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Nové, ve vodé rozpustné C-kruhové analogy
20/S/-kamptothecinu maji obecny vzorec 1.
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Nové, ve vodé rozpustné C-kruhové analogy 20(S)-kamptothecinu

Oblast techniky

Tento vyndlez se tyka novych, ve vodé rozpustnych
C-kruhovych analogu 20(S)-kamptothecinu majicich obecny

vzorec 1

Ve vysSe uvedeném vzorci 1

Rl, Rz, R3, R4 jsou nezavisle na sobé identické nebo
rozdilné a predstavuji atom vodiku, hydroxylovou skupinu,
aryloxyskupinu, nizsi alkoxyskupinu, nizs$i alkanoylovou
skupinu, nitroskupinu, kyanoskupinu, atom halogenu,
karboxylovou skupinu, karbonyloxyskupinu, aminoskupinu,
substituovanou aminoskupinu, nizsi alkylovou skupinu,

substituovanou niz$i alkylovou skupinu nebo
R2, R3 spolec¢né znamenaji -0-(CH,),-O-, kde n=1 nebo 2,

R® znamena atom vodiku, niZs$i alkylovou skupinu, substituo-
vanou niZs$i alkylovou skupinu, niz$i aralkylovou skupinu,
hydroxymethylovou skupinu, karboxymethylovou skupinu, amino-
methylovou skupinu, substituovanou aminomethylovou skupinu,
kde aminoskupina miZe byt mono- ¢i disubstituovana, pricemzZ




oba substituenty jsou nezavislé nebo navzajem spojené s vy-
tvorenim cyklického kruhového systému o celkovém poc¢tu 5 nebo
6 atomi zahrnujicich uhlik a pripadné téZz jeden ¢i dva

heterocatomy zvolené z atomu kysliku, dusiku nebo siry a

R® znamena atom vodiku, fenylovou skupinu nebo benzylovou
skupinu, kde fenylova skupina mizZe byt nesubstituovanid nebo
substituovand mono-, di- nebo trisubstituenty, které mohou
byt vybrany z atomu halogenu, hydroxylové skupiny, nizsi
alkoxyskupiny, kyanoskupiny, karboxylové skupiny, nitrosku-
piny, aminoskupiny nebo substituované aminoskupiny, nizsi
alkylové skupiny, substituované nizsi alkylové skupiny,
cykloalkylové skupiny nebo cykloalkyl-(nizsi alkylové)
skupiny, ve které je cyklicky kruh v rozmezi 3 aZ 7 c¢lenného
kruhového systému obsahujiciho vZdy atomy uhliku, nizZsi
alkylové skupiny substituované heterocyklickymi kruhy, kde
heterocyklicky kruhovy systém ma celkem 3 az 7 atomu,
pric¢emz heterocyklické kruhy obsahuji atomy uhliku a nejméné
jeden heteroatom, jako je kyslik, dusik nebo sira, nizsi
alkanoylové skupiny, benzoylové skupiny, kde fenylova
skupina miZe byt nesubstituovand ¢i substituovana, nizsi
alkenylové skupiny, nizsi alkylové skupiny, substituované
nizsi alkylové skupiny, substituované niz$i alkenylové
skupiny nebo substituované nizs$i alkanoylové skupiny, kde
substituenty mohou byt atom halogenu, hydroxylova skupina,
nizsi alkoxyskupina, aryloxyskupina, thioskupina, thioalky-
lova skupina, thioarylova skupina, arylova skupina, hetero-
arylova skupina, karboxylova skupina, kyanoskupina, nitro-
skupina, amidoskupina nebo aminoskupina, kde tato aminosku-
pina miZe byt byt nesubstituovand nebo mono- ¢i disubstituo-
vand, pric¢emZ oba substituenty jsou navzajem nezavislé nebo
navzajem spojené s vytvorenim 5 nebo 6 ¢lenného cyklického
kruhového systému obsahujiciho uhlik a pripadné tézZ jeden




nebo dva heteroatomy vybrané z kysliku, dusiku nebo

siry, pricemZ celkovy pocet atomd v cyklickém kruhovém
systému je 5 nebo 6 s tim, Ze (i) kdyz R1 je methoxyskupina,
R® neni ani atom vodiku ani nizsi alkylova skupina, (ii)
kdyz R je hydroxylova skupina, nizsi alkoxyskupina, thio-
alkylova skupina, nitroskupina, aminoskupina, alkylaminosku-
pina, acylaminoskupina nebo atom halogenu, R® neni ani atom
vodiku ani nizZs$i alkylova skupina, (iii) kdy2 R® je nizsi
alkylova skupina, nizs$i aralkylova skupina, -CH,OH, -COOH,
-COOMe nebo -CH,OR", kde R" znamend nizs$i alkylovou ¢i acy-
lovou skupinu, R® neni ani atom vodiku ani nizsi alkylova
skupina, (iv) kdyzZ rl je methoxyskupina, RZ je hydroxylova
skupina, niZ$i alkoxyskupina, thioalkylova skupina, nitro-
skupina, aminoskupina, alkylaminoskupina, acylaminoskupina
nebo atom halogenu, R je nizdi alkylova skupina, nizsi
aralkylova skupina, -CH,0H, -COOH, -COOMe nebo -CHZOR", kde
R" predstavuje nizsi alkylovou ¢i acylovou skupinu, R® neni
ani vodik ani nizs$i alkylova skupina, (v) kdyz Rl az R® zna-
menaji atom vodiku, R® neni ani atom vodiku ani nizsi alky-

lova skupina.

VSsechny tyto slouc¢eniny vzorce 1 se pripravuji ze
slouc¢enin obecného vzorce 2 majicich stred chirality 20(S)

(2)




(A X X ]

kde
Rl az R® majl vyznam, jak je popsan vyse.

Dosavadni stav techniky

Kamptothecin majici vzorec 3 je alkaloid se silnou

protinddorovou aktivitou

(3)

a byl izolovan z Camptotheca acuminata Wallem a kol. v roce

1996. Avsak jeho vyvoj jako potencialniho 1léku pro lécbu ra-

koviny byl opustén nasledkem neprijatelnych vedlejsich uc¢in-

kG u 1idi a néasledkem problémd s jeho nizkou rozpustnosti ve

vodé i vysokou toxicitou. 0d objevu jeho mechanismu pisobeni

jako inhibitoru topoizomerasy I autory Liu a kol. v roce

1985 [L.F. Liu a kol., J. Biol. Chem., 260, 14873 (1985)] byl

zdjem o vyzkum kamptothecinu opét obnoven.

Pro prekonani problému nizké rozpustnosti ve vodé
a vysoké toxicity kamptothecinu nékolik vyzkumnych skupin po
celém svété pripravovalo a zkoumalo béhem poslednich 30 let
radu kamptothecinovych analogi vc¢etné modifikace kruhu A-E
nebo zavedeni rlznych substituentl na vS$ech pét kruhu
kamptothecinu vzorce 3 [M.E. Wall a kol., J. Med. Chenm., 36,
2689 (1993), R.P. Hertzberg a kol., J. Med. Chem., 715




(1989), S.W. Sawada a kol., Chem. Pharm. Bull., 41(2), 310
(1993)]. Z ruznych dosud pripravenych analogui kamptothecinu
byly pouze dva, Jjmenovité CPT-11 majici vzorec 4 [Chen.
Pharm. Bull., 39, 1446 (1991)]

(4)

a topotekan vzorce 5 [(J. Med. Chem., 34, 98 (1991)]

(5)

nedavno uvedeny na trh jako 1léky proti rakoviné. Jina
sloucenina, jmenovité 9-aminokamptothecin vzorce 6 [J. Med.

Chem., 29, 2358 (1986)]




(6)

je v soucasné dobé predmétem rozsahlych klinickych zkousek.
Siroce studovany "vztah mezi strukturou a aktivitou" (SAR)
pro kamptothecin vzorce 3 [M.E. Wall a kol., J. Med. Chen.,
36, 2689 (1993)] ukazal, ze pro aktivitu kamptothecinu je
zdsadni 20(S)-a-hydroxy-é-laktonovy (E-kruhovy) zbytek.
AvSak podle nedavnych zprav Ejimy a kol. ndhrada hydroxylové
skupiny aminoskupinou v poloze C-20 vedouci ke slouceniné,
jako je 7-ethyl-10-methoxykamptothecinovy derivat vzorce 7
[A. Ejima a kol., Chem. Pharm. Bull., 40(3), 683 (1992)]

(7)




(8)

vykazoval zvysSenou protinddorovu aktivitu in vivo oproti
20(RS)-kamptothecinu vzorce 8. Také v dalsi zprave
[Lawrence Snyder a kol., J. Org. Chem., 59, 7033 (1994)]

vykazoval 18-noranhydrokamptothecinovy analog vzorce 9

(9)

mohutnou inhibici aktivity topoizomerasy I podobnou uc¢inkum
kamptothecinu. Obe tyto zpravy jsou v rozporu s predpokla-
dem, Ze zakladem biologické aktivity kamptothecinu je jeho
funkéni 20(S)-a-hydroxylova skupina.

Na zakladé vztahu mezi strukturou a aktivitou obdrie-
nych pro kamptothecinové analogy pripravené v literature
bylo zjisténo, Ze modifikace substituentu v poloze C-9
a C-7 kamptothecinu vzorce 3 hraje dulezZitou tdlohu pri zvy-
Sovani protirakovinové aktivity propujc¢enim stability E kru-
hovému laktonu [T. G. Burke a kol., J. Med. Chem., 37, 40
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(1994)1. Bylo téz zjisténo, Ze otevrena forma laktonového
zbytku, Jmenovité "karboxylatova forma", je terapeuticky
méné uc¢innd neZ uzavrend "laktonovad forma" [Hertzberg

a kol., J. Med. Chem., 32, 715 (1989), J.M. Covey, C. Jaxel
a kol., Cancer Research, 49, 5016 (1989)], Giovanella a kol.,
Cancer Research, 51, 3052 (1991)]. Nedavné studie T.G.
Burkeho a kol. o stabilité “uzavrené laktonové formy"
riznych kamptothecinovych analogu v pritomnosti proteinu
zvané "lidsky sérumalbumin” (HSA) ukazuji, 2ze slouceniny,
jako je CPT-11 vzorce 4 a 7~ethyl-10-hydroxykamptothecin
(SN-38) vzorce 7a

(7a)

a topotekan vzorce 5, vykazuji v pritomnosti HSA pri 37 °c
vyssi procento (%) laktonové formy v rovnovaziném stavu nez
20(S)-kamptothecin vzorce 3 a 9-aminokamptothecin vzorce 6
(T.G.Burke a Mi. Zihou, J. Med. Chem. 37, 40 (1994), tamtéz,
Biochemistry, 33, 12540 (1994)]. Na zdkladé téchto studii se
zjistilo, Ze pochopeni faktord ovlivinujicich rovnovahu
lakton-karboxylat analogd kamptothecinu se stalo dulezZitym
ur¢ujicim faktorem pri navrhovani novych a terapeuticky

.

¢innych kandidatd na 1léky kamptothecinové rady.

I kdyZz modifikace substituentll na kruzich
A a B kamptothecinu byla nastoupena s rychlym tempem
k vytvareni novych CPT analogl, byly C-kruhové analogy




kamptothecini omezeny pravdépodobné vzhledem kK vyzkumné

praci provedené Sawadou a kol., kteri uvadéji, Ze substitu-

enty v poloze kamptothecinu C-5 vedou ke snizZeni protinado-

rové aktivity kamptothecinl a poskytuji neaktivni analogy
[Sawada S. a kol., Chem. Pharm. Bull., 39(10), 2574 (1991)].
C-5 substituovaneé kamptotheciny ndrokované Sawadou a kol.
(JP 58 154 584, US 4 513 138, US 4 473 692, US 4 545 880, US
4 339 282) maji strukturni vzorec 10

ve kterém

je hydroxylova skupina, nizZs$i alkylova skupina, nizZsi

alkoxyskupina nebo acyloxyskupina,

je atom vodiku, methoxyskupina v poloze 9, atom vodi-

ku, hydroxylova skupina, nizsi alkoxyskupina, acylo-

- xyskupina, merkaptoskupina, thioalkylova skupi-

na, thioacylovad skupina, nitroskupina, aminoskupina,
alkylaminoskupina, acylaminoskupina a atom halogenu
v poloze 10 a

je atom vodiku, niZs$i alkylova skupina, nizs$i aralky-
lova skupina, -CH,0H, -COOH, -COOMe, -CH,OR", kde R"
je nizsi alkylovad skupina nebo acylova skupina.




-— 10 - L] LA ] . - *e *e
) :

Nedavné nalezy, které zverejnil K.H. Lee a kol. [Bio.
Org. Med. Chem. Lett., 5(1), 77 (1995)], zahrnujici p¥ipravu
5-hydroxymethylkamptothecinu reakci formaldehydu
v N,N-dimethylformamidu a 4-piperidinopiperidinu na
20(S)~kamptothecinu ukazaly snizZenou protinadorovou aktivitu
téchto latek. Danishefsky a kol. rovnéZ pripravili nékteré
z C-5 substituovanych 20(RS)-kamptothecinovych derivatd plné
syntetickym zpusobem [US 5 391 745 a US 5 446 047].

Avsak synteticky pripraveny 5-substituovany kampto-
thecinovy derivat vzorce 11 [Terasawa a kol., Heterocycles,
38, 81 (1994)] narokoval protinadorovou aktivitu srovnatel-

nou s aktivitou 20(S)-kamptothecinu.

(11)

Pri uvaze vsech téchto faktord puvodci tohoto patentu
zamérili své studium na 20(S)-kamptothecin s durazem na ndvrh
novych kamptothecinovych analogli, které mohou vykazovat
zlepsSenou rozpustnost ve vodé a zlepsenou stabilitu laktono-
vé formy v roztoku. Identifikovali pro tento uc¢el oxidativni
reakci v alkoholickych rozpoustédlech. Vysledné ndlezy vy-
vrcholily objevem nové syntetické transformace, ktera muze
zavést radu alkoxyskupin v poloze C-5 20(S)-kamptothecinu.
Transformace funkc¢nich skupin téchto 5-alkoxykamptothecinu
poskytla radu novych C-5 substituovanych analogl
20(S)-kamptothecinu vzorce 14




(14)
ve kterém
X je -NH- nebo -NR- a -CH,- nebo -CHR- a
R® ma vyse popsany vyznam,

coz je predmétem soucasné projednavané patentové prihlasky
puvodcl tohoto patentu s ¢islem US patentové prihlasky
(Atty Docket ¢. U 011025-3) a US c¢islem pa-
tentové prihlasky (Atty Docket ¢. U 011026-1).

Odtud tento objev vedl ke snadnému a prizpusobivému
semisyntetickému zplisobu, pri kterém lze v podstaté kazidy
kamptothecinovy derivat znadmy z literatury transformovat na
fadu C-5 substituovanych kamptothecinovych analogl. Proto
tento vynalez zajistuje novy postup pro pripravu ruznych
C-5 substituovanych derivata 20(S)-kamptothecinu se vzorcen,
ve kterém R® ma vySe popsany vyznam. Jako vysledek tohoto
vynalezu byl také do kamptothecinl obecného vzorce 2 zaveden
druhy stred chirality v poloze C-5 bez narusSeni pritomné
20-hydroxylové skupiny, st¥edu chirality C-20(S). Dale vedlo
velké mnozZstvi substituentl p¥edstavovanych OR® na uhliku
C-5 20(S)-kamptothecinl vzorce 1 ke slouceniné se zlepSenou
rozpustnosti ve vodé od 1 do 10 mg na ml. VSechny tyto slou-
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¢eniny pripravené podle tohoto vyndlezu vykazovaly vyznacnou
protinadorovou aktivitu in vitro proti Sirokému rozmezi bu-

néénych 1linii lidskych nadorn.

Podstata vynalezu

Tento vyndlez zejména poskytuje C-5-O-substituované
analogy 20(S)-kamptothecinu rozpustné ve vodé majici vzorec
1

kde

Rl, R2, R3, R® a R® maji vyse popsany vyznam. V celém tomto
vyndlezu maji terminy predstavujici Rl az R3 v téchto slou-

cenindch nasledujici definice.

Termin "niZs$i alkyl" oznacuje univalentni rozvétveny
nebo primy uhlovodikovy retézec obsahujici 1 aZ 8 atoml
uhliku. Zastupci alkylovych skupin jsou methylova, ethylova,
propylova, isopropylova, butylova, sekunddrni butylova,
terciarni butylova, pentylova, isopentylova, terciarni
pentylova, hexylova, isohexylova a oktylova skupina.

Termin "nizs$i alkenyl" predstavuje rozvétveny c¢i
primy uhlovodikovy retézec majici uhlikové stredy sp nebo
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sp2 obsahujici 1 aZ 8 atomd uhliku. Za&stupci alkenylovych
skupin jsou vinylova, propenylova, butenylova, pentenylova,
isopropenylova, isobutenylova, proparginylova, hexenylova a

oktenylova skupina.

Termin "halogen" predstavuje atom chloru, bromu
nebo fluoru. Termin "halogenalkylova" oznac¢uje alkylové
skupiny substituované halogeny, prednostné fluor, brom nebo
chlor. Zastupci halogenalkylovych skupin jsou chlorethylova,
brompropylova, fluorethylova, trifluorethylova, trichlor-
ethylova a trifluorbutylova skupina.

Termin "niZs$i alkoxyskupina" oznac¢uje niZsi alkylové
skupiny, jak byly definovany vysSe, pripojené pres atom
kysliku ke zbytku molekuly. Zastupci téchto skupin jsou
methoxyskupina, ethoxyskupina, isopropoxyskupina,
terc.butoxyskupina, hexyloxyskupina, heptyloxyskupina

a oktyloxyskupina.

Termin "niZ&i alkanoylova skupina" oznac¢uje nizsi
alkylové nebo alkenylové skupiny, jak byly definovéany vyse,
pripojené pres karbonylovou skupinu ke zbytku molekuly.
Zastupci téchto skupin jsou acetylova, propionylova, prope-
noylova, krotanoylova, butanoylova, pentanoylova a isopenta-

noylova skupina.

Termin "aminoalkyl" predstavuje niz§i alkylové skupi-
ny, jak byly definovany vyse, substituované aminoskupinami.
Zastupci aminoalkylovych skupin jsou 2-aminopropylova,
4-aminobutylova, S5-aminopentylova skupina. Aminoskupiny mo-
hou byt téZ mono- ¢i disubstituované a zastupci téchto sub-
stituovanych aminoskupin jsou dimethylaminoskupina, di-

ethylaminoskupina, dibenzylaminoskupina, ethylisopropyl-




aminoskupina, pyrrolidinoskupina, piperidonoskupina,

morfolinoskupina nebo piperazinoskupina.

Termin "heteroatom" se vztahuje ke kysliku, dusiku
nebo sire. Termin "arylovad nebo heteroarylova skupina" pred-
stavuje skupiny aromatické povahy majici 5- nebo 6-clenné
kruhy, které mohou byt 2zvoleny z odpovidajici fenylu,
bifenylu, naftylu, pyridylu, chinolinu, isochinolinu, indolu,
pyrolu, furanu, benzofuranu, thiofenu, pyramidinu,

piperazinu, thiosolidinu nebo imidazolu.

Termin "substituovand fenylova skupina" uzivany
v tomto vyndlezu se vztahuje k tém substituentim, které lze
zvolit ze skupin, jako je hydroxylova skupina, nizsi alkylo-
vad skupina, halogenalkylova skupina, fenylova skupina,
benzylova skupina, atom halogenu, niZzsi alkoxyskupina, thio-
alkoxyskupina, benzyloxyskupina, karbonylova skupina, Kyano-
skupina, nitroskupina, amidoskupina, aminoskupina a alkyl-
aminoskupina. Priklady takovych skupin jsou 4-hydroxy-
fenylova, 3-methoxyfenylova, 4-fluorfenylova, 4-trifluor-
methylfenylovd, N,N-dimethylaminofenylova a 4-methoxy-

karbonylfenylova skupina.

Termin "substituovand alkylova skupina" uzivany
v tomto vyndlezu se vztahuje k tém substituentim, které lze
zvolit ze skupin jako je hydroxylova skupina, alkylova sku-
pina, halogenalkylova skupina, fenylova skupina, benzylova
skupina, atom halogenu, alkoxyskupina, thioalkoxyskupina,
benzyloxyskupina, karboxylova skupina, karbonyloxyskupina,
kyanoskupina, nitroskupina, amidoskupina, aminoskupina
a alkylaminoskupina. Priklady takovych skupin jsou fluor-
ethylova, chlorpropylova, hydroxyethylova, methoxypropylova,
N,N-diethylaminoethylova, N-benzoylaminopropylovéa, trifluor-
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ethoxyethylova, fenoxyethylova, methoxykarbonylethylova,
(p-fluorbenzoyloxy)ethylova, aminopropylova a 2-thio-
ethylova skupina.

Termin "substituovand aminoskupina" uzivany v tomto
vynalezu se vztahuje k tém substituentum, které lze zvolit ze
skupin, jako jsou hydroxylova skupina, alkylova skupina,
halogenalkylovad skupina, benzylova skupina, benzoylova
skupina, alkoxyskupina, karboxylova skupina, amidoskupina,
aminoskupina a alkylaminoskupina. Priklady takovych skupin
jsou N,N-diethylaminoskupina, N-benzoylaminoskupina,
N-methoxyaminoskupina, N-ethoxykarbonylaminoskupina
a N-chlorethylaminoskupina. Oba substituenty na aminoskupiné
mohou byt téz navzdjem spojeny s vytvorenim 5- nebo
6-¢lenného pyrolidinového, piperidinového, piperazinového,
morfolinového, imidazolinového nebo thiazolidinového systému.

Podle tohoto vynalezu se navrhuje postup pro zplisob

pripravy slouc¢enin obecného vzorce 1

(1)

ve kterém

\

Rl, R2, R3, r4 jsou nezavisle na sobé identické nebo rozdil-
né a znamenaji atom vodiku, hydroxylovou skupinu,

aryloxyskupinu, niZ$i alkoxyskupinu, niZs$i alkanoylo-
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vou skupinu, nitroskupinu, kyanoskupinu, atom haloge-
nu, karboxylovou skupinu, karbonyloxyskupinu, ami-
noskupinu, substituovanou aminoskupinu, nizsi alkylo-
vou skupinu, substituovanou niz$i alkylovou skupinu
nebo R2, R3 spolec¢né predstavuji -O—(CHz)n—O—, kde

n=1 nebo 2;

R° znamena atom vodiku, niz$i alkylovou skupinu, substi-
tuovanou niz$i alkylovou skupinu, nizZ$i aralkylovou
skupinu, hydroxymethylovou skupinu, methyloxykarbony-
lovou skupinu, aminomethylovou skupinu, substituovanou
aminomethylovou skupinu, kde aminoskupina mizZe byt
mono- nebo disubstituovand, pricemz oba substituenty
jsou navzajem nezavislé nebo se spolu spojuji
s vytvorenim cyklického kruhového systému o celkovém
poc¢tu 5 nebo 6 atomi obsahujiciho atomy uhliku a po-
pripadé jeden nebo dva heteroatomy vybrané z kysliku,

dusiku nebo siry a

R® znamena atom vodiku, fenylovou skupinu nebo benzylovou
skupinu, kde fenylova skupina miZe byt nesubstituovana nebo
substituovand mono-, di- nebo trisubstituenty, které lze zvo-
1lit z atomu halogenu, hydroxylové skupiny,

nizsi alkoxyskupiny, kyanoskupiny, karboxylové skupiny,
nitroskupiny, aminoskupiny nebo substituované aminoskupiny,
nizsi alkylové skupiny, substituované nizsi alkylové skupi-
ny, cykloalkylové nebo cykloalkyl-(niZsi alkylové) sku-
piny, kde je cyklicky kruh v rozmezi 3 aZ 7 ¢lenného kruho-
vého systému obsahujiciho vZdy atomy uhliku, niZs$i alkylo-
vé skupiny substituované heterocyklickymi kruhy, kde hetero-
cyklicky kruhovy systém ma celkem 3 aZ 7 atomi, kruhového
systému obsahujiciho atomy uhliku s nejméné jednim hetero-

atomem, jako je kyslik, dusik nebo sira, niZs$i alkanoylovou
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skupinu, benzoylovou skupinu, kde fenylova skupina miZe byt
nesubstituovand nebo substituovand, niZsi alkenylovou skupi-
nu, nizsi alkylovou skupinu, substituovanou nizZsi alkylovou
skupinu, substituovanou niZ$i alkenylovou skupinu nebo sub-
stituovanou nizsi alkanoylovou skupinu, kde substituentem
mize byt atom halogenu, hydroxylova skupina, nizsi alkoxy-
skupina, aryloxyskupina, thioskupina, thiocalkylova skupina,
thioarylova skupina, arylova ¢i heteroarylova skupina,
karboxylova skupina, kyanoskupina, nitroskupina, amidoskupi-
na nebo aminoskupina, pri¢emz aminoskupina muZe byt nesub-
stituovana nebo mono- ¢i disubstituovana, a oba substituenty
jsou bud navzajem nezavislé nebo jsou spolu spojeny s vytvo-
renim 5- ¢i 6-&lenného cyklického kruhového systému obsahuji-
ciho atomy uhliku a pripadné jeden nebo dva heteroatomy zvo-
lené z atomu kysliku, dusiku a siry, pric¢emZ celkovy pocet
atomu v cyklickém kruhovém systému je 5 nebo 6 s tim, Ze (i)
kdyz Rl je methoxyskupina, R® neni ani atom vodiku ani nizsi
alkylova skupina, (ii) kdyz R? je hydroxylova skupina, nizsi
alkoxyskupina, thioalkylova skupina, nitroskupina, aminosku-
pina, alkylaminoskupina, acylaminoskupina nebo atom haloge-
nu, R® neni ani atom vodiku ani niz&i alkylova skupina,
(iii) kdyz R° je nizsi alkylova skupina, nizsi aralkylova
skupina, -CH,OH, -COOH, -COOMe nebo -CH,OR", kde R" znamena
nizsi alkylovou nebo acylovou skupinu, R® neni ani atom vo-
diku ani niZs$i alkylova skupina, (iv) kdyz R1 je methoxysku-
pina, R2 je hydroxylovd skupina, niZsi alkoxyskupina, thio-
alkylova skupina, nitroskupina, aminoskupina, alkylaminosku-
pina, acylaminoskupina nebo atom halogenu, R je nizsi alky-
lovad skupina, niz&i aralkylova skupina, -CH,0H, -COOH,
-COOMe nebo -CH,OR", kde R" 2znamena nizsi alkylovou nebo
acylovou skupinu, R® neni atom vodiku ani nizsi alkylova
skupina, (v) kdyz RY az R® znamenaji atom vodiku, R® neni

~

ani atom vodiku ani niz$i alkylova skupina, coZ zahrnuje
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(i) zreagovani sloucenin vzorce 2

(2)

ve kterém
Rl az R® maji vyznam popsany vyse,

v pritomnosti kyseliny a oxida¢niho ¢inidla, kterym je

zelezitd s0l, se slouceninou majici vzorec
R®-OH,

kde

R® znamend nizsi alkylovou skupinu, niz$i alkenylovou
skupinu, (C3-C;) cykloalkylovou skupinu, halogenalkylo-
vou skupinu nebo hydroxyalkylovou skupinu, s obdrZenim

slouc¢eniny vzorce 12 a slouéeniny vzorce 13

(12)




(13)

ve kterych

Rl, R2, R3, RY a RS maji vyznam uvedeny vyse,
(ii) oddéleni sloucdenin vzorcu 12 a 13 pr¥ipravenych

v kroku (i) konvencnimi metodami,

(iii) hydrolyzu slouc¢eniny vzorce 12 konvenénimi me-

todami s obdrZenim pridavnych mnoZstvi slouc¢eniny vzorce 13,

(iv) zreagovadni slouceniny vzorce 13 v pritomnosti
kyseliny se sloudeninou majici vzorec R®-0H s obdrzenim

slouc¢eniny vzorce 1

(1)




ve kterém

Rl, R2, R3, rR? a R® maji vyznam uvedeny vysSe a

R®

ma vyznam definovany vyse.

Dalsim charakteristickym rysem tohoto vynalezu je za-

jisténi alternativniho postupu pro zplUsob pripravy znamych

C-5 substituovanych sloucCenin vzorce 1

ve kterém

znamend atom vodiku nebo nizsi alkyl,
znamena atom vodiku nebo methoxyskupinu,

znamend atom vodiku, hydroxylovou skupinu, nizs$i
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, thioalkylovou skupinu,
merkaptoskupinu, thioacylovou skupinu, nitroskupinu,
aminoskupinu, alkylaminoskupinu, acylaminoskupinu nebo

atom halogenu,

R4 znamenaji atom vodiku a




R° znamend atom vodiku, niz$i alkylovou skupinu, nizsi
aralkylovou skupinu, -CH,O0H, -COOH, -COOMe nebo
-CH,O0R , kde R znamend nizsi alkylovou ¢i acylovou

skupinu, ktery zahrnuje

(i) zreagovani sloudenin vzorce 2

(2)

ve kterém
Rl az R? majl vyznam popsany vyse,

v pritomnosti Kyseliny a oxidac¢niho ¢inidla, jako je Zelezita
sil, se sloucdeninou majici vzorec

R®-0H,

kde

R znamend nizsi alkylové skupiny,

s obdrZenim slouceniny vzorce 12 a slouceniny vzorce 13

(12)




(13)

ve kterych
Rl, R2, R3, R* a R maji vyznam uvedeny vySe,

(ii) oddéleni sloucdenin vzorcu 12 a 13 pripravenych

v kroku (i) konvenc¢nimi metodami,

(iii) hydrolyzu slouceniny vzorce 12 konvenénimi me-

todami s obdrZenim pridavnych mnozZstvi slouc¢eniny vzorce 13,

(iv) zreagovani slouceniny vzorce 13 v pritomnosti
kyseliny se slouc¢eninou majici vzorec R®-0H s obdrzenim

sloudeniny vzorce 1, ve kterém

R® znamend nizs$i alkylové skupiny,
rl znamena atom vodiku nebo methoxyskupinu,
RZ . znamena atom vodiku nebo hydroxylovou skupinu, nizsi

alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, merkaptoskupi-

nu, thioalkylovou skupinu, thioacylovou skupinu,
nitroskupinu, aminoskupinu, alkylaminoskupinu, acyl-
aminoskupinu nebo atom halogenu,
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R a R? znamenajl atom vodiku a

R znamena atom vodiku, niz$i alkylovou skupinu, nizsi
aralkylovou skupinu, -CHZOH, ~-COOH, -COOMe nebo
-CH,OR , kde R predstavuje nizsi alkylovou ¢i acylo-

vou skupinu.

Zpusoby vyvinuté a popsané v tomto vynalezu tvori
novy stred chirality v poloze C-S ve slouceninach vzorce 2
bez naruseni integrity 20(S)-a-hydroxylového E kruhového
laktonového zbytku. Vyvinuty postup se skldda z nového
snadného a prizpusobivého semisyntetického zpusobu pripravy
C-5 substituovanych znamych a novych derivatd kamptothecinu
vzorce 1 ze slouceniny vzorce 2. Sloucenina vzorce 1
pripravena postupem podle tohoto vyndlezu tak predstavuje
diastereomery obsahujici nové vytvorené centrum chirality
C-5. Slouc¢enina obecného vzorce 1 se skutec¢né izoluje jako
smés diastereomeru 20(S),5(R) a 20(S),5(S). Avsak pouZitim
konvencénich analytickych technik byly tyto dva diastereomery
rovnézZ separovany na své jednotlivé opticky ¢isté slozZky.

Obecné se mohou veskeré slouceniny vzorce 1, kde Rl,
Rz, R3, R4, R® a R® maji vyznam vysvétleny vysSe, syntetizo-
vat ze sloucCeniny vzorce 2 postupem popsanym vysSe a mohou
byt ilustrovany pr¥iklady popsanymi v oddilu "Priklady".
Priprava slouc¢eniny vzorce 12, kde Rl, R2, R3, R4, R a R®
majli vyznam uvedeny vysSe, ze slouceniny vzorce 2, jak bylo
uvedeno v kroku (i), je novym zplUsobem transformace, pri
kterém se dosahuje primého zavedeni ruiznych typl alkoxysub-

stituentd do polohy C-5.

20(S)-Kamptothecinové derivaty se substituovanym kru-
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hem A nebo A/B obecného vzorce 2, kde Rl, Rz, R3, R% a R®
majl vyznam uvedeny vyse, uzivané v tomto vyndlezu jako
vychozi materidly, jsou v S$iroké mi¥e znamy a pripravi se
podle drivéjsich znalosti stavu techniky dokumentovanych

v literature. Napriklad 7-ethylkamptothecin, 10-hydroxy-
kamptothecin, 9-nitrokamptothecin, 12-nitrokamptothecin,
10-hydroxy-7-ethylkamptothecin (SN-38), 9-aminokamptothecin,
9-methoxykamptothecin, 9-hydroxykamptothecin, 9-methoxy-7-
ethylkamptothecin, 9-hydroxy-7-ethylkamptothecin, 10,11-
methylendioxykamptothecin, 10,11l-ethylendioxykamptothecin,
10-hydroxy-9-(N,N-dimethylaminomethyl )kamptothecin byly
pripraveny podle znamych zpisobu uvedenych v literature
[T.R. Govindachari a kol., Ind. J. Chem., 10 (B), 453 (1972),
S. Sawada a kol., Chem. Pharm. Bull., 39 (10) 2574 (1991),
tamtéz, 39 (12), 3183 (1991), US patent ¢. 4 604 463 a US
patent ¢. 4 545 880, Jaffery L. Wood a kol., J. Org. Chen.,
60, 5739 (1995)] a byly vyuZity jako vychozi materidly pro
p¥ipravu novych C-kruhovych substituovanych analogu
20(S)-kamptothecinu obecného vzorce 1 popsanych v tomto

vynalezu.

Napr¥iklad sloucenina vzorce 12, kde Rl, R2, R3, R4,
R® a R® jsou nezdvisle na sobé identické nebo rozdilné
a maji vyznam uvedeny vyse, se miZe pripravit, jak je uve-
deno v kroku (i), reakci slouceniny vzorce 2 se slouc¢eninou
majici vzorec R6—OH, kde R® predstavuje atom vodiku, nizsi
alkylovou skupinu, nizsi alkenylovou skupinu, halogenalkylovou
skupinu, hydroxyalkylovou skupinu nebo C3—C7) cykloalkylovou
skupinu, v pritomnosti silné kyseliny a Zelezité soli. Kyse-
lina pouzZivanad v této reakci se muZe vybrat z peroxokyselin,
kyseliny chloristé, kyseliny chlorovodikové, kyseliny
dusic¢né, kyseliny sirové nebo z Lewisovych Kkyselin, jako je
fluorid bority, chlorid zinec¢naty, chlorid cinic¢ity a chlorid




titanicity. Zelezitou sUl pouZitou ve vyse uvedené reakci je
mozno zvolit ze skupiny zahrnujici dusicénan zelezity, siran
Zelezito amonny a chlorid Zelezity. Obecné je moZno vyse
uvedenou reakci provést pri teploté v rozmezi od 40 do 150

©c, vyhodné mezi 60 az 120 ©c.

V kroku (ii) zpusobu podle tohoto vyndlezu se pro roz-
délenl smési sloucenin vzorcl 12 a 13, pripravenych v kroku
(i), tato smés podrobi vyhodné bud krystalizaci nebo separa-
ci pomoci sloupcoveé chromatografie s pouZitim silikagelu.
Smési rozpoustédel pouzité ve vyse uvedenych zpusobech mohou
obsahovat kombinaci organickych rozpoustédel, jako je
chloroform, ethylacetat, methanol, ethanol, ether, aceton

a hexan.

Slouc¢enina vzorce 13 se muzZe téZ obdrzet v kroku
(iii) postupu podle tohoto vynalezu zpracovanim slouceniny
vzorce 12 Kyselinami v kombinaci s vodou pri teploté v roz-
mezi pd 40 do 120 °C. Kyseliny pouZité pro tento uéel lze
vybrat ze skupiny zahrnujici kyselinu chlorovodikovou,
kyselinu bromovodikovou, kyselinu sirovou, kyselinu
p-toluensulfonovou, Kkyselinu octovou a kyselinu chloristou.
Rozpoustédly pouZitymi v této reakci mohou byt methanol,
ethanol, butancl, isopropanol nebo 1,4-dioxan.

V kroku (iv) zpusobu podle tohoto vyndlezu slouc¢enina
vzorce 13 reagovala se slouc¢eninou vzorce R6-OH, kde R® ma
vyznam uvedeny vysSe, v pritomnosti kyselého prostredi pri
teploté v rozmezi od 20 do 140 ©C pro ziskadni sloucéeniny
vzorce 1. Kyseliny pouZité v této reakci 1lze vybrat ze
skupiny, kterou tvori kyselina sirova, kyselina chloro-
vodikova, kyselina octova, kyselina p-toluensulfonovy,

kyselina pyridin-p-toluensulfonova, kyselina kamforsulfonova,
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kyselina methansulfonova, kyselina chloristd nebo Lewisovy
kyseliny, jako je chlorid titanicity, BF;-etherat a chlorid
zine¢naty. Rozpoustédlem pouzitym v této reakci muzZe byt

hexan, benzen, toluen, xylen, chloroform, tetrachlormethan,

dichlorethan, dichlormethan a 1,4-dioxan.

Tento vyndalez ma tak zvlastni vyznam pri vyvoji
C-5-substituovanych 20(S)-kamptothecinovych derivatd jako
nové tridy C-kruhovych modifikovanych kamptothecinovych ana-
logl, které jsou pouZitelné jako protinddorové a/nebo proti-
virové prostredky. Tento vyndlez md také zvlastni vyznam
vzhledem k tomu, Ze zde vyvinuty a popsany postup je znacné
prizpusobivy a pristupny pro pripravu kamptothecinovych

derivatl obecného vzorce 1 ve velkém méritku.

Zpusoby vyvinuté a popsané v tomto vynalezu zajisti
pristup k $irokému sortimentu C-5 substituovanych

C-kruhovych analogui majicich ruzné substituenty na kruhu

A a B 20(S)-kamptothecinu. Nékteré z vyhodnych sloucenin jsou

takové, kde Rl je nitroskupina, aminoskupina, aminoalkylova
skupina, hydroxyskupina nebo methoxyskupina, R2 je
hydroxylova skupina, karbonyloxyskupina nebo atom halogenu,
R? a R3 jsou navzajem spojeny s vytvorenim methylendioxy-
skupiny nebo ethylendioxyskupiny, R4 je atom vodiku nebo
nitroskupina, R je ethylovd skupina, aminomethylova skupina
nebo substituovana aminomethylova skupina, RO je

2 -hydroxyethylova skupina, alkoxyethylova skupina,
chlorethylova skupina, fluorethylova skupina,
trifluorethylova skupina nebo aminoethylova skupina ¢i
aminopropylova skupina, kde aminoskupina maZe byt
dimethylaminoskupinou, diethylaminoskupinou, pyrrolidinovou
skupinou, piperidinovou skupinou, morfilinovou skupinou,

piperazinovou skupinou nebo imidazolinovou skupinou.




21)
22)
23)
24)
25)
26)
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Zastupcem slouceniny vzorce 1 je:
S-methoxy-CPT*
5-ethoxy-cpT*
5—butoxy—CPT*
5—chlorethoxy-CPT*
9-methoxy-5-ethoxy-CPT
9-hydroxy-5-ethoxy-CPT
10—hydroxy—5—ethoxy—CPT*
7—ethyl-5—ethoxy-CPT*
7—ethyl—5-hydroxy—CPT*
9-nitro-5-ethoxy-CPT
9-nitro-5-hydroxy-CPT
7-ethyl-5-chlorethoxy~-CPT
10—hydroxy—7—ethyl-5-ethoxy—CPT*
5=(2 =-hydroxyethoxy)-CPT
7-ethyl-9-hydroxy-5-ethoxy~CPT
10-hydroxy-5-(2 ~-hydroxyethoxy)-CPT
7-ethyl-10-hydroxy-5-(2 -hydroxyethoxy)-CPT
9-nitro-5-fluorethoxy-CPT
9-nitro-5-trifluorethoxy-CPT
10-hydroxy-5-trifluorethoxy-CPT
7-ethyl-10-hydroxy~5-trifluorethoxy-CPT
7-ethyl-5-pyrrolidinoethoxy-CPT
7-ethyl-5-dimethylaminopropoxy-CPT
7-ethyl-10-hydroxy-5-fluorethoxy-CPT
5=(2 -hydroxyethoxy)-7-ethyl-CPT
5-(2 -methoxyethoxy)-CPT

kde CPT znamend 20(S)-kamptothecin a * oznacuje slouceniny

znamé z literatury.

Vétsina ze sloucenin pripravenych podle tohoto vyna-

lezu mad rozpustnost ve vodé od 1 mg aZ do 10 mg na ml pr¥i 37




Oc. Tabulka 1A ukazuje hodnoty MTD (maximdlni tolerovana
davka) u Svycarskych bilych mysi, stabilitu laktonu

v plné krvi (po 3 hodinach), rozpustnost, farmakokinetiku
pri MTD a aktivitu in vitro po 1l-hodinové expozici pro slou-

¢eniny z prikladu 11, 26 a 27.

Postupy pouzZité pro provedeni experimentd jsou uvede-

ny nize.
1. MTD u s$vycarskych bilych mysi

Kazdé svycarské bilé my$Si se podava jednorazova
injekce zkousené latky v den urceny jako den 1. Testuji se
davky 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 8,3, 6,25 a 3,13 mg/kg
télesné hmotnosti. Zvirata se pozoruji denné ohledné
mortality a morbidity a zaznamenavajli se télesné hmotnosti
prezivajicich zvirat ve dnech 1, 5, 10 a 14. Maximalni
tolerovana davka se definuje jako davka, pri které zkousena
latka nevykazuje Zadnou morbiditu a ubytek hmotnosti
neprevyduje 30 % ve srovndni se dnem 1. (V souladu s postupem

U.S. National Cancer Institute).
2. Stabilita laktonu v plné krvi

2 ml krve od zdravého dobrovolnika se odeberou do
zkumavky obsahujici 40 pl heparinu (572 m.j.) pro zabranéni
koagulace. Pripravi se 4 mM a 40 uM pracovni roztoky léku
v DMSO a pridaji se k alikvétum plné krve pro ziskani konecné
koncentrace 100 pM a 1 puM. Lék se inkubuje v plné krvi pri
37 °C a 20 pl vzorku se odebere do 180 pl vychlazeného
methanolu (=30 °C) v ruznych &¢asovych intervalech (0, 1,

2 a 3 hodiny). Smés se promicha virivym pohybem a poté
centrifuguje pri frekvenci otacek 11 000 za minutu po dobu




3 minut v mikrocentrifuze pri teploté mistnosti. 100 pl
supernatantu se zredi vodou na 300 aZ 500 ul v zavislosti na
odpovédi signalu (ultrafialovy proc koncentraci 100 uM

a fluorescencéni pro koncentraci 1 uM) 1latky. 200 pl zredéného
vzorku se vstrikuje na kolonu HPLC, na které se predtim
ustavila rovnovadha s mobilni féazi. Méri se plocha pod
vrcholem k¥ivky odpovidajici formam laktonu. Plocha vrcholu

v ¢ase nula se uvazZuje jako 100 % a podil plochy pod vrcholem
laktonu v ruznych ¢asech se vypoc¢itd pro stanoveni rovnovazné
stability laktonu obdrZené konzistentnim podilem laktonu
béhem dvou naslednych ¢asovych bodl [Biochemistry, 33,

10325-10336 (1964) a J. Pharm. Sci., 84, 518-519 (1994)].
3. Farmakokinetika pri MTD

VSsechny studie se provadéji na svycarskych bilych
mysich v rozmezi télesné hmotnosti 35 aZz 40 g. Zvirata se
nechaji bez potravy beéhem noci pred podanim davky 1léku a krmi
se 3 hodiny po podani davky. Zviratim se podava davka
intraperitonedlneé ve formé roztoku ve smési DMSO a vody
(50:50 objemovych dild). Vzorky krve se odebiraji z orbitdlni
dutiny v hodinach 1, 2, 4, 6 a 8 po podani davky do
heparinizovanych zkumavek a centrifuguji se pri frekvenci
otadc¢ek 13 000 za minutu po dobu 10 minut. Vzorky krevni
plazmy se oddéli a analyzuji pomoci HPLC. K 50 pl vzorku se
p¥idd 100 pl ochlazeného okyseleného methanolu a smés se
promichd, aby se vysrazZely proteiny. Vzorek se centrifuguje
pri frekvenci otacek 13 000 za minutu po dobu 10 minut. 100
nl supernatantu se zredi na objem 200 pl smési methanolu
a vody (50:50 objemovych dilG) a 100 pl se vstrikne k HPLC.
Plocha pod vrcholem 1éku se pouZije pro kvantitativni
vyhodnoceni. Vzorky pro kalibraci, kontrolu a stanoveni
vytézku se pripravi p¥idanim znamého mnozZstvi 1léku do 50 ul
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prazdné plazmy a zpracuji se stejnym zpusobem jako ostatni
vzorky [J. Natl. Cancer Inst., 88, 817-824 (1996)].

4., Stanoveni rozpustnosti pomoci HPLC

Prebytek slouceniny se ponecha nasdaknout v 0,5 ml
pufru na bazi octanu sodného, 0,1 mol/dm3, pri pH 5,0 béhen
24 hodin pri teploté mistnosti. Roztok se filtruje filtrem
injekéni strikac¢ky PVDF 0,45 pm (Gelman Sciences). Filtrat se
vstrikuje na HPLC pri raznych objemech (10 a 20 pl).
Zaznamenajli se chromatogramy. Zaznamenané odpovédi se
extrapoluji z kalibraéni k¥ivky a vypoc¢itd se rozpustnost
slouc¢eniny [(J. Med. Chem., 38, 400 (1995)].

5. Stanoveni rozpustnosti rutinnim postupem

Slouédenina se suspenduje v 5 ml deionizované vody
a zahriva po dobu 10 min na 37 Oc. Potom se roztok filtruje,
filtrat se odpari dosucha s pouzitim methanolu a stanovi se

jeho hmotnost.
6. Aktivita in vitro po jednohodinové expozici

Buriky se ponechaji rist v 15 ml uplného Zivného
prostredi (RPM1-1640 s 10 % fetdlniho hovéziho séra a 0,2 %
hydrogenuhli¢itanu sodného) po dobu 3 az 5 dnu pro obdrZeni
poctu bunék 106 bunék/banka. Zivné prostredi se odstrani
a pripojené bunky se promyji fyziologickym roztokem
pufrovanym fosfatem (PBS). Prida se 1 ml 0,1% Trypsin-EDTA
a vzorek se inkubuje po dobu 5 min pri 37 9C. Barnky se jemné
poklepou a pridd se 5 ml Uplného Zivného prostredi. Suspenze
bunék se odebere a centrifuguje pri frekvenci otacek 2 000 za
minutu po dobu 5 minut. Odstrani se supernatant a pelety se




suspenduji v 5 ml uplného Zivného roztoku. Pocet bunék se
poc¢itd pomoci hemocytometru. Suspenze bunék se zredi na
10 000 bunék ve 100 pl uplného Zivném roztoku. Po 100 pl

bunéc¢né suspenze se nanese do 96 jamek mikrotitrac¢ni plotny

o

a inkubuje se po dobu 24 hodin pri 37 Oc v pritomnosti 5
CO,. Rist v referen¢nim blanku (nanesen na plotnu oddélené)
se ukonc¢i pridavkem 25 pl 50% vychlazené kyseliny trichlor-
octové (TCA). Inkubuje se po dobu 1 hodiny pri 4 ©C. Deska se
promyje (5x) deionizovanou vodou, vysu$i se na vzduchu

a uchovava se pri 4 °c pro stanoveni hodnoty Ty. Pripravi se
vhodné z¥edény roztok zkusebni latky v uUplném Zivném
prostredi a pridad se 100 pl do kazdé jamky pro udrzeni
kone&né koncentrace mezi 10”% a 107® mol/am3. Inkubuje se po
dobu 1 hodiny pri 37 °C v pritomnosti 5 % CO,. Mikrotitraéni
plotna se centrifuguje p¥i frekvenci otéacek 1000 ot/min po
dobu 5 minut. Odstrani se supernatant. Bunky se dvakrat
promyji 100 pl PBS, aby se odstranily stopy zkouSené latky.
Pr¥ida se 200 pl uUplného Zivného prostredi do kazZdeé jamky

a inkubuje se po dobu 48 hodin pri 37 Oc v pritomnosti 5 %
CO,. Ruist bunek se ukoné¢i pridavkem 50 ul 50% vychlazené
kyseliny trichloroctové. Plotna se inkubuje po dobu 1 hodiny
pri 4 °Cc, promyje deionizovanou vodou (5x) a vysu&i na
vzduchu. Prida se 100 pl roztoku sulforhodaminu B (0,4 %

v 1% Kkyseliné octové) do kazdé jamky, pri udrZovani teploty
mistnosti po dobu 15 minut. Promyje se (5x) 1% kyselinou
octovou a vysus$i na vzduchu. Pridd se 100 ul baze Trizma
(Sigma) 10 mmol/dm3, jemné se protrepe na trepacce plotny po
dobu 15 min a odec¢itd se optickad hustota p¥i 490 nm na
spektrofotometrickém zarizeni pro odec¢iténi ploten (podle

postupu U.S. National Cancer Institute).
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Tabulka 1A
MTD u Svycarskych bilych mys$i
Zpasob Priklad 11 Priklad 26 Priklad 27
R podani
. intraperito-
. nedlné 400 mg 200 mg 400 mg
intravendézné 100 mg 25-50 mg 200 mg
Stabilita laktonu v plné krvi (po 3 hodinach)
Koncentrace Priklad 11 Priklad 26 Priklad 27
Diaste- Diaste- Diaste- Diaste-

reomer A reomer B

reomer A reomer B

100 uM 3,73%1,50 6,15%2,53 - 4,58+1,72 11.9%2,91
1 uM - : - 5,3 - -
- Rozpustnost
- Metoda Priklad 11 Priklad 26 Priklad 27
Metoda HPLC 0,17 mg/ml 0,8 mg/ml 0,5 mg/ml
) Rutinni metoda <1 mg/ml 6 mg/ml 2-3 mg/ml
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Farmakokinetika p¥i MTD

Parametr Priklad 11 Priklad 26 Priklad 27
AUCy_; (mM.h) 18,47%2,1 561,69+41,8 23,10%2,7
Crax (HM) 6,95%1,2 264,15%21,9 7,4%0,8
Thax (h) 1,00%0,0 1,040,0 1,3340,6
Kolim 0,3740,07 0,38+0,06 0,29+0,02
Poloc¢as (h) 1,9210,4 2,38+0,2

1,84%0,3

Aktivita in vitro po 1 hodiné expozice (hodnoty GISO)

Bunéc¢na linie Priklad 11 Priklad 26 Priklad 27
SF-268 6x10~OM >107 %M >10"4M
OVCAR-8 4,5x10”°%M >1074M 7,5%x10™°M
MCF-7/ADR 1,5x107 %M >1074M 6x10~°M
DU-145 3,5x10” M 5x10~°M 3,5x10” M
ACHN 5,5%x10” M >10" %M 8x10~0M
HOP-62 6x10”0M >10"4M 2x10"0M
UACC-62 4x107°M 7,5%10"8M 9x10~8M
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Dale nékolik sloucenin pripravenych v tomto vyndlezu
vykazovalo dobrou protirakovinnou aktivitu in vitro proti
raznym liniim lidskych nddorovych bunék podle vysledku
obdrZzenych z 60 rozborl s lidskymi nadorovymi bunéénymi
liniemi provedenych v National Cancer Institute (NCI),
Bethesda, Maryland, U.S.A.

Tabulka 1 uvadi aktivitu bunéc¢né linie in vitro vyjad-
Fenou jako hodnoty ICgy pro ruzné C-kruhové analogy
20(S)-kamptothecinu pripravené v ramci tohoto vynalezu.
Diagramy 1 aZ 3 ukazuji data kompilovand na zakladé prumér-
nych grafi NCI pro uUplnou inhibici rustu (TGI) ruznych typu
lidskych raovinnych bunéé¢nych linii pro slouceniny priprave-
né v prikladech 27, 28 a 43. Pro srovnani se uvadéji podobna
komplikovana data pro topotekan zaloZend na prUmérném grafu
NCI. Data shrnutd tabulkach 2 a 3 ukazuji, Ze C-kruhové
analogy 20(S)-kamptothecinu pripravené v ramci tohoto
vynalezu vykazuji protinddorovou aktivitu stejnou nebo lepsi
nez topotekan vaci urc¢itym bunéénym liniim rdznych soubora
rakovinnych bunék. Tabulka 4 udava udaje obdrzené pro
slouc¢eninu pripravenou v prikladu 32 proti bunéénym liniim
lymfomu vztahujiciho se k AIDS (ARL). VesSkeré sloucCeniny
pouzité ve screeningovém protirakovinném programu NCI in
vitro jsou smési obsahujici v podstaté oba diastereomery
majici konfigurace 20(S),5(S) a 20(S),5(R) v ruznych

pomérech.

Vysledky ukazané v diagramech 1 az 3 a tabulkach 1 az
4 pochazeji z provadéni pokusl podle postupd U.S. National

Cancer Institute (NCI), jak se udava nize.

Kazda zkouSend latka se podrobila screeningu proti

souboru 60 lidskych bunéénych 1linii obdrzZzenych z osmi organu.
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V obvyklém postupu se bunécné suspenze zredéné podle
prislusného typu bunék a ocekdvané cilové hustoty bunék

(5000 aZz 40 000 bunék na jamku na zdkladé charakteristik
ristu bunék) nanesou na mikrotitraéni plotny s 96 jamkami.
Inokulaty se ponechaji stabilizovat po preinkubac¢ni dobu 24
hodin pri 37 ©c. po jamky mikrotitrac¢ni plotny se v ¢ase nula
pridaji z¥edéni odpovidajici dvojnasobku zamysSlenych
zkusSebnich koncentraci ve 100 pl alikvétech. Obvykle se
zkousené 1latky vyhodnocuji pri 5 desetinasobnych z¥edénich.
Nejvyssi koncentrace v jamce pouzZivand ve zkousSce je 1074
mol/dm3. Buriky se poté inkubuji v pritomnosti 1léku (zkousSena
sloucenina) po dalsich 48 hodin v atmosfére s 5 % CO, pri
100% relativni vlhkosti. Na konci této doby se adherujici
buniky fixuji k plotné pomoci kyseliny trichloroctové a po
nékolikandsobném promyti se vrstva bunék zpracovava barvivem
proteinu sulforhodaminem B. Opticka hustota, ktera je umérna
hmotnosti proteinu, se potom odec¢ita automatizovanym
spektrofotometrickym za¥izenim pro vyhodnocovani ploten pri
vlnové délce 515 nm. Cteni se prevadéji na mikropocitac

a konec¢né zpravy se vytvareji s pouzitim specidlné vyvinutého

programového vybaveni.

Slouc¢eniny vzorce 1 podle tohoto vyndlezu a jejich
farmaceuticky prijatelné soli, jak bylo popsano vyse
a prostredky, kterda ji obsahuji, lze pouzit jako proti-
rakovinné a protivirové prostredky. Poddni novych aktivni
slouc¢enin vzorce 1 v ¢isté formé nebo v prislusném
farmaceutickém prostredku se miZe provadét jakymikoliv
prijatymi zpuisoby podavani, souZicimi pro podobna podani.
Proto lze slouc¢eninu podavat napriklad usty, nosem,
parenteralné nebo mistné ve formé pevné latky, polopevné
l1atky, lyofilizovaného prasku nebo kapalnych davkovych forem,
jako napriklad s pouzZitim tablet, ¢ipkla, pilulek, tobolek,
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praskt, roztoka, suspenzi, emulzi, kréma, tekutych forem

kK zevnimu pouziti, aerosoll, masti, injekci a podobné,
vyhodné ve vhodné davkové formé pro jednoduché podani
presnych davek. Protredky zahrnuji konvenéni farmaceuticky
nosi&, zredovaci ¢inidla &i vehikulum a aktivni novou latku
slouédeninu 1 a navic mohou zahrnovat lécivé pripravky,
farmaceutické pripravky, nosice, latky zvysujici ué¢inek 1léku
atd.

Vynalez se popisuje podrobné se specifickymi priklady
udanymi niZe, které slouzi pouze pro ilustraci a nemely by

se povazZovat za omezujici pro rozsah tohoto vynalezu.

Tabulka 1
C. SLOUCENINA ICgq
(pm)?
1 5—methoxykamptothecin* 8,5
2 5—ethoxykamptothecin* 9,54
3 5—n—butoxykamptothecin* 6,16
4 5-(2 -hydroxyethoxy)kamptothecin 1,51
5 5-(2 -chlorethoxy)kamptothecin 4,57
6 7-ethyl-5-ethoxykamptothecin* 1,41
7 9-methoxy-7-ethyl-5-ethoxykamptothecin 2,13
8 7-ethyl-5-chlorethoxykamptothecin 2,75
9 7-ethyl-5-aminoethoxykamptothecin 18,6
10 7-ethyl-5-pyrrollidinethoxykamptothecin 18,6
11 7-ethyl-5-piperidinethoxykamptothecin >30
12 7-ethyl-5-N,N-dimethylaminoethoxykamptothecin 13,8
13 7-ethyl-5-N,N-dimethylaminopropoxykamptothecin >30
14 9-methoxy-5-ethoxykamptothecin 2,45




15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

5-trifluorethoxykamptothecin
5-aminoethoxykamptothecin
7-ethyl-5-trifluorethoxykamptothecin
7-ethyl-5-(2 -hydroxyethoxy)kamptothecin
5-fluorethoxykamptothecin
10-hydroxy-5-trifluorethoxykamptothecin
9-nitro=-5-trifluorethoxykamptothecin
10-hydroxy-5-(2 -hydroxyethoxy)kamptothecin
9-nitro-5-(2 -hydroxyethoxy)kamptothecin
7-ethyl-5-fluorethoxykamptothecin
5-methoxyethoxykamptothecin
9-nitro-5-methoxyethoxykamptothecin
12-nitro-5-ethoxykamptothecin
12-nitro-5-hydroxykamptothecin
9-amino-5-methoxykamptothecin
9-hydroxy-5-ethoxykamptothecin

1,82

30,0
7,41
4,78
1,58
0,38
0,46
8,12
7,94
4,36
2,23
2,04
>30
>30
6,76
6,68

a ICgq = str¥edni hodnota minimdlni koncentrace (umol/dm3)

sloucCeniny pozZadované k vyvolani 50% inhibice rlistu bunék

(GIgg) proti 60 bunéCnym liniim lidskych ndadori NCI

v literature

znac¢i C-5 substituované derivaty kamptothecinu znamé




Tabulka 2

SOUBOR BUNEK LEUKEMIE CNS PRS TLUSTE STREVO

BUNECNA MOLT 4 SF 295 U 251 MCF 7 HT 29

LINIE

TOPOTEKAN 1,2 2,18 2,81 100 >100

PRIKLAD 25 3,0 2,15 3,57 9,2 7,90

Tabulka 3
SOUBOR NSLC RAKOVINA TLUSTEHO  VAJECNIKU LEDVIN CNS
BUNEK STREVA
BUNECNA
LINIE EKVX H H HCC HT 29 HCT 15 SK OV3 OVCAR 8 UO 31 SF 268 U

460 322M 2998 254

TOPO-
TECAN 100 1,2 16,9 15,8 >100 44,6 5,12 18,19 2,51 56 2,81
PRIKLAD
26 63 1,0 31,6 10,47 46 36,3 3,80 13,4 3,89 30,9 7 ,5¢

VSechny vys$e uvedené hodnoty se vztahuji ke koncen-
traci Uplné inhibice rustu *(TGI) v umol/dm3
* TGI se vztahuje k minimdlnim koncentracim pripravku
(zkousené slouc¢eniny) pozZadované pro Uplnou inhibici rustu
bunék ve studii provedené podle NCI in vitro s 60 liniemi

bunék lidskych ndadorua




Tabulka 4#

Aktivita in vitro slouceniny z prikladu 32 proti bunécnym

liniim lymfomu vztahujiciho se k AIDS (ARL)

NAZEV BUNEK GIgy” TGI**
CCRF - CEM 0,318 1,83
RL 0,463 3,94
KD 488 0,246 2,28
AS 283 0,268 0,678
PA 682 0,456 7,23
SU-DHL-7 0,609 3,51

*

GIgn se vztahuje k minimdlni koncentraci (umol/dm3)

zkousené slouceniny pozZadované pro 50% inhibici ristu bunék

* %

TGI se vztahuje k minimdlni koncentraci (umol/dm3)

zkousSené slouceniny pozadované pro Gplnou inhibici rastu
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Diagram 1

Udaje o protirakovinné aktivité sloucdeniny z prikladu 27 in

vitro [Ukdzané udaje se vztahuji k hodnotadm koncentraci pro

tplnou inhibici rustu (TGI) v pmol/dm°)

NSLC
BUNECNE HOP 62 HOP 92 H 226 H 23 H 460 H 522
LINIE
PRIKLAD 27 4,95 4,88 4,75 0,91 5,09 7,66
TOPOTEKAN 0,04 7,90 10,96 0,87 1,20 4,16
RAKOVINA TLUSTEHO STREVA
BUNECNE COLO 205 HCC 2998 HCT 116 HCT 15 HT 29 KM 12
LINIE
PRIKLAD 27 19,5 7,67 4,06 20,0 2,41 10,6
TOPOTEKAN 7,94 15,8 2,51 44,6 100 6,45
RAKOVINA PRSU
BUNECNE MCF 7/ ADR MDA-MB-435 MDA-N BT 549 T 47D
LINIE
PRIKLAD 27 1,25 9,62 11,0 11,4 0,81
TOPOTEKAN 1,50 2,5 nedete- >100 1,8

kovano




Diagram 2

Udaje o protirakovinné

aktivité slouceniny z prikladu 28 in

vitro [Ukazané udaje se vztahuji k hodnotdm koncentraci pro

uplnou inhibici ristu (TGI) v umol/dm3]

NSLC
BUNECNE HOP 92 H 226 H 23 H 322M H 460 H 522
LINIE
PRIKLAD 28 8,44 4,3 0,76 30,2 1,22 13,0
TOPOTEKAN 7,90 10,96 0,87 16,9 1,20 4,16
RAKOVINA TLUSTEHO STREVA
BUNECNE COLO 205 HCC 2998 HCT 116 HCT 15 HT 29 KM 12
LINIE
PRIKLAD 28 9,48 7,65 8,01 >30 7,94 27,4
TOPOTEKAN 7,94 15,80 2,51 44,6 100 6,45
RAKOVINA PRSU
BUNECNE MCF 7/ ADR MDA-MB-435 BT-549 MDA-N T 47D
LINIE
PRIKLAD 28 1,21 11,4 32 13,4 1,09
TOPOTEKAN 1,5 2,5 >100 nedete- 1,8

kovano




Pokracovani diagramu 2

RAKOVINA LEDVIN

BUNECNE 786-0 A 498 ACHN CAKI RXF 393 SN12C UO 31
LINIE
PRIKLAD 28 0,85 1,76 0,37 0,75 15,9 2,31 1,23

TOPOTEKAN 0,12 1,69 0,28 0,51 1,41 1,58 2,51
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Diagram 3

Udaje o protirakovinné aktivité sloudeniny z prikladu 43 in

vitro [Ukazané udaje se vztahuji k hodnotdm koncentraci pro

uplnou inhibici rustu (TGI) v umol/dm3]

NSLC
BUNECNE HOP 62 H 226 H 23 H 460
LINIE

PRIKLAD 43 3,92 6,89 2,52 14,2
TOPOTEKAN 0,04 10,96 0,87 1,20

RAKOVINA TLUSTEHO STREVA

BUNECNE COLO 205 HCC 2998 HCT 166 HT 29
LINIE

PRIKLAD 43 37,3 23,2 23,6 18,9
TOPOTEKAN 7,94 15,8 2,51 100

KM 12

41,9
6,45

RAKOVINA PRSU

BUNECGNE LINIE
PRIKLAD 43 9,30 17,8
TOPOTEKAN 1,5 100

MCF7 / ADR / RES MCF 7
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Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1
Priprava 5-methoxykamptothecinu (znaméd slouc¢enina)

Krok 1: Ke smési 20(S)-kamptothecinu vzorce 3 (2 g)
a chloridu zelezitého (2 g) rozpusténého v 80 ml methanolu se
pridd po kapkadch 10 ml kyseliny sirové a smés se udrzuje pri
teploté 70 °C po dobu 24 hodin. Prebytecdnd kyselina
a methanol se odpari ve vakuu a odparek se extrahuje
ethylacetatem. Organicka vrstva se promyje vodou, roztokem
chloridu sodného a vysusi se bezvodym siranem sodnym.
Odpareni rozpoustédla poskytuje 1,8 g Zlutavého prasku
obsahujiciho 5-methoxykamptothecin a 5-hydroxykamptothecin
vV pomeru 5:1.

Krok 2: Separace smési sloupcovou chromatografii na
silikagelu s pouzitim rozpoustédlové smési methanol-
chloroform jako elu¢niho ¢inidla poskytuje 1,5 g 5-
methoxykamptothecinu a 300 mg 5-hydroxykamptothecinu.
Nasleduji analytické uUdaje pro 5-methoxykamptothecin. Teplota
téani: 156 ©c. [alp pri 28 Oc = +41,74 (c 0,103, CHCl,). IC:
3426, 1747, 1664, 1616, 1228, 1155, 1046, 762 cm 1. lH NMR
(cDCl,, 200 MHz): § 8,42 (s, 1 H), 8,26 (d, J = 8 Hz, 1 H),
7,96 (d, I = 8 Hz, 1 H), 7,88 (t, J = 6,8 Hz, 1 H), 7,68 (t,
J =6,8 Hz, 1 H), 7,58 (s, 0,5 H), 7,54 (s, 0,5 H), 6,95 (s,
0,5 H), 6,80 (s, 0,5 H), 5,74 (d, J = 16,5 Hz, 0,5 H), 5,72
(d, J = 16,5 Hz, 0,5 H), 5,25 (d, J = 16,5 Hz, 1 H), 3,75 (s,
1 H), 3,70 (s, 1,5 H), 3,50 (s, 1,5 H), 2,01-1,82 (m, 2 H),
1,06 (t, J = 7 Hz, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 379 (M+H),

348, 319.




- 46 - 'co (X se ve [X]

2009
XY XY
seesy
s e
-
(AR X
L]
L 4
e
»
.
esne
. o
L]

»
s e ae ae *s

Priklad 2
Priprava 5-hydroxykamptothecinu (zndama sloucenina)

Krok 1: Priprava 5-methoxykamptothecinu:
5-methoxykamptothecin vzorce 1, kde Rl = R2 = R3 = R? = R® =
H, RO = Me, se pripravi z 20(S)-kamptothecinu vzorce 3, jak
se popisuje vysSe v prikladu 1.

Krok 2: 1,5 g 5-methoxykamptothecinu vzorce 1, kde
Rl = RZ2 = R3 = R* = R® = H, R® = Me, se rozpusti v 50 ml
methanolu a zpracuje 50 ml 50% HCl. Roztok se zahriva pod
zpétnym chladic¢em po dobu 30 hodin. Ke konci se odpari pre-
byte¢na voda a methanol jako azeotropickd smés a odparek se
extrahuje ethylacetatem. Organickd vrstva se promyje roztokem
chloridu sodného a susi bezvodym siranem sodnym. Odpareni
rozpoustédla poskytuje 1,2 g 5-hydroxykamptothecinu po
vycisténl pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
s pouzitim rozpoustédlové smési ethylacetatu a chloroformu.
Teplota tani: 220 °c. [alp pFi 26 °C = +28,00 (c 0,1,
CHCl,). IC: 3367, 1749, 1658, 1591, 1159, 1046 cm~t. 1 NMR
(CDCl5 + DMSO - dg, 200 MHz): § 8,50 (s, 1 H), 8,20 (4, J =
8 Hz, 1 H), 7,94 (4, J = 8 Hz, 1 H), 7,85 (t, J = 6,8 Hz,
1 H), 7,64 (t, J = 6,8 Hz, 1 H), 7,58 (s, 0,5 H), 7,56 (s,
0,5 H), 7,06 (s, 0,5 H), 7,01 (s, 0,5 H), 6,95 (8iroky
d, 1 H, D,O vyménitelné), 5,67 (d, J = 16,5 Hz, 1 H), 5,25
(d, J = 16,5 Hz, 1 H), 5,05 (Siroky d, 1 H, D,0 vyménitelné),
2,05-1,86 (m, 2 H), 1,06 (t, J = 7 Hz, 3 H). Hmot. spektr.
(m/z): 364 (M+1), 348, 320, 277, 236, 91, 57.

Priklad 3

Priprava 5-ethoxy-7-ethylkamptothecinu (znadmd sloudenina)
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Krok 1: Ke smési 7-ethylkamptothecinu vzorce 2, kde
R! = R?2 = R® = R? = H, R® = Et (1,5 g) a chloridu Zelezitého
(1,35 g) rozpusténého ve 150 ml ethanolu, se prida po
kapkach 9 ml kyseliny sirové a smés se udrZuje pri teploté
85 °C po dobu 30 hodin. Prebyte&nad kyselina a ethanol se
odpari s pouzZitim vakua a odparek se extrahuje ethylaceta-
tem. Organicka@ vrstva se promyje vodou, roztokem chloridu
sodného a susi se bezvodym siranem sodnym. Odpareni
rozpoustédla poskytuje 1,6 g hnédavého prasku obsahujiciho
5-ethoxy-7-ethylkamptothecin a 5-hydroxy-7-ethylkamptothecin
v poméru 10:1.

Krok 2: Separace smési sloupcovou chromatografii
poskytuje 1 g 5-ethoxy-7-ethylkamptothecinu a 100 mg
5-hydroxy-7-ethylkamptothecinu. Teplota téni: 150 °c. [alp
pri 27 °C = + 10,526 (c 0,085, CHCl;). IC: 3419, 1751,
1662, 1613, 1157, 1075, 1050, 764 cm 1. 1H NMR (cDCl,, 200
MHz): § 8,20 (d, J = 8 Hz, 1 H), 8,15 (d, J = 8 Hz, 1 H),
7,81 (t, J = 6,8 Hz, 1 H), 7,66 (t, J = 7,3 Hz, 1 H), 7,54
(s, 0,5 H), 7,51 (s, 0,5 H), 7,01 (s, 0,5 H), 6,89 (s, 0,5
H), 5,72 (4, J = 16,5 Hz, 0,5 H), 5,71 (d, J = 16,5 Hz, 0,5
H), 5,28 (d, J = 16,5 Hz, 0,5 H), 5,26 (d, J = 16,5 Hz, 0,5
H), 4,3-3,6 (m, 3 H), 3,5-3,1 (m, 2H), 2,05-1,71 (m, 2H),
1,45 (t, J = 7,5 Hz, 3 H), 1,06 (t, J = 7 Hz, 3 H).

Priklad 4
Priprava 5-hydroxy-7-ethylkamptothecinu (znadmd sloucenina)
Krok 1: Priprava 5-ethoxy-7-ethylkamptothecinu:

5-ethoxy-7-ethylkamptothecin vzorce 1, kde, kde Rl = R2 =

R3 =Rr* = H, R® = R® Et, se pripravi z 20(S)-kamptothecinu
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vzorce 2, jak se popisuje v prikladu 3.

Krok 2: 50 ml 25% H,S0, se prida k 1,0 g 5-ethoxy-
-7-ethylkamptothecinu vzorce 1, kde RE=rR2=RrR3=r%*=Ha
R® = R® = Et, rozpusténého ve 30 ml ethanolu a vari se pod
zpétnym chladi¢em po dobu 30 hodin. Na konci se prebyteéna
voda a ethanol odpari jako azeotropickda smés a odparek se
extrahuje ethylacetatem. Organicka vrstva se promyje roztokem
chloridu sodného a sugi se bezvodym siranem sodnym. Odpareni
rozpoustédla poskytuje 700 mg 5-hydroxy-7-ethylkamptothecinu,
po vy¢isténi sloupcovou chromatografii na silikagelu. Teplota
tani: 252 °c. 1¢: 3349, 1752, 1656, 1605, 1159, 1054, 766
cm™l. Castecné udaje 'H NMR (CDCl, + DMSO - dg), & 7,19
($iroky s, 1 H, D,0 vyménitelné), 7,15 (s, 0,5 H), 7,05 (s,
0,5 H), 5,75 (Siroky s, 1 H, D,0 vyménitelné), 5,65 (4, J =
16,5 Hz, 1 H), 5,25 (d, J = 16,6 Hz, 1 H), 3,52-3,19 (m, 2
H), 1,45 (t, J = 7,5 Hz, 3 H), 1,02 (m, 3 H).

Priklad 5

Priprava 5-ethoxy-9-methoxykamptothecinu vzorce 1, kde Rl =
oMe, R2 = R3 =R* =R® = H a R® = Bt

Krok 1: Ke smési 9-methoxykamptothecinu vzorce 2, kde
Rl =oMe aR2=R}3=rR*=R>=1 (1 g) a chloridu zZelezitého
(500 mg) rozpusténého v 50 ml ethanolu se prikape 10 ml
kyseliny sirové a smés se udrzuje pri teploté 85 °C po dobu
22 hodin. Prebytec¢na kyselina a ethanol se odpa¥i vakuovou
destilaci a odparek se extrahuje ethylacetdatem. Organicka
vrstva se promyje vodou, roztokem chloridu sodného a susi se
bezvodym siranem sodnym. Odpar¥eni rozpoustédla poskytuje

tmavé hnédavy prasek.
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Krok 2: Cisténi vy$e uvedeného zbytku pomoci sloupco-
vé chromatografie na silikagelu poskytuje 500 mg
5-ethoxy-9-methoxykamptothecinu vzorce 1 a 300 mg
5-hydroxy-9-methoxykamptothecinu. Teplota tani: 235 ©c.

[alp PEi 30 °C = + 34,18 (c 0,093, MeOH). IC: 3436, 1748,
1665, 1619, 1461, 1366, 1093, 814 cm !. lH NMR (cDCly, 200
MHz): & 8,81 (s, 1 H), 7,78 (m, 2 H), 7,53 (d, J = 5,5 Hz,

1 H), 6,96 (d, J = 7 Hz, 1 H), 6,88 (s, 1 H), 6,77 (s, 1 H),
5,72 (d, J = 16 Hz, 0,5 H), 5,75 (d, J = 16 Hz, 0,5 H),

5,27 (&, J 16 Hz, 1 H), 4,24-3,90 (m, 2 H), 4,06 (s, 3 H),
3,80 (s, 1 H, D,0 vyménitelné), 1,90 (m, 2 H), 1,31 (m, 3
H), 1,01 (m, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 422 (M+1l), 394,

378, 350, 305, 98, 57.

il

Priklad 6

Priprava 5-hydroxy-9-methoxykamptothecinu (zndmd sloucéenina)

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-ethoxy-9-methoxy-
kamptothecin vzorce 1, kde Rl = OMe, R2 = R3 = rR? = R®
= HaR® = Et, jak se popisuje v prikladu 5.

Krok 2: 25 ml 80% HCl1l se prida k 560 mg 5-ethoxy-9-
~methoxykamptothecinu vzorce 1, kde rl = OMe, R? = R3 = r?
=R°> =HaR®= Et, rozpusténého v 25 ml ethanolu a smés se
vari pod zpétnym chladic¢em po dobu 16 hodin. Na konci se
odpari prebytec¢nd voda a ethanol jako azeotropicka smés
a odparek se extrahuje ethylacetdtem. Organicka vrstva se
promyje roztokem chloridu sodného a susi se bezvodym siranem
sodnym. Odpareni rozpoustédla poskytuje 520 mg S-hydroxy-9-

-methoxykamptothecinu, po vyc¢isténi sloupcovou chromatografii
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na silikagelu. Teplota téani: 162 °C. [alp pFi 30 °C = +39,68
(c 0,012, MeOH). IG: 3398, 1749, 1656, 1616, 1577, 1465,
1383, 1154 cm™'. lH NMR (cDcl, + DMSO-dg): & 8,81 (s, 1 H),
7,81-7,61 (m, 2 H), 7,50 (d, J = 5,5 Hz, 1 H), 7,12-6,71 (m,
2 H), 5,70 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,30 (d, J = 16 Hz, 1 H),
4,06 (s, 3 H), 1,98-1,75 (m, 2 H), 1,10-0,98 (m, 3 H). Hmot.
spektr. (m/z): 394 (M+1), 377, 348, 266, 149, 88, 57.
Priklad 7

Priprava 5-ethoxy-9-methoxy-7-ethylkamptothecinu vzorce 1,
kde Rl= oMe, R%= R3= R%*= H a R°= R® = Et

Krok 1: Ke smési 9-methoxy-7-ethylkamptothecinu vzorce
2, kde R = oMe, R%= R3= R%= H a R? = Et (100 mg) a chloridu
Zelezitého (100 mg) rozpusténého v 32 ml ethanolu se prikapou
2 ml kyseliny sirové a smés se udrZuje pri teploté 85 °C po
dobu 4 hodin. Prebytec¢nd kyselina a ethanol se odpari
s pouzitim vakua a odparek se extrahuje ethylacetdtemn.
Organicka vrstva se promyje vodou, roztokem chloridu sodného
a susi se bezvodym siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla
poskytuje 120 mg odparku obsahujiciho 5-ethoxy-9-methoxy-7-
-ethylkamptothecin a 5-hydroxy-9-methoxy-7-ethylkamptothecin

v poméru 1l:4.

Krok 2: Separace smési sloupcovou chromatografii s
pouzitim smési rozpoustédel ethylacetat-chloroform poskytuje
15 mg 5-ethoxy-9-methoxy-7-ethylkamptothecinu vzorce 1 a 55
mg 5-hydroxy-9-methoxy-7-ethylkamptothecinu. Teplota tani:
240 ©°c. 1é: 3443, 1747, 1663, 1609, 1458, 1254, 1160, 1074
em™t. lH NMR (cDCl,, 200 MHz): § 7,80-7,68 (m, 2 H), 7,50
(s, 0,5 H), 7,47 (s, 0,5 H), 7,01 (s, 0,5 H), 6,98 (d, J = 8
Hz, 1 H), 6,89 (s, 0,5 H), 5,76 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,28




(d, J = 16 Hz, 0,5 H), 5,26 (d, J = 16 Hz, 0,5 H), 4,25-3,81
(m, 2 H), 4,02 (s, 3 H), 3,72-3,28 (m, 2 H), 3,15 (Siroky s,
1 H, D,0 vymenitelné), 2,02-1,82 (m, 2 H), 1,37-1,33 (m, 3
H), 1,05 - 0,95 (m, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 451 (M+1),
406, 377, 362, 347, 331, 261, 181, 149, 97.

Priklad 8

Priprava 5-hydroxy-9-methoxy-7-ethylkamptothecinu vzorce 13,
kde R} = oMe, R?= R3= R%*= H a R®= R® = Et

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-ethoxy-9-methoxy-7-
ethylkamptothecin vzorce 1, kde Rl = OMe, R2 = R3 = r* =
HaR?=R®= Et, jak Jje popsano v prikladu 7.

Krok 2: 5 ml 50% kyseliny chlorovodikové se prida ke
100 mg 5-ethoxy-9-methoxy-7-ethylkamptothecinu vzorce 1, kde
Rl = OMe, R%= R3= R%=H a R®= R® = Et, rozpusti v 5 ml
ethanolu a vari pod zpétnym chladic¢em po dobu 26 hodin. Ke
konci se prebytecnd voda a ethanol odpa¥i jako azeotropicka
smés a odparek se extrahuje ethylacetatem. Organicka vrstva
se promyje roztokem chloridu sodného a susi se bezvodym
siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla poskytuje 80 mg
5-hydroxy-9-methoxy-7-ethylkamptothecinu vzorce 13, po
vycisténi sloupcovou chromatografii na silikagelu. Teplota
tani: 242 ©c. I¢: 3440, 1742, 1660, 1610, 1456, 1250, 1160

cm™1,
Priklad 9
Priprava 5-ethoxykamptothecinu (znamd sloucenina)

Krok 1: Ke smési 20(S)-kamptothecinu vzorce 3 (1 g)




a chloridu
prikape 12
©c po dobu

s pouzitim

Zzelezitého (1 g) rozpusténého v 50 ml ethanolu se
ml BF4-etheratu a smés se udrzuje pri teploté 85
40 hodin. Prebytecna kyselina a ethanol se odpari

vakua a odparek se extrahuje ethylacetatem.

Organicka vrstva se promyje vodou, roztokem chloridu sodného
a susi se bezvodym siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla
poskytuje 1 g Zlutavého prasku obsahujiciho 17-ethoxy-
kamptothecin a 5-hydroxykamptothecin v poméru 6:1.

Krok 2: Separace této smési sloupcovou chromatografii
na silikagelu s pouzitim smési rozpoustédel ethylacetat-
hexan jako eluéniho ¢inidla poskytuje 700 mg 5-ethoxy-
kamptothecinu a 120 mg drive pripraveného 5-hydroxy-
kamptothecinu. Teplota tani: 140 °c. [alp pFi 28 °C =
+29,703 (c 0,101, CHCl;). IC: 3423, 1746, 1663, 1616, 1155,
1070, 1040 cm™}. Castecné udaje 1H NMR v cDCl,: § 6,9 (s,

0,5 H), 6,78 (s, 0,5 H), 4,25-3,85 (m, 2 H), 3,70 (s, 1 H),
2,00-1,80 (m, 2 H), 1,40-1,22 (m, 3 H), 1,12-0,98 (m, 3 H).
Hmot. spektr. (m/z): 393 (M+1), 378, 362, 348, 319, 247,
219, 57.

Priklad 10

Priprava 5-butoxykamptothecinu (zndma slouc¢enina)

Krok 1: Ke smési 20(S)-kamptothecinu vzorce 3 (500 mg)
a chloridu Zelezitého (500 mg) rozpusténého v 15 ml
n-butanolu se prikape kyselina sirovd a smés se udrzuje pri
teploté 100 ©°C po dobu 20 hodin. Prebyteéna kyselina
a n-butanol se odpa¥i s pouzitim vakua a odparek se extrahuje
ethylacetdtem. Organickd vrstva se promyje vodou, roztokem
chloridu sodného a susi bezvodym siranem sodnym. Odpareni
rozpoustédla poskytuje praskovity materidal.




Krok 2: Cisténi vys$e uvedeného materidlu sloupcovou
chromatografii na silikagelu s pouzitim smési rozpoustédel
ethylacetat-hexan jako elu¢niho ¢inidla poskytuje 300 mg
5-butoxykamptothecinu a 50 mg drive pripraveného
5~hydroxykamptothecinu. Teplota tani: 82 ©c. [a]p PEL 28 Oc
= 428,00 (c 0,01, CHCl;). Casteéné tdaje 'H NMR v CDCl,:

§ 6,92 (s, 0,5 H), 6,79 (s, 0,5 H), 4,12-3,75 (m, 2 H), 3,80
(S$iroky s, 1 H, D,0 vyménitelné), 2,00-1,82 (m, 2 H),
1,75-1,52 (m, 2 H), 1,50-1,29 (m, 2 H), 1,15-0,82 (m, 6 H).
Hmot. spektr. (m/z): 422 (M+1), 363, 348, 319, 84, 51.

Priklad 11

Pr¥iprava 5-ethoxy-9-hydroxykamptothecinu vzorce 1, kde Rl =
oH, R2 =R3 =RrR* =R® =H a R® = Et

Krok 1: Ke smési 9-hydroxykamptothecinu vzorce 2, kde
Rl = OH, R%2 = R? = r% = R® = H (200 mg) a chloridu zZelezitého
(250 mg) rozpusténého ve 40 ml ethanolu se prikape 1,5 ml
kyseliny sirové a pokracuje se v zah¥ivani smési na teplotu
85 °C po dobu 26 hodin. Prebytedna kyselina a ethanol se
odpari s pouZitim vakua a odparek se extrahuje 5% smési
methanol-chloroform. Organicka vrstva se promyje vodou,
roztokem chloridu sodného a su$i se bezvodym siranem sodnym.
Odpareni rozpoustédla poskytuje 170 mg odparku obsahujiciho
5-ethoxy-9-hydroxykamptothecin a 5,9-dihydroxykamptothecin
v poméru 3:1.

Krok 2: Separace smési sloupcovou chromatografii s
pouZitim smési rozpoustédel ethylacetdt-chloroform poskytuje
75 mg 5-ethoxy-9-hydroxykamptothecinu vzorce 1 spolu s 25 mg
9,5-dihydroxykamptothecinu. Teplota tani: 230 °c. I¢: 3400,




2920, 1745, 1663, 1597, 1360, 1280, 1228, 1157, 1083, 902,
816 cm™l. H NMR (CcDCl;): & 8,83 (s, 1 H), 7,78 (d, J = 6,8
Hz, 1 H), 7,67-7,56 (m, 2 H), 7,01 (s, 0,5 H), 6,98 (s, 0,5
H), 6,91 (s, 0,5 H), 6,81 (s, 0,5 H), 5,70 (d, J = 16 Hz,

1 H), 5,33 (4, J = 16 Hz, 1 H), 4,15-3,91 (m, 2 H), 1,90 (m,
2 H), 1,05 (t, J = 7 Hz, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 409
(M+1), 364, 335, 320, 291, 267, 263, 221, 206, 171, 159,
129, 111, 98, 85.

Priklad 12

Priprava 9,5-dihydroxykamptothecinu vzorce 13, kde R = OH,
RZ=R3=RY=RP = 1§

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-ethoxy-9-hydroxy-
kamptothecin vzorce 1, kde Rl = CH, RZE=R3=rR¥=R>=Ha
R® = Et, jak je popsano v prikladu 11.

Krok 2: 25 ml 80% HCl se pridd k 560 mg 5~ethoxy-9-
-hydroxykamptothecinu vzorce 1, kde Rl = OH, RZ =RrR3 =r? =
R® = H a R®
vari pod zpétnym chladi¢em po dobu 16 hodin. Ke konci se

Et, rozpusténého ve 25 ml ethanolu a smés se

pr¥ebyte¢nd voda a ethanol odpari jako azeotropicka smés

a odparek se extrahuje ethylacetdtem. Organicka vrstva se
promyje roztokem chloridu sodného a susi se bezvodym siranem
sodnym. Odpareni rozpoustédla poskytuje 320 mg 9,5-di-
hydroxykamptothecinu vzorce 13 po vyc¢isténi sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Teplota tani: 102 ©c. I¢:
3400, 1744, 1659, 1594, 1462, 1361, 1280, 1229, 1049, 820
cm™l. lH NMR (DMSo-dg): & 10,82 (s, 1 H, D,0 vyménitelné),
7,63-7,69 (m, 2 H), 7,22 (s, 0,5 H), 7,19 (s, 0,5 H), 7,11
(d, 3 = 7 Hz, 1 H), 6,98 (s, 0,5 H), 6,95 (s, 0,5 H), 6,50
(s, 1 H, D,O0 vyménitelne), 5,42 (s, 2 H), 1,89 (m, 2 H),
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0,90 (t, J = 7 Hz, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 380 (M+1),
320, 305, 293, 264.

Priklad 13

Priprava 5-ethoxy-9-hydroxy-7-ethylkamptothecinu vzorce 1,
kde R' = oH, R = R3 =R* =H a R® = R® = Et

Krok 1: Ke smési 9-hydroxy-7-ethylkamptothecinu vzorce
2, kde R = oH, RZ =R3 =RrR* = H a R® = Et (150 mg)
a chloridu Zelezitého (150 mg) rozpusténého ve 30 ml ethanolu
se prikape 2 ml kyseliny sirové a smés se udrZuje pri teploté
85 °C po dobu 40 hodin. Prebytedna kyselina a ethanol se
odpari s pouZzitim vakua a odparek se extrahuje ethylacetatem.
Organicka vrstva se promyje vodou, roztokem chloridu sodného
a susSi bezvodym siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla
poskytuje 120 mg odparku obsahujiciho 5-ethoxy-9-hydroxy-7-
-ethylkamptothecin a 9,5-dihydroxy-7-ethylkamptothecin

v poméru 5:1.

Krok 2: Separace smési sloupcovou chromatografii s
pouzitim smési rozpoustédel aceton-chloroform poskytuje 85
mg 5-ethoxy-9-hydroxy-7-ethylkamptothecinu vzorce 1 a 15 mg
5,9-dihydroxy-7-ethylkamptothecinu. Teplota tani: 240 °c.
I¢: 3500, 2976, 1749, 1662, 1588, 1555, 1461, 1390, 1147,
1079, 921 cm™!. H NMR (DMSO-dg): § 10,77 (s, 1 H D,0
vyménitelné), 7,62-7,67 (m, 2 H), 7,57 (d, J = 8 Hz, 1 H),
7,08-7,18 (m, 2 H), 6,50 (s, 1 H, D,0 vyménitelné), 5,39 (s,
2 H), 4,08 (m, 2 H), 3,42 (m, 2 H), 1,87 (m, 2 H), 1,35 (t,
J =7 Hz, 3 H), 0,87 (t, J = 7 Hz, 3 H). Hmot. spektr.
(m/z): 437 (M+1), 392, 363, 348, 333, 291, 261, 246, 219,
191, 149, 119, 89.




Priklad 14

Priprava 9,5-dihydroxy-7-ethylkamptothecinu vzorce 13, kde
R! = oH, R2 = R? = R* = H a RS = Et

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-ethoxy-9-hydroxy-7-
-ethylkamptothecin vzorce 1, kde r! = OH, RZ =Rr3 =r? = H
a R? = R® = Et, jak se popisuje v prikladu 13.

Krok 2: 35 ml 80% HCl se pridad k 560 mg 5-ethoxy-
~9-hydroxy-7-ethylkamptothecinu vzorce 1, kde Rl = OH, R? =
R3=R*=HaR®=R®= Et, rozpusténého ve 25 ml ethanolu
a smés se vari pod zpétnym chladi¢em po dobu 16 hodin. Ke
konci se odpari prebytec¢nad voda a ethanol jako azeotropicka
smés a odparek se extrahuje ethylacetatem. Organicka vrstva
se promyje roztokem chloridu sodného a susi se nad bezvodym
siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla poskytuje 380 mg
5,9-dihydroxy-7-ethylkamptothecinu vzorce 13, po vyc¢isténi
sloupcovou chromatografii na silikagelu. Teplota tani: 165
Oc. 1¢: 3351, 2929, 1744, 1657, 1606, 1460, 1218, 1162,
1035, 872 cm™'. H NMR (DMso-dg): § 10,62 (s, 1 H, D,0
vyménitelné), 7,60-7,57 (m, 2 H), 7,16-7,00 (m, 3 H), 5,40
(s, 2 H), 3,42 (g, J = 7,6 Hz, 2 H), 2,08 (m, 2 H), 1,33 (t,
J =7 Hz, 3 H), 0,89 (t, J =7 Hz, 3 H). Hmot. spektr.
(m/z): 408 (M+1), 380, 336, 319, 291, 267, 235, 219, 185,
127, 99, 83.

Priklad 15

Priprava 9-nitro-5-ethoxykamptothecinu vzorce 1, kde Rl =
No,, R> = R3 = R? = R® = H a R® = Et

Krok 1: Ke smési 9-nitrokamptothecinu vzorce 2, kde
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Rl = NO, a RZ =R3 =r* =R® = H (1 g) a chloridu zZelezitého
(1 g) rozpusténého ve 100 ml ethanolu se prida po kapkach 10
ml kyseliny sirové a smés se udrZuje pri teploté 85 °C po
dobu 24 hodin. Prebytec¢nd kyselina a ethanol se odpari

s pouzitim vakua a odparek se extrahuje ethylacetatem.
Organicka vrstva se promyje vodou, roztokem chloridu sodného
a susi se bezvodym siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla
poskytuje 900 mg Zlutavého prasku.

Krok 2: Vyc¢isténi vysSe uvedené pevné latky sloupcovou
chromatogragii na silikagelu s pouzitim smési rozpoustédel
aceton-chloroform jako elué¢niho ¢inidla poskytuje 700 mg
9-nitro-5-ethoxykamptothecinu vzorce 1 a 80 mg 9-nitro-5-
-hydroxykamptothecinu vzorce 13, kde rl = NO,, RZ = R3 = r4
= R? = H. Teplota tani: 202 °c. I& (KBr): 3474, 1743, 1668,
1622, 1526, 1344, 1154, 1073, 831 cm 1. lH NMR (cbcly, 200
MHz): § 9,23 (s, 1 H), 8,52 (d, J = 9 Hz, 1 H), 8,47 (4,

J =9 Hz, 1 H), 7,92 (t, J = 8,2 Hz, 1 H), 7,55 (s, 1 H),
6,91 (s, 1 H), 5,71 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,28 (d, J = 16 Hz,
1 H), 4,39-3,98 (m, 2 H), 3,75 (Siroky s, 1 H, D,0
vyménitelné), 1,99-1,79 (m, 2 H), 1,32 (t, J = 7 Hz, 3 H),
1,04 (t, J = 7 Hz, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 438 (M+1l),
407, 393, 364, 349, 319, 262, 118.

Priklad 16

Priprava l1l2-nitro-5-ethoxykamptothecinu vzorce 1, kde Rl =
R2 =R* =R> =H, R = No, a R® = Et

Krok 1: Ke smési l1l2-nitrokamptothecinu vzorce 2, kde
rR? = NO, a Rl =R2=R3>=R%=H (2 g) a chloridu Zelezitého
(2 g) rozpusténého ve 150 ml ethanolu se pridd po kapkach 15
ml kyseliny sirové a smés se udrZuje pri teploté 85 °C po
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dobu 24 hodin. Prebytec¢nd kyselina a ethanol se odpari

s pouZitim vakua a odparek se extrahuje ethylacetatem.
Organickad vrstva se promyje vodou, roztokem chloridu sodného
a susi bezvodym siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla
poskytuje pevnou latku charakteru gumy.

Krok 2: Vyc¢isténi vysSe uvedeného odparku sloupcovou
chromatografii na silikagelu s pouzitim smési rozpoustédel
aceton-chloroform jako elu¢niho ¢inidla poskytuje 1,4
g Zlutavého prasku obsahujiciho 12-nitro-5-ethoxykampto-
thecin vzorce 1 a 100 mg 12-nitro-5-hydroxykamptothecinu
vzorce 13, kde R? = No, a Rl = R? = R3 = R® = H. Teplota
tani: 250°c. I¢ (KBr): 3450, 1750, 1666, 1618, 1525, 1357,
1154, 1042, 766 cm L. lH NMR (CDCl5, 200 MHz): § 8,49
(s, 1 H), 8,17 (d, J = 9 Hz, 1 H), 8,14 (&, J = 9 Hz, 1 H),
7,75 (t, J = 8,2 Hz, 1 H), 7,54 (s, 1 H), 6,95 (s, 0,5 H),
6,82 (s, 0,5 H), 5,71 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,26 (d, J = 16
Hz, 1 H), 4,31-3,91 (m, 2 H), 3,75 (m, Siroky s, 1 H, D,0
vyménitelné), 2,05-1,81 (m, 2 H), 1,35 (1, J = 7 Hz, 3 H),
1,05 (1, J = 7 Hz, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 438 (M+1),
420, 393, 376, 364, 349, 319, 84.

Priklad 17
Priprava 10-hydroxy-5-ethoxykamptothecinu (znamda sloucenina)

Krok 1: Ke smési 10-hydroxykamptothecinu vzorce 2, kde
R? = OH, RL=r3=rR*=R>=1H (200 mg) a chloridu Zelezitého
(200 mg) rozpusténého v 10 ml ethanolu se prikape 1,5 ml
kyseliny sirové a smés se udrZuje pri teploté 85 °C po dobu
24 hodin. Prebytec¢na kyselina a ethanol se odpari s pouzZitim
vakua a odparek se extrahuje 5% smési methanol-ethylacetat.
Organickad vrstva se promyje vodou, solankou a susi se nad




bezvodym siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla poskytuije

Zlutou pevnou latku.

Krok 2: Vyc¢isténi vyse uvedené pevné latky sloupcovou
chromatografii na silikagelu s pouzitim smési rozpoustédel
aceton-chloroform jako eluéniho ¢inidla poskytuje 100 mg
10-hydroxy-5~ethoxykamptothecinu vzorce 1 a 20 mg 10,5~
-dihydroxykamptothecinu vzorce 13, kde R2 = OH a R! = R3
= RY = R® = H. Teplota tani: 165 °c. I (KBr): 3384, 1747,
1662, 1608, 1229, 1044, 831 cm '. lH NMR (CDCl, + DMSO, 200
MHz): § 9,8 (1 H, S8iroky s, D,0 vyménitelné), 8,25 (s, 1 H),
8,05 (d, J = 6, Hz, 1 H), 7,56-7,39 (m, 2 H), 7,25 (s, 1 H),
6,8 (s, 0,5 H), 6,70 (s, 0,5 H), 5,58 (d, J = 16 Hz, 1 H),
5,35 (d, J = 16 Hz, 0,5 H), 5,21 (d, J = 16 Hz, 0,5 H),
4,35-3,75 (m, 4 H), 3,50 (Siroky s, 1 H, D,0 vyménitelné),
2,10-3,78 (m, 2 H), 1,22 (t, J = 7 Hz, 3 H), 1,05 (t, J =7
Hz, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 409 (M+1), 392, 364, 349,
335, 320, 291, 235, 117, 84.

Priklad 18

Priprava 10-hydroxy-7-ethyl-5-—ethoxykamptothecinu (znéma

slouc¢enina)

Krok 1: Ke smési 10-hydroxy-7-ethylkamptothecinu
vzorce 2, kde R? = OH, R! = R3=RrR* = H a R® = Et (200 mg)
a chloridu Zelezitého (200 mg) rozpusténého v 10 ml ethanolu
se prikape 1,7 ml Kkyseliny sirové a smés se udrZuje pri
teploté 80 °C po dobu 20 hodin. Prebytednad kyselina a ethanol
se odpari s pouZitim vakua a odparek se extrahuje ethyl-
acetatem. Organicka vrstva se promyje vodou, roztokem
chloridu sodného a susi bezvodym siranem sodnym. Odpareni

rozpoustédla poskytuje pevnou latku.
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Krok 2: Vyc¢isténi vyse uvedeného pevného zbytku
sloupcovou chromatografii na silikagelu s pouzZitim smési
rozpoustédel aceton-chloroform jako eluc¢niho ¢inidla posky-
tuje 85 mg 10-hydroxy-7-ethyl-5-ethoxykamptothecinu jako
Zzlutavy préasek a 20 mg 10,5-dihydroxy-7-ethylkamptothecinu
vzorce 13, kde R? = OH, R! = R3= r% = H a R® = Et. Teplota
tani: 190 °c. I¢ (KBr): 3277, 1746, 1660, 1599, 1231, 1078,
800 cm™!. H (NMR (cDCl, + DMSO): § 9,6 (Siroky s, 1 H, D,0
vyménitelné), 8,1 (4, J = 8,7 Hz, 1 H), 7,51-7,35 (m, 3 H),
6,92 (s, 0,5 H), 6,80 (s, 0,5 H), 5,66 (d, J = 16 Hz, 1 H),
5,22 (4, J = 16 Hz, 1 H), 3,85-3,65 (m, 2 H), 3,35-2,95 (m,
2 H), 1,95-1,75 (m, 2 H), 1,37 (t, J = 7,4 Hz, 3 H), 1,17 (t,
J=7,2 Hz, 3 H), 0,99 (t, J = 7,4 Hz, 3 H), Hmot. spektr.
(m/z): 437 (M=1), 392, 363, 348, 333, 291, 147, 84.

Priklad 19

Priprava 9-amino-5-ethoxykamptothecinu vzorce 1, kde r1 =
NH,, R?> = R3 = r?* = R® = H a R® = Et

Krok 1: Ke smési 9-aminokamptothecinu vzorce 2, kde
rl = NH,, RE=RrR3=r%¥=R>=H (120 mg) a chloridu
Zelezitého (112 mg) rozpusténého v 10 ml ethanolu se prikape
1,5 ml bortrifluorid-etheratu (BF;.Et,0) a smés se udriuje
pri teploté 80 ©C po dobu 16 hodin. Ethanol se odpati ve
vakuu a odparek se extrahuje ethylacetatem. Organicka vrstva
se promyje vodou, roztokem chloridu sodného a sus$i bezvodym
siranem sodnym a pri odpareni rozpoustédla poskytuje pevnou

slouceninu charakteru viskézni gumy.

Krok 2: Vy&isténi vyse uvedeného odparku sloupcovou
chromatografii na silikagelu s pouzitim smési rozpoustédel
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aceton-chloroform jako elu¢niho ¢inidla poskytuje 65 mg
9-amino-5-ethoxykamptothecinu vzorce 1. Teplota tani: 170 °cC.
1¢: 3221, 1744, 1661, 1231, 1157, 1074, 815 cm L. lH NMR
(CDC15 + DMSO-dg): 6 8,69 (s, 1 H), 7,64 (s, 1 H), 7,63-7,51
(m, 2 H), 7,06 (4, J = 5,41 Hz, 1 H), 6,90 (s, 0,5 H), 6,80
(s, 0,5 H), 5,65 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,26 (d, J = 16 Hz,

1 H), 4,19-3,98 (m, 1 H), 3,97-3,78 (m, 1 H), 2,98 (&iroky s,
3 H, D,0 vyménitelné), 1,95-1,80 (m, 2 H), 1,39-1,19 (m, 3
H), 1,11-0,95 (m, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 407 (M+2), 389,
363, 334, 319, 290, 262, 233, 101.

Priklad 20

Priprava 9-amino-5-methoxykamptothecinu vzorce 1, kde rl =
NH,, R2 = R3 =R* =R® = H a R® = Me

Krok 1: Ke smési 9-aminokamptothecinu vzorce 2, kde
Rl =RZ2=R3=RrR*=R0 =1 (180 mg) a chloridu zZelezitého
(162 mg) rozpusténého v 15 methanolu se pridaji po kapkach
2 ml bortrifluorid.etheratu (BF;.Et,0) a smés se udrzuje pri
teploté 80 ©c po dobu 16 hodin. Methanol se odpa¥i s pouzZitim
vakua a odparek se extrahuje ethylacetatem. Organicka vrstva
se promyje vodou, roztokem chloridu sodného a sus$i bezvodym
siranem sodnym. Pr¥i odpareni rozpoustédla se ziskd sloudeninu
charakteru viskézni gumy.

Krok 2: Vyc¢isténi vyse uvedeného zbytku sloupcovou
chromatografii na silikagelu s pouzZitim smési rozpoustédel
aceton-chloroform jako elué¢niho ¢inidla poskytuje 125 mg
9-amino-5-methoxykamptothecinu vzorce 1. Teplota tani: 200
Oc. 1¢: 3364, 2925, 1744, 1660, 1610, 1156, 1081, 811 cm'l.
1y NMR (CDC13 + DMSO - d6): 6§ 8,82 (s, 1 H), 7,60 (s, 1 H),
7,63-7,46 (m, 2 H), 6,97 (4, J = 7 Hz, 1 H), 6,89 (s, 0,5
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H), 6,80 (s, 0,5 H), 5,6 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,25 (d, J =
16 Hz, 1 H), 3,57 (s, 1,5 H), 3,46 (s, 1,5 H), 3,41 (Siroky
s, 1 H, D,0 vyménitelné), 3,15 (Siroky s, 2 H, D,0 vyméni-
telné), 2,05-1,89 (m, 2 H), 1,01 (t, J = 7 Hz, 3 H). Hmot.
spektr. (m/z): 393 (M+1), 376, 363, 349, 334, 319, 290,
262, 233, 205, 116.

Priklad 21

Priprava 9-nitro-5-hydroxykamptothecinu vzorce 13, kde Rl =
No, a R2 =R3 =Rr* =R% = H

Krok 1: Nejprve se pripravi 9-nitro-5-ethoxy-
kamptothecin vzorce 1, kde rl = NO,, R%2 = R3 = r? = R = H
a R® = Et, jak je popsano v prikladu 15.

Krok 2: 80 ml 50% HCl se pridd k 1,0 g 9-nitro-5-
-ethoxykamptothecinu vzorce 1, kde Rl = NO,, R? = R3= r? =
R = H, R® = Et rozpusténého ve 20 ml ethanolu a smés se vari
pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 hodin. Ke konci se prebyted-
na voda a ethanol odpa¥i jako azeotropickd smés a odparek se
extrahuje ethylacetdatem. Organickd vrstva se promyje roztokem
chloridu sodného a sus$i bezvodym siranem sodnym. Odpareni
rozpoustédla poskytuje 700 mg 9-nitro-5-hydroxykamptothecinu
vzorce 13, po vycisténi sloupcovou chromatografii na
silikagelu. Teplota tani: 278 °c. IG (KBr): 3402, 1744,
1657, 1602, 1533, 1155, 1051, 833 cm 1. lH NMR (cDCl; + DMso,
200 MHz): § 9,28 (s, 1 H), 8,50 (4, J = 8,6 Hz, 1 H), 8,45
(d, 3 = 8,6 Hz, 1 H), 7,96 (t, J = 8,2 Hz, 1 H), 7,59 (s,
o,5 H), 7,58 (s, 0,5 H), 7,12 (s, 0,5 H), 7,08 (s, 0,5 H),
5,67 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,27 (d, J = 16 Hz, 1 H), 1,92 (q,
J=7,2 Hz, 2 H), 1,07 (t, J =7 Hz, 3 H).
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Priklad 22
Priprava 10,5-dihydroxykamptothecinu (zndmd& sloudenina)

Krok 1: Nejprve se pripravi 10-hydroxy-5-ethoxy-
kamptothecin vzorce 1, kde R? = OH, Rl = rR3= r? = R® =
H a R® = Et, jak je popsano v prikladu 17.

Krok 2: 10 ml 50% HCl se pridd k 250 mg 10-hydroxy-5-
~ethoxykamptothecinu vzorce 1, kde RZ = OH, Rl = R3= r* = R®
=HaR®= Et, rozpusténého v 10 ml ethanolu a smés se vari
pod zpétnym chladic¢em po dobu 20 hodin. Ke konci se odpari
prebytec¢na voda a ethanol jako azeotropickd smés a odparek se
extrahuje ethylacetdtem. Organicka vrstva se promyje roztokem
chloridu sodného a susi bezvodym siranem sodnym. Odpareni
rozpoustédla poskytuje 210 mg 10,5-dihydroxykamptothecinu
vzorce 13, po vycisteéni sloupcovou chromatografii na
silikagelu. Teplota tani: 240 ©c. IC¢ (KBr): 3226, 1743,

1659, 1596, 1382, 1231, 1048, 832 cm '. 1H NMR (cDc1l; +
DMSO): 6 10,0 (Siroky s, 1 H, D,O0 vyménitelné), 8,31 (s, 0,5
H), 8,29 (s, 0,5 H), 8,05 (4, J = 6 Hz, 0,5 H), 7,95 (d,

J =6 Hz, 0,5 H), 7,95 (d, J = 6 Hz, 0,5 H), 7,50-7,31 (m,

2 H), 7,21 (s, 1 H), 6,95 (s, 0,5 H), 6,85 (s, 0,5 H), 5,55
(d, 3 = 16 Hz, 1 H), 5,25 (d, J = 16 Hz, 1 H), 3,99 (Siroky
s, 1 H, D,O vyménitelné), 2,05-1,81 (m, 2 H), 1,0 (t, J =7
Hz, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 381 (M+1), 352, 336, 320,
264, 149, 83.

Priklad 23

Priprava 12-nitro-5-hydroxykamptothecinu vzorce 13, kde rR1
= R%2 = R3=R® = H a R? = NO,
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Krok 1: Nejprve se pripravi 12-nitro-5-ethoxy-
kamptothecin vzorce 1, kde R4 = NO,, Rl = R2 = R3= R® = H
a R® = Et, jak je popsano v prikladu 16.

Krok 2: 125 ml 50% HCl se pridd ke 2 g 12-nitro-5-
-ethoxykamptothecinu vzorce 1, kde rR? = NO,, Rl = R2 = R3
R5
vari pod zpétnym chladic¢em po dobu 24 hodin. Ke konci se

=HaR®= Et, rozpusténého v 30 ml ethanolu a smés se

odpa¥i prebyteénd voda a ethanol jako azeotropicka smés

a odparek se extrahuje ethylacetdtem. Organickd vrstva se
promyje roztokem chloridu sodného a susi bezvodym siranem
sodnym. Odpareni rozpoustédla poskytuje 1,5 g 12-nitro-5-

~hydroxykamptothecinu vzorce 13 po vycisténi sloupcovou

chromatografii na silikagelu. Teplota téni: 247 ©c. I¢ (KBr):

3371, 1746, 1664, 1602, 1532, 1380, 1048, 829 cm !. lu NMR
(cDCl,, 200 MHz): § 8,58 (s, 1 H), 8,17 (d, J = 9 Hz, 1 H)

!

8,12 (4, J = 9 Hz, 1 H), 7,74 (t, J = 8,2 Hz, 1 H), 7, 58 (s,
1 H), 7,12 (s, 0,5 H), 7,08 (s, 0,5 H), 5,71 (d, J = 16 Hz,

1 H), 5,26 (4, J = 16 Hz, 1 H), 3,90 (Siroky s, 1 H, D,0
vyménitelné), 1,99-1,85 (m, 2 H), 1,05 (t, J = 7 Hz, 3 H).
Hmot. spektr. (m/z): 409 (M+l), 393, 380, 363, 348, 333,
318, 149, 85.

Priklad 24

Priprava 5-(2/-chlorethoxy)kamptothecinu vzorce 1, kde R1
R? = R3= R* = R® = H a R® = cH,cH,C1

Krok 1: Ke smési 20(S)-kamptothecinu vzorce 3 (1 g)
a chloridu Zelezitého (1 g) rozpusténého ve 25 ml
2-chlorethanolu se prikape 5 ml Kyseliny sirové a smés se
udrzuje pri teploté 90 °C po dobu 24 hodin. Prebyteé&na
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kyselina a 2-chlorethanol se odpari s pouzitim vakua

a odparek se extrahuje ethylacetatem. Organicka vrstva se
promyje vodou, roztokem chloridu sodného a sus$i bezvodym
siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla poskytuje 1,2 g hnédavé
pevné latky.

Krok 2: VysSe uvedena pevna latka se c¢isti sloupcovou
chromatografii a poskytuje 650 mg 5-(2‘-chlorethoxy)kampto-
thecinu vzorce 1 a 150 mg drive pripraveného 5-hydroxy-
kamptothecinu vzorce 13, kde Rl = R?2 = 3= r? = R® = H.
Teplota tani: 202 %c. [a]p p#i 28 °C = +5,37 (c 0,093,
CHC13). IC: 3354, 1744, 1662, 1622, 1223, 1160, 1090, 1044,
752, 663 cm 1. Casteéné udaje 'H NMR v CDCly: § 6,92 (s, 0,5
H), 6,82 (s, 0,5 H), 4,51 (t, J = 5 Hz, 1,5 H), 4,38 (t,

J =5 Hz, 1,5 H), 3,75 (s, 1 H, D,0 vyménitelné), 3,85-3,58
(m, 2 H), 2,00-1,78 (m, 2 H), 1,06 (t, J = 7,5 Hz, 3 H).
Hmot. spektr. (m/z): 426 (M+1), 391, 377, 363, 348, 319,
105, 84, 51.

Priklad 25

Priprava 5-trifluorethoxykamptothecinu vzorce 1, kde Rl = RrZ?
= R® = R* = R® = H a R® = CH,CF,

Krok 1: Ke smési 20(S)-kamptothecinu vzorce 3 (0,5 g)
a chloridu Zelezitého (0,5 g) rozpusténého v 18 ml 2,2,2-
-trifluorethanolu se prikape kyselina sirovd a pokracuje se
v zahrivéni smési pri teploté 80 °C po dobu 24 hodin.
Prebytec¢na kyselina a trifluorethanol se odpari s pouZitim
vakua a odparek se extrahuje ethylacetatem. Organicka vrstva
se promyje vodou, roztokem chloridu sodného a su$i bezvodym
siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla poskytuje 600 mg pevné
latky.
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Krok 2: Vys$e uvedend pevnd latka se ¢isti sloupcovou
chromatografii a poskytuje 250 mg 5-trifluorethoxy-
kamptothecinu vzorce 1 spolu se 150 mg drive pripraveného
5-hydroxykamptothecinu vzorce 13. Teplota téani: 188 Oc. 16:
3438, 1748, 1667, 1620, 1160, 1106, 1003 cm"l. Casteéné uda-
je ' NMR v cDCl4: § 6,84 (s, 0,5 H), 6,75 (s, 0,5 H),
5,21-4,920 (m, 1 H), 4,60-4,38 (m, 2 H), 3,70 (s, 1 H, D,0
vyménitelné), 2,0-1,79 (m, 2 H), 1,15-0,99 (m, 3 H). Hmot.
spektr. (m/z): 447 (M+1), 378, 348, 304, 111, 69.

Priklad 26

Priprava 5-(2'-hydroxyethoxy)kamptothecinu vzorce 1, kde rl
= R2 =R3 = RrR* = R® = H a R® = CH,CH,0H

Krok 1: Ke smési 20(S)-kamptothecinu vzorce 3 (1 g)
a chloridu Zelezitého (1 g) rozpusténého v 10 ml ethylen-
glykolu se prikape 5 ml kyseliny sirové a pokracuje se
v zahrivani smési pri teploté 70 ©C po dobu 36 hodin.
Prebytec¢na kyselina a ethylenglykol se odpa¥i s pouzZitim
vakua a odparek se extrahuje ethylacetdtem. Organicka vrstva
se promyje vodou, roztokem chloridu sodného a sus$i bezvodym
siranem sodnym. Odpa¥eni rozpoustédla poskytuje 1,1

g Zlutavého prasku.

Krok 2: Pevna latka obdrzZena jak je uvedeno vyse, se
podrobi ¢isténi na sloupci s pouzitim smési rozpoustédel
ethylacetat-hexan k ziskani 700 mg 5-(2/-hydroxyethoxy)-
kamptothecinu vzorce 1 a 200 mg drive pripraveného
5-hydroxykamptothecinu vzorce 13, Kkde R} = R?2 = r3 = Rr? = R?
= H. Teplota tdni: 190 Oc. (a]p PEL 26 Oc = +28,30 (c 0,106,
CHC13). 1¢: 3300, 3285, 1745, 1665, 1620, 1605, 1227, 1160,
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1112, 1047 cm~ L. C4steéné udaje 1H NMR v CDCl,: § 7,01 (s,
0,5 H), 6,92 (s, 0,5 H), 4,30-3,71 (m, 4 H), 3,75 (&iroky s,
2 H, D,O vyménitelné), 2,0-1,79 (m, 2 H), 1,15-0,95 (m, 3 H).
Hmot. spektr. (m/z): 408 (M+1), 390, 378, 364; 348, 319,

101, 76.

Priklad 27

Priprava 10-hydroxy-5-trifluorethoxy-kamptothecinu vzorce
1, kde R' = R3 = R* = R® = H, R? = 0H a R® = CH,CF,

Krok 1: Nejprve se pripravi 10,5-dihydroxy-
kamptothecin vzorce 13, kde R!l =rR3 =RrR* =R® =H a RrR? = OH,
jak je popsédno v prikladu 22.

Krok 2: Smés 10,5-dihydroxykamptothecinu vzorce 13,
kde R? = OH, R1 =r3 =r*=Rr%>=H (200 mg) a trifluoretha-
nolu (1 ml) se suspenduje v 50 ml dichlorethanu a vari pod
zpétnym chladic¢em v pritomnosti kyseliny sirové (0,5 ml) po
dobu 18 hodin. Reakéni smés se odpari dosucha a odparek se
extrahuje ethylacetatem. Organicka vrstva se promyje vodou
a roztokem chloridu sodného a sus$i bezvodym siranem sodnym.
Odpareni rozpoustédla poskytuje olejovity odparek, ktery se
¢isti na sloupci silikagelu s pouZitim smési rozpoustédel
aceton-chloroform jako elu¢niho ¢inidla pro obdrzeni 140 mg
10-hydroxy-5-trifluorethoxykamptothecinu vzorce 1 ve forme
pevné latky. Teplota tani: 237 ©c. 1&: 3420, 1748, 1664,
1605, 1159 cm . lH NMR (DMSO-dg): & 10,48 (s, 1 H, D,O
vyménitelné), 8,45 (s, 1 H), 8,04 (d, J = 9 Hz, 1 H), 7,47
(d, J = 9 Hz, 1 H), 7,40 (s, 1 H), 7,18 (s, 1 H), 7,11 (s,
0,5 H), 7,06 (s, 0,5 H), 6,58 (s, 1 H, D,0 vyménitelné),
5,41 (s, 2H), 5,05-4,55 (m, 2 H), 2,05-1,75 (m, 2 H),
1,00-0,8 (m, 3 H). 13c NMR (DMso-d;): & 172,4, 161,0, 157,7,
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157,1, 151,2, 147,5, 144,3, 143,7, 131,0, 130,8, 129,8,
129,1, 124,0, 121,4, 120,7, 109,6, 96,6, 89,7, 72,3, 65,1,
30,4, 7,8. Hmot. spektr. (m/z): 462 (M+1), 418, 364, 320,
291, 263.

Priklad 28

Priprava 9-nitro-5-trifluorethoxykamptothecinu vzorce 1, kde
R? = R3 = r* = 8% = H, R! = NOo, a R® = cH,CF,

Krok 1: Nejprve se pripravi 9-nitro-5-hydroxy-
kamptothecin vzorce 13, kde R =R =Rr? =RY = H, Rl =
NO,, jak je popsano v prikladu 21.

Krok 2: Smés 9-nitro-5-dihydroxykamptothecinu vzorce
13, kde R! = No,, R? = R® = R* = R® = H (100 mg) a trifluor-
ethanolu (0,5 ml) se suspenduje ve 25 ml dichlorethanu a vari
pod zpétnym chladicem v pritomnosti kyseliny sirové (0,3 ml)
po dobu 18 hodin. Reakéni smés se odpari dosucha a odparek se
extrahuje ethylacetdtem. Organickd vrstva se promyje vodou
a roztokem chloridu sodného a susi bezvodym siranem sodnym.
Odpareni rozpoustédla poskytuje olejovity odparek, ktery se
¢istli na sloupci silikagelu s pouZitim smési rozpoustédel
aceton-chloroform jako elu¢niho ¢inidla pro obdrZeni 60 mg
9-nitro-5-trifluorethoxykamptothecinu vzorce 1 jako pevné
latky. Teplota tani: 210 ©c. 1¢: 3457, 1745, 1665, 1623,
1527, 1154, 1000 cm™t. 1l NMR (cbcly): 6§ 9,30 (s, 1 H), 8,53
(d, 3 = 8,6 Hz, 1 H), 8,49 (d, J = 8,6 Hz, 1 H), 7,94 (t,
J =8 Hz, 1 H), 7,62 (s, 0,5 H), 7,60 (s, 0,5 H), 6,87 (s,
0,5 H), 6,81 (s, 0,5 H), 5,69 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,29
(d, J = 16 Hz, 1 H), 4. 97 (m, 1 H), 4,52 (m, 1 H), 3,90
(Siroky s, 1 H, D,0 vyménitelné), 1,90 (m, 2 H), 1,05 (t,
J = 7 Hz, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 491 (M+1), 461, 446,
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418, 393, 364, 349, 319, 290, 216.
Priklad 29

Priprava 5-(2’~-fluorethoxy)kamptothecinu vzorce 1, kde rl =
R?2 = R® = R* = R® = H a R® = CH,CH,F

Krok 1: Nejprve se pFipravi 5-hydroxykamptothecin
vzorce 13, kde Rl =r2 =r3 =Rr4 =R = H, jak je popsano v
prikladu 2.

Krok 2: Smés 5-hydroxykamptothecinu vzorce 13, kde rR1
=R2=R3=R*¥=R>=H (200 mg) a 2-fluorethanolu (2 ml) se
suspenduje ve 30 ml dichlorethanu a vari pod zpétnym
chladic¢em v pritomnosti kyseliny sirové (0,3 ml) po dobu 18
hodin. Reakéni smés se odpari dosucha a odparek se extrahuje
ethylacetatem. Organicka vrstva se promyje vodou a solankou
a susi bezvodym siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla
poskytuje olejovity odparek, ktery se ¢isti na sloupci
silikagelu s pouzZitim smési rozpoustédel aceton-chloroform
jako elué¢niho ¢inidla k obdrzZeni 130 mg 5-(2 -fluorethoxy)-
kamptothecinu vzorce 1 jako pevné latky. Teplota téni: 174
Oc. 1&: 1745, 1664, 1615, 1160, 1040, 752 cm L. 1l NMR
(cDCl, + DMSO-dg): § 8,46 (s, 1 H), 8,20 (d, J = 8 Hz, 1 H),
7,95 (4, J = 8 Hz, 1 H), 7,83 (t, J = 6,8 Hz, 1 H), 7,65~
-7,55 (m, 2 H), 6,8 (s, 0,5 H), 6,78 (s, 0,5 H), 5,68 (d,

J = 16,5 Hz, 1 H), 5,26 (d, J = 16,5 Hz, 1 H), 4,90-4,20 (m,
4 H), 4,44 (s, 1 H, D,0 vyménitelné), 2,05-1,85 (m, 2 H),
1,12-0,95 (m, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 410 (M+1), 365,
348, 319, 304.

Priklad 30
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Priprava 10-hydroxy-5-(2 ~fluorethoxy)kamptothecinu vzorce
1, kde R' = R? = R* = R® = H, R?2 = OH a R® = CH,CH,F

Krok 1: Nejprve se pripravi 10,5-dihydroxy-
kamptothecin vzorce 13, kde Rl =RrR3 =R*=R% =HaRrR?-= OH,
jak je popsadno v prikladu 22.

Krok 2: Smés 10,5-dihydroxykamptothecinu vzorce 13,
kde R2 = oH, R! = R3 = R* = RP= H (100 mg)
a 2-fluorethanolu (2 ml) se suspenduje ve 25 ml dichlor-
ethanu a vari pod zpétnym chladic¢em v pritomnosti kyseliny
sirové (0,2 ml) po dobu 16 hodin. Reak¢ni smés se odpari
dosucha a odparek se extrahuje ethylacetidtem. Organicka
vrstva se promyje vodou a roztokem chloridu sodného a susi
bezvodym siranem sodnym. Odpareni rozpoustédla poskytuje
olejovity odparek, ktery se ¢isti na sloupci silikagelu
s pouzitim smési rozpoustédel aceton-chloroform jako eluc¢niho
¢inidla a obdrzi se 60 mg 10-hydroxy-5-fluorethoxykampto-
thecinu vzorce 1 jako pevné latky. Teplota tani: 258-260 ©cC.
I&: 3225, 1748, 1660, 1593, 1159 cm !. lH NMR (cDCl, +
DMSO-dG): § 10,0 (siroky s, 1 H, D,0 vyménitelné), 8,31 (s,
1 H), 8,00 (4, J = 6, Hz, 1 H), 7,80 (s, 1 H), 7,45 (4, J =
6 Hz, 1 H), 7,40 (s, 1 H), 6,85 (s, 0,5 H), 6,80 (s, 0,5 H),
6,15 (s, 1 H, D,0 vyménitelné), 5,55 (d, 3 = 16 Hz, 1 H),
5,23 (d, J = 16 Hz, 1 H), 4,85-4,20 (m, 4 H), 2,05-1,81 (m,
2 H), 1,0 (t, 3 = 7 Hz, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 426
(M+1), 382, 364, 320.

Priklad 31
Priprava 5-(2 -fluorethoxy)-7—*ethylkamptothecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-hydroxy-7-ethyl-




- 71 - -:-o o LX)

kamptothecin vzorce 13, kde RL=RZ2=R3I=RrRY=HarRr®-= Et,
jak je popsano v prikladu 4.

Krok 2: Ke smési 80 mg 5-hydroxy-7-ethylkampto-
thecinu a 0,1 ml kyseliny p-toluensulfonové suspendované ve
12 ml benzenu se pridd 20 mg 2-fluorethanolu a smés se vari
pod zpétnym chladic¢em po dobu 14 hodin. Reakce se prerusi
pridanim kapky pyridinu a provede se extrakce ethylacetatem.
Organicka vrstva se promyje vodou, hydrogenuhlicitanem
sodnym, roztokem chloridu sodného a odpari se dosucha.
Odparek se ¢isti sloupcovou chromatografii na silikagelu
s pouzitim smési rozpoustédel ethylacetat-chloroform jako
eluéniho ¢inidla a poskytuje 60 mg 5-(2’-fluorethoxy)-7-
-ethylkamptothecinu. Teplota téni: 112 Oc. 1¢: 3070, 1748,
1665, 1605, 1456, 1155, 1038, 767 cm '. ¥H NMR (cDCl5): 6
8,21 (4, 3 = 9,2 Hz, 1 H), 8,17 (4, J = 9,2 Hz, 1 H), 7,82
(t, 3 =7,4 Hz, 1 H), 7,67 (t, J = 7,4 Hz, 1 H), 7,57 (s,
0,5 H), 7,54 (s, 0,5 H), 7,00 (s, 0,5 H), 6,89 (s, 0,5 H),
5,69 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,27 (d, J = 16 Hz, 1 H),
4,81-4,12 (m, 4 H), 3,51-3,15 (m, 2 H), 1,93 (m, 2 H), 1,45
(t, 3 =7 Hz, 3 H), 1,05 (m, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 438
(M+1), 420, 406, 376, 347, 332, 317, 245, 91.

Priklad 32
Priprava 5-(2 /-hydroxyethoxy)-7-ethylkamptothecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-hydroxy-7-ethyl-
kamptothecin vzorce 13, kde Rl =rR2=rR3=RrRY=HaRr?-= Et,

jak je popsano v prikladu 4.

Krok 2: Ke smési 250 mg 5-hydroxy-7-ethylkamptothe-
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cinu a 10 pl koncentrované kyseliny sirové suspendované

v 25 ml dichlorethanu se prida 0,5 ml ethylenglykolu a smés
se vari pod zpétnym chladic¢em po dobu 14 hodin. Reakce se pre-
rusi pridavkem kapky pyridinu a smés se extrahuje ethylace-
tatem. Organicka vrstva se promyje vodou a roztokem chloridu
sodného a odpari dosucha. Odparek se ¢isti chromatografii na
sloupci silikagelu s pouzZitim smési rozpoustédel ethylacetat-
-chloroform jako elu¢niho ¢inidla a poskytne 180 mg 5-(2" -
-hydroxyethoxy)-7-ethylkamptothecinu a 25 mg vychoziho
materialu. 'H NMR (CDCl,, 200 MHz): & 8,20 (d, J = 8 Hz,

1 H), 8,15 (d, J = 8 Hz, 1 H), 7,85 (t, J = 6,8 Hz, 1 H),
7,69 (t, J = 7,3 Hz, 1 H), 7,56 (s, 0,5 H), 7,54 (s, 0,5 H),
7,11 (s, 0,5 H), 6,99 (s, 0,5 H), 5,72 (d, J = 16,5 Hz, 1 H),
5,28 (d, J = 16,5 Hz, 0,5 H), 5,26 (d, J = 16,5 Hz, 0,5 H),
3,95-3,65 (m, 4 H), 3,78 (Siroky s, 2 H, D,0 vyménitelné),
3,5-3,18 (m, 2 H), 1,95-1,81 (m, 2 H), 1,45 (t, J = 7,5 Hz,

3 H), 1,06 (m, 3 H).

I

Priklad 33
Priprava 5-(2’-hydroxyethoxy)-10-hydroxykamptothecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 10,5-dihydroxy-
kamptothecin vzorce 13, kde Rl = R3 =R =R® =H a R? = OH,
jak je popsano v prikladu 22.

Krok 2: Ke smési 60 mg 10,5-dihydroxykamptothecinu
a 5 mg kyseliny p-toluensulfonové suspendované v 10 ml
dichlorethanu se pridd 25 mg ethylenglykolu a smés se vari
pod zpétnym chladi¢em po dobu 16 hodin. Reakce se prerusi
pridavkem kapky pyridinu a smés se extrahuje ethylacetatem.
Organicka vrstva se promyje vodou a roztokem chloridu sodného

a odpari dosucha. Odparek se ¢isti chromatografii na sloupci
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silikagelu s pouZitim smési rozpoustédel methanol-chloroform
jako eluéniho ¢inidla a poskytne 40 mg 5-(2’-hydroxyethoxy)-
-10-hydroxykamptothecinu a 10 mg vychoziho materidlu. IC:
3070, 1760, 1660, 1600, 1558, 1509, 1384, 1160, 1047, 832
cm™l. lH NMR (CDCl, + DMSO): § 10,05 ($iroky s, 1 H, D,O
vyménitelné), 8,35 (s, 1 H), 8,05 (&, J = 9 Hz, 1 H), 7,75
(s, 1 H), 7,45 (4, J = 9 Hz, 1 H), 7,28 (s, 1 H), 6,95 (s,
0,5 H), 6,85 (s, 0,5 H), 5,65 (4, J = 16 Hz, 1 H), 5,25

(d, J = 16 Hz, 1 H), 4,11 (m, 2 H), 3,78 (m, 2 H), 4,05
(Siroky s, 1 H, D,0 vyménitelné), 1,98 (m, 2 H), 1,05 (t,

J =7 Hz, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 425, 408, 380, 364,
336, 320, 305, 264, 235, 147, 105.

Priklad 34
Priprava 5,10-dihydroxy-7-ethylkamptothecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-ethoxy-10-hydroxy-7-
ethylkamptothecin vzorce 1, kde Rl = R3 = R? =H, R® = R® =
Et a R? = OH, jak je popsédno v prikladu 18.

Krok 2: 12 ml 25% HCl se prida ke 200 mg 5-ethoxy-
-10-hydroxy~7-ethylkamptothecinu rozpusténého v 10 ml
ethanolu a smés se vari pod zpétnym chladic¢em po dobu 24
hodin. Prebytecnéd kyselina a ethanol se oddestiluji
a zbyvajicli odparek se zredi ethylacetatem. Organicka vrstva
se promyje 5% roztokem hydrogenuhlic¢itanu sodného a roztokem
chloridu sodného. Odpareni rozpoustédla a vyc¢isténi pevné
latky na sloupci silikagelu s pouZitim smési rozpoustedel
aceton-chloroform jako elu¢niho ¢éinidla poskytuje 105 mg
5,10-dihydroxy-7-ethylkamptothecinu. Teplota tani: 197 ©c.
1¢: 3268, 2975, 1748, 1656, 1597, 1514, 1230, 1161, 1052,
841 cm~1. H NMR (cpcly + DMSO): § 10,0 (8iroky s, 1 H, D,O0
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vyménitelné), 8,05 (d, J = 9 Hz, 1 H), 7,76 (s, 2 H), 7,42
(m, 1 H), 7,04 (s, 0,5 H), 6,98 (s, 0,5 H), 5,65 (d, J = 16
Hz, 1 H), 5,23 (d, J = 16 Hz, 1 H), 3,51 (8iroky s, 1 H, D,0
vyménitelné), 3,45-3,12 (m, 2 H), 1,94 (m, 2 H), 1,42 (t,

J =7 Hz, 3 H), 1,01 (t, J = 7 Hz, 3 H). Hmot. spektr.

(m/z): 408 (Mt+1), 379, 364, 347, 335, 285, 169, 119, 101, 83.

Priklad 35

Priprava 5-(2’-hydroxyethoxy)-10-hydroxy-7-ethylkampto-
P

thecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 7-ethyl-5,10-dihydroxy-
kamptothecin vzorce 13, kde R = R3 =Rr? = H, R% = OH a R®
= Et, jak je popsédno v prikladu 34.

Krok 2: Ke smési 100 mg 10,5-dihydroxy-7-ethyl-
kamptothecinu a 5 mg kyseliny p-toluensulfonové suspendované
v 10 ml dichlorethanu se pridd 50 mg ethylenglykolu a smés se
vari pod zpeétnym chladic¢em po dobu 16 hodin. Reakce se
prerusi pridavkem kapky pyridinu a provede se extrakce
ethylacetatem. Organickd vrstva se promyje vodou a roztokem
chloridu sodného a odpari se dosucha. Odparek se ¢&isti
sloupcovou chromatografii na silikagelu s pouzZitim smési
rozpoustédel methanol-chloroform jako eluéniho ¢inidla
a poskytuje 60 mg 5-(2/-hydroxyethoxy)-10-hydroxy-7-ethyl-
kamptothecinu a 12 mg vychoziho materidlu. Teplota tani: 124
Oc. lg NMR (cDCl, + DMSO): § 10,0 (8iroky s, 1 H, D,O
vyménitelné), 8,02 (d, J = 9 Hz, 1 H), 7,55-7,39 (m, 3 H),
7,02 (s, 0,5 H), 6,93 (s, 0,5 H), 6,05 (Siroky s, 1 H, D,0
vyménitelné), 5,63 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,23 (4, J = 16 Hz,
1 H), 3,94-3,54 (m, 2 H), 3,41-3,05 (m, 2 H), 1,93 (m, 2 H),
1,40 (t, J = 7 Hz, 3 H), 1,02 (m, 3 H). Hmot. spektr. (m/z):
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408 (M+1), 379, 364, 347, 335, 285, 169, 119, 101, 83.
Priklad 36
Priprava 5-(2-aminoethoxy)kamptothecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-hydroxykamptothecin
vzorce 13, Kkde Rl = R2 =RrR3 =r% =R® = H, jak je popsdno v
pr¥ikladu 2.

Krok 2: Ke smési 60 mg S-hydroxykamptothecinu a 5 mg
kyseliny p-toluensulfonové suspendované v 10 ml benzenu se
prida 15 mg 2-aminoethanolu a smés se vari pod zpétnym
chladi¢em po dobu 14 hodin. Reakce se prerusi pridavkem kapky
pyridinu a smés se extrahuje ethylacetdatem. Organicka vrstva
se promyje vodou, hydrogenuhlic¢itanem sodnym, roztokem
chloridu sodného a odpari se dosucha. Odparek se ¢isti
sloupcovou chromatografii na silikagelu s pouzitim smési
rozpoustédel methanol-chloroform jako eluéniho ¢inidla
a poskytne 36 mg 5-(2/-aminoethoxy)kamptothecinu a 10 mg
vychozi latky. Teplota tani: 170 ©c. 1¢: 3451, 1740, 1664,
1604, 1383, 1189, 1042 cm 1. Casteéné udaje H NMR v (CDCl,

+ DMSO-dg): & 7,5 (d, D,0 vyménitelné, 1 H), 7,15 (d, D,0
vyménitelné, 1 H), 7,02 (s, 0,5 H), 6,92 (s, 0,5 H), 5,65 (4,
J =16 Hz, 1 H), 5,28 (d, J = 16 Hz, 1 H), 4,24-3,85 (m, 2
H), 2,35 (s, D,0 vyménitelné, 1 H), 2,34 (m, 1 H), 2,15-1,85
(m, 3 H), 1,12-0,95 (m, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 408

(M+1), 364, 347, 319, 305, 291, 249, 103, 62.

Priklad 37

Priprava 5-(2/-aminoethoxy)-7-ethylkamptothecinu
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Krok 1: Nejprve se pripravi 5-hydroxy-7-ethyl-
kamptothecin vzorce 13, kde R1 = R? = R3 = R4 = H a R5 = Et,
jak je popsdno v prikladu 4.

Krok 2: Ke smési 85 mg 7-ethyl-5-hydroxykamptothecinu
a 5 mg kyseliny p-toluensulfonové suspendované ve 20 ml
benzenu se prida 11 mg 2-aminoethanolu a smés se vari pod
zpétnym chladi¢em po dobu 10 hodin. Reakce se ukondi
pridavkem kapky pyridinu a smés se extrahuje ethylacetatem.
Organicka vrstva se promyje vodou, hydrogenuhlic¢itanem
sodnym, roztokem chloridu sodného a odpari se dosucha.
Odparek se ¢isti chromatografii na sloupci silikagelu
s pouZitim rozpoustédel methanol-chloroform jako elué&niho
¢inidla a s obdrZenim 65 mg 5-(2’-aminoethoxy)—74ethyl—
kamptothecinu. Teplota tani: 230 ©C. Gisteéné uGdaje lH NMR
v (CDCl3 + DMSO—d6): § 7,5 (4, D,0 vyménitelné, 1 H), 7,15
(d, D,O0 vyménitelné, 1 H), 7,02 (s, 0,5 H), 6,92 (s, 0,5 H),
5,65 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,28 (d, J = 16 Hz, 1 H), 4,24-
-3,85 (m, 2 H), 2,35 (s, D,0 vyménitelné, 1 H), 2,34 (m, 1
H), 2,15-1,85 (m, 3 H), 1,12-0,95 (m, 1 H). Hmot. spektr.
(m/z): 408 (M+1), 364, 347, 319, 305, 103, 74, 62.

Priklad 38
Priprava 5-(3’-dimethylaminopropoxy)-7-ethylkamptothecinu
Krok 1: Nejprve se pripravi 5-hydroxy-7-ethyl-
kamptothecin vzorce 13, kde RL=R2=RrR3=RR%*=1Ha R® = Et,
jak je popséano v prikladu 4.
Krok 2: Ke smési 50 mg 7-ethyl-5-hydroxykamptothecinu

a 0,05 ml kyseliny sirové suspendované ve 20 ml benzenu se

prida 30 mg 3-dimethylamino-l-propanolu a smés se vari pod
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zpétnym chladi¢em po dobu 12 hodin. Reakce se ukondi
pridavkem kapky pyridinu a smés se extrahuje ethylacetatem.
Organicka vrstva se promyje vodou, hydrogenuhlic¢itanem
sodnym, roztokem chloridu sodného a odpa¥i se dosucha.
Odparek se ¢isti chromatografii na sloupci silikagelu

s pouzitim smési rozpoustédel methanol-chloroform jako
eluéniho ¢inidla pro obdrZeni 42 mg 5-(3 ‘-dimethylamino-
propoxy)-7-ethylkamptothecinu. Teplota tani: 113 ©c. CGastecné
Gdaje 1H NMR v (cbcl, + DMSO-dg): 6§ 6,95 (s, 0,5 H), 6,85 (s,
0,5 H), 5,65 (4, J = 16 Hz, 1 H), 5,35 (d, J = 16 Hz, 0,5 H),
5,25 (4, J = 16 Hz, 0,5 H), 3,95-3,57 (m, 2 H), 3,30-3,05 (m,
2 H), 2,8 (s, 3 H), 2,83 (s, 3 H), 2,15-1,72 (m, 6 H), 1,45
(t, 3 =7,5 Hz, 3 H), 1,12-0,95 (m, 3 H). Hmot. spektr.
(m/z): 478 (M+1), 434, 375, 347, 331, 169, 102, 84.

Priklad 39
Priprava 5—(2’—n-pyrrolidinoethoxy)-7-ethy1kamptothecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-hydroxy-7-ethyl-
kamptothecin vzorce 13, kde Rl, RZ=R3=rR*=HaRr’= Et,
jak je popsano v prikladu 4.

Krok 2: Ke smési 100 mg 7-ethyl-5-hydroxy-
kamptothecinu a 10 mg kyseliny kafrosulfonové suspendované
ve 25 ml benzenu se pridd 30 mg 1-(2-hydroxyethyl)pyrrolidi-
nu a smés se vari pod zpétnym chladi¢em po dobu 16 hodin.
Reakce se prerusi pridavkem kapky pyridinu a smés se
extrahuje ethylacetatem. Organicka vrstva se promyje vodou,
hydrogenuhlic¢itanem sodnym, roztokem chloridu sodného
a odpari se dosucha. Odparek se ¢isti chromatografii na
sloupci silikagelu s pouzitim smési rozpousStédel methanol-

-chloroform jako eluéniho ¢inidla s obdrZenim 85 mg
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5-(2°=-N-pyrrolidinoethoxy)-7-ethylkamptothecinu. Teplota
tani: 225 °c. I¢: 3424, 1749, 1666, 1616, 1384, 1156, 1078,
1049 cm™l. Castecné udaje 'H NMR v cDCl;: § 7,02 (s, 0,5 H),
6,95 (s, 0,5 H), 5,70 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,33 (d, J = 16
Hz, 0,5 H), 5,26 (d, J = 16 Hz, 0,5 H), 4,18-3,88 (m, 2 H),
3,45-3,15 (m, 2 H), 3,06-2,58 (m, 6H), 2,05-1,72 (m, 6 H),
1,43 (t, J = 8 Hz, 3 H), 1,15-0,95 (m, 3 H). Hmot. spektr.
(m/z): 446 (M+1), 375, 347, 331, 245, 169, 116, 97, 84.

Priklad 40
Priprava 5-(2-—chlorethoxy)-7-ethylkamptothecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-hydroxy-7-ethyl-
kamptothecin vzorce 13, kde RI=R2 =RrR3 =R =H a RrR® = Et,
jak je popsano v prikladu 4.

Krok 2: Ke smési 500 mg 7-ethyl-5-hydroxykampto-
thecinu a 0,1 ml koncentrované kyseliny sirové suspendované
ve 30 ml benzenu se pridd 700 mg 2-chlorethanolu a smés se
vari pod zpétnym chladic¢em s pouzitim Deanovy-Starkova
nastavce po dobu 8 hodin. Reakce se ukon¢i pridavkem kapky
pyridinu a smés se extrahuje ethylacetdtem. Organicka vrstva
se promyje vodou, hydrogenuhli¢itanem sodnym, roztokem
chloridu sodného a odpari se dosucha. Odparek se c¢isti
chromatografii na sloupci silikagelu s pouzZitim smési
rozpoustédel ethylacetat-chloroform jako eluéniho ¢inidla
a poskytne 400 mg 5-(2‘-chlorethoxy)-7-ethylkamptothecinu.
Teplota tani: 168 °c. H NMR (cDcly, 200 MHz): § 8,20 (d,

J =9,5Hz, 1 H), 8,15 (d, J = 9,5 Hz, 1 H), 7,82 (t, J = 8

Hz, 1 H), 7,67 (t, J = 8 Hz, 1 H), 7,54 (d, J = 6,2 Hz, 1 H),
7,02 (s, 0,5 H), 6,90 (s, 0,5 H), 5,70 (d, J = 16 Hz, 0,5 H),
5,69 (d, J = 16 Hz, 0,5 H), 5,26 (d, J = 16 Hz, 0,5 H), 5,25
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(d, 3 = 16 Hz, 0,5 H), 4,61-3,95 (m, 2 H), 3,78-3,58 (m, 2
H), 3,50-3,15 (m, 2 H), 1,98-1,78 (m, 2 H), 1,45 (t, J = 7,5
Hz, 3 H), 1,12-0,95 (m, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 455
(M+1), 437, 409, 392, 376, 347, 331, 245, 115, 81.

Priklad 41
Priprava 5-(2 ‘~dimethylaminoethoxy)-7-ethylkamptothecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-hydroxy-7-ethylkampto-
thecin vzorce 13, kde Rl = R2 = R3 = R% = Ha R® = Et, jak je

popsano v prikladu 4.

Krok 2: Ke smési 100 mg 7-ethyl-5-hydroxykampto-
thecinu a 0,1 ml koncentrované kyseliny sirové suspendované
v 10 ml benzenu se pridd 50 mg 2-N,N-dimethylaminoethanolu
a smés se vari pod zpétnym chladic¢em s pouZitim
Deanovy-Starkova nastavce po dobu 10 hodin. Reakce se ukonc¢i
pridavkem kapky pyridinu a smés se extrahuje ethylacetaten.
Organicka vrstva se promyje vodou, hydrogenuhlic¢itanem
sodnym, roztokem chloridu sodného a odpari se dosucha.
Odparek se cisti chromatografii na sloupci silikagelu
s pouzZitim smési rozpoustédel methanol-chloroform jako
elué¢niho ¢inidla s obdrZenim 65 mg 5-(2 “~dimethylamino-
ethoxy)-7-ethylkamptothecinu. Castecné udaje 1H NMR v CDCl,:
§ 7,05 (s, 0,5 H), 6,93 (s, 0,5 H), 5,74 (4, J = 16 Hz, 0,5
H), 5,73 (4, J = 16 Hz, 0,5 H), 5,29 (d, J = 16 Hz, 1 H),
4,41-3,75 (m, 2 H), 3,53-3,18 (m, 2 H), 2,57 (q, J = 6 Hz,

2 H), 2,26 (s, 3 H), 2,23 (s, 3 H), 2,05-1,86 (m, 2 H), 1,47
(t, 3 = 8 Hz, 3 H), 1,18-1,01 (m, 3 H).

Priklad 42
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Priprava 5-(4‘=aminobutoxy)kamptothecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-hydroxykamptothecin
vzorce 13, kde Rl= R2 = R3 = R? =R® = H, jak je popsano v
prikladu 2.

Krok 2: Ke smési 53 mg 5-hydroxykamptothecinu a 8 mg
kyseliny p-toluensulfonové suspendované v 16 ml benzenu se
prida 14 mg 4-aminobutanolu a smés se zah¥iva pod zpétnym
chladi¢em po dobu 10 hodin. Reakce se prerusi pridavkem kapky
pyridinu a smés se extrahuje ethylacetdtem. Organicka vrstva
se promyje vodou, hydrogenuhlic¢itanem sodnym, roztokem
chloridu sodného a odpar¥i se dosucha. Odparek se &isti
chromatografii na sloupci silikagelu s pouZitim smési
rozpoustédel ethylacetat-chloroform jako elu¢niho ¢inidla
s obdrzZenim 45 mg 5-(4 ‘—aminobutoxy)kamptothecinu. Teplota
tani: 150 °c. 1¢: 3397, 1745, 1664, 1617, 1384, 1224, 1162,
1038, 684, 570 cm™l. Caste¢né udaje 'H NMR v (CDCl, +
DMSO-dg): & 7,50 (d, D,0 vyménitelné, 1 H), 6,95 (s, 0,5 H),
6,85 (s, 0,5 H), 6,25 (4, D,0 vyménitelné, 1 H), 5,65 (d,

J = 16 Hz, 1 H), 5,35 (d, J = 16 Hz, 0,5 H), 5,25 (d, J = 16
Hz, 0,5 H), 4,15-3,80 (m, 2 H), 2,15-1,65 (m, 8 H),
1,15-0,98 (m, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 436 (M+1), 392,
347, 333, 305, 153, 123, 105, 90, 62.

Priklad 43
Priprava 5-(2“-methoxyethoxy)kamptothecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-hydroxykamptothecin
vzorce 13, kde Rl= R2 = R3 = r? = R® = H, jak je popsano v

prikladu 2.
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Krok 2: Ke smési 120 mg 5-hydroxykamptothecinu
a 0,13 ml kyseliny sirové suspendované v 18 ml chloroformu
se pridd 20 mg ethylenglykolmonomethyletheru a smés se vari
pod zpétnym chladi¢em po dobu 10 hodin. Reakce se ukonc¢i pri-
davkem kapky pyridinu a smés se extrahuje ethylacetaten.
Organicka vrstva se promyje vodou, hydrogenuhli¢itanem sod-
nym, roztokem chloridu sodného a odpari se dosucha. Odparek
se ¢isti chromatografii na sloupci silikagelu s pouzZitim
smési rozpoustédel ethylacetdtu-chloroformu jako eluc¢niho
¢inidla a obdrZi .se 80 mg 5-(27-methoxyethoxy)kamptothecinu.
Teplota tani: 123 ©c. 1I¢: 3294, 2933, 1748, 1665, 1617,
1384, 1155, 1077, 1045, 761 cm™t. lH NMR (cpcl,): & 8,51 (s,
1 H), 8,24 (d, J = 8 Hz, 1 H), 7,93 (d, J = 8 Hz, 1 H), 7,79
(t, J = 6,8 Hz, 1 H), 7,65 (t, J = 6,8 Hz, 1 H), 7,58 (s,
o,5 H), 7,56 (s, 0,5 H), 6,91 (s, 0,5 H), 6,82 (s, 0,5 H),
5,71 (d, J = 16 Hz, 1 H), 5,28 (d, J = 16 Hz, 1 H),
4,55-4,05 (m, 2 H), 3,95 (Siroky s, 1 H, D,0 vyménitelné),
3,81-3,56 (m, 2 H), 3,48 (s, 1,5 H), 3,44 (s, 1,5 H), 1,94
(m, 2 H), 1,05 (t, J = 7 Hz, 3 H). Hmot. spektr. (m/z): 423
(M+1), 364, 347, 319, 304, 275, 218, 128, 101, 82.

Priklad 44

Priprava 5-(27/-N-methylpyrrolidinoethoxy)-7-ethylkampto-

thecinu

Krok 1: Nejprve se pripravi 5-hydroxy-7-ethylkampto-
thecin vzorce 13, kde R1=RZ2 =R3I =RrRY =H aRrR®= Et, jak je
popséno v prikladu 4.

Krok 2: Ke smési 50 mg 5-hydroxy-7-ethylkamptothecinu
a 10 mg kyseliny p-toluensulfonové suspendované v 15 ml

benzenu se pridd 18 mg l-methyl-2-pyrrolidinoethanolu a smés
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se vari pod zpétnym chladi¢em po dobu 8 hodin. Reakce se
ukon¢i pridavkem kapky pyridinu a smés se extrahuje ethyl-
acetatem. Organicka vrstva se promyje vodou, hydrogenuhlidi-
tanem sodnym, roztokem chloridu sodného a odpari dosucha.
Odparek se ¢isti chromatografii na sloupci silikagelu

s pouZzitim smési rozpoustédel methanol~-chloroform jako
eluéniho ¢inidla a ziska se 35 mg 5-(27-N-methylpyrrolidino-
ethoxy)-7-ethylkamptothecinu. Teplota tani: 102 °C. Hmot.
spektr. (m/z): 504 (M+1), 460, 375, 347, 331, 275, 245, 128,
110, 84.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloucenina vzorce 1

(1)

ve kterém

Rl, R2, R3 a R? jsou nezdvisle na sobé stejné nebo rozdilné

a predstavuji atom vodiku, hydroxylovou skupinu,
aryloxyskupinu, niZsi alkoxyskupinu, niZsi alkanylo-
vou skupinu, nitroskupinu, kyanoskupinu, atom haloge-
nu, karboxylovou skupinu, karbonyloxyskupinu, amino-
skupinu, substituovanou aminoskupinu, niZsi alkylovou
skupinu, substituovanou niZzsi alkylovou skupinu nebo
R2, R3 spole¢ne predstavuji -0-(CH,),-0-,

kde n je 1 nebo 2,

znamena atom vodiku, nizsi alkylovou skupinu,
substituovanou niz§i alkylovou skupinu, niZ$i aralky-
lovou skupinu, hydroxymethylovou skupinu, methoxy-
karbonylovou skupinu, aminomethylovou skupinu, substi-
tuovanou aminomethylovou skupinu, kde aminoskupina je
mono- nebo disubstituovand, pric¢emzZz oba substituenty
jsou navzajem nezdvislé nebo jsou spolu spojeny

s vytvorenim 5- nebo 6-¢lenného cyklického kruhového
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systému obsahujiciho atomy uhliku a popfipadé 1 nebo

2 heteroatomy vybrané z kysliku, dusiku a siry a

znamena atom vodiku, fenylovou skupinu nebo benzylo-
vou skupiﬁu, kde fenylova skupina miZe byt nesubsti-
tuovana nebo substituovana mono-, di- nebo trisubsti-
tuenty, kterymi mohou byt zvoleny atom halogenu,

hydroxylova skupina, niZs$i alkoxylova skupina, kyano-
skupina, karboxylovd skupina, nitroskupina, aminosku-
pina nebo substituovana aminoskupina, niZ$i alkylova
skupina, substituovand nizZsi alkylova skupina, cyklo-

v v

alkylovou nebo cykloalkyl-(nizsi alkylovou) skupi-
nu, kde cyklicky kruh je v rozmezi tric¢lenného

a sedmic¢lenného kruhového systému obsahujiciho vizdy
atomy uhliku, niZs$i alkylové skupiny substituované
heterocyklickymi kruhy, ve kterych je heterocyklicky
kruhovy systém tvoren 3 aZz 7 atomy obsahujicimi atomy
uhliku s nejméné jednim heteroatomem zvolenym z atomu
kysliku, dusiku a siry, niZs$i alkanoylovou skupi-

nu, benzoylovou skupinu, kde fenylova skupina mazZe
byt nesubstituovana nebo substituovana, nizsi alkeny-
lovou skupinu, nizsi alkylovou skupinu, substituova-
nou nizs$i alkylovou skupinu, substituovanou nizsi
alkenylovou skupinu, substituovanou niZs$i alkanoylo-
vou skupinu, ve které substituenty mohou byt atom
halogenu, hydroxylovad skupina, alkoxylova skupina,
aryloxyskupina, thioskupina, thioalkylova skupina,
thiocarylova skupina, arylova skupina, heteroarylova
skupina, karboxylovad skupina, kyanoskupina, nitrosku-
pina, amidoskupina nebo aminoskupina, ve které muZe
byt aminoskupina nesubstituovand nebo mono- &i di-
substituovana, pric¢emZ oba substituenty jsou navzajenm

nezavislé nebo jsou spojeny s vytvorenim péti- nebo
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gSesticlenného cyklického kruhového systému obsahuji-
ciho atomy uhliku a pripadné alesponn jeden hetero-
atom zvoleny z atomu kysliku, dusiku a siry,

s podminkou, Ze (i) kdyz rl je

methoxyskupina, R® neni ani atom vodiku ani niz&i
alkylova skupina, (ii) kdyz R? je hydroxylova skupi-
na, nizs$i alkoxylova skupina, thioalkylova skupina,
nitroskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina, acyl-
aminoskupina nebo atom halogenu, R® neni ani atom
vodiku ani niZsi alkylova skupina, (iii) kdyz R® je
nizsi alkylova skupina, nizsi aralkylova skupina,
-CH,0H, ~COOH, -COOMe, -CH,OR", kde R" znamena nizsi
alkylovou nebo acylovou skupinu, R® neni ani atom
vodiku ani nizsi alkylova skupina, (iv) kdyz RY je
methoxyskupina, R2 je hydroxylova skupina, nizsi
alkoxyskupina, thioalkylova skupina, nitroskupina,
aminoskupina, alkylaminoskupina, acylaminoskupina
nebo atom halogenu a R° je nizsi alkylova skupina,
nizs$i aralkylova skupina, -CH,0H, -COOH, -COOMe,
-CH,OR", kde R" znamena nizsi alkylovou nebo acylovou
skupinu, R® neni ani atom vodiku ani niz&i alkylova
skupina, (v) kdyz R} az R® znamenaji atom vodiku, R®

neni ani atom vodiku ani nizs$i alkylova skupina.

2. Slouc¢enina vzorce 1

)
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ve kterém

R2 znamend hydroxylovou skupinu,

Rl, R3, R? a R® znamenaji atom vodiku a
R® znamend trifluorethylovou skupinu.

3. Slouc¢enina vzorce 1

(€]
ve kterém
Rl, R3, rR? a RS znamenaji atom vodiku a
R® znamend fluorethylovou skupinu.
4. SloucCenina vzorce 1
(1)

ve kterén

ri znamend N,N-dimethylaminomethylovou skupinu,
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RZ znamend hydroxylovou skupinu,
R3, rR* a R® znamenaji atom vodiku a
RO znamend 2 -methoxyethylovou skupinu.

5. Slouc¢enina vzorce 1

&)

ve kterém

R1 znamend nitroskupinu,

Rz, R3, R? a R® znamenaji atom vodiku a

R® znamena 2 -methoxyethylovou skupinu.

6. SloucCenina vzorce 1

(1)

ve kterém
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Rl, R2, R3, R? a R® predstavuji atom vodiku a
R® znamena 2 -hydroxyethylovou skupinu.

7. Slouc¢enina vzorce 1, ve kterém R1 az R® maji
vyznam popsany v jakémkoliv z ndrokt 1 aZ 6, jako smés dvou
diastereomeru, kde tyto diastereomery maji konfigurace
20(S8),5(R) a 20(s),5(s).

8. Slouc¢enina vzorce 1, ve které kazdy z diastereome-
rid ma konfigurace 20(S),5(R) a 20(S),5(S) jako jednotlivy
izomer v podstaté prosty druhého izomeru, kde RL az r® maji
vyznam popsany Vv narocich 1 azZ 6.

9. Farmaceutické prostredek vyznacujici
s e t 1 m, Ze obsahuje slouc¢eniny vzorce 1, jak jsou defi-
novany v kterémkoliv z ndrokd 1 aZ 6 nebo jejich derivat
a farmaceuticky prijatelnou netoxickou pomocnou latkou, zredova-
ci ¢inidlo nebo rozpoustédlo.

10. Pouziti slouceniny vzorce 1 tak, jak je definova-
na v kterémkoliv z naroku 1 aZ 9 pro léc¢bu rakoviny, leuké-
mie a stava vztahujicich se k HIV.

11. Léc¢ivo pro 1lécbu rakoviny, leukémie nebo stavu
vztahujicich se Kk HIV, vy znac¢ujici s e tim,
Ze obsahuje slouceninu podle kteréhokoliv z naroka 1 az 9
nebo jeji derivat a farmaceuticky p¥ijatelny nosié, zredovaci

¢inidlo nebo rozpoustédlo.

12. Pouziti slouceniny podle kteréhokoliv z naroku 1
az 9 k vyrobeé léc¢iva pro lécbu rakoviny, leukémie nebo stavi

vztahujicich se k HIV.
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13. ZpUsob pripravy sloucdeniny vzorce 1, vy z n a -

¢cujici s e t i m, Ze se sklada z nasledujicich
kroku:

(i) reakce sloudeniny vzorce 2

(2)

ve kterém
Rl az R® maji vyznam popsany Vv naroku 1,

Vv pritomnosti kyseliny a Zelezité soli se sloudeninou majici

vzorec
rR®-oH,
ve kterém
RO znamend niZs$i alkylovou skupinu, niZs$i alkenylovou
skupinu, (C3-C;)cykloalkylovou skupinu, halogen-

alkylovou skupinu nebo hydroxyalkylovou skupinu,

s obdrZenim sloucéeniny vzorce 12 a slouceniny vzorce 13



(12)

(13)

ve kterych
1 2 3 4 _ 5 S: oG 5 5
R, R®, R, R® a R” maji vyznam uvedeny v naroku 1,

(ii) separace sloucenin vzorcu 12 a 13 pfipravenych v
kroku (i),

(iii) hydrolyza slouéeniny vzorce 12 s obdrZenim pri-
davnych mnozZstvi slouc¢eniny vzorce 13,

(iv) reakce slouc¢eniny vzorce 13 v pritomnosti kyse-
liny se slouceninou vzorce R®-0H s obdrzenim slouceniny
vzorce 1
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(1)

ve kterém
Rl, Rz, R3, rR? a R? maji vyznam jako je definovan v ndroku 1 a
R ma vyznam, jako je definovadn v ndroku 1.

14. Zpusob pripravy slouceniny vzorce 1, ve kterém
Rl, R2, R3, rRY a RO znamenaji atom vodiku, R? znamena
hydroxylovou skupinu a R® znamena trifluorethylovou skupinu,
vyznacuijici s e t i m, Ze zahrnuje nasledujici

kroky

(i) reakce slouceniny vzorce 2

(2)

ve kterém
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Rl, R3, R? a R® znamenaji atom vodiku,

R2 znamena hydroxylovou skupinu,

v pritomnosti koncentrované kyseliny sirové a trihydratu

.0
LI XX ]
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chloridu Zelezitého s ethanolem a zah¥ivani smési za podmi-

nek refluxu s obdrZenim slouceniny vzorce 12 a sloudeniny

vzorce 13

(13)

ve kterych
Rl, R3, rRY a R znamenaji atom vodiku,
R je hydroxylova skupina a

R® znamend ethylovou skupinu




(ii) oddéleni sloucenin vzorcu 12 a 13 pr¥ipravenych v
kroku (i),

(iii) hydrolyza slouceniny vzorce 12 rozpusténim ve
vodném ethanolu a refluxovadni s Kkyselinou chlorovodikovou s

obdrZenim pridavnych mnoZstvi slouceniny vzorce 13,

(iv) reakce slouceniny vzorce 13 v pritomnosti
koncentrované kyseliny sirové s trifluorethanolem
rozpusténym v dichlorethanovém rozpoustédle s obdrZenim
slouc¢eniny vzorce 1

(1)

ve kterém

Rl, R3, RY a R® znamenajl atom vodiku,

R? znamend hydroxylovou skupinu a

R® znamena trifluorethylovou skupinu.

15. ZpUsob pripravy slouceniny vzorce 1
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(1)

ve kterém

R6
Rl

RrR2

Zznamend atom vodiku nebo niZsi alkylovou skupinu,

znamenda atom vodiku nebo methoxyskupinu,

znamend atom vodiku, hydroxylovou skupinu, nizsi
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, merkaptoskupinu, thio-
alkylovou skupinu, thioacylovou skupinu, nitroskupinu,
aminoskupinu, alkylaminoskupinu, acylaminoskupinu nebo

atom halogenu,

R3 a rR? znamenaji atom vodiku a

R2

znamend atom vodiku, nizs$i alkylovou skupinu, nizsi
aralkylovou skupinu, -CH,OH, -COOH, -COOMe nebo
-CH,O0R , kde R znamend niZsi alkylovou skupinu nebo

acylovou skupinu,

vyznacuijici s e t im Z2e se skladd z téchto

kroku

(i) reakce sloucdeniny vzorce 2
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(2)

ve kterém

Rl az RO majl vyznam popsany vysSe,

v pritomnosti kyseliny a Zelezité soli se sloudéeninou vzorce
R®-oH,

ve kterém

R® znamend nizsi alkylové skupiny,

s obdrZenim slouceniny vzorce 12 a sloudeniny vzorce 13

(12)



ve kterych
Rl, R2, R3, R* a R® maji vyznam uvedeny vyse,

(ii) separace sloucenin vzorcu 12 a 13 pripravenych v
kroku (i),

(iii) hydrolyza slouc¢enin vzorce 12 s obdrZenim pri-
davnych mnoZstvi slouc¢eniny vzorce 13,

(iv) reakce slouéeniny vzorce 13 v pritomnosti kyse-
liny se slouceninou vzorce R®-0H s obdrzenim slouceniny

vzorce 1

ve kterém
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Rl, R2, R3, R4, R a R® maji vyznam popsany vyse.

16. Zpusob podle naroku
s e t im, Ze Zelezitou soli

17. Zpusob podle naroku

s e t i m, Ze Zelezitou soli

13, vyznadcé¢uij
je chlorid Zelezity.

15, vy zna<duij
je chlorid Zelezity.
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