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1 Uvod

Rostliny jsou dulezitou kazdodenni soucasti nasich zivott, jiz od nepaméti. At jsme my
sami vegetariani, a zivime se tedy pfimo rostlinami nebo vegetariani nejsme a zivime se
kromég rostlin i zivo€ichy, ktefi se zivili rostlinami, vyjde to na stejno. Kazdou molekulu
kysliku, kterou jsme kdy vdechli, vytvofila nékdy nckde néjakd rostlina Cci
fotosyntetizujici sinice. Ano, ¢lovék nemuze zit samostatné, bez rostlin. Rostliny lidi
fascinuji jiz po tisice let, a to nejen z hlediska potravy ¢i materialni stranky, ale i jako
1éCebny material. Nejstar§si pisemné tudaje o rostlinnych 1é¢ivech pochdzeji patrné
z doby vlady ¢inského cisate Shen-Nunga z roku 2 700 pf. n. 1., kdy byla sepsana prvni
kniha o 1éCivych bylindch. Pozdé&ji v Mezopotamii, z obdobi kolem roku 2 600 pt. n. 1.
pochazeji nejstar§i zaznamy o farmaceutické praxi, které byly sepsdny na hlinéné
tabulky. Z téchto prament se dozvidame o dobovych zpisobech uzivani napi. myrhy,
cypiiSového oleje, 1ékotfice nebo maku. V archeologickych vykopavkach z obdobi
starovékého Egypta se objevila sbirka, ktera uvadi 800 podrobnych receptil
vyuzivajicich 1é¢ivé rostliny. Mezi ,,léky* popsanymi ve sbirce nachazime i takové,
které se v lékatstvi vyuzivaji dodnes, napt. opium, jako prostifedek pro tiSeni bolesti.*
Miizeme tedy pozorovat, ze lidé v davnych dobach védeli, které byliny 1é¢i, a které
naopak $kodi. V 19. stoleti, diky pokroku v technice a nastupem novych védeckych
metod se podafilo z mnohych bylin izolovat a identifikovat nékteré 1é¢ivé latky. A tak
farmaceuticky pramysl mohl =zalit vzkvétat. V dne$ni dobé pomoci modernich
bioanalytickych a strukturnich metod Ize cilen€ izolovat a identifikovat chemické entity
zodpovédné za jiz diive pozorované 1éCivé ucinky. Nasledné studium téchto ptirodnich
lécivych latek nam pak dovoluje poznat a popsat jejich mechanismus wéinku
v organismu.?

Vyssi rostliny jsou bohatym zdrojem bioaktivnich slozek pouZzivanych ve
farmaceutickém a kosmetickém primyslu. Vedle zdkladnich primarnich metabolit
(napt. lipidd, aminokyselin a sacharidi) jsou vyssi rostliny také schopny
biosyntetizovat Sirokou $kalu sloucenin s nizkou molekularni hmotnosti — sekundarnich
metaboliti. Rostlinné sekundarni metabolity jsou definovany jako slouceniny, které

nemaji zadnou rozpoznatelnou roli pii udrZzovani zakladnich Zzivotnich procesi
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v rostlindich (to maji na starost primdrni metabolity), ale jsou dulezité pro
udrzeni/zlepSeni kvality Zivota a pro komunikaci rostlin s jejim prostfedim.

Produkce téchto sloucenin je Casto nizka (méné nez 1 % suché hmotnosti), a je
velmi zéavisla na fyziologickém a vyvojovém stadiu rostliny a na prostfedi, ve kterém
rostlina Zije.* Maly (koncentratn&) vyskyt t&chto latek v rostlinach a jeho zavislost na
zivotnich podminkach rostliny zna¢n€ omezuje moznosti jejich izolace z ptirodnich
zdrojii. Jedinou moznosti, jak tento typ latek popsat a nésledné ohodnotit jejich
bioaktivitu je cilené pfipravit v laboratofich. Dalsim perspektivnim cilem spojenym
S ptipravou téchto latek je syntéza jejich analogi. Ty totiz mohou disponovat jesté lepsi
biologickou aktivitou/mensi cytotoxicitou nez méla ptivodni pfirodni latka.

V mé bakalaiské praci se zabyvam ptirodnimi biologicky aktivnimi latkami,
které patii do velmi rozsahlé skupiny fenolickych sekundérnich metabolitli nazvanych
fenylpropanoidy. Tedy pfesnéji, ja se soustifedim zejména na jednu ,,izkou® oblast
pokryvajici jeden specificky typ dimert fenylpropanoidi nazvany neolignany. Zakladni
kostra neolignanu je tvofena dvéma fenylpropanoidovymi jednotkami, které z pohledu
biologickych vlastnosti prekypuji Sirokym spektrem biologickych vlastnosti. To je také
divod, pro¢ tyto latky studujeme.

1.1 Cile prace

Cilem této bakalaiské prace je vyvinout novy univerzalni piistup k neolignanovému
skeletu.
Piesnéji cile mé prace jsou nasledujici:
1. Vypracovat reSerSi zabyvajici se syntézou a biologickou aktivitou
neolignant
2. Nastinit vyvoj syntetické metody umoziujici piipravu centralniho
strukturniho motivu neolignanii — benzofuranového skeletu
3. Otestestovat pfipravené latky na jejich biologickou aktivitu
4. Charakterizovat vSechny pfipravené latky pomoci dostupnych fyzikalné-
chemickych metod

10



2 Teoreticka cast

2.1 Neolignany - rostlinné sekundarni metabolity

fenylpropanoidového typu

2.1.1 Zakladni charakteristika

Neolignany patii do velmi rozséhlé skupiny rostlinnych sekundarnich metabolitt, které
spadaji mezi ptirodni latky fenolického typu.2 Termin sekundérni je mnohdy neoblibeny
a to z divodu, ze mize znamenat ,,méné dulezity*. Zde vSak atribut sekundarni fesi
jinou, a to v Zzadném piipadé ménécennou funkci. Jinou analogii by zde mohl byt piimér
se sekundérni strukturou proteinti, kterd je samoziejm¢ stejné dulezitd jako primarni
nebo tercialni proteinova struktura. Sekundarni metabolity jsou nepostradatelnou
,vybavou“ rostlin, které je syntetizuji z divodu interakce jednotlivce (rostliny) s jeho
prostiedim. Jde pfedevSim o ochranu pied bylozravci; pred biotickym stresem, ktery
mohou zplsobovat infekce pfenaSené viry, bakteriemi ¢i houbami; pied abiotickym
stresem vyvolany zménami teplot a UV zafenim. Dale jsou nepostradatelné pro
opylovace a také ptisobi jako odpuzovac proti sktidctim. Dulezitou nepfimou roli hraji
pii vyvoji arlstu organismu rostliny. Jejich nepfitomnost znaéné ovliviiuje kvalitu
zivota. Pod selekénim tlakem neustéle se méniciho prostfedi se rostliny musi adaptovat,
a protoze K tomuto tcelu rostliny vyuzivaji sekundarni metabolity, je tedy jasné, ze jich
musi mit mnoho podskupin. Jen namatkou sem patii naptiklad terpeny, alkaloidy, anebo
pravé fenylpropanoidy.*™®

Do jiz zminéné podskupiny fenylpropanoidi faddime nejen neolignany, ale
i lignany ¢&i lignin.® Fenylpropanoidové sekundarni metabolity jsou odvozené od
aminokyselin fenylalaninu atyrosinu a vSechny tak maji uhlikatou kostru slozenou
z C6-C3 jednotek. Tedy z benzenového jadra a postranniho propylového fetézce (tzv.
uhlovodikova funkéni skupina).” Podle ITUPAC se zakladni fenylpropanoidové jednotka
¢isluje od 1 do 6 od propylové funkéni skupiny pifes aromaticky kruh. Nasledné se

11



Cisluje samotna propylova jednotka od 7 do 9. V nékteré literatufe se tyto uhliky
oznaduji také jako a, p ay. (Obr. 1) ®

Coé C3

Obr. 1: Cislovéni zékladni fenylpropanoidové jednotky

Fenylpropanoidové dimery nasledné¢ délime do dvou zékladnich tiid.
Nejdulezitéjsi jsou lignany, které jsou tvofeny dvéma fenylpropanoidovymi jednotkami,
jenz jsou spojeny o kovalentni vazbou mezi atomy uhliku C-8 (C-) jednoho monomeru
a C-8(C-B’) druhého monomeru (pro odliSeni prvni monomer ma ¢isla normdlni
adruhy s ). Neolignany, druhda pon¢kud méné pocetné zastoupena tiida, se lisi od
lignanti tim, Ze monomery jsou spojeny uhliky jakymkoliv jinym zplsobem nez
ptes C-8 (C-B) a C-8" (C-B’). U neolignanu jesté¢ dale rozliSujeme jednu podtiidu —
oxyneolignany. To jsou neolignany, kde jsou dva monomery spojené o kovalentni
vazbou C-O. Vyse zminéné typy vazeb mezi monomery ve spojeni s rozli¢nym stupném
oxidace aromatickych jader, pak ma za nasledek velmi strukturné rozmanité a bohaté
pocty neolignanti (Obr. 2).8 V mé bakalarské praci se zamé&fime selektivné pouze na

syntézu a vlastnosti 2,3-dihydrobenzofurant typu NL1.

oo~ Pro~ o O
Ao

NL5 NL6
Obr. 2: Vybér charakteristickych typa struktur neolignani °
Také je tieba zminit nejvyznamnéjsi fenylpropanoidovy polymer lignin. Jedna se
o fenolovy polymer, ktery umoziiuje predevsim skupiné tracheofyta (patii sem plavuné,

preslicky, kapradiny, nahosemenné a krytosemenné rostliny) fyzickou rigiditu a posiluje

vodivé buiniky pro transport vody na velké vzdalenosti.'
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2.1.2 Biosyntéza

Rostliny syntetizuji sekundarni metabolity de novo zjednoduchych prekurzort
primarniho metabolismu pomoci sofistikované sekvence reakci katalyzovanych
specifickymi enzymy.* Biosyntéza fenolickych latek zagina $ikimatovou drahou, ktera
nese nazev dle vychozi latky kyseliny Sikimové. Samotnd biosyntéza neolignana
pokracuje syntézou prekurzorii fenylpropanoidovych monomera. Kyselina Sikimatova
je aminovéna na aromatické aminokyseliny fenylalanin a tyrosin.? L-fenylalanin je
nasledn¢é v cytoplazmé neoxidativné deaminovan fenylalaninamoniumlyazou (PAL) na
trans-skoticovou kyselinu a amoniak. Odstépuje se proton z C-f a poté se odstépi
aminoskupina z aminokyseliny. L-tyrosin se pfeménuje pomoci tyrosinamoniumlyazy
(TAL) na 4-hydroxyskoficovou kyselinu (t¢Z znamou jako kyselina p-kumarova),
kterou lze dale transformovat na hydroxyskoficové derivaty (tzv. monolignoly), napf.
kyselinu sinapovou, kavovou ¢i ferulovou. Jeji redukci mohou vznikat i estery, alkoholy
(napt. koniferyl alkohol), aldehydy (p-kumaraldehyd) ¢i alkeny (izoeugenol). Kyselina
p-kumarova muze vzniknout iz kyseliny skoficové prostiednictvim 4-hydroxylyazy
(C4H). Nasledné reakci kyseliny p-kumarové a 4-kumarat koenzym A ligazy (4CL)
vznika p-kumarat koenzym A, ktery ma dvé metabolické cesty. Prvni metabolicka cesta
dava vzniknout p-kumaryl alkoholu pies p-kumaraldehyd za pomoci skoficoat koenzym
A reduktdzy (CCR) anaslednou reakci se skoficodt alkoholdehydrogenazou (CAD).
V druhé metabolické draze p-kumarat koenzymu A jako prvni vznikd meziprodukt
kyselina kdvova a nasledné kyselina ferulova, ze které poté za pomoci CAD vznika
koniferyl alkohol, anebo s koniferylaldehyd 5-hydroxylazy (Cald5H) pak vznika
5-hydroxyferulova kyselina. Vicekrokovou upravou koniferyl alkoholu ziskdme jiz
zminény  alken  izoeugenol.  Kyselina  5-hydroxyferulova  dale reaguje
s O-methyltransferazou (OMT) za vzniku sinapylové kyseliny, kterd se mize reakci
s CAT pieménit na sinapyl alkohol. Tento alkohol miizeme ziskat i z koniferyl
alkoholu, ktery reaguje s CaldSH za vytvoteni 5-hydroxykoniferyl alkoholu a ten poté
s OMT dava vzniknout sinapyl alkoholu (Obr. 3).2>7811-13
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Obr. 3: Nastin biosyntetické cesty fenylpropanoidnich monomera vychazejicich ze

Sikimatové drahy (prevzaté a upravené ze ZaleSéak et al. 2019)

Tyto tfi zvyraznéné monolignany jsou Vv pifirodé¢ dale dimerizovany
a polymerizovany prostiednictvim fenol-oxida¢niho couplingu (POC), ktera umoznuje
spojeni jednotlivych monomert vytvofenim novych C-C nebo C-O vazeb.?® Tato

dimerizace monomert probihda radikalovym mechanismem a je zprostiedkovana
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enzymy lakkazami a peroxidazami.™*

Tyto dva enzymy se od sebe lisi hlavné
piitomnosti jiného tranzitniho kovu v aktivnim mist&. Lakkazy obsahuji Cu?*, zatimco
peroxidazy Fe**. Tyto kovy pak zajidtuji jednoelektronovou oxidaci fenolatového
anionu fenylpropanoidi za vzniku fenoxidového radikalu, ktery miizeme znazornit

pomoci péti rezonancnich struktur (Obr. 4)8

3217\R9 xR R
SN | Y 0
HO456 OQ/\/ :0 5
H+, e-
| Il

xR CAIA R R
> . s ; Q/\/
:0 :0 :0
m v h A

Obr. 4: Cislovani 4-hydroxyfenylpropanoidového monomeru podle TUPAC

a jeho jednoelektronova oxidace tvofici mezomerni formy fenoxidového radikalu 8

Fenylpropanoidové jednotky Il a V nasledné podléhaji dimerizaci za vzniku
riznych dimert S rozlicnymi biologickymi vlastnostmi. Mezi dvéma monomery se tak
formuji nové C-C nebo C-O vazby. Takto vznikly dimer nasledné podléha post
dimeriza¢nim neenzymatickym reakcim a poskytuje lignany a neolignany, jako rizné
strukturni derivaty (Obr. 5). Mohou tedy vznikat opticky ¢isté latky stejné jako

racemélty.8
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Obr. 5: Piiklad fenol-oxida¢niho couplingu (POC), kde probiha 5,8 -dimerizace a

poskytuje neolignan 2,3-dihydrobenzofuranového typu znaimého pod ozna¢enim NL1

2.1.3 Zastupci neolignanii a jejich biologicka aktivita

V této Casti bakalaiské prace jsem se zameéfila na neolignany typu NLI, tedy
2,3-dihydrobenzofuranového typu a uvedla jsem ty, které vykazujici antifungalni,
cytotoxickou, antialergickou, antibakterialni a anti-HIV aktivitu. Zminéna biologicka

aktivita je pak diivodem k cilené laboratorni syntéze téchto latek.

Conocarpan (V1)

= candida albicans PRI,
--HQ—OH IC50 =9.20 + 1.20 pg/mL
(0] ATCC, IC5q = 19.60 + 2.30 pg/mL

\'4

Obr. 6: Chemicka struktura conocarpanu VI a jeho antifungalni aktivita

Latka conocarpan VI byla nalezena v n¢kolika druzich rostliny rodu Piper, jako jsou
naptiklad P. regnellii, P. solmsianum, P. decurrens, P. abutiloides, P. kadsurai, a P.
rivinoide. Vykazuje antifungalni aktivitu proti kmeniim Candida albicans (PRI, ICsy =
111.1 + 38.80, 75.60 + 22.10, 9.20 + 1.20 pg/mL, ATCC 10231 = 113.40 + 4.80, 65.10
+ 3.80, 19.60 + 2.30 ng/mL), bylo vSak také zjisténo, Ze je cytotoxicka pro buiiky savcii.
Za zminku stoji 1 jeji proapoptoticky ucinek, ale stale chybi informace o jejim

; . 14
podrobném mechanismu.
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Lyciumnan (VI1)

A549, ICs = 37.1 £ 3.3 uM
HeLa, ICso = 54.1 £ 3.9 uM
OH PC-3,ICsy=51.7 3.6 uM

Vi

Obr. 7: Chemicka struktura lyciumnanu V11 a jeho cytotoxicka aktivita

Neolignan lyciumnan V11 byl izolovan, jako bezbarva olejovita kapalina, z listd Lycium
barbarum i sdal§imi znamymi slouc¢eninami, jako napiiklad s kyselinou ferulovou
a kyselinou p-kumarovou.®® L. barbarum patti mezi tradi¢ni &inské 16&ivé rostliny, jejiz
plody a listy se pouZivaji jako fytopreparaty a piipravuji se z nich specialni &aje.™®
Lyciumnan VII vykazuje mirnou cytotoxickou aktivitu proti bunéénym liniim A549
(ICso = 37.1 + 3.3), Hela (ICsp = 54.1 + 3.9) a PC-3 (ICso = 51.7 + 3.6)."°

Maceneolignan A (VI111)

% CCR3 inhibitor, ECsg = 1.6 uM,
ar OH  TNF-alfa inhibitor, ICsq = 48.4 uM
o

Vil

Obr. 8: Chemicka struktura maceneolignanu A V111 a jeho antialergicka aktivita

Bylo odhaleno, ze maceneolignan A VIII z rostliny Myristica fragrans je G¢innym
inhibitorem (ECsp = 1.6 uM) CC chemokinového receptoru 3 (CCR3), ktery hraje
hlavni roli pfi alergickych onemocnénich.’ V dal§i publikaci autofi zjistili, Ze
maceneolignan A VIII je silnym inhibitorem produkce faktoru nekrézy nadort-o (THF-

a) (ICsp = 48.4 uM), ktery se ucastni pozdni faze alergickych reakci typu 1.8
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Licarin B (1X)

=z NanA, ICsq = 1.5 £ 0.4 uM
g o NanB, IC5y = 14.0 £ 1.6 uM

J NanC,ICyy =30.7 5.6 M

Obr. 9: Chemicka struktura licarinu B X a jeho antibakterialni aktivita

Latka licarin B IX byla izolovana zrostliny Myristica fragrans, jako jiz zminéna
sloucenina maceneolignan A VIII. Tento neolignan plsobi proti bakterii Streptococcus
pneumoniae, hlavnimu ptvodci meningitidy a pneumonie. Licarin B putisobi inhibici
sialidazy NanA (ICsp = 1.5 = 0.4 uM), NanB (ICsp = 14.0 = 1.6 uM) a NanC (ICs =
30.7 + 5.6 uM)."

Lithospermic acid (Litospermova Kyselina) (X)

OH
HO

~COOH HIV-1 integrasa, IC5o = 0.83 uM

Obr. 10: Chemicka struktura litospermové kyseliny X a jeji anti-HIV aktivita

Izolaci z kotene byliny Salvia miltiorrhiza, byla ziskana kyselina litospermova X, ktera
vykazuje silnou inhibici anti-HIV a nevykazuje zadnou cytotoxicitu pro lidské
embryonalni kmenové buniky H9 a to i pii vysokych koncentracich. Bylo zjisténo, Ze
ICso pro inhibici 3’-zpracovani pomoci HIV-1 integrasy je 0.83 uM. Tento selektivni
inhibitor integrasy by tedy mohl byt novym terapeutickym 1é¢ivem pro AIDS, diky jeho

vysoké ucinnosti a necytotoxicity.
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2.2 Predchazejici prace v nasi vyzkumné skupiné

Jeden z cili nasi vyzkumné skupiny je vyvinout novy pfistup, resp. metodu, ktera by
nam umoznila pfipravit benzofuranovy skelet a z n¢j pak dale neolignanovy skelet
2,3-dihydrobenzofuranového typu. Nas zajem o syntézu tohoto motivu je tedy zalozen
na jeho odekavané biologické aktivite.?! Navic se také ukazuje, Ze nékteré vybrané
derivaty téchto latek by mohli plsobit jako cytokininy (fytohormony) v signéalnich
drahéch rostlin.?

Druhym cilem naseho zajmu jsou boechmenany (Obr. 11). Tyto latky byly
identifikovany diky extrakén€ fizenym biologickym testim rliznych rostlinnych

o vr ’ N Y r - o 23
extraktll pouzivanych v tradi¢ni ¢inské medicin€.

OH
N/
R
0 \
Q o)
(0)
e
HO 0o
O Rq
R4 =H, R, = OMe boehmenan
R4, Ry, = OMe boehmenan D
Ry, Ry=H boehmenan X

Obr. 11: Vybrani zastupci tfidy boemenant

V ptedchazejici praci nasi skupiny se Mgr. Hana Kozubikova a Mgr. Daniela
Konradova zabyvaly radikdlovym homocouplingem dvou esterii za pouziti Zeleza
v oxida¢nim stavu (1), ale tyto reakce poskytovaly nizké vytézky a pouze homodimery
(Obr. 12).24%

o =z ~o z Fell
* OH
y w o o

Obr. 12: Radikalovy homocoupling dvou esterti za pouziti Zeleza v oxida¢nim stavu III

l,,,

Syntézou Boehmenanu D se zabyval Bc. Pavol Tuna a Be. Eliska Lachetova se
ve své bakalatské praci zaméfila na neolignany. Ukazalo se, Ze ani jedna kombinace
fenyl-p-ketoesteru neposkytuje pti radikalovém kiizeném dehydrogena¢nim couplingu
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(CDC) benzofuranovy produkt (Obr. 13).?*® Obdobn& tomu bylo i u Mgr. Zuzany

Barbusgakové a jejiho pristupu k tomuto motivu.

i 0
A0 cDC
HO * —X—> a OH
/O HO o)
/O /O o—

Obr. 13: Radikalovy kiizeny dehydrogena¢ni coupling

Proto jsme sestavili vyvoj nové metody zalozené na diazoslouceninach a Suzuki
couplingu. Cilem této prace je tedy vyvinout novy pfistup k neolignanovému skeletu —
benzofuranovému jadru, kterd by ndm nasledné¢ umoznila ptipravit latky pfirodniho

charakteru, které jsou zndmy pro své zajimavé biologické vlastnosti.
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3 Vysledky a diskuze

Jak jiz bylo feCeno, cilem moji bakaldiské prace je vyvinout modulédrni syntézu
benzofuranovych skeletti. Jako cilova modelova struktura tak byla zvolena latka 1, ktera
je vpodstat¢ nejjednodussi formou cilového skeletu neolignani (Schéma 1).
V nasledujicich podkapitolach bych vas, milé¢ c¢tenafe mé bakalaiské prace, rada

provedla po cesté, kterou jsem usla, abych se k této cilové molekule dostala.

(0]
OEt OMe

||||©70H
O

1

Schéma 1: Struktura cilové molekuly 1 — modelového substratu pro nase cilové
neolignany

3.1 Retrosyntéza

V nasi skupiné jsme Se 0 syntézu cilové molekuly, (2R,3R)-ethyl 2-(4-hydroxy-3-
methoxyfenyl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylatu (1), v minulosti jiz nékolikrat
pokouseli (viz kapitola 2.2). Nase pfistupy se setkavali s vét§im i mensim uspéchem, ale
jeden rys mély spole¢ny — ani jeden z nich nebyl obecné uplatnitelny. Proto jsme se
rozhodli, Zze na$ novy retrosynteticky pfistup musi byt co nejobecnési. Pri
retrosyntetickém planovani jsme tak hlavni diraz kladli na modularni (z hodné
,building™ bloki) a konvergentni (mizeme meénit ¢asti molekul v pribéhu syntézy)
ptistup. Na zakladé téchto dvou hlavnich pozadavkd jsme navrhli postup ukazany na

Schéma 2.
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odstoupeni redukce
o chranici skupiny dvojné vazby
OEt EtO ©
OMe o) OMe OEt  OMe
o o OO
°, o o

2 3
(PG - chranici skupina)
Suzuki coupling
syntéza
H* katalyzovana boronové
) EtO,
H FO 0 (_kyseliny o
COzEt 0 OH X OMe
E + — N\ —— Mg o+ \@[
’ OH @ O OH OPG
8 7 6 4 5

Schéma 2: Retrosyntéza nasi cilové molekuly (2R,3R)-ethyl 2-(4-hydroxy-3-
methoxyfenyl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylatu 1

Predpokladali jsme tedy, ze latka 1 muze byt stereoselektivné (relativni
stereochemie) piipraven selektivni anti-redukci benzofuranu 3 (radikalové podminky).?®
Z pohledu modularity a budouciho testovani na biologickou aktivitu, cis-hydrogenace je
samoziejm¢ také mozna. Syntéza benzofuranu 3 by byla zaloZena na Suzuki-Miyaura
couplingu mezi boronovou Kkyselinou 4 a odpovidajicim arylhalogenidem 5.
Samoziejmé, Ze vtomto kroku bychom mohli zvolit i opacny pfistup (benzofuran
s halogenidem a odpovidajici aryl boronovou kyselinu — modularni pfistup), ale
z pohledu dostupnosti arylhalogenti a z pohledu syntézy boronové kyseliny 4, ktera
muze byt snadno ziskana z benzofuranu 6, jsme se nejprve rozhodli pro tento piistup.

Boronova kyselina 4 tedy muze byt snadno ptipravena z benzofuranu 6
(selektivni lithiace/reakce s esterem kyseliny borité), tak ndm jiZ pouze zbyval vymyslet
pfistup k benzofuranovému skeletu 6. V tomto ohledu jsme se rozhodli vyuzit kysele

katalyzované kondenza&ni reakce mezi salicylaldehydem 7 a diazoesterem 8.%%%

3.2 Prvni krok — syntéza zakladniho skeletu 6

Prvnim klicovym krokem naSeho syntetického pfistupu je kondenzacni reakce mezi
salicylaldehydem 7 a ethyl diazoesterem 8. Tato reakce jiz byla nedavno v literatufe
popsana a to dokonce i na stejném substratu. 32 Z literatury tedy vime, Ze tento typ
kondenzace probiha nejlépe, paklize je katalyzovan silnou Bronstedovou kyselinou
(HBF,). Pokusili jsme se tedy publikované reak¢éni podminky reprodukovat (Tabulka 1,

fadek 1). Bohuzel, vytézek reakce byl pouze 12 % a ani konverze aldehydu 7 nebyla
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kompletni. Spekulovali jsme, ze mozna za nizkym vytéZzkem stoji rychlé ptidani
diazoslouceniny 8, které mohlo vést k jeji dimerizaci/polymerizaci v kyselém prostiedi.
Rozhodli jsme se tedy jeji roztok ptidat kontrolovanym zplisobem a snizit jeji
ekvivalenty (fadek 2). Bohuzel ani v tomto ptipad¢ nedoslo ke zvySeni vytézku reakce.
Dale jsme ménili ekvivalenty diazoslouceniny 8 (fadky 3-6) a zjistili jsme, ze zvySenim
mnozstvi diazolatky 8 dochazi ke zvyseni konverze aldehydu 7. Vytézek reakce vsak
nekoreloval stimto zjisténim. Pfi pouziti 3.7 ekvivalentu latky 8 se nam ale povedlo
izolovat a identifikovat jeden z vedlejSich produktt reakce, latku 9 (fadek 6).
Tabulka 1: Optimalizace reakce mezi salicylaldehydem 7 a diazoesterem 8

o

(@)
H NZQ/U\OEt (0] OEt

8 (1.0M roztok v CH,Cl,) OFt
o] > N + N\
OH HBF,4-OEt, (0.1 ekviv.) o o)

7 (1.0 ekviv.) CHCly, 1t 6 0 g T
Ridek Diazoacetat 8 Rychlost Konverze latky  Vytézek latky Vytézek
(ekviv.) piidavku 7 [%]? 3 [%]” latky 4 [%]
1 2.1 ekviv Najednou ~65 % 12 % n.d.”
2 1.6 ekviv. 0.20 mL/min? ~40 % 18 % n.d.?
3 3.0 ekviv. 0.20 mL/min? ~80 % 52 % nd.?
4 2.5 ekviv. 0.20 mL/min? ~65 % 32 % n.d.®
5 2.0 ekviv. 0.20 mL/min? ~50 % 28 % n.d.®
6 3.7 ekviv. 0.20 mL/min? ~95 % 63 % 22 %
7 3.2 ekviv. 0.12 mL/min? ~85 % 42 % nd.?
8 2.1 ekviv. 0.08 mL/min? ~75 % 52 % n.d.?
9 2.1 ekviv. 0.06 mL/min? stopy 70 % n.d.®

a) Urdeno na zékladé analyzy *H NMR spektra surové reakéni smési (pouze pFiblizné urSeni bez pouZiti
vnitiniho standardu)

b) Pro izolovanou &istou latku

c) Nebyl detekovan

d) Piidavek reagentu davan pomoci injekéni pumpy

Toto pozorovani nas dovedlo k zavéru, Ze neustdlé zvySovani piidavku
diazoslouceniny 8 do reakéni smési sice zvySuje konverzi aldehydu 7, ale zaroven
generuje znacné mnozstvi vedlejSich produkta. Proto jsme se postupné rozhodli pridat
latku 8 pomaleji do reakéni smési (fadek 7). Sradosti jsme pozorovali, ze v tomto
pfipad¢ doslo k tvorbé produktu ve 42% vytézku. Nasledné postupné snizovani

ekvivalenti a rychlosti pridavku diazoslouceniny 8, nas pak vedlo k identifikaci
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optimalnich reak¢nich podminek, za kterych doslo kGplné konverzi vychozi latky
(aldehyd 7) a k izolaci kyzeného benzofuranu 6 v 70% vytézku (tadek 9).

S optimalizovanym kondenzacnim krokem jsme se hned mohli vrhnout na dalsi
krok syntézy. Piedtim jsme ale chtéli pfijit na to, jak v reakci vznika vedlejsi produkt 9.
Paklize se zamyslime nad reak¢nim mechanizmem (Schéma 3), pak pfi reakci nejprve
dojde kaktivaci aldehydu (H" katalyza, intermediat 10), ktery tak miize reagovat
s diazolatkou 8. Produkt adice 11 pak podléha migraci fenylu za vzniku dikarbonylové
sloudeniny 12. Naslednd kondenzace (intramolekularni adice spojena sH"

katalyzovanou eliminaci vody) pak vede k produktu 6.

Ocekavana reakce

o}
oH OEt
OH y® OH OEt NZ\‘> : H® OB kondenzace
H N OFt Ty, 0 — 3
- N2
o
; O 3 10 ®o 12 o 6

Tvorba vedlejsmo produktu 9 - dva mozné zpusoby

OEt @ OEt

O
N
EtO f EtO f \_/ EtO it @ OEt EtO OEt EtO OFEt
16

H

EtO

Schéma 3: Reakéni mechanizmus vzniku benzofuranu 6 (o¢ekavana reakce) a dvé
navrhnuté mozné reak¢ni cesty vedouci ke vzniku vedlej$iho produktu 9

Vezmeme-li vavahu tyto dva reakéni mechanizmy, tak produkt 9 muze
vzniknout, bud’to z produktu 6 via Michaelovou adici 8 na 6, po ktera nasleduje migrace
hydridového atomu vodiku a rearomatizaci systému na latku 9 (moznost A), anebo
z intermediatu 12 (moznost B). Ve druhém piipadé¢ by pak dikarbonylova latka 12
podléhala adici s druhou molekulou diazolatky 8 za vzniku aduktu 14, ktery po migraci
hydridu vygeneruje [-ketoester 15, ktery muze podlehnout kondenzac¢ni reakci

(intramolekularni cyklizace/eliminace vody) za vzniku nami pozorované latky 9.
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Ob¢ tyto moznosti ndm pripadali piijatelné, ale diky kontrolnimu experimentu,
kdy jsme nechali adukt 6 reagovat s nadbytkem diazoslouceniny 8 v ptitomnosti HBF,

(zadna pozorovana reakce) jsme mohli moznost A vyloucit.

o)
o) 0
OEt NZ%)J\O/\ OFEt
8 (1.5 ekviv.)
A\ V4 » N
o HBF,-OEt, (0.1 ekviv.) © 4 OFt
6 CH,Cl, rt 9

Schéma 4: Kontrolni experiment provedeny za ucelem potvrzeni/vyvraceni navrzeného
mechanizmu A pro tvorbu latky 9

3.3 Suzuki coupling

Po zoptimalizovani kondenzacni reakce vedouci k benzofuranu 6 jsme se vrhli na druhy

klicovy krok — Suzukiho coupling®3*

(Schéma 5). Samoziejmé k tomu, abychom mohli
tento krok uspésné otestovat, tak jsme si nejprve museli pfipravit obé vychozi latky,

boronovou kyselinu 4 a arylhalogenid 5.

EtO, (0]
o OEt  OMe
OH X OMe Suzukiho
SO e O
(0] OH OPG coupling 10
4 5 3

Schéma 5: Druhy kli¢ovy krok — Suzukiho coupling
3.3.1 Priprava boronové kyseliny 4

Nejprve jsme se zaméfili na syntézu boronové kyseliny 4. Predpokladali jsme, ze
zavedeni kyseliny borité do skeletu benzofuranu 6 nebude pfili§ obtizné, nebot’ je
znamo, Ze benzofurany snadno podléhaji lithiaci v pozici 2 benzofuranového skeletu.®
Predpokladali jsme také, ze kdyz pouzijeme nenukleofilni bazi (LDA), pak budeme
moci generovat lithiovany benzofuran 20 pifimo v reakéni smési v pfitomnosti
s elektrofilem, esterem kyseliny borité (B(OMe)3z). Vhodné zvoleny acidobazicky ,,work
up®, pak in situ hydrolyzuje generovany adukt 21 na cilenou kyselinu 4.

Nejprve jsme tedy provedli reakci s 2.2 ekvivalenty LDA a B(OMe); (Tabulka
2, fadek 1). Ocekavany produkt byl izolovan ve vytézku 18 %. Povzbuzeni timto
vysledkem jsme se jali modifikovat ekvivalenty baze a trimethyl boratu, abysme

nakonec zjistili, Zze je potfeba pouzit 3.0-3.5 ekvivalentu LDA a 2.2 ekvivalentu
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borité¢ho esteru (fadky 4 a 5). V tomto pfipadé lze izolovat cilovou kyselinu 4 ve
vytézku mezi 80-85 %.
Tabulka 2: Optimalizace pfipravy kyseliny borité 4

o) o)
0 OEt 0 OEt OEt ® OEt
LDA B(OMe); N o /OMe Li aq. HCI Q /OH
y —— » Nti | — B~ome |~ A
(0] THF, -78°C (o] O  OMe -78°C->rt (o] OH

6 20 21 4
R 08 PO VT
1 2.2 ekviv. 2.2 ekviv. 18 %
2 6.6 ekviv. 4.4 ekviv. 14 %
3 2.2 ekviv. 2.2 ekviv. 63 %
4 3.0 ekviv. 2.2 ekviv. 80 %
5 3.5 ekviv. 2.2 ekviv. 85 %
6 2.2 ekviv. 3.5 ekviv. 15%
7 2.2 ekviv. 1.1 ekviv. 21 %
8 2.5 ekviv. 2.5 ekviv. 19%

a) Odpovida ¢istému izolovanému produktu.
3.3.2 Piiprava jodo derivata 5

Nasledné jsme se vrhli na pifipravu druhého reakéniho partnera, arylhalogenidu 5.
Rozhodli jsme se, Ze z divodu snadné syntézy se zam&fime nejprve na piipravu jodo
derivatd od substratu 5. Jako vychozi latku jsme zvolili ptirodni latku quaiacol 22, ktera
byla spomoci publikovaného protokolu transformovana na odpovidajici aryljodid
reakci s |2 v bazickém prostiedi (Schéma 6A).%° Jodo derivat 5a byl pfipraven v 65%
vytézku.

Protoze jsme méli z minulych let ve skupiné zkusenosti s nekompatibilitou
riznych chranicich skupin na téchto typech substrati, ihned jsme si pfipravili i dva dalsi
derivaty jodoarylu 5a. Prvni z nich byl ochranén na fenolu pomoci benzylové skupiny
(latka 5b, izolovana v 55% vytézku) a druhy pomoci TBS chranici skupiny (latka 5c,

izolovana ve vytézku 50 %).
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(A - Syntéza jodo derivatu 5a )

OH I, (1.0 ekviv.) OH
@ NaOH (1.8 ekviv.) > /©i
a .0 ekviv.
| OMe
OMe MeOH, rt
22 5a (65 %)

(B - Transformace jodo derivatu 5a na O-chranéné derivaty 5b a 5c)

OH BnBr (1.1 ekviv.) OBn
| OMe KOH (1.1 ekviv.) | OMe
EtOH, At
Sa 5b (55 %)

OH  TBSCI (1.5 ekviv.) oTBS
>
| OMe | OMe

imidazol (2.5 ekviv.)
5a CH,Cly 1t 5¢ (50 %)

Schéma 6: Priprava jodo derivati 5
3.3.3 Suzuki coupling — optimalizace couplingového kroku

Suzuki-Miyaura coupling®’ umoZiiuje provadst reakce za (a) v protickém prostiedi a za
(b) vyuziva snadno dostupné a stabilni reak¢ni partnery, jako kyselinu boritou. Reakce
je obdobné jako vSechny ostatni cross-kopula¢ni reakce katalyzovana komplexy
palladia v oxida¢nim stavu (0).

Paklize se na tuto reakci podivame trochu dikladnéji, tak Suzuki coupling je
Vv podstaté nékolik po sobé jdoucich reakci, kdy palladiovy katalyzator je jakousi
spojnici mezi nimi (Schéma 7). Podivejme se na to jesté trochu dukladnéji a v kontextu
nasich substratdi. Prvnim krokem je oxidativni adice palladia (0) do vazby aryl(C-sp®)-
jod (reakce s aryljodidem 5). P#i tomto kroku dojde k oxidaci palladia z oxida¢niho ¢isla
(0) na (I1). Tento krok je dulezity, protoze intermediat 23 pak dale mize v katalytickém
cyklu vystupovat jako elektrofil (na palladiu). Nasledné dojde k vyméné ligandi (ligand
I” za OH" - reakce probiha v pfitomnosti NaOH) a tento novy intermediat 24, tak mize
vstoupit do reakce s boratovym aniontem 25. Tento tzv. ,,ate* komplex vznika v reakéni
smési z divodu interakce mezi volnym orbitalem na atomu boru boronové kyseliny 4
a hydroxylovym aniontem. Tato etapa je velice dulezita, protoze jesté vice aktivuje
ptavodni boronovou kyselinu a zvySuje jeji reaktivitu vici elektrofilnimu komplexu 24.
Nésledna transmetalace (vymeéna ligandii na Pd (II) spojena se vznikem stabilniho
boratu) pak dava za vznik intermedidtu 26. Pfi transmetalaci nedochdzi ke zméné

oxida¢niho ¢isla na palladiu. Komplex 26 ale neni Gplny Sampion stability, protoze na
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ném jiz nejsou stabilizujici ligandy a podléha reduktivni eliminaci. Pfi této reakci
dochazi kone¢né ke vzniku kyzené C-C vazby a tedy produktu 3. Zaroven se do reakcni
smési uvolnuje palladiovy katalyzator, ale tentokrate jiz v oxida¢nim stavu (0). Takze
novy cyklus s reakci mezi dvéma novymi molekulami kyseliny borité 4 a aryljodidem 5
miize zagit.*

o)

OEt  OMme
C-Cproe
(0]

3

I OMe
[re] O
f OPG
(reduktlvnl ellmlnace) 5
0
OMe

OEt |/Pd“
- X
o Pzd 23 OPG

26 OMe

NaOH

HO
Pd'l OMe
\©i Nal
OPG
24

EtO
oH NaOH o
A\ B: Q @/OH @
(o] OH B-OH  Na
o

\
OH

25
Schéma 7: Reakéni mechanismus Suzuki couplingu v kontextu mych substratl
Testovani reak¢énich podminek Suzukiho couplingu jsme zacali screeningem
reak¢énich podminek (Tabulka 3). Jako katalyzator jsme pouzili PdCl,(dppf)-CH.ClI,
(jJde o pre-katalyzator, protoze Pd je v oxida¢nim stavu (II)). Pied reakci je in situ Pd

(IT) redukovano ptitomnou bazi na Pd (0), ktery nasledné vstupuje do reakcniho cyklu.
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Tabulka 3: Optimalizace Suzukiho couplingu®

© OEt OEt R2
@EK OH R PdCl,(dppf)-CH,Cl, (0.05 ekviv.)
N—pg + /@ > R
o OH | R2 Na,COs (4.0 ekviv.)
rozpoustédlo/H,0 = 1:1 (V/V)
4 (1.0 ekviv.) 5(1.1ekviv) (55 (OH, OMe), 5b (OBn, OMe), 5¢ (OTBS, OMe), 5d (OMe, H)
3a (OH, OMe), 3b (OBn, OMe), 3¢ (OTBS, OMe), 3d (OMe, H)
e x Ocekavany Konverze®
Radek Azgllj??dzl)d Rozpoustédlo Teplota ?r?]s produkt (vytézek,
’ (RY, RY %) latky 3
1 5b (OBn, OMe)  1,4-dioxan 40°C 5h  3b(OBn, OMe) 99 % (n.a.)?
2 5d (OMe, H) 1,4-dioxan 40°C 5h 3d (OMe, H) 99 % (n.a.)”
3 5d (OMe, H) DME 40°C 5h 3d (OMe, H) 99 % (n.a.)”
° 99 %
4 5b (OBn, OMe) DME 40°C 5h  3b(OBn, OMe) (32.%)
. 99 %
5 5b (OBn, OMe) DME 40°C 5h  3b(OBn, OMe) 27 %)
0
6  5b(OBn,OMe)  DME 40°C 2h  3b(OBn, OMe) (8790/3
7 5b (OBn, OMe) DME 70°C 5h  3b(OBn, OMe) deg.
8  5c(OTBS, OMe) DME 70°C 5h 3¢ (OTBS, OMe) deg.
9 5a (OH, OMe) DME 70°C 5h  3a(OH, OMe) deg.
o e) 57 %
10  5¢ (OTBS, OMe) DME 40°C 5h  3a% (OH, OMe) (18 %)
11 5a (OH, OMe) DME 40°C 5h  3a(OH, OMe) deg.
. 99 %
12 5b(OBn, OMe) DME 40°C 12h  3b(OBn, OMe) (64.9%)

a) Reakce provadény na 0,085 mmol boronové kyseliny 4

b) Konverze udava pomér mezi detekovanym produktem 3 a vychozi latkou 4 (0 % - pouze
vychozi latka ptitomna; 99 % - pouze produkt pfitomen, deg. — degradace, neni pfitomna
ani vychozi latka 4, ani produkt 3). Zjisténo na zakladé analyzy '"H NMR spekter surové

reakéni smési

c) Odpovida izolovanému produktu po ¢isténi pomoci kolonové chromatografie na SiO,

d) Izolace produkti nebyla po reakci provedena

e) Desilylovany produkt 3a byl po reakci izolovan misto o¢ekavaného produktu 3c.

Pfi optimalizaci reak¢énich podminek jsem pouzila dvé rizna rozpoustédla, 1,4-

dioxan a DME, dvé rtuzné teploty, 40°C a 70°C (teploty se vztahuji k teploté 1azng¢),

a Ctyfi rizné substraty 5a-d (p-methoxy jodobenzen 5d byl pouzit jako ,,standardni‘

vychozi latka pro otestovani reakénich podminek). Ukazalo se, Ze pokud probiha reakce

za vyssi teploty (70°C, tadky 7 a 8), tak dochazi k degradaci boronové kyseliny 4.

Konverze boronové kyseliny 4 byla jak v 1,4-dioxanu, tak v DME po 5 h kvantitativni.

'H NMR spektra surové reakéni smési po reakci ale ukazali, Ze reakce provedené
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v DME jsou mnohem C¢istsi (mén¢ vedlej$ich produktt a degradace). Bohuzel jsme
zjistili, ze za téchto prvnich podminek (fadek 4) jsme schopni z reakéni smési izolovat
cilovy produkt 3b pouze v 32% vytézku (pozorovana konverze latky 4 byla >99 %).
Reakci jsme jes$té jednou zopakovali (fadek 5), ale dosahli jsme velice podobného
vytézku. Zkraceni reakéni doby, abychom zabranili potencionalni degradaci produktu
3b také nepomohlo (fadek 6). VySe zminéné zvySeni teploty resp. zména reakcnich
partnert vedla pouze k degradaci boronové kyseliny 4 (fadky 7-9). Paklize byly
substraty 5a a 5¢ reagovany pii 40°C (fadky 10 a 11), tak v ptipad¢ fenolu 5a dochazelo
k degradaci aryljodidu 5a a v ptipad¢é substratu 5¢ byl izolovan jako jediny produkt
reakce fenol 3a vznikly pravdépodobné desilylaci produktu 3¢ po usp&sném couplingu
(pfedpokladame, ze pokud by doslo k desilylaci pted couplingem, tak by vysledny
aryljodid 5a podlehl degradaci stejné, jako tomu bylo v ptipadé reakce na fadku 11).
Nakonec se ukézalo, ze paklize podstatn¢ zvysSime reakcni cas, tak jsme schopni
izolovat kyzeny produkt couplingu 3b v 64% vytézku.

Vybaveni timto povzbudivym vysledkem a dostateénym mnozstvim vychozi

latky pro pristi krok jsme se mohli vrhnout na redukci nasobné vazby v latce 3b.

3.4 Redukce dvojné vazby v benzofuranovém

cyklu — zacileno na produkt 2

Jakmile se nam povedlo provést Suzuki coupling a ziskat kyzeny produkt 3b, vrhli jsme
se na predposledni krok syntézy — trans-selektivni redukci dvojné vazby ve furanovém
kruhu latky 3b. Redukci dvojné vazby bychom tak ziskali neolignanovy motiv pfitomny
ve skeletu 2,3-dihydrobenzofuranovych neoligani s obecnym vzorcem znamym pod
ozna¢enim NL1 (Obr. 2).

Na zaklad¢é ptedchozich zkuSenosti z nasi skupiny jsme zvolili pro tento krok
redukci pomoci hof&ikovych pilin v protickém rozpoustédle.” Tento typ transformace
probiha radikalovym mechanismem, kdy dochazi k transferu elektronu z atoma hot¢iku
do LUMO orbitalu benzofuranu 3b.* BohuZel v nami testovaném piipads reakce

neprobéhla (Schéma 8).
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Schéma 8: Redukce nasobné vazby v benzofuranu 3b

Toto pozorovani bylo vice nez prekvapivé, protoze v naSi skupiné jsme jiz
obdobnou redukci na velice podobném substratu délali.”* Proto jsme se nejprve provedli
aktivaci hofecnatych pilin a prachu pomoci klasickych postupli a to at’ jiz reakci
HCI/H,O/EtOH/Et,O anebo pfi reakci s l,. Bohuzel ani v jednom piipadé nedoslo ke
vzniku stop produktu. Pouze vychozi latka 3b byla vzdy reizolovana z reakéni smési po
reakci. Abychom se presvédcili, ze Mg piliny jsou dostate¢né reaktivni a jsou schopny
provést redukci tohoto typu substratu, tak jsme ponechali reagovat na$ produkt
kondenzace 6 za téchto redukénich podminek (Schéma 9). V tomto piipadé doslo
béhem 6 h ke kvantitativni konverzi latky 6 na o¢ekavany produkt 27 (produkt pouze

detekovan na NMR, ale neizolovan).

O\ Okt Mg (30.0 ekviv.) O\ OEt
A\ NH,CI (2.0 ekviv.)
o MeOH/THF = 1:10 (V/V) o
rt
6 27

Schéma 9: Pokus redukce modelového substratu

Po tomto vysledku jsme tedy nabyli pfesvédCeni, ze za nereaktivitu latky 3b je
zodpovédny substrat — bud’to ze sterickych nebo elektronovych divodt. Uvazovali jsme
tedy, Ze pravdépodobné benzylova funkéni skupina na 3b je zodpovédna za anihilaci
radikédlového procesu pfi redukci (snadnd tvorba radikalt, které budou ihned
»quenchnuty ptitomnym zdrojem protoni — MeOH). Rozhodli jsme se tedy odstranit
tuto chranici skupinu a nahradit ji jinou chranici skupinou resp. vyzkouset redukci bez
ptitomné chranici skupiny (Tabulka 4).
podminek reduktivniho odstranéni benzylové chranici skupiny (H2/Pd/C) nebyla
pozorovana tvorba kyzené¢ho produktu (Tabulka 4, fadky 1 a 2). Stejna situace se
opakovala v ptipad¢ pouziti MgBr, (fadek 4). Paklize jsme pouzili silngjsi Lewisovu
kyselinu, jako BF3;'SMe;,, reakce probéhla s kompletni debenzylaci, ale zaroven
I demethylaci za vzniku produktu 3e (fadek 3). Nastésti v ptipadé pouziti Nal/BF3-Et,0
systému doslo k tvorbé produktu 3a (fadek 5).
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Tabulka 4: Testované reakéni podminky vhodné pro debenzylaci benzofuranu 3b

o 0 o)
OEt OMe OEt OMe OEt OH
ey - C-Cror T~
3b 3a 3e
. Produkt
Radek Podminky Poznamka
(vytézek, %)
) 10 % Pd/C (0.1 ekviv), MeOH, b 3b
n.p.
H, (1 atm.), rt, 24 h rekuperovana
5 10 % Pd/C (0.1 ekviv.), EtOAc, b 3b
n.p.
H, (1 atm.), rt, 24 h P rekuperovana
Me,S-BF; (6.6 ekviv.), CH,CI,, rt, Pozorovana
3 3e (63 %)
13 h demethylace
s MgBr,-Et,0 (1.2 ekviv.), CH,Cl,, rt, b 3b
n.p.
3h P rekuperovana
Nal (2.0 ekviv.), BF3-Et,0 (2.0
5 3a (83 %)

9kViV.), CH2C|2, OOC, 2h

a) Odpovida ¢istému, izolovanému produktu.
b) n.p. —reakce neprobiha, nedetekovan zadny produkt.
Tedy majice v ruce hned dva kyzené odchranéné produkty 3a a 3e, otestovani
redukce dvojné vazby pomoci hoi¢iku jiz nic nebranilo (Schéma 10). Bohuzel ani
Vv jednom piipad¢ nedoslo k tvorbé cilovych redukovanych latek 2a anebo 2e. Tyto dvé

neuspésné reakce tak zlstavaji otevienou vyzvou pro moji diplomovou préci.

) O

OEt OEt
PMe Mg (30.0 ekviv.) PMe
OO et Lo
10) NH,4CI (2,.0 ekviv.) 10

MeOH/THF = 1:10 (V/V)

3a rt 2a
(0] (0]
Mg (30.0 ekviv.)
00—t Sl
(0] NH4ClI (2.0 ekviv.) 0
3e MeOH/THF = 1:10 (V/V) 2

rt

Schéma 10: Redukce olefinu v benzofuranu 3a a 3e
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3.5 Biologické testy

Pripravené latky v této praci (ethyl benzofuran-3-karboxylat 6 (L84), ethyl 2-(2-ethoxy-
2-oxoethyl)benzofuran-3-karboxylat 9  (L82) a ethyl 2-(4-(benzyloxy)-3-
methoxyfenyl)benzofuran-3-karboxylat 3b (L83)) (Obr. 14) jsem podrobila testovani na
jejich biologickou aktivitu va¢i modelovym organismim Caenorhabditis elegans
Wildtype N2 na Lékatské fakulté Univerzity Palackého v Ustavu klinické a molekularni
patologie pod vedenim pani Mgr. Aleny Kadlecové, Ph.D. Biologické testovani bylo
provedeno podle postupu publikovaném v ¢asopise Journal of Biomolecular

Screening.*

3.5.1 Vyhodnoceni namérenych hodnot

Vysledky naméfenych hodnot chitindzového testu jsou zobrazeny v grafu 1. Pocet
biologickych opakovani je 3. Pro kazdy experiment byl spo¢itan prumér z technického
triplikatu, smérodatné odchylky (ukazatel kvality experimentu) a procentudlni intenzity
signali vztazené k DMSO (¢im vice se hodnota blizi 100 %, tim je latka méné
biologicky aktivni). V grafu 1 lze také vidét chybovou tisecku znacici se SEM (Standard
Error of the Mean).

Pfipravené latky v této praci tedy nevykazovaly vyrazny toxicky efekt C.
elegans, a proto jsme se rozhodli dale nezkoumat jejich potencialni anthelmintickou

aktivitu na dalsich typech hlistic.
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Vysledky chitindzového testu - priimér ze 3
experimentl +/- SEM

Q 120
=
£ 100
[}
o
€ 80
i)
L 60
(O
c
a7}
N 40
N
5 20
2
2 N =
2 182 L83 L84 1IVR DMSO
C
qu3 m Rada 1 - 1IVR (ivermectin) o koncentraci 1 uM a zbylé latky o koncentraci 50 pM
B m Rada 2 - 1IVR (ivermectin) o koncentraci 0.1 pM a zbylé latky o koncentraci 5 uM
Graf 1: Vysledky chitindzového testu pripravenych latek a s pozitivni
(11VR — ivermectin) a negativni (DMSO) kontrolou
0] 0] (0]
OEt OEt OEt
e | Q| OO
(0] OEt (0] (0]
9 (L82) o 3b (L83) OMe 6 (L84)

Obr. 14: Struktury testovanych latek (¢islo odpovidajici znaceni v této praci

nasledované Cislem, pod kterym se dana latka zucastnila testovani)
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4 7aveér

Ve své bakalaiské praci jsem se zaméftila na latky ptirodniho charakteru a to pfesnéji na
neolignany 2,3-dihydrobenzofuranového typu znamé pod ozna¢enim NL1.

V teoretické ¢asti jsem zminila jejich charakteristiku, biosyntézu a vybrala jsem
nékteré zastupce se zajimavou biologickou aktivitou.

Cilem této prace byl vyvinout novy pfistup k neolignanovému skeletu
zalozeného na diazoslouc¢eninach a Suzuki couplingu, jakozto dvou modularnich
ptistupech, které by ndm mély umoznit modulérni (,,stavebnicovy*) ptistup k tomuto
typu sloucenin. V ramci této prace se mi podatilo zoptimalizovat oba dva klicové kroky
syntézy — kondenzac¢ni reakci a Suzukiho coupling. Bohuzel nas postup ztroskotal, tedy
prozatim ztroskotava, na piedposlednim kroku — trans-selektivni redukci 2,3-ndsobné
vazby v benzofuranovym kruhu. A to je krok, kterému bych se rada do budoucna
vénovala a ,,rozlouskla® jej.

Soucasti mého projektu bylo také ohodnoceni biologické aktivity mnou
pfipravenych benzofuranii. Prozatim jsem otestovala 3 pfipravené klicové latky
s benzofuranovym skeletem na C. elegans. Testovani ale ukazalo, Ze ani jedna z nich
neni biologicky aktivni. Je tedy potfeba se zaméfit na opravdovy NL1 skelet — 2,3-
dihydrobenzofuranovy strukturni motiv, ktery by mél v analogii se zndmymi pfirodnimi

latkami skytat mnohem vice Sanci na relevantni biologickou aktivitu.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné informace

Veskeré reakce byly provadény, paklize neni uvedeno jinak, v bezvodém prostredi.
Aparatury byly zihdny plamenem pod pozitivnim tlakem inertnitho plynu (argon).
Veskera rozpoustédla pouzita pro reakce byla, jestli neni uvedeno jinak, zbavena
ptitomné vlhkosti pomoci standartnich susicich kolon, dle protokolu vyvinutého H. C.
Grubsem a jeho spolupracovniky.

Pro sloupcovou chromatografii (CC) bylo vyuzito silikagelu, jako stacionarni
faze a smési hexan:EtOAc (V/V), pokud neni uvedeno jinak, jako mobilni faze. Pfi
déleni sloupcovou chromatografii bylo pouzito postupného gradientu, kdy polarné;si
frakce mobilni faze byla skokové piiddvana do mobilmi faze (napiiklad dle
nasledujiciho postupu: hexan:EtOAc = 20:1—10:1—4:1—2:1). Eluované frakce byly
jimany po 5-30 mL frakcich a jejich obsah byl monitorovan pomoci TLC. Frakce
obsahujici stejny produkt byly spojeny a nasledné odpateny na rotacni vakuové odparce
(RVO).

K méfeni NMR spekter byl pouzit spektrometr JEOL ECA400II pracujici pfi
frekvenci 399.78 MHz (*H) a 100.53 MHz (*3C). Mé&feni byla provadéna za laboratorni
teploty, pfiCemz vzorky byly rozpustény a nasledné méfeny v rozpoustédle CDCls.
Chemické posuny zbytkového signalu nedeuterovaného, resp. ne zcela deuterovaného
rozpoustédla slouzily ke kalibraci mé&fenych 'H NMR spekter. Chemicky posun
zbytkového nedeuterovaného resp. ¢astecné nedeuterovaného rozpoustédela v daném
rozpoustédle je CDCls (7.27 ppm). Ve spektrech °C bylo vyuzito ke kalibraci
charakteristického signalu atomu *3C substituovaného atomem vodiku ?H. Chemicky
posun je CDCl; (77.23 ppm, prostiedni signal). Finalni produkty byly purifikovany
pomoci kolonové chromatografie na silikagelu (viz vySe). Méteni hmotnostnich spekter
bylo realizovano na pfistroji znacky Waters (Q-TOF MICRO). Elementarni analyzy
byly provedeny na pfistroji EA1112 Flash analyser (Thermo-Finnigan). Teploty tani
byly méfeny na piistroji SMP 30 (Stuart™) a nejsou korigovany. Pribéh reakei byl

monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na silikagelu. Pro tento typ
36



operace byly pouzity aluminiové desky pokryté silikagelem 60 SIL G/UV254 s
fluorescentnim indikatorem (Machery-Nagel). Jednotlivé slouceniny ptitomné v reakcni

smési byly dale vizualizovany pomoci vizualiza¢nich roztokii.

5.1.1 Vizualiza¢ni roztoky pro TLC

Metody ptipravy:

a) Zasadity roztok KMnQO, byl ptipraven rozpusténim 9 g KMnO4 a 20 g K,CO3 ve
150 mL 10% NaOH.

b) Vanilinovy roztok byl pfipraven rozpusténim 2 g vanilinu ve 100 mL ethanolu
obsahujici 1 mL koncentrované HySO,.

C) Hannesianliv vizualizaéni roztok byl pfipraven rozpuSténim 12 g kyseliny

fosfomolybdenové v 250 mL ethanolu.

5.2 Syntéza ethyl benzofuran-3-karboxylatu (6)

)

ol
H NZQ)J\OEt Q OFt

8 (1.0 M roztok v CH,Cl,) OFt
o} » N + N\
OH HBF,-OEt, (0.1 ekviv.) o o o
CH,Cl, rt 6 ° EtO

7 (1.0 ekviv.)
Do roztoku salicylaldehydu 7 (3 g, 24.56 mmol, 1.0 ekviv.) v dichlormethanu (20.9 mL)
se ptida HBF4-OEt; (399 mg, 2.46 mmol, 0.1 ekviv.) za laboratornich podminek za
stalého michani. Dochazi ke vzniku Cervené roztoku. Ethyl diazoacetat 8 (5.89 g, 51.59
mmol, 2.1 ekviv.) v dichlormethanu (5.5 mL) se pfikapava do reak¢éni smési pomoci
syringe pump rychlosti 0.06 mL/min. B€hem pfidavani roztoku ethyl diazoacetatu 8 se
uvolnuje dusik a reakéni smés se zahfiva. Déle je smés michéna pfes noc za
laboratornich podminek a poté je rozpoustédlo odstranéno na RVO. Do vzniklého
roztoku se pfida koncentrovana kyselina sirova (1.2 mL), a vznikla reakéni smés se
ponecha michat pti rt po dobu 1 h. Cely roztok se pak zneutralizuje nadbytkem
nasyceného vodného roztoku NaHCO;3; (34 mL). Vysledné vrstvy se oddé€li a vodna
vrstva je extrahovana EtOAc (2x30 mL). Spojené organické faze jsou promyty vodou
(10 mL) a nasycenym vodnym roztokem NaCl (30 mL), suseny pomoci MgSOy,

zfiltrovany a organicka rozpoustédla jsou odstranéno na RVO. Odparek je nasledné
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purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (SiO,, hexan:EtOAc = 10:1), ktera
poskytne cilovou latku 6 (3.29 g, 70 %) jako nazloutlou olejovitou kapalinu.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 8.26 (s, 1H), 8.09 — 8.05 (m, 1H), 7.55 —
7.52 (m, 1H), 7.38 — 7.35 (m, 2H), 4.42 (g, J = 7.20 Hz, 2H), 1.43 (t, J = 7.10 Hz, 3H).
3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 163.6, 155.8, 151.1, 125.4, 124.8, 124.3,
122.2,114.9, 111.8, 60.7, 14.5.

MS (ES*), m/z (%): [M+H]" 191

HRMS (Q-TOF) calcd. pro C11H1,04 [M+K]": 247.0367, nalezeno 247.0370

5.2.1 Vedlejsi produktu (9)

(6]
OEt

N
o 0

EtO
9

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 8.02 — 7.98 (m, 1H), 7.49 — 7.45 (m, 1H),
7.34 —7.30 (m, 2H), 4.42 (q, J = 7.10 Hz, 2H), 4.26 (s, 2H), 4.21 (q, J = 7.20 Hz, 2H),
1.41 (t, J = 7.10 Hz, 3H), 1.27 (t, J = 7.10, 3H).

3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 168.3, 164.0, 158.3, 154.2, 125.8, 125.1,
124.1,122.3,111.3,111.2, 61.6, 60.7, 34.6, 14.4, 14.2.

MS (ESY), m/z (%): [M+H]" 277

HRMS (Q-TOF) calcd. pro CisH1s0s [M+H]": 277.1071, nalezeno 277.1074

5.3 Syntéza (3-(ethoxykarbonyl)benzofuran-2-
yl)boronové kyseliny (4)

Q N0k
OEt |pa t
B(OMe _ OH
Q ( )3 . aq. HCI - A\ B/
o THF, -78°C  -78 °C->RT O OH
6 4

Smés ethyl benzofuran-3-karboxylatu 6 (250 mg, 1.31 mmol, 1.0 ekviv.) a trimethyl
boratu (300 mg, 2.89 mmol, 2.2 ekviv.) se rozpusti v Suchém tetrahydrofuranu (4 mL)
avse je ochlazeno na -78°C (COy/aceton). Dale se pfida pomoci injekéni stiikacky
diisopropylamid lithny (1.45 mL, 2M THF/heptan/ethylbenzen, 2.89 mmol, 2.2 ekviv.)
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a vysledna reak¢ni smés se micha po dobu 45 min za stejnych podminek. Poté se ptida
roztok kyseliny chlorovodikové (4.8 mL, 4M v H,0) a vysledny roztok se necha ohtat
na rt. Smés se micha 10 min za laboratorni teploty a celd reak¢ni smés se extrahuje
pomoci EtOAc (4x20 mL). Sloucené organické faze jsou promyty vodou (10 mL)
anasycenym vodnym roztokem NaCl (10 mL), suseny pomoci MgSQO,, zfiltrovany
aorganicka rozpoustédla jsou odstranéna na RVO. Vznikly odparek je nasledné
purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (SiO;, hexan:EtOAc = 1:5), a poskytl
cilovou boritou kyselinu 4 (194 mg, 63 %) ve form¢ nazloutlych krystalku.

m.p. = 119 — 120°C

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 8.07 — 8.02 (m, 1H), 8.64 — 7.60 (m, 1H),
1.36 (s, 1H), 7.47 — 7.35 (m, 2H), 4.55 (g, J = 7.10 Hz, 2H), 1.53 (t, J = 7.10 Hz, 3H).
3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 167.9, 156.8, 127.0, 124.9, 124.5, 123.6,
123.2,112.3, 62.4, 14.3.

MS (ES™), m/z (%): [M+H]" 217

HRMS (Q-TOF) calcd. pro C1,H12,BOs [M-H]: 247.0783, nalezeno 247.0779

5.4 Priprava reak¢niho partneri pro Suzuki

coupling

5.4.1 Syntéza 4-jodo-2-methoxyfenolu (5a)

OH I, (1.0 ekviv.) OH
@[ NaOH (1.8 okviv) - /@[
a .0 EeKVIV.
| OMe
OMe MeOH, rt
22 5a (65 %)

Do roztoku quaiacolu 22 (1.65 g, 13.29 mmol, 1.0 ekviv.) a NaOH (1 g, 25.13 mmol,
1.9 ekviv.) v MeOH (35 mL) ochlazeného na teplotu 0°C (voda/led) se piida I, (3.4 g,

13.29 mmol, 1.0 ekviv.). Reakéni smés se micha pii 0°C 1.5 h pfed pfidanim 5%
roztoku kyseliny chlorovodikové, aby se dosdhlo pH 2 (3.5 mL). Organické
rozpoustédlo se odstrani na RVO a zbytek se rozsuspenduje v diethyl etheru (20 mL).
Vysledné vrstvy se oddéli a vodna vrstva je extrahovana diethyl etherem (3x50 mL).
Spojené organické faze jsou promyty 10% roztokem thiosiranu sodného (2x50 mL),
vysuseny pomoci MgSQ,, zfiltrovany a organické rozpoustédlo se odpaii na RVO.

Vysledna latka 9a (2.2 g, 65 %) je tmave zluta olejovitého charakteru.
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 7.20 — 7.16 (m, 1H), 7.11 (d, J = 2.00 Hz,
1H), 6.68 (d, J = 8.30 Hz, 1H), 5.57 (s, 1H), 3.87 (s, 3H).

MS (ES"), m/z (%): [M-H] 249

HRMS (Q-TOF) calcd. pro C;H710, [M+K]": 288.9122, nalezeno 288.9184

5.4.2 Syntéza 1-(benzyloxy)-4-jodo-2-methoxybenzenu (5b)

OH BnBr (1.1 ekviv.) OBn
X o X
| oMe  KOH (1.1 ekviv.) | OMe
EtOH, At
5a 5b (55 %)

Benzyl bromid (819 mg, 4.79 mmol, 1.1 ekviv.) se pfida do roztoku 4-jodo-2-
methoxyfenolu 5a (1.1 g, 4.35 mmol, 1.0 ekviv.) a KOH (271 mg, 4.83 mmol, 1.1
ekviv.) v ethanolu (21 mL) a smé&s je refluxovana po dobu 12 h. Po vychladnuti roztoku
se rozpoustédlo odpafi na RVO. Dile je ptidana voda (15 mL) a sm¢s je extrahovana
pomoci EtOAc (3x15 mL). Sloucené organické faze jsou promyty 2M roztokem KOH
(3x15 mL), vysuseny pomoci MgSQy, zfiltrovany a organické rozpoustédlo je odpaieno
na RVO. Surovy produkt byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (SiO»,
hexan:EtOAc = 6:1) a poskytla latku 5b (780 mg, 55 %) ve formé hnédé olejovité
kapaliny.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 7.43 — 7.31 (m, 5H), 7.17 — 7.13 (m, 2H),
6.64 — 6.61 (m, 1H), 5.12 (s, 2H), 3.86 (s, 3H)

3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 190.7, 148.4, 136.8, 129.8, 128.7, 128.1,
127.4,121.1, 116.1, 83.2, 71.2, 56. 3.

MS (ES), m/z (%): [M+H]" 341

HRMS (Q-TOF) calcd. pro Ci4H1310, [M+NH,]": 358.0298, nalezeno 358.0302

5.4.3 Syntéza tert-butyl(4-iodo-2-methoxyfenoxy)dimethylsilanu (5c)

OH  TBSCI (1.5 ekviv.) OTBS
»
[

OMe imidazol (2.5 ekviv.)
5a CH2C|2 rt 50 OAJ

4-jodo-2-methoxyfenol 5a (377 mg, 151 mmol, 1.0 ekviv.), tert-
butylchlorodimethylsilan (341 mg, 2.26 mmol, 1.5 ekviv.) a imidazol (257 mg, 3.77
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mmol, 2.5 ekviv.) se rozpusti v dichlormethanu (2 mL) za laboratorni teploty. Smés se
micha 3 h pfed pfidanim vody (10 mL) a extrakci s dichlormethanem (3x10 mL).
Slou¢ené organické faze jsou promyty vodou (10 mL) a nasycenym roztokem NaCl (10
mL), vysuSeny pomoci MgSQg, zfiltrovany a organické rozpoustédlo se odpaii na RVO.
Surovy produkt je purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (SiO,, hexan:EtOAc =
12:1) a poskytla 5¢ (270 mg, 50 %) ve form¢ zluté olejovité kapaliny.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 7.14 — 7.09 (m, 2H), 6.59 (d, J = 8.20 Hz,
1H), 3.78 (s, 3H), 0.98 (s, 9H), 0.14 (s, 6H).

3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 152.1, 145.4, 130.1, 123.0, 121.4, 83.4,
55.8, 25.8, 18.6, -4.5.

MS (ESY), m/z (%): [M+K]* 403

5.5 Suzuki coupling

5.5.1 Syntéza ethyl 2-(4-(benzyloxy)-3-methoxyfenyl)benzofuran-3-
karboxylatu (3b)

)
OEt  ome
PdCl,(dppf):CH,ClI, (0.05 ekviv.)
ﬁ - COCom
Na,CO3 (4.0 ekviv.) (0]
rozpoustédlo/H,0 = 1:1 (V/V)

4 (1.0 ekviv.) (1.1 ekviv.) 3b

Smés (3-(ethoxykarbonyl)benzofuran-2-yl)boronové kyseliny 4 (20 mg, 0.085 mmol,
1.0 ekviv.), 1-(benzyloxy)-4-jodo-2-methoxybenzenu 5b (32 mg, 0.094 mmol, 1.1
ekviv.), PdCl; (dppf)-CH,CI; (3.5 mg, 0.004 mmol, 0.05 ekviv.) a uhli¢itanu sodného
(36 mg, 0.34 mmol, 4.0 ekviv.) se umisti do banky, ktera je opatfend pryZovym septem.
Prida se deionizovana voda (0.4 mL) a 1,2-dimethoxyethan (0.4 mL). Reakéni smés se
micha za teploty 40°C po dobu 12 h. Po ukonéeni reakce je smés extrahovana do
dichlormethanu (3x10 mL). Slouc¢ené organické faze jsou promyty vodou (10 mL)
anasycenym roztokem NaCl, vysuSeny pomoci MgSO4, zfiltrovany a organické
rozpoustédlo se odpafi na RVO. Surovy produkt je purifikovan pomoci sloupcové
chromatografie (SiO,, hexan:EtOAc = 6:1) a poskytla latku 3b (0.022 mg, 64 %) se

ziska ve forme zluté olejovité kapaliny.
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 8.06 — 8.02 (m, 1H), 7.76 (d, J = 2.00 Hz,
1H), 7.69 — 7.66 (m, 1H), 7.53 — 7.50 (m, 1H), 7.45 (d, J = 1.20 Hz, 2H), 7.41 — 7.31
(m, 5H), 6.98 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.25 (s, 2H), 4.42 (q, J = 7.10 Hz, 2H), 3.99 (s, 3H),
1.43 (t, J = 7.10 Hz, 3H).

3C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 164.4, 160.8, 153.6, 150.2, 149.2, 136.9,
128.8, 128.1, 127.5, 127.4, 125.1, 124.1, 123.1, 122.8, 122.7, 113.2, 113.1, 111.1,
108.2, 71.0, 60.8, 56.4, 14.5.

MS (ES"), m/z (%): [M+H]" 403

HRMS (Q-TOF) calcd. pro CysH2,KOs [M+K]': 441.1099, nalezeno 441.1104

5.6 Biologické testovani

5.6.1 Zakladni informace

C. elegans Wildtype N2 a bakterie Escherichia coli OP50 jsou z Caenorhabditis genetic
center. Substrat chitinazy a pozitivni kontrola je z Merck. Zakladni chemikélie jsou
z LachNer. Kvasnicovy extrakt, trypton, pepton a agra jsou z VWR. Na staceni latek se
pozivala centrifuga Jouan BR4i. VSechny operace se provadéli ve sterilnim prostiedi
Vv horizontalni laminarni box s proudénim vzduchu zajisténym pomoci Aura HZ 72 T od
firmy BIOAIR. Bakterie byly inkubovany v inkubatoru Medline a na kultivaci C.
elegans byl pouzit Q-CELL. Mikroskopy se pouzivali Bresser Researcher ICD a Leica.
Na stoc¢eni malych zkumavek se pouzivala mini centrifuga od firmy Labnet. Na
pipetovani se pouzivala multikanalovda mikropipeta Transferpette® S-12, pipetor
SWIFTPET PRO a pipety znadky Finnpipette® o riiznych objemech. Na méfeni
intenzity fluorescence se pouzil piistroj Infinite M200 PRO od firmy TECAN.
Termoshaker byl pouzZit Mixing Block MB-102. Na protfepavani vzorkil se pouzivala

tiepacka IKA® KS 260 basic.

K experimentu byly pouzity tyto chemikalie:

. NGM agar (400 ml): 1.2 g NaCl, 1 g peptonu, 7.8 g agaru se doplni
destilovanou vodou do 400 mL. Pied vlozenim do autokldvu se ptida 400
uL cholesterolu (5 mg/mL v ethanolu). Poté se nechame médium

zchladnout a pfida se: 200 pL 1M CaCl; (sterilni), 400 uL 1M MgSOQO,
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(sterilni), 10 mL fosfatovy pufr pH 6.0 (sterilni). Nasledné se médium
rozlije do Petriho misky.

Lysogenylové (LB) médium: 10 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt, 10 g
NaCl. Chceme-li pevné médium, piida se 15 g agaru. Pfed vlozenim do
autoklavu se smés doplni destilovanou vodouna 1 1.

Promyvaci roztok M9: 15 g Na,HPO,4-12 H,0, 3 g KH,PO,4 5 g NaCl,
0.25 g MgSO4-7H,0 a doplni se destilovanou vodou na 1 1 pted
vloZzenim do autoklavu.

S-complete médium: Do 1 | S-basal se piida 10 mL citratového pufru
(sterilni), 10 mL stopovych prvka (sterilni), 3 ml 1M CacCl; (sterilni), 3
ml 1M MgSO, (sterilni).

Roztok na synchronizaci (bleaching): 8 mL voda, 1.5 mL roztok
NaClO, 0.5 mL 10M NaOH

Pufr na chitinazovou assay (pH 10.6): 40 g NaOH, 75 g glycinu, se
doplni destilovanou vodou do 1 I.

Fosfatovy pufr (PPB): K 136 g KH,PO, se piida destilovana voda na
objem 900 mL. pH se upravi na 6.0 s pouzitim SM KOH a doplni se
destilovanou vodou na 1 I. Dale se smés vlozi do autoklavu.

Stopové prvky: 1.86 g Na;EDTA, 0.69 g FeSO,7H,O, 0.20 ¢
MnCl,-4H,0, 0.29 g ZnSO47H,O, 0.016 g CuSO,; a doplni se
destilovanou vodou na 1 1. Dale se smés vlozi do autoklavu.

Citratovy pufr: 268.8 g citratu sodného, 26.3 g monohydratu kyseliny
citronové se doplni destilovanou vodou do 900 mL. pH se upravi na 6.0
s pouzitim 5M KOH a doplni se destilovanou vodou na 1 I. Dale se smés
vlozi do autoklavu.

S-basal: K 5.9 g NaCl a 50 mL fosfatového pufru (nesterilni) se ptida 1
mL cholesterolu (5 mg/mL v ethnolu) a doplni se destilovanou vodou na
1 1. Dale se smés vlozi do autoklavu.

Mrazici roztok: 5.85 g NaCl, 6.8 g KH,PO, 300 g glycerolu, 5.6 mL
IM NaOH se doplni se destilovanou vodou na 1 I. Dale se smés vlozi do
autoklavu.

Dalsi: Savo, DMSO, Ivermectin, substrat pro chitindzu, Levamisol,

Mebendazol
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5.6.2 Kultivace C. elegans na NGM miskach

Nejprve se ptipravi bakterie v LB médiu, a to tak, ze se do Erlenmeyerovy baiiky da LB
medium. Z LB misky, kde jsou bakterie, se nabere kolonie pomoci sterilni klicky.
Baiiku s mediem se da na tiepacku (150 rpm). Kultivace probiha pti 37°C pies noc.
Pivodni LB miska se pravidelné obménuje. Obména se provadi tak, ze se kiizovym
roztérem nasadi na novou LB misku 1 kolonie z pfedeslé misky.

Déle se musi pfipravit NGM misky. Nejprve se na Petriho misky rozpipetuje
tekuté medium. Po zchladnuti a ztuhnuti media se do misky ptida 100 uL suspenze E.
coli v LB mediu. Nasazené bakterie se rozetfou pomoci sterilni hokejky, zavie se miska
a chvili se necha stat v boxu, dokud se medium nevstieba. Kultivace opét probiha pies
noc pii 37°C.

Poté se z plvodni misky obsahujici pocetnou populaci C. elegans, pomoci
sterilizovaného skalpelu, vyfizne ¢tvereCcek NGM a pienese se na Cerstvé pripravenou
misku s E. coli.

Déale se ptipravi bakterie v S-complete. Nejprve se piedvazi centrifugacni
zkumavky, pak se do zkumavek prepipetuje 50 mL bakteridlni suspenze v LB a stoci (4
100 rpm, 15 min). Vymyji se stény zkumavky né€kolika mL S-basal a poté se buni¢ina
navlhéi 70% ethanolem, timto je buniCina sterilni. Pfebytecnd tekutina ze zkumavek
avicek se vyklepe na tuto sterilizovanou buni¢inu. Zkumavky se nechaji v boxu
vyschnout, dokud nebudou viditelné kapky. Zvazi se zkumavky s vlhkou peletkou,
odecte se vaha Cisté zkumavky a nasledné se spocita vaha peletky. Poté se resuspenduje
S-complete v takovém mnozstvi, aby se ziskala suspenze o koncentraci 60 mg
bakterii/ml a dale je skladovana v lednici.

Pii kultivaci C. elegans se nejprve populace, ktera je vékové synchronizovana,
piepipetuje do Petriho misky. Pfidd se pozadované mnozstvi S-complete a bakterialni
suspenze. Do experimentu obvykle chceme 3 mg/mL, bakterialni suspenzi v S-complete
se tedy fedi 10x. Populace se chova na tfepacce v tekutém mediu, aby méli dostatecnou
distribuci vzduchu.

V¢kova synchronizace C. elegans, neboli bleaching se provadi tak, ze populace s
vysokym obsahem dospélych, teéhotnych jedinci se smyje pomoci M9 pufru do
mikrozkumavek. Mikrozkumavky se vlozi do centrifugy asi na 10 s. Odstrani se
nejvetsi mnozstvi supernatantu a piida se 1 mL cCerstvé piipravené¢ho roztoku na

bleaching a umisti se do termoshakeru, ktery je nastaven na pokojovou teplotu a na
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nejvyssi otacky (1 500 rpm), dokud okem nejsou vidét Cervi (obvykle 5-10 minut).
Mikrozkumavky se vlozi do centrifugy na 10 sa i déle, aby byla peletka usazena.
Odsaje se roztok na bleaching, 3x se promyje pomoci roztoku M9 a 2x roztokem S-
complete. Pied pfesunutim peletky do 15 mL mikrozkumavky s 5 mL S-complete, se
smés vlozi do centrifugy. Po tomto bleachingu jsou pfitomny v populaci pouze vajicka,
ktera se ptes noc vylihnou.

Hladova populace, kterd hlavné obsahuje cCerstvé vylihlé larvy, se muze
zamrazit. Smyji se pomoci M9 z NGM misek a 1x se promyje 1 mL M9. Nasledn¢ se
odsaje 0.5 mL M9 a piidé se 0.5 mL zamrazovaciho roztoku. Nakonec se uchovavaji pfi
-80°C. Rozmrazovani poté probiha tak, ze zkumavka s pozadovanou populaci se vyjme
z mrazaku a nechd se pomalu roztat. Zkumavka se vlozi do centrifugy a dale se odsaje
peletka a pfenese se na cCerstvou NGM misku. Druhy den by méli byt vidét

vzpamatovani jedinci.

5.6.3 Hodnoceni Antihelmintické aktivity

Nejprve se musi pfipravit desky na testovani. Zacne se tim, Ze Cerstvé vylihlé larvy
pripravené bleachingem se spocitaji. Je potieba, aby v jedné jamce bylo mezi 15-30
Cervy, to odpovida 150-300 ks/mL. Pro testovani ve dvou koncentracich, tzv. screening
je poteba 10 mL suspenze na 1 desku s 3 mg/mL bakterii. Do sterilniho rezervoaru se
pfipravi pozadované mnozstvi suspenze. Do sloupce 1 a 7 jamkové desky se napipetuje
330 pL suspenze. Do sloupce 4 a 10 se napipetuje 270 uL suspenze. Latky se testuji
Vv koncentracich 50 uM a 5 uM, k 330 pL suspenze, tedy se ptida 0.33 pL pozadované
latky. Posledni dvé jamky ve sloupci 7 jsou vyhrazeny pro kontroly. Ivermectin
0 koncentraci 1 uM a 0.1 pM se pouzije jako pozitivni kontrola (Obr. 15) a DMSO jako
negativni kontrola (Obr. 16). Pro ukazku ucinku jsme pouzili i Levamisol (Obr. 17)
a Mebendazol (Obr. 18).

Poté se pomoci multikandlové pipety prenese 30 puL suspenze ze sloupce 1 do
sloupce 4 a ze sloupce 7 do sloupce 10. Timto se latky zfedi 10x. Nyni je 300 pL
otravené¢ suspenze ve vSech 4 sloupcich. Dal se pfipravi technicky triplikat
rozpipetovanim 100 pl ze sloupce 1 do sloupce 2 a 3, atd. Na desku se da folie a necha
se inkubovat na tfepacce 4 dny, dokud Cervi nedospéji a nezatnou se mnozit. Poté se
provede skorovani a to tak, Ze desky se prohlédnou pod mikroskopem a zaznamenava se

situace v jamkach podle stupnice 1 az 5 (1 — populace je naprosto v poradku, 2 — mirné
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zpomaleni pohybu jedinci a méné potomstva, 3 — zpomaleni vyvoje, 4 — uplné
zastaveni vyvoje, 5 — mrtva populace). Latky pfipravené v této praci nemély zadny
viditelny efekt a populace se podobaly populaci v negativni kontrole.

Dale se provadi chitindzovy test a to tak, Ze se nejprve desky vlozi na 1 hodinu
do inkubatoru na 37°C. Dale se desky vlozi do centrifugy (1 500 rpm, 2 min), abychom
se zbavili kondenzace na folii. Pfida se substrat pro chitindzu (4-methylumbelliferyl -
D-N,N',N"-triacetylchitotriosid, 0.8 mM, v -20°C). V jamkach je tedy 100 pL suspenze,
takZe se pfida 2.5 pL zésobniho roztoku o koncentraci 0.8 mM, aby se docililo
pozadované koncentrace. Desky se dale inkubuji po dobu 1 hodiny pti 37°C. Po
ub¢hnuti inkubacni doby se ptidd pufr pro chitinazovou assay. Desky se vlozi do
ptistroje Tecan, kde se zvoli protokol “chitinase-c-elegans-AK” (excitace pti 360 nm

a emise pii 460 nm). Namétené hodnoty se vyhodnoti.

T

Obr. 15: Pozitivni kontrola — Ivermectin o koncetraci 1 uM — silné paralyzovani jedinci

staii 4 dny, kteti se ddle nemohli vyvijet
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Obr. 16: Negativni kontrola — DMSO — prospivajici 4 dny stafi jedinci

Obr. 17: Levamisol o koncentraci 100 uM — lehce paralyzovani jedinci, stati 4 dny

s velkym poctem vajicek
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Obr. 18: Mebendazol o koncentraci 100 uM — 4 dny stafi jedinci s adipozitou
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