¢inku PBD, byla vyvijena snaha o syntézu PBD, které¢ budou
velmi siln€¢ vazany k DNA. Za timto ucelem bylo pfipraveno né€kolik tzv. PBD dimert.
Konstruovany byly tak, ze obsahovaly dvé PBD jednotky propojené bud’ v polohédch C-7
nebo C-8 alifatickym linkerem. Tyto struktury PBD dimert poskytuji dvé vazebnd mista
(dvakrat C-11), jez umoznuji vytvatret navzajem propojené vlakna DNA. Toto zesitovani
vede k vétsi stabilizaci DNA nez u monomeru a prakticky nedochéazi k rozplétani

dvouvldknové DNA, coz znemoziluje jeji replikaci. NejveEtsi stabilita je uvadéna u dimert
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propojenych v poloze C-8. Tyto dimery maji znacné velkou cytotoxicitu a antibakterialni
aktivitu.*® Jakmile jsou monomery nebo dimery kovalentn& vazany na DNA, zprosttedkuji
fadu biologickych t¢inkt v bunkach, vcetné poskozeni DNA fetézce, inhibice enzymu pro
zpracovani DNA (napf. endonukledza, RNA polymeraza a ligdza), specifické transkripcni

faktory a modulace riznych signaliza¢nich cest.

Na Obrizku 9 jsou uvedeni tii vybrani zastupci PBD derivatil, SJG-136 (n =1; R',R%R3,
R*=H), DRG-16 (n = 3; R',R?R?>, R* = H) a ELB-21 (n = 3; R!R*= CH3, R’ R* = H),
u kterych byly popsany antibakteridlni aktivity s riiznou Uc¢innosti a selektivitou proti
riznym bakteriim. VSechny gramnegativni izolaty byly ke vSem tfem dimerim znacné
odolné (MICqo > 16 mg/ml), oproti tomu na vSechny grampozitivni izolaty byly vSechny tfi

dimery zna¢né u¢inné (MICoo <1 mg/ml). VSechny tfi dimery prokdzaly dobrou aktivitu

34

proti mykobakteriim.

OMe

07\

P
(CHy)"

Obrazek 9. Struktury vybranych PBD dimerd.
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7 SYNTEZA DERIVATU PYRROLOBENZODIAZEPINU

Pro ptipravu pyrrolobenzodiazepinti byla vyvinuta fada metod, které jsou ovSem velmi
slozité a komplikované. Z tohoto ditvodu byly vybrany jen tfi syntézy, které jsou sice kratké,

ale za to byl vysledny derivat pyrrolobenzodiazepinu ziskan s vysokym vytézkem.

7.1 Ekologicka syntéza v iontové kapaliné

Byla vyvinuta jednoducha chemicka syntéza, ve které jsou ekologicky nepfizniva
organicka rozpoustédla nahrazeny vice ekologicky Setrnymi iontovymi kapalinami (ILs).
Tyto latky jsou schopny rozpoustét jak organické, tak anorganické latky a v reakci mimo

jiné zastupuji funkci katalyzatort.

Jednoduchy experimentalni postup je znazornén ve Schématu 2, ve kterém dochazi ke
vzniku 2,3-dihydro-1H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11(10H,11aH)-dionu
kondenzaci anhydridi kyseliny isatové a aminokyseliny za pfitomnosti iontové kapaliny,
1-butyl-3-methylimidazolium bromidu ([bmim]Br). Syntéza probihala pii teplote¢ 70 °C,
po dobu 45 minut. Po dokonceni reakce byl ziskan derivat pyrrolobenzodiazepinu s
vytézkem 95 %. Smés byla promyta vodou, kterd byla v nésledujicim kroku odpatena
a recyklovany IL byl promyt diethyletherem a pfipraven pro nadchazejici reakce. Dokonce
po dalSich ctyfech reakcich nedos$lo k vyraznému snizeni aktivity iontové kapaliny a byly

ziskany produkty s vytéznosti prevysujici 90 %.>>

o}

Q COOH
N
o [omim]Br
/g + NH -
N 0] 70 °C N
H H

Schéma 2. Pfiprava vychazejici z anhydridu kyseliny isatové a aminokyseliny.

(6]

7.2 Reakce kyseliny benzoové s prolinolem

V pribéhu vyvoje novych a pfimych syntetickych cest k pyrrolobenzodiazepinovému
systému, byl popsan postup, ve kterém v prvnim kroku reagovaly kyselina 5-methoxy-2-
nitrobenzoova a pyrrolidin-2-ylmethanol za pfitomnosti dicyklohexylkarbodiimidu (DCC),

N-hydroxybenzotriazolu (BTOH) a N-methylmorpholinu (NMM). Reakce pfti laboratorni
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teploté po 12 hodinach poskytla za vzniku amid s vytézkem 94 %. Néasledn¢ byla primarni
hydroxylova skupina Dess-Martinovou oxidaci pfevedena na skupinu karboxylovou, ktera
cyklokondenzac¢ni reakci s aminovou skupinou (vzniklou redukci nitroskupiny) poskytuje

substituovany pyrrolobenzodiazepin (Schéma 3).3¢

NO bcc NO; O CH,OH
cooH NMM
BTOH Q ) Dess- Martm
CHZCIZ 2) Hy, Pd/C
OMe

Schéma 3. Ptiprava vychazejici z 2-nitrobenzoové kyseliny.

7.3 Acylovy radikalovy postup

Byla nalezena zajimava alternativa Friedel-Craftsovi reakce a to syntéza acyli
a karboxamido hydrochinonti. Tato metoda piedstavuje novy zpusob tvorby acylovych
radikalli a ma potencial stat se jednou z nejucinnéjSich. Reakce je ekonomicky vyhodna, ma

jednoduchy postup a vysledkem syntézy jsou tricyklické slouceniny pyrrolobenzodiazepind.

Ve schématu 4 je vyobrazen postup syntézy pyrrolobenzodiazepinu vychazejici
z derivatu pyrrolidinu a benzochinonu, které ucinkem peroxodisiranu amonného
a katalytického mnozZstvi dusi¢nanu sttibrného poskytuji keton, u kterého byl uc¢inkem
amoniaku na esterovou skupinu pfipraven amid. Ten byl nasledné piisobenim anhydridu

kyseliny trifluoroctové (TFAA) a triethylaminu (Et;N) zacyklen.?’
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O\ (NH4)2S,08 N NH; N
N~ ~COOMe + — E——
)\ cat. AgNO3
O~ "COOH e) e} 0
TFAA
Et;N
O
N
7
0 N
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Schéma 4. Ptiprava vychazejici z acylu a benzochinonu.
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II. PRAKTICKA CAST
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8 DISKUZE A VYSLEDKY

8.1 Shrnuti vysledkii predchozich kolegii

Hlavnim zdmérem préace Ing. Mariany Molnarové bylo zavést druhy propargylovy fetézec
na sekundarni aminovou skupinu pfipravenych 3-(prop-2-yn-1-ylamino)chinolin-
2,4(1H,3H)-dionl. A pravé v priabéhu téchto experimenti doslo k prvotnimu objevu
biologicky zajimavych tricyklickych sloucenin, pyrrolobenzodiazepint. Byla zpozorovana
tandemova reakce 3-(propargylamino)chinolindionu, kterd zahrnovala expanzi
pyridinového kruhu doprovazenou spontanni cyklizaci propargylové skupiny. Tato reakce
probihala za pfitomnosti tfimolarniho nadbytku hydridu sodného v DMF pii laboratorni
teploté. Taktéz bylo reakci 4-propargylbenzodiazepindionu s hydridem ovéteno, ze

zmifiovana tandemova reakce bézi pies benzodiazepindionovy meziprodukt.*8

Primarnim tkolem a cilem diplomové prace mé piedchidkyné Ing. Adély Lajdové bylo
nalézt vhodnou metodu, kterou by bylo mozné prevést difive pripravené
3-(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diony na odpovidajici 4-propargyl-3,4-dihydro-
1 H-benzo[e][1,4]diazepin-2,5-diony (Schéma 5).

H T™MG =

N_Z EtOH N

R2 - R2
R1 R1 (@]

Schéma 5. Pfeména 3-(propargylamino)chinolindionu.

Byl proveden experiment, v némz bylo na vychozi sloueninu za laboratorni teploty
pusobeno dvoumolarnim piebytkem TMG v prostifedi ethanolu. Po 1 dnu michéani byla
vychozi latka zcela spotfebovana a byl ziskan zddany benzodiazepindion s vybornou
kvalitou a vysokym vytézkem 85 %. Zména rozpoustédla (DMF) a teploty (90 °C) postacila
ke zméné pribéhu reakce natolik, ze v experimentu, ve kterém bylo pozorovano zaclenéni
atomu dusiku aminové skupiny do Sesti¢lenné¢ho heterocyklického kruhu chinolindiond, jez
nasledné expandoval na sedmiclenny diazepinovy kruh, byly neocekavané izolovany pouze
stopy benzodiazepinu (6 %) a témét polovina teoretického mnozstvi pyrrolobenzodiazepinu

(45 %). Pravé tento neocekavany vysoky vytézek téchto biologicky zajimavych
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tricyklickych latek v nds evokoval myslenku, nalézt co nejefektivnéjsi pfimou cestu k

syntéze pyrrolobenzodiazepint.>’

8.2 Diskuse k FeSeni zadané problematiky

Moji neuprosnou snahou bylo, pokusit se nalézt vhodné reakéni podminky pro pfimou
konverzi vybranych 3-(propargylamino)chinolin-2,4-diont na zédané

pyrrolobenzodiazepiny.

Jak je jiz zminovano vySe, obdobnym tématem se ve své diplomové praci zabyvala i ma
predchidkyné Ing. Adéla Lajdova. V jejim piipad€ se ovSem nejednalo o pfimou konverzi
3-(propargylamino)chinolin-2,4-dioni na  odpovidajici  pyrrolobenzodiazepindiony,
ale jeji usili bylo prvotné smérovano ke tvorbé benzodiazepinll a nasledné hledala vhodné
podminky pro jejich pfeménu na pyrrolobenzodiazepiny.®® Jelikoz znalost vhodnych
podminek pro cyklizaci propargylové skupiny bylo i pro mne diilezitou informaci, pracovaly

jsme na tomto tématu spolecné.

NaH
‘ DMF, lab. tep. l
o 0 _ 0
O e O - OO
Ph NaH - Ph NaH .
'Tl o DMF, lab. tep. 5\]{ DMF, lab. tep. 5\] OPh
1 Ph 2 Ph 3 Ph

Schéma 6. Diive pozorované premény 3-(propargylamino)chinolindiond.

Protoze na ob¢ prvné pozorované preméeny, uvedené ve Schématu 6, bylo pouzito stejné
mnozstvi anorganické baze (NaH), bylo nasi snahou ucinit orienta¢ni priizkum reaktivnosti
4-propargylbenzodiazepinl, ze kterého mélo vyplynout, jaké je vhodné rozpoustédlo,

potiebné mnoZstvi a typ baze pro jejich pfeménu na pyrrolobenzodiazepiny.
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Jednotlivé screeningové experimenty byly provedeny ve vialkdch o objemu 2,5 ml, ve
kterych byl sledovan vliv charaktern¢€ odlisnych a rizné silnych bazi (NaH, DMAP, Et3N,
MeONa") na 0,01 mmol 1,3-difenyl-4-propargyl-3,4-dihydro-1H-benzo[e][1,4]diazepin-
2,5-dion v prostiedi péti rozpoustédel (Be, DMF, MeOH, THF, MeCN). Prub¢h reakci byl

monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC).

Tabulka 2. Vysledky prizkumu reaktivnosti latek.

Radek Baze Rozpoustédlo R.doba Konverze latek?

1 MeO'Na™ MeOH 1 tyden 0%
2 DMAP* MeOH 1 tyden 0%
3 EtsN“ MeOH 1 tyden 0%
4 Et;N? DMF 2 tydny 0 %
5 NaH¢ THF 3 dny 0%
6 NaH¢ MeCN 3 dny 75 %
7 NaH¢ Be 1 tyden 0%
8 NaH¢ Be/DMF (1/1) 2h 100 %
9 NaH¢ DMF 30 min 100 %

“ Pouzito 20 ekvivalentil (vztazeno k vych. 1.); ? Pouzity 3 ekvivalenty (vztazeno k vych.
1.); ¢ Pouzit 1 ekvivalent (vztazeno k vych. 1.); 4 Visualni odhad dle intenzity skvrn vych.

l./produkt(y) na TLC.

Jak je mozZné vypozorovat z vysledkl screeningovych testll uvedenych v Tabulce 2,
ze sledovanych bazi, je pouze ucinek hydridu sodného schopny s molekulou vychoziho
derivatu 2 interagovat a taktéZ ne vzdy. V malo polarnim prostfedi benzenu (Be) ani béhem
1 tydne nenastaly v reakéni smési z4dné zmény (Tabulka 2, Radek 7). Je-li oviem tato
reakéni smés zfedéna dimethylformamidem (DMF) na dvojnasobek plivodniho objemu,
reakce je po 2 h u konce a poskytuje pouze jeden, ocekavany produkt 3 (Tabulka 2,
Radek 8). Piidavkem ekvivalentniho mnozstvi NaH do roztoku latky 2 v DMF byl
pozorovan stejny vysledek, ale za mnohem krat§i dobu (Tabulka 2, Radek 9). V polarnim

prostiedi acetonitrilu sice NaH zptsobuje znacnou konverzi vychozi latky, nicméné dle TLC
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vreakéni smési vznikd smés tfi hlavnich produktl, mezi kterymi se zadany

pyrrolobenzodiazepin 2 nevyskytuje (Tabulka 2, Radek 6).

Z uskutecnénych nepreparativnich experimenttli, jeZ jsou stru¢n¢ popsany vyse, jasné
vyplynulo, Ze pro cyklizaci propargylové skupiny vazané na diazepinovém kruhu je nejvice
vyhodna kombinace ucinku hydridu sodného v polarnim prostiedi neprotického DMEF.
Proto byly v téchto podminkéch provadény i pokusy preparativni. Jako vychozi slouceniny,
které¢ byly ziskdny z laboratornich zasob, byly vybrany v poloze 1 jak substituované,
tak 1 nesubstituované 3-fenyl-3-(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-diony 1. V poloze 3
chinolindionu byl fenylovy substituent vybran zdmérn€, protoze jiz ve diivéjsich studiich
bylo prokéazano, ze je-1i v této pozici na benzodiazepindionu alkylovy substituent, G¢inkem

hydridu dochazi ke vzniku znaéného mnozstvi degradacnich produkti.

Pocate¢ni pokusy pro pfimou pfeménu 3-(propargylamino)chinolin-2,4(1H,3H)-dionu
la,b na 3H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11(10H,11aH)-diony 3a,b byly
provedeny ucinkem ekvivalentniho mnozstvi NaH pii laboratorni teploté¢ v suchém DMF.
V obou ptipadech byla reakce dle TLC i EI-GC-MS po hodiné u konce a v ptipadé vychozi
slouceniny 1b poskytla vice nez dobry vytézek (61 %). KdeZto v druhé reakéni smési po
stejné dobé¢ jiz taktéz nebyl pfitomen ptivodni fenylovy derivat 1a, ale po zpracovani reakce
a separaci dvou vzniklych produktd, byl v malém mnozstvi ziskan benzodiazepindion
s nezacyklenou propargylovou skupinou 2a a pyrrolobenzodiazepindion 3a s vytéZkem

44 % (Schéma 7).

0] H 0] —— (0]
N/// NG N i
NaH
Ph > Ph +
DMF, lab. tep. Ph
l}l (0] N N
1 R 2R O 3g O
R NaH R.doba Produkt [%]
[h] 2 3
Ph 1 1 12 44
1,5 3 6 23
Me 1 1 - 61

Schéma 7. Pfeména 1a a 1b na benzodiazepindion a pyrrolobenzodiazepindion.
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Skutecnost, ze z reakéni smési bylo izolovano 12 % benzodiazepinu 2a, coz je v naSem
ptfipad¢ meziprodukt, v nds evokovala myslenku vyzkouSet vétsi mnozstvi NaH, které by
pusobilo po delsi dobu. Za timto ucelem, byla provedena analogicka reakce derivatu las 1,5
nasobkem latkového mnozstvi NaH, jejiz ¢as byl prodlouzen na 3 h. Vysledky experimentu
vyvolaly zklamani. Misto toho, aby vétsi mnozstvi NaH zptsobilo tplnou konverzi
3-(propargylamino)chinolindionu 1a, potazmo 4-propargylbenzodiazepindionu 2a, mélo za
nasledek vznik komplikovanéjsi smeési, ze které byl pozadovany produkt 3a oproti

predchozimu experimentu ziskan v polovi¢nim mnozstvi (Schéma 7).

Poslednim derivatem, u kterého bylo zamysleno studovat interakce jeho molekuly
s hydridem sodnym, byl 3-fenyl-3-(propargylamino)chinolin2,4(1H,3H)-dion (1¢).
Zakladni informace o chovani benzodiazepindionu se stejnou substituci s NaH poskytla opét
diplomova prace Adély Lajdové,*® kde bylo uvedeno jednak minimalni mnozstvi (1,5 ekv.)
potiebného hydridu pro isomerizaci téchto sloucenin s nesubstituovanym atomem dusiku

v poloze 1 a jednak diivody k neochoté propargylové skupiny tvofit péti¢lenny kruh.

V tomto kontextu byla vyzkouSena reakce slouceniny 1lc¢ s 1,5 nasobkem latkového
mnozstvi NaH v dimethylformamidu pfi laboratorni teploté (Schéma 8). Prekvapivé tento
nadbytek hydridu po tak dlouhé dob¢ dle TLC nezpiisobil u vychozi latky zadné vyrazngjsi
zmény, proto bylo do reakéni smési pridano dalsi, stejné velké mnozstvi NaH, které mélo
béhem nésledujicich 3 h za nésledek absolutni pfeménu substratu. Bylo tedy ziejmé,
ze 1,5 ekvivalentu NaH ve vztahu k latce 1¢ nebylo dostacujici, a proto byly provedeny jeste

dva experimenty, v nichz piivodni mnoZstvi hydridu bylo navySeno na 2 a 3 ekvivalenty.

0 0
H ——
N/ NaH N
Ph > Ph
N~ X0 DMF Nx
1R lab. tep. 4R O
R NaH R. doba Produkt
[h] [%]
H 1,5+1,5 1,5dne+3h 27
3 2h 20
2 4 h 16

Schéma 8. Pfima konverze 1c¢ na allenylovy derivat benzodiazepinu.
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Z vysledkti uvedenych v tabulce Schématu 8 je mozné vidét, ze se zvySovanim mnozstvi
NaH dochazi ke zkracovani reak¢niho Casu, nicméné nema vyrazny vliv na vytézek
zadaného 4-allenylbenzodiazepindionu 4. Mozn4 je spiSe vyhodné celkové mnozstvi NaH
pridavat postupné v mensich davkach. Tato uvaha, jez vyplynula z vysledki uvedenych
v prvnim a druhém ftadku tabulky, je ovSem pouze hypotetickd, protoze se nezaklada na

experimentalné podlozenych datech.
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9 CHARAKTERISTIKA PRISTROJOVEHO VYBAVENI A
INSTRUMENTALNICH METOD

Pouzitd rozpoustédla a reagenty byly zakoupeny z komercnich zdroju (Fisher Scientific,

Sigma Aldrich, VWR).

Pribe¢hy reakci byly monitorovany za pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC), jez jsou
tvofeny hlinikovymi destickami s nanesenou vrstvou silikagelu (Algrum® SIL G/UV2s4;

220-240 mesh; Marcherey-Nagel) s fluorescenénim indikatorem pro UV 254 nm.

Sloupcova chromatografie byla provedena za pouziti silikagelu Fluka Silica gel 60,
220-240 mesh s velikosti ¢astic 35-75 pum, velikost porti 60 A. Teploty tani byly méfeny na
Koflerové bloku a nejsou korigovany.

Infrac¢ervend spektra byla namétena pomoci FIT-IR spektrometru Alpha (Brucker Optik

GmbH Ettlingen) metodou KBr tablet.
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10 DETAILNI POPIS SYNTETCKYCH POSTUPU A STRUKTURNI
CHARAKTERISTIKY PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

10.1 Bazicky indukované presmyky 3-(propargylamino)chinolin-
2,4(1H,3H)-dionu

K roztoku vychozich 3-(propargylamino)chinolin-2,4-dionu 1 (1 mmol) v DMF (5 ml)
byl za laboratorni teploty pfisypan NaH (v ptipad¢ 1a,b 1 mmol, v pfipad¢ 1¢ 3 mmol,).
Ziskana suspenze byla michana pfi laboratorni teplot¢ po dobu uvedenou v tabulce
Schématu 6 a 7. Po ukonceni reakce byla reakéni smés zfedéna 20 ml ledové vody. Ziskany
opalescenc¢ni roztok byl nasledné pieveden do dé€lici nalevky, ve které byl extrahovan 5 x 15
ml EtOAc. Organické podily byly nésledné spojeny, vysuSeny Na>SOs, prefiltrovany
a odpafeny do sucha na RVO. Takto ziskané surové produkty byly rozpustény v malém
mnozstvi benzenu a poté byly s vyuzitim vhodné mobilni smési (PE/EtOAc; 5/1, 5/2, 5/3;
v/v) chromatograficky ¢istény na sloupci silikagelu. Nasledné byly chromatograficky cisté

produkty 2, 3 nebo 4 byly krystalizovany z vhodného rozpoustédla.

1,3-Difenyl-4-(prop-2-yn-1-yl)-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion (2a)

Bila krystalicka latka; t. = 169-173 °C (EtOAc); Rr= 0,25 (38 % EtOAc v PE).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 3231, 2117, 1679, 1639, 1602, O _
6 4 TT==
1465, 1425, 1345, 1256, 1240, 1152, 709, 562, 516. 7(:56}3\"‘ o
3
8 1 2
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): spektrum shodné s literaturou.* s [\1{
Ph

13C NMR (125 MHz, DMSO-dp): spektrum shodné s literaturou.*”

10,11a-Difenyl-3H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11(10H,11aH)-dion (3a)
Bil4 pevna latka, t; = 224-227 °C (EtOAc); Rr= 0,24 (38 % EtOAc v PE).

IC spektrum (tableta KBr), cm™: 1694, 1644, 1623, 1490, 1458, A& N 12
1410, 1328, 1259, 1166, 1128, 1090, 1002, 976, 899, 752, 720, 696, ’ %a i\(i 1
608, 516. "

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): spektrum shodné s literaturou.

13C NMR (125 MHz, DMSO-dp): spektrum shodné s literaturou.*”
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11a-Fenyl-10-methyl-3H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5,11(10H,11aH)-dion
(3b)

Bila pevna latka, t;=213-217 °C (EtOAc); Re= 0,25 (6 % EtOAc v CHCL3); Rr= 0,44

(30 % EtOAc v PE) o

4
(e spektrum (tableta KBr), cm™': 1490, 1409, 1359, 1310, 1276, 7@%\1:\1 /1 ’
1262, 1224, 1124, 1084, 1050, 1002, 972, 895, 851, 761, 686, 610, 8 ° Tﬂ;ﬁ n P
532, 426.

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): spektrum shodné s literaturou.

3BC NMR (125 MHz, DMSO-ds): spektrum shodné s literaturou.>”

3-Fenyl-4-(propa-1,2-dien-1-yl)-3,4-dihydro-1H-benzo|e][1,4]diazepin-2,5-dion

Bila pevna latka, t; = 178-183 °C (EtOAc); Rr = 0,23 (30 % EtOAc v PE)

O 3 2
IC spektrum (Tableta KBr), [cm™]: 1685, 1645, 1606, 1583, 5 . ;{l/\\\1
a5
1487, 1449, 1400, 1294, 1245, 1229, 1159, 1082, 1032, 894, 864, 11a—Ph
8 10
802, 755, 640, 541, 489. g % H 11

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): spektrum shodné s literaturou.*

13C NMR (125 MHz, DMSO-dj): spektrum shodné s literaturou.*”
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ZAVER
Hlavnim tkolem a cilem mé bakalaiské prace bylo nalézt vhodné reakéni podminky pro

piimou syntézu 3-propargylaminochinolin-2,4-dionu na derivaty pyrrolobenzodiazepinu.

Pted zahdjenim syntézy, byly provedeny nepreparativni pokusy zaméfené na ochotu
cyklizace alkynylové skupiny  4-propargylbenzodiazepini. Vysledky pokust byly
napomocny pii hledani vhodného rozpoustédla a dostatecné silné baze, ktera by reakci
iniciovala. Pribehy jednotlivych reakci byly monitorovdny za pomoci tenkovrstvé
chromatografie a plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Vyhodnoceni vysledkl
vedlo k zavéru, ze pro pfeménu 4-propargyl-3,4-dihydro-1H-enzo[e][ 1,4]diazepin-2,5-diond
na derivaty pyrrolobenzodiazepinu je vhodna pouze kombinace dimethylformamidu

a hydridu sodného.

Po nalezeni vhodného rozpoustédla a baze byly provedeny experimenty na tfech
derivatech 3-(propargylamino)chinolin-2,4-dionu vzajemné liSicich se substituci na atomu
dusiku v poloze 1. Dva z nich, fenylovy a methylovy derivat, poskytl nejlepsi vytézky
zadanych pyrrolobenzodiazepindionli hodinovou interakci s ekvimoldrnim mnozstvim
hydridu sodného. Vyssi mnozstvi NaH a delsi ¢as expozice mély za nasledek tvorbu
zna¢ného mnozstvi vedlejSich latek, coz v kone¢ném dusledku zpisobilo daleko slozitéjsi
izolaci produktu zreakéni smési a tudiz konecné vytéZky pyrrolobenzodiazepini byly
pfibliZzné polovicni.

Nasledné pokusy s derivatem nemajicim na atomu dusiku Zadny substituent v podstaté
také dopadly podle ocekavéani. Ptfi dvojndsobném molarnim nadbytku NaH a vySSim
dochézelo béhem nékolika hodin k expanzi pyridinového kruhu chinolindionu a nésledné
k isomerizaci propargylového fetézce na skupinu s kumulovanym systémem dvojnych

vazeb, skupinu allenylovou.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

o/v
V/O
CFU
PBD
NaCl
DNA
RNA

MICyg

ILs
DCC
BTOH
NMM
TFAA
EtsN
DMF
™G
MeO'Na*
Be
DMAP
MeOH
MeCN
THF

TLC

Olej ve vode

Voda v oleji

Jednotky tvorici kolonie
Pyrrolobenzodiazepin
Chlorid sodny
Deoxyribonukleova kyselina
Ribonukleova kyselina

Minimalni koncentrace inhibujici 90 %
testovanych kment ptislusného

bakteridlniho druhu

Iontova kapalina
Dicyklohexylkarbodiimid
N-hydroxybenzotriazol
N-methylmorpholin

Anhydrid kyseliny trifluoroctova
Triethylamin
Dimethylformamid

N, N, N’, N’-tetramethylguanidin
Methoxid sodny

Benzen
4-(dimethylamino)pyridin
Methanol

Acetonitril

Tetrahydrofuran

Tenkovrstva chromatografie
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EI-GC-MS Plynova chromatografie s hmotnostnim
detektorem

NaH Hydrid sodny

EtOAc Ethyl-acetat

CHCI; Chloroform

NMR Nuklearni magneticka rezonance

PE Petrolether

NaxSOq4 Siran sodny

RVO Rotaéni vakuova odparka

124% Volume/volume

Ry Reten¢ni faktor

DMSO Dimethylsulfoxid
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