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1. Uvod

Stejné tak, jako Clovék potrebuje ke spokojenému zivotu vice nez jen pouhé
dostate¢né podminky k preziti, i rostliny, aby prospivaly, potfebuji i néco jiného, nez
jsou primarni metabolity umoznujici pouhé prezivani. A tuto funkci u nich obstaravaji
sekundarni metabolity (SM). Tyto na prvni pohled nevyznamné organické molekuly
pfinasi rostlinam a dal$im usedlym (nepohybujicim se) organismim, jako jsou houby
¢i néktefi niz8i zivocichové, nenahraditelnou podporu pfi boji s nepfiznivymi okolnimi
vlivy a zlepSuji tak kvalitu jejich zivota. Strukturni rozmanitost sekundarnich
metabolitl je tak srovnatelna s rozmanitosti samotné rostlinné a zivocisné fise a tyto
latky skytaji Siroké moznosti na poli védy, a to ve vice ohledech.

Prednim ddvodem pro zkoumani téchto latek je jejich biologicka aktivita.
Ackoliv jsou ve vétSiné pripadu tyto latky syntetizovany organismy z konkrétniho
dlvodu, jako je napfiklad ochrana pred predatory ¢i fyzikalnimi vlivy, mohou rdznym
zplUsobem ovliviiovat mnoho biologickych aspektd rfady dalSich organismd. Neni
vzacnym jevem, ze nékteré sekundarni metabolity vykazuji vlastnosti sahajici od
toxicity pro niz8i organismy, bakterie, plisné atd. pres schopnost pomahat pfi |é¢bé
urcitych nemoci a branit oxidacnimu stresu az po schopnost ovlivnit pribéh a rychlost
pfenosu nervovych vzruchld a tim pozménit vnimani reality. Mnozstvi takovychto
pfirodnich latek spolu s mnozstvim cilovych biologickych aspektl poukazuje na
prakticky nekonec¢né moznosti kombinaci, které je dllezité v zajmu védy zkoumat.
Vezmeme-li v potaz, zZe i nepatrna strukturni zména latky mdze dramaticky ovlivnit jeji
biologickou aktivitu, moznost laboratorni syntézy derivatd SM mnohonasobné zvysuje
pocet téchto moznych kombinaci.

Dal$im z davodUl, pro¢ je pfinosné se zabyvat SM, je porozuméni jejich
samotnému vzniku. Syntéza uréitych typl SM souvisi s pfitomnosti urcitych
biochemickych drah, které se stejné jako zastoupeni SM mohou v ramci rdznych
organismu lisit. Tento vztah mlze prispét k identifikaci a fylogenetické klasifikaci
druhl organismu. Syntéza SM se také muze liSit i v ramci jednoho organismu, a to
v zavislosti na okolnich podminkach, ve kterych se organismus vyskytuje. Porozuméni
vztahu mezi mirou syntézy daného SM a prostfedim organismu pak lze prispét

k celkovym poznatkim o pfirodnim svété okolo nas.



1.1. Cile prace

Cilem mé bakalarské prace byla syntéza jedné =z takovychto prirodnich latek,
quiquesetinerviusinu A. Tento SM, strukturné nélezejici do skupiny neolignanu, se
pfirozené nachazi v morské travé Posidonia oceanica. Tato rostlina tvofi ve
stfedomorskych pobreznich vodach rozsahla raselinova loziska uchovavajici
organickou hmotu az nékolik set let starou. Tato loziska funguji jako tzv. uhlikovy
archiv, prostrednictvim rdznych organickych molekul uchovavaji informaci o Zivotnich
podminkach, ve kterych zily az nékolik set let staré rostliny. Organicka syntéza
znamych SM a jejich derivatl, které se v loziskdch mohou pfirozené nachazet, mize
napomoci pfi analyze této organické hmoty za ucelem porozuméni vztahu mezi

produkci SM a vlivy prostfedi na vodni rostliny.

Cile mé prace jsou pak néasledujici:

1. Provést literarni reSersi na téma sekundarni metabolity se zamérenim
na vodni rostliny a sekundarni metabolity fenylpropanoidového typu
Pokusit se o syntézu quiquesetinerviusinu A
Syntetizovat strukturni derivaty quiquesetinerviusinu A

Otestovat pfipravené latky na antihelmintickou aktivitu

o &~

Charakterizovat pripravené latky pomoci NMR a HRMS spekter

10



2. Teoreticka cast

2.1. Sekundarni metabolity

2.1.1.Zakladni charakteristika

Rostliny, stejné jako néktefi zivo€ichové zijici pfisedlou formou zivota, postradaji
schopnost aktivniho pohybu. Nemaji tedy moznost aktivné reagovat na okolni vlivy,
mezi které patfi napfiklad spasani &i stres vyvolany mrazem ¢&i prudkym sluneénim
svitem. Na tento typ stresu si rostliny a pfisedlé organismy vyvinuly sérii obrannych
mechanism{ spocivajici v syntéze sekundarnich metabolitd. Na rozdil od primarnich
metabolit(, které jsou nezbytné pro preziti, sekundarni metabolity pozitivné ovliviiuji
kvalitu zivota rostliny. Jsou specifické jak pro jednotlivé druhy rostlin, tak i v ramci
jednoho druhu pro rostliny zZijici v rGznych lokalitach.! Je tedy ziejmé, Ze biosyntéza
sekundarnich metabolitll je podminéna mnoha faktory, od vlivu prostiedi az po
mnozstvi srazek C&i pfitomnost zdroje znecCisténi. Jak jsem jiz zminila, produkce
sekundarnich metabolitd byla zaznamenana u nékterych nizsich Zzivocichu, jez Ziji,
podobné jako rostliny, pfisedlym zivotem. Jsou tak prakticky nechranéni pred predaci
a stresem z okolnich vlivl, ochrana v podobé syntézy sekundarnich metabolit( je tedy
pro né nezbytna. Typickym pfikladem mohou byt néktefi morsti plzi a mlzi (Obr. 1a),
jejichz vytazky jsou pro své IéCebné ucinky hojné vyuzivany napriklad v jihoafrickych

zemich?2.

b)

Obr. 1. (a) Dicathais orbita, morsky plz syntetizujici sekundarni metabolity s Ié¢ebnymi
ucinky? a (b) struktura murexinu 1, jeden z téchto metabolit( plsobici jako svalovy relaxant.?

Sekundarni metabolity (SM) jsou biologicky aktivni latky s Sirokym spektrem

biologickych ucink(. Jiz v pravéku lidé zjistili, ze extrakty z vybranych rostlin, dnes

11



obecné oznacovanych jako IéCivé rostliny, mohou mit specifické u€inky na lidské télo
a mysl a naucili se je pro jejich vlastnosti vyuzivat. V poslednich letech se vyzkumu
SM dostava ¢im dal vétsi pozornosti, a to zejména z dlvodu jejich potencialniho
vyuziti v nékterych odvétvich farmaceutického a potravinarského pramyslu. Nejvétsi
uplatnéni tyto latky nachazi ve farmacii, dale pak v zemédélstvi ¢i v kosmetice, kde
je jejich prirodni plvod z komerénich dlvodu vitanou vlastnosti. Vysoka strukturni
diverzita SM je pak pri€inou jejich Sirokého uplatnéni pfi vyzkumu novych biologicky
aktivnich strukturnich motivl, pfi hledani novych building blok(i pro medicinalni
chemii. Tento typ pfistupu pak umoznuje nalézt chemické postupy umoziujici
snadnou strukturni modifikaci cilovych SM. Tyto postupy pak nachazeji vyuziti pfi
pripravé derivat(l pdvodnich SM rostlin.

Za pocatek vyzkumu SM se povazuje izolace morfinu, kterou v roce 1805
provedl chemik a farmaceut F. W. A. Sertlrner, €¢imz ucinil velky posun ve vyvoji
farmacie a pfispél k prerodu alchymie v moderni farmacii®. Izolace morfinu iniciovala
izolaci dalSich latek rostlinného plvodu, a vedla k identifikaci jejich chemické
struktury a zkoumani jejich uc¢inkd. Ukazalo se, Zze SM jsou velmi rozsahlou skupinou
organickych latek s velkou chemickou diverzitou. Do poloviny 20. stoleti byly SM
povazovany za odpadni produkty metabolismu a pfedpokladalo se, ze jejich struktura
je vysledkem nahodnych evoluénich zmén.* V poslednich 50-ti letech se v§ak tento
nazor v mnoha ohledech zménil. Dnes jsou SM chapany jako nedilna soucast
rostlinné ekologie a jejich vyskyt neni povazovan ani zdaleka za nahodny. V prabéhu
evoluce dochazelo u jednotlivych linii rostlin ke tvorbé rliznych variaci SM, pficemz
pfezivaly hlavné rostliny obsahujici takové latky, které je dokazaly uéinné chranit pred
skldci a stresovymi faktory. Opylovaci davali pfednost rostlinam obsahujicim latky
propljcujici kvétu lakavéjsi barvu a vuni, coz také pro tyto rostliny znamenalo

vyznamnou evoluéni vyhodu.*5

2.1.2. Rozdéleni

Sekundarni metabolity 1ze obecné rozdélit do 3 skupin na zakladé jejich chemické
struktury a biosyntetického puvodu. Jmenovité to jsou terpenoidy, alkaloidy a zejména
fenoly, kterymi se pravé tato prace zabyva podrobnéji. Nejprve bych vsak chtéla

detailnéji predstavit jednotlivé tfidy SM:

12



2.1.2.1.Terpenoidy
Terpenoidy jsou latky, jejichz kostra je tvofena nékolika izoprenoidovymi
podjednotkami (2) (Obr. 2) a jedna se o nejrozs$ifenéj$i skupinu rostlinnych SM.®
Zakladnim krokem biosyntézy vSech terpenoidu je polymerizace isoprenyl difosfatu
(3) a od poctu polymerizovanych podjednotek se pak odviji nazvy trfid terpenoidd
(monoterpeny jsou tvofeny 2 podjednotkami, diterpeny jsou tvofeny 4 podjednotkami
atd.).” Mimo své antimikrobialni a antivirotické ucinky jsou terpenoidy zajimavé také
z pohledu jejich fyzikalnich vlastnosti. Tyto latky jsou totiz tékavé a mohou tak slouzit
pro komunikaci s okolnimi rostlinami a organismy, napfiklad symbionty. Této
vlastnosti je také ¢asto vyuzivano v aromaterapii.®

K nejznaméjsim terpenoidim patfi napiiklad aromatické monoterpeny
limonen (4) a mentol (5), diterpen retinol (6) ¢i polymerni kau€uk (7), vyznamny pro

své elastické vlastnosti.

)\/\ c}}:’/o'é
P O \ 1]

OH z
PN
2 3 4 5
MOH )\/*)\,M
n
6 7

Obr. 2. Struktura izoprenu (2), isoprenyl difosatu (3), monoterpent limonenu (4) a mentholu
(5), diterpenu retinolu (6) a polymerniho pfirodniho kaucuku (7)

2.1.2.2. Alkaloidy
DalSi velkou skupinou SM jsou alkaloidy. Latky patfici do této skupiny jsou
biosyntetizovany z aminokyselin a vyznacuji se skeletem obsahujicim alespon jeden
atom dusiku. Diky schopnosti na sebe vazat volné radikaly ¢i nékteré ionty kovl
fungujici jako katalyzatory oxidacnich reakci jsou vyznamnymi antioxidanty, nicméné
jejich vyuziti v 1é¢ebnych terapiich je velmi Siroké.®

Pro lidstvo jsou jiz od pradavna nejvyznamnéjsi pravdépodobné pro svoji
schopnost pusobit jako neurotransmitery a ovliviiovat tak nervovou soustavu.'® Jejich

ucinky sahaji od narkézy, utlumeni védomi organismu, uvolnéni svalll a ulevy od
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bolesti prfes halucinace a pozménéné vnimani reality az po navozeni pocitu
nevycerpatelné energie a euforie. Pfirodni alkaloidy izolované z nezralych makovic
maku setého (Obr. 3) a néasledné i jejich syntetické strukturni derivaty se nazyvaji
opiové alkaloidy. Tyto latky plUsobi jako velmi silna analgetika, pro své narkotické
ucinky jsou Casto zneuzivany. Dalsi pozoruhodnou vlastnosti alkaloidl je schopnost
caste€né ménit strukturu molekuly a tim i jeji biologickou aktivitu v zavislosti na pH
okolniho prostiedi. Strukturni zména mezi volnym, neprotonovanym aminem a jeho
protonovanou kvarterni formou pak méni povrch molekuly, ve které se tento bazicky
dusik nachazi. Tato vlastnost pravdépodobné vysvétliuje znacnou toxicitu nékterych
alkaloidll v cizich organismech, zatimco v pripadé organisml, kterymi jsou

biosyntetizovany, jsou zcela neSkodné.® '

Obr. 3. (a) Nezralda makovice Papaver somniferum'? a (b) struktura alkaloidu morfinu (8)
se zvyraznénym heteroatomem dusiku

Vétsina latek z této skupiny sekundarnich metabolitll se dale vyznacuje
typickou horkou chuti, kterd ma slouzit jako odpuzovac bylozravcu pfi konzumaci
rostliny. Pro nékteré organismy, mezi které patfi zejména lidé, véak m(ize byt naopak
vyhledavana. To lze pozorovat napfiklad na celosvétové konzumaci kavy, jejiz
proslulou horkou chut c¢astec¢né zplsobuje alkaloid kofein'®, zodpovédny také za

stimulaéni uéinky kavy.

2.1.2.3.Fenoly

Fenoly jsou sekundarni metabolity, jejichz struktura obsahuje alespon jedno &i vice
aromatickych jader substituovanych alespoi jednou hydroxylovou skupinou.
V pripadé rostlin tyto latky poskytuji rostlinam ochranu pred predatory a parazity, pred
negativnimi vlivy UV zafeni a v neposledni fadé rostlinam poskytuji i vyhodu
z reprodukéniho pohledu. Ackoliv jsou rostliny spojovany hlavné se zelenou barvou
zpusobenou chlorofylem, mulze jejich generativni i vegetativni ¢ast disponovat i

barvami, jako jsou modra, fialova, cervend ¢i zluta. Tato barevnost je zpUsobena
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pravé pritomnosti fenolickych slouc¢enin, zejména pak antokyant'4 (Obr. 4). A tyto
barvy pak mohou slouzit napriklad pfi lakani opylovacu ¢i odpuzeni bylozravca.
Schopnost fenolickych metabolitd pohlcovat UV svétlo pak pfispiva k jejich
jednoduché spektrofotometrické identifikaci a spolu s jejich vysokou chemickou
stabilitou a hojnym zastoupenim v prakticky vSech vysSich rostlinach tak z téchto

latek Cini oblibené fytochemické markery.'*15

R
R
L
HOO\ R
Z OH
OH

Obr. 4. Zakladni struktura bézZné se vyskytujicich antokyand.'®

2.1.3.Biosyntéza

V prubéhu komplexnich reakci primarnich metabolickych drah vznikaji, jako vedlejsi
produkty, metabolity sekundarni. Na prvni pohled by se tyto latky daly povazovat za
pouhé katabolity primarnich metabolitld, pfi podrobnéjSim prezkoumani vsak
zjiStujeme, ze jsou SM naprosto nezbytné pro rostliny z pohledu kvality jejich zivota.
Odsud také pochazi privlastek ,sekundarni, ktery poukazuje na to, ze tyto latky
nejsou nezbytné pro rlst a vyvoj rostlin, avSak pro uspésné preziti rostliny v prirodé
jsou neméné dulezité. Biosyntetické drahy, béhem nichz vznika vétsina SM, jsou
zejména spojeny s glykolyzou (pentoézofosfatovy cyklus &i citratovy cyklus)'” a s
drahami pro syntézu kyseliny malonové a mevalonové (vznik nékterych fenoll a
prekurzoru pro veskeré terpenoidy)'®. Nejvyznamnéj$imi zdroji fenolickych SM je pak
fenylpropanoidova a zejména Sikimatova draha'®. Tyto biosyntetické kaskady vedou
ke vzniku zakladnich koster molekul, jez jsou pak déle modifikovany pomoci
specifickych enzymu (substituce, izomerace, navazani novych funkénich skupin
atd.).’” Tento divergentni prvek nasledné vede k existenci rozsahlého poctu
strukturné rlznorodych SM.

Ménici se pfirodni podminky, ve kterych rostliny Zziji, zplsobuji zmény nejen
v intenzité, ale i ve stereospecificnosti prubéhu jednotlivych metabolickych drah
zodpovédnych za tvorbu konkrétnich skupin SM.2° Tyto zmény jsou v mnoha
pfipadech, stejné jako samotné zastoupeni SM, opét velmi druhové specifické, takze
neni jednoduché jednoznacné urcit, jakym zplsobem rostliny obecné reaguji na dany

stresovy faktor. Jsou znamy pfipady, kdy stejnou latku produkuje jedna rostlina
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latku syntetizovat.’ Soucasnym trendem ve vyzkumu SM, jez by mél vést nejen
k pochopeni vlivu SM na rostliny, ale i k identifikaci biologicky aktivnich latek, je vedle
pokracujicich biologickou aktivitou fizenych extrakci i snaha o nalezeni efektivnich
postupl k de novo pfipravé téchto latek (identifikace jejich vlivu metodou externiho
pfidavku), anebo cilena modifikace prostfedi, v némz rostliny ziji (napf. vystavovani

rostlin stresoriim) ¢i uziti modernich metod metabolického inZenyrstvi.!”

2.1.4. Sekundarni metabolity vodnich rostlin

Rostliny, se kterymi se nejcastéji setkavame, jsou suchozemské a vétsina studii SM
je zaméfena pravé na né. Hlavnimi dlvody jsou velkd rozmanitost suchozemskych
druhd a snadna dostupnost pro sbér vzorkl nebo provadéni experimentd s nimi. Je
v8ak tfeba zminit, ze SM nalezneme také v rostlinach zijicich ¢aste¢né ¢i uplné pod
hladinou sladkych i slanych vod. Z fyzikalniho a chemického hlediska jsou vodni
rostliny vystaveny velmi odliSnému prostredi nez rostliny suchozemské, a je tedy na
misté prozkoumat také SM vodnich rostlin. Tvorba SM je na téchto faktorech pfimo
zavisla a slozeni metabolomu tedy bude znacné odliSné zejména z pohledu struktury
latek zde pritomnych. DlOvodem ruznorodosti pfi produkci SM je napriklad vysoky
obsah soli v morské vodé, ktery vede k vélefiovani halogend do SM mofiskych fas,
nebo naopak absence atmosférického dusiku, coz vysvétluje pro morské rostliny
typickou absenci dusik obsahujicich SM. Jedna se predevSim o alkaloidy, které jsou
suchozemskymi rostlinami produkovany hojné.?

Kromé prostiedi plsobi na suchozemské a vodni rostliny také odlisné
negativni vlivy, proti kterym se musi branit. Rostliny zijici pod vodni hladinou jsou
v mensi mife vystaveny UV zareni, coz je pravdépodobné divodem pro nizky obsah
fenolickych SM v porovnani se suchozemskymi rostlinami.?? Zatimco pro
suchozemské rostliny predstavuji hrozbu zejména specializovani herbivofi, vodni
rostliny se musi branit predevsim pred velkym mnozstvim druhl omnivorQ, coz nejspis
vedlo ke zvySsenému obsahu raznych SM s nespecifickym odpuzujicim u¢inkem.
Suchozemské rostliny oproti tomu disponuji hlavné druhové specifickymi SM, jejichz
Ucelem je odradit uréitého herbivora.?'22 VVodni rostliny maji také vyrazné nizsi Uroven
strukturalni ochrany a opory, kterou u suchozemskych rostlin zajistuje zejména lignin.
Hrozba v podobé okusu je tedy pro vodni rostliny mnohem akutnéjsi nez moznost ,byt
za$lapan a ulehnut®, coz tedy s vysokou pravdépodobnosti vede ke snizeni obsahu
polyfenolickych latek v rostlindch (opora a odpuzeni) a zvySeni obsahu SM

nepolyfenolického plvodu s odpuzujicim Ucinkem pro omnivory.2?
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2.2. Fenylpropanoidy

2.2.1.Zakladni charakteristika

Jednim ze zéakladnich typu fenolickych SM jsou fenylpropanoidy. Timto nazvem se
vétsinou oznacuji tzv. Cs — C3 slouc€eniny (Obr. 5), jejich dimery, oligomery, polymery
a derivaty. Cg podjednotka pak oznacuje 6-ti uhlikaté benzenové jadro a Cs
podjednotka znaci propanovou skupinu navdzanou na aromatické jadro.?324 Nazev

fenylpropanoid tedy pfimo oznacuje zakladni jednotku této struktury.

Obr. 5. Struktura fenylpropanoidové zakladni stavebni jednotky 9.

Typickou vlastnosti pro jednoduché fenylpropanoidy je tékavost a pronikavé
aroma, jez je zodpovédné za vyrazné vané bylinek a kofeni.?® Diky tomu se také tyto
latky staly ekonomicky vyznamné, a to zejména v potravinarském a kosmetickém
pramysiu.

Jeden z vyznamnych a zakladnich fenylpropanoidd, cinnamaldehyd, je latka
produkovéana zastupci rodu skoficovnik a je zodpovédna za typické skoficové aroma.?®
Vyznamné jsou také jeho chelatac¢ni, antibakterialni a antiproliferacni vlastnosti?®,
diky kterym je tato latka potencialné vyuzitelna i ve farmaceutickém pramyslu.

Tyto latky vznikaji v rostlinach v ramci fenylpropanoidové drahy
deaminaci aminokyseliny fenylalaninu a pfipadné i tyrosinu, aminokyselin
obsahujicich pravé strukturu Ce¢ — Cs. Dal8imi produkty této biosyntézy jsou hlavné
kyselina skoficova (cinamova, 10), p-kumarova (11) a kavova (12) (Obr. 6).2327 Tato

metabolicka draha je podrobnéji popsana v kapitole 2.3.1.
OH OH OH
OH
o% o)\/\@ o;\/\@
OH OH
10 1 12

Obr. 6. Struktura kyseliny skoficové (10), p-kumarové (11) a kavove (12).
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Obecné, fenylpropanoidy hraji u rostlin dllezitou roli pfi ochrané pred
abiotickymi stresovymi faktory. Fenolické SM dok&zou, jak jiz bylo zminéno, pohlcovat
zareni v UV spektru a rostlinu tedy chrani pred zhoubnym vlivem UV zafeni. Jejich
produkce také stoupd napfiklad pfi snizeni teploty okoli, kdy se ve formé polymer
ligninu a suberinu zaclenuji do bunécné stény, kde pusobi jako vodni bariéra a brani

tak poskozeni bunék mrazem.?®

2.2.2.Vliv zvySené koncentrace oxidu uhli¢itého na

produkci fenylpropanoidi moiskych rostlin

Pro mofrské rostliny predstavuji fenylpropanoidy zejména ochranu prfed okusem.
Jeden z velmi aktualnich a ¢asto diskutovanych problému, narlist koncentrace oxidu
uhli¢itého v atmosfére, by v8ak mohl biosyntézu téchto latek ovlivnit.

Hladina mofi a oceanl pokryva vice jak 2/3 povrchu Zemé a atmosféricky
oxid uhli€¢ity ma tak moznost se do vody ve velké mife vstiebavat. Ve vodném
prostiedi pak ¢astec¢né prechazi na hydrogenuhlicitany, jez zpUlsobuji snizovani pH
vody. Dochazi tak mimo jiné i ke snizovani dostupnosti uhli¢itanu vapenatého pro
kalcifikujici organismy.?°

Obecné se ma za to, ze u suchozemskych rostlin vede zvy$ena koncentrace
oxidu uhli¢itého k akumulaci fenolickych latek.3° To vs§ak tak uplné nemusi platit pro
v prostfedi s nékolikanasobné vys$$i koncentraci oxidu uhli€itého a snizenym pH,
vykazuji snizeny obsah fenylpropanoidl (Obr. 7). Tato skutecnost je pravdépodobné
pficinou zvysené urovné pastvy morskych herbivord na téchto rostlinach, ktery byl
plvodnim podnétem k vyzkumu.3°

V soucasnosti neni zfejmé, jaky mechanismus stoji za vlivy vedoucimi ke
zméné pfii biosyntéze fenolickych latek v souvislosti se zvy§enou koncentraci oxidu
uhli¢itého pozorovanou u morskych a suchozemskych rostlin. Pfredpoklada se ale, ze
zvysSujici se mira emisi oxidu uhli¢itého by v budoucnu mohla mit dopad na obsah
ochrannych latek v mofskych rostlinach, coz by mohlo vést ke zménam

v ekosystému.29:30
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Obr. 7. Piktogram zachycujici vliv zvySené koncentrace oxidu uhli¢itého na morské a
suchozemské rostliny.*°

2.2.3.Lignin

Ackoliv se v pfipadé ligninu, druhé nejrozsirené;jsi organické latky na svété®' nejedna
o0 sekundarni metabolit, v ramci latek odvozenych od fenylpropanoidu jej nelze
nezminit. Tato amorfni polymerni latka s komplexni nejednotnou strukturou®' vznika
nahodnou polymeraci tfi latek odvozenych od meziproduktt fenylpropanoidové drahy.
Jedna se o koniferylalkohol (13), sinapylalkohol (14) a v mensi mife i p-
kumarylalkohol (15) (Obr. 8). Proces polymerizace probihd v bunécné sténé pomoci
radikalové dimerizace za ucasti oxidaz a lakkaz. Tento dimer nasledné podléha dal$im

radikalovym oxidacim.32

HOM\@O\ HO ™ \F o< HO/\/\©\
OH OH OH
0

~N

13 14 15

Obr. 8. Struktura koniferylalkoholu (13), sinapylalkoholu (14) a p-kumaroylalkoholu (15).

Lignin je hlavni strukturni latka zodpovédna za schopnost rostlin drzet tvar a
usnadnit tak jednak pfistup zelenych ¢asti rostlin ke sluneénimu zareni a také vytvofit
oporu pro zilni svazky, jez umoznuji transport Zivin a vody napfic¢ rostlinnym télem.27:32
Je tak velmi pravdépodobné, ze pravé vznik fenylpropanoidové biosyntetické drahy
byl nezbytny pro vyvoj suchozemskych rostlin. U zelenych fas, povazovanych za
pifedchidce evolué¢né vyspélejSich cévnatych rostlin, se fenylpropanoidova draha
nevyskytuje.?” Jejich bunécné stény neobsahuji latky, které by je zpeviiovaly a rasy
jsou tak zavislé na okolnim vodném prostfedi, poskytujicim jak ziviny, tak i télesnou

oporu. Primitivni obdoba fenylpropanoidové drahy se objevuje u mechorostl a hub,
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kde dava vzniknout latkam poskytujicim podobné viastnosti jako lignin.3® Za zasadni
krok v evoluci fenylpropanoidové drahy je povazovana syntéza kyseliny ferulové,
ktera vznika mistné specifickou metylaci kyseliny kavové. Touto schopnosti disponuji
hlavné semenné rostliny, ackoliv nékteré derivaty ligninu byly zaznamenany také u
vytrusnych rostlin.®® Diky tomuto kroku pak mohly rostliny kromé dal$ich fenolickych
SM, jako jsou lignany a neolignany, syntetizovat lignin. Ziskaly tak prostfedky pro
uplnou kolonizaci pevninského prostfedi, coz vedlo ke vzniku zavratného poctu

rozmanitych rostlinnych druh(, jaky zname dnes.

2.3. Lighany a neolignhany

Fenylpropanoidové podjednotky mohou tvofit dimery, a to bud spojenim C-8 uhlikl
obou molekul (v takovém pripadé se jedna o lignany (A)), nebo pfes ostatni uhliky
(pak se jedna o neolignany (B)) (Obr. 9).3* Je véak mozné se vSak setkat i s dal§imi
definicemi pojm0 lignan a neolignan, kde napfiklad lignany byly povazovéany za
produkty dimerizace dvou molekul cinnamylalkoholu a jako neolignany se oznacovaly
latky vzniklé dimerizaci dvou molekul allyl- a propenylfenold.?* Kratce po zvefejnéni
tohoto terminu, okolo roku 1940, bylo navrzeno definovat lignany jako vesSkeré
pfirodni  latky, které vznikly dimerizaci dvou p-hydroxyfenylpropenovych
podjednotek.®® Dnes se vsak tato definice ukazuje jako zcela nedostacujici. Spolu
s lignany a neolignany se vétSinou v rostlinach vyskytuji také norlignany, 16-ti ¢i 17-
tiuhlikaté latky obsahujici C6-C5-C6 kostru (C), tedy dva fenoly spojené 5-ti uhlikatym
fetézcem?3:37  a oxyneolignany (D), vznikajici propojenim fenylpropanoidovych
podjednotek pfes atom kysliku.3® Obecné jsou tedy tyto latky povazovany za dimery

zakladnich fenylpropanoidl, ale je mozné se setkat i s trimery &i tetramery.®®
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Obr. 9. Priklady koster lignanu (A), neolignanu (B), norlignanu (C) a oxyneolignanu (D).3*3¢

Lignany a neolignany se hojné nachazi zejména v jadrovém dreveé jehli¢nand,
na coz také poukazuje jejich nazev (z latinského lignum = drevo).#? Nalézt je vSak

samoziejmé muzeme napfi¢ celou rostlinnou fisi, tedy i v bylinach ¢i fasach.

2.3.1.Biosyntéza

Pri biosyntéze lignanl a neolignand se nejvyznamnéji uplatiuje Sikimatova draha, coz
je sled metabolickych déjl probihajicich v houbéach, bakteriich a rostlinach za ucelem
tvorby prekurzorl aromatickych aminokyselin (Obr. 10).*" Na rozdil od bakterii,
vyuzivajicich tuto drahu zejména pro syntézu aminokyselin, ma pro vys$$i rostliny
Sikimatova draha daleko rozsahlejsi vyznam, a to pravé diky syntéze prekurzoru valné
vétSiny sekundarnich metabolitd obsahujicich aromaticky kruh. Takto vznikaji
napfiklad kyselina salicylova, alkaloidy, flavonoidy a samoziejmé také lignany C¢i
neolignany.*' Zatimco regulace prabéhu reakci této drahy je u bakterii zavisla pouze
na koncentracich aromatickych kyselin, u vysSich rostlin jsou mechanismy regulace
zavislé hlavné na okolnich vlivech a stresovych faktorech.*'-43

Rostliny s bakteriemi v8ak sdili mnohé detaily tykajici se Sikimatové drahy,
zejména strukturu enzym(.4' Na rozdil od hub, vyuzivajicich komplexni polyfunkéni
enzymy, rostliny i bakterie vyuzivaji monofunkéni enzymy. Pokud spojime tento fakt
s poznatkem, ze Sikimatova draha v rostlinach probih& hlavné v plastidech, dojdeme
k zavéru, ze zde muzeme aplikovat endosymbiotickou hypotézu. Geny pro enzymy

podilejici se na této draze tedy pravdépodobné maji prokaryoticky ptvod.*
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Do Sikimatové drahy vstupuje molekula fosfoenolpyruvatu a erythrosa 4-
fosfatu, které nasledné kondenzuji za tvorby 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-
fosfatu (zkracené DAHP). Néasleduje sled reakci vedoucich k molekule chorismatu,
jednim z meziproduktll je pravé Sikimat, ktery dal nazev této metabolické draze.
Chorisméat je velmi dllezity meziprodukt, protoze mimo biosyntézu p-amino a p-
hydroxy kyselin benzoovych, ze kterych nasledné vznika napriklad kyselina listova,

z néj totiz vznikaji aminokyseliny tyrosin, tryptofan a fenylalanin.*"42
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tryptofan tyrosin fenylalanin

Obr. 10. Zjednodusené schéma Sikimatové drahy. Modifikovano dle ref.!

Fenylalanin slouzi jako prekurzor pro fadu dalSich latek, nezbytnych pro
naslednou syntézu sekundarnich metabolit, jako jsou napfiklad kyselina skoficova, p-
kumarova, ferulova a sinapova, jez vznikaji jiz zminénou fenylpropanoidovou drahou
( Obr. 11).4243
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Obr. 11. Zjednodusené schéma fenylpropanoidové drahy. Modifikovano dle ref.?”3*

Kyselina p-kumarova vznika hydroxylaci kyseliny skoficové a jeji derivaty, ke
kterym patfi mimo jiné pravé kyselina ferulova a sinapova, slouzi jako zakladni
monomery pro naslednou syntézu lignanl a neolignanli. Neolignanové podjednotky
mohou dimerizovat rliznymi zpuUsoby, coz spolu s postsyntetickymi modifikacemi
pfispiva k vysoké strukturni diverzité téchto latek.3

Pfi  dimerizaci nékterych neolignanovych monomerd obsahujicich
hydroxylovou skupinu na uhliku C-9 dochéazi ke glykosylaci vzniklého dimeru. Vznik
téchto konjugati vede ke snizeni biodostupnosti molekul a ke zvyseni jejich
rozpustnosti ve vodé. Takto vzniklé konjugaty pak slouzi jako ,zasobarny*

fenylpropanoidd v rostliné.3”
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2.3.2. Piiklady vybranych neolignanu

2.3.2.1.Neolignany pfitomné v ,nerostlinnych‘ organismech

Ackoliv jsou z hlediska vyskytu neolignan(i rostliny nepopiratelné nejvyznamnéj$im
zastupcem, je nutné poukazat na to, ze mnohé neolignany se vyskytuji i v fisi hub.
Zajem o latky potencialné vyuzitelné v lékarstvi ¢€i v zemédélstvi ve spojitosti
s moznymi odliSnostmi v biosyntéze zplsobenymi prostredim vedly k izolaci napfiklad
neolignanu ophiocerolu (16) ze sladkovodni houby Ophioceras dolichostomum (Obr.
12a).4* Tato mikroskopicka houba, jejiz nepatrny vyskyt byl zaznamenan hlavné
v oblasti Stredni Ameriky, Jizni Asie a Australie, je jednim z mnoha zéastupcu
vieckovytrusych hub*® a mimo zminény neolignan z ni byla izolovana napfiklad i

kyselina kavova (17) a isoamerikanova (18).44
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Obr. 12. (a) Plodnice Ophioceras dolichostomum*® a (b) struktura fenolt izolovanych z této
houby**

Ophiocerol (16), pojmenovan podle organismu, ze kterého byl izolovan, je
opticky aktivni latka, ktera nebyla nikdy dfive izolovana z zadnych rostlin. Strukturné
se jedna o zajimavy dibenzo-1,6-dioxacyklodekanovy skelet, ktery i pfes vysokou

strukturni rozmanitost neolignant nebyl doposud popsan.*4

24



2.3.2.2.Neolignany jako potencialni léCiva

Vyuzivani rostlinnych extrakt(l v lidovém |ékarstvi vedlo a vede ke zvySenému zajmu
o0 izolaci a studium latek nachéazejicich se v rostlinach, a to zejména kvlli zjevnému
potencialu jejich vyuziti v moderni mediciné. Snaha o nalezeni novych biologicky
aktivnich pfirodnich latek je pohanéna také faktem, ze 1éCiva, bézné pouzivana proti
nékterym nemocem, vykazuji zasadni nedostatky jako napfiklad vedlejsi u€inky Ci
vznik rezistence.

Jednim z pfipadd problematickych onemocnéni je Changasova choroba, jez
je zplUsobena parazitickym prvokem Trypanosoma cruzi.*” Benznidazol a nifurtimox,
jedina momentalné vyuzivana l|éCiva k |éEbé této potencialné smrtelné nemoci,
zpUsobuji diky své toxicité pomérné vazné vedlejsi ucinky, jako je hypersenzitivita Ci
travici obtize. %’

V ramci hledani netoxickych prirodnich latek, které by mohly tato Ié€iva
nahradit, byl na trypanocidni aktivitu testovan napfiklad extrakt z listd rostliny
Saururus cernuus. Saururus cernuus je hygrofyticka rostlina (Obr. 13a) zijici
v mokFfadnich oblastech napfi¢ vychodni Amerikou. V lidovém Iékarstvi byla odedavna
vyuzivana zejména pro svoji schopnost |é¢it zanéty prsou a mocovych cest. 4344

Z vice nez 20 znamych latek lignanového typu, produkovanych rostlinou
S. cernus*®, byly izolovany tfi neolignany s dibenzylbutanovym skeletem, které byly

testovany na ucinnost proti T. cruzi.*®
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Obr. 13. (a) Reprezentativni obrazek Saururus cernuus®® a (b) neolignany izolované z této
rostliny: threo-austrobailignan (19), threo-austrobailignan-6 (20) a threo-dihydroguaiaretova
kyselina (21).4°

Z téchto tfi latek byly v ramci trypanocidni aktivity u¢inné pouze latky 20 a 21
a latka 20 jako jedina vykazovala toxicitu.*® Lze se tedy domnivat, Ze pravé pritomnost
methoxylovych a hydroxylovych skupin je zodpovédna za schopnost latek plsobit

negativné na daného parazita.
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Dal§i z nemoci, problematickych ve smyslu dostupnosti [éCiv, je
Alzheimerova choroba. Tato neurodegenerativhi nemoc, vyznacujici se ztratou
kognitivnich schopnosti, suzuje mnoho lidi, nejen pokrocilého véku. Komplikované a
pomérné malo pochopené mechanismy jejiho vzniku jsou hlavnimi viniky toho, ze tato
nemoc je v soucasné dobé nelécitelna. Ackoliv existuji Iéky na zmirnéni priznak( ci
zpomaleni progrese nemoci, snaha Alzheimerovu chorobu vylécit &i zastavit jeji
postup se zatim nesetkava s uspéchem.®'

Jednim z nemoc zpusobujicich proces(, na které je vyzkum IéEebnych metod
cilen, je tvorba proteinovych plakl tvoficich se v mozku.®' V souéasnosti je oxidacni
stres povazovan za jednu z pfi¢in agregace téchto plak(l, jejichz hlavni slozkou je
Spatné poskladany protein Amyloid-B.52 Zde opét prichdzi na fadu patrani po
pfirodnich latkach, které by byly schopné nahradit potencialné $kodliva synteticka
|éCiva.53 Jak jiz bylo zminéno, mnoho SM pusobi jako antioxidanty a mohly by tak
podpofit Ié€bu této choroby. Je vS8ak znamo i nékolik latek, které maji mimo vyborné
antioxidac¢ni vlastnosti také schopnost inhibovat samovolnou tvorbu plakl
zpusobenou agregaci Amyloid-B jednotek®3, coz z nich déld nadéjné adepty pro
bezpeéné Iéky proti Alzheimerové chorobé.

Rubus idaeus, rostlina patfici do €eledi Rosaceae, tvofi drobné plody znamé
jako maliny, které jsou jednim z nejoblibenéjsich a velmi chutnych druhl ovoce.
Obsahuje velké mnozstvi tzv. mikronutrient(.%* Mikronutrienty v této plodiné v podobé
vitamin( a minerald pak pUlsobi blahodarné na odstranéni nasledkll oxidativniho
stresu v organismu.

Z pohledu biologické aktivity byly identifikovany 4 neolignany 22-25 (Obr. 14),
jez se vyskytuji v plodech Rubus idaeus. Latky byly izolovany a nasledné otestovany
na neuroprotektivnhi a Amyloid-B agregaci inhibujici schopnosti. Z téchto 4 izolovanych
neolignant mély latky 22, 23 a 24 vyznamnou inhibi¢ni aktivitu a latky 22, 23 a 25
vykazovaly neuroprotektivni vlastnosti. Jedna se tedy o neolignany potencialné
vyznamné v boji proti tomuto neurodegenerativnimu onemocnéni. Za povSimnuti stoji,
ze vyznamné rozdily v biologické aktivité mlize zplsobit pouhé prostorové usporadani
molekuly. Latky 22 a 24 vykazovaly vyznamnou biologickou aktivitu, zatimco jejich
enantiomery, tedy zrcadlové obracené struktury 23 a 25, byly vyrazné méné biologicky

aktivni.53
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Obr. 14. Neolignany izolované z R. idaeus.5®

2.3.2.3. Quiquesetinerviusin A (26) a latky s podobnou strukturou
Naplni mé bakalarské prace je syntéza latek sdilejicich neolignanovou kostru
quiquesetinerviusinu A (26) a otestovani biologické aktivity téchto latek, proto se
v nasledujici ¢asti budu vénovat pravé neolignaniim s podobnou kostrou.

Quiquesetinerviusin A (26) je rostlinny sekundarni metabolit, strukturné
odvozeny od dehydrodikoniferyl alkoholu (27), coz je derivat koniferyl alkoholu (28),
jednoho z produktl fenylpropanoidové drahy. Jeho struktura byla popsana v roce
2010, kdy byl izolovan ze suSenych nadzemnich ¢asti rostliny Calamus
quiquesetinervius z ¢eledi Arecaceae, po které ziskal sv(j nazev. Spolu s dal$imi
nové objevenymi neolignany izolovanymi z této rostliny, coz jsou latky
quiquesetinerviusid A - E a quiquesetinerviusin A - C, byl neuspésné otestovan na
antioxidaéni aktivitu. Projevil v8ak silné antiinflamaéni vlastnosti v ramci inhibice
produkce oxidu dusného stimulovanou lipopolysacharidy.>®

Dehydrodikoniferyl alkohol (27), tvofici soucast kostry quiquesetinerviusinu
A (26) (Obr. 15), se pfirozené vyskytuje ve vice rostlinnych druzich, izolovan byl
napfiklad z naté Cucurbita moschata®®, nebo zlistd a vétvi Cinnamomum
bejolghota®’.
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Uméle syntetizovany dehydrodikoniferyl alkohol (27) byl uspésné otestovan na
antiobezitni u€inky a na inhibici adipogeneze a lipogeneze. Vysledky naznacuji, ze by

tato latka mohla predstavovat bezpecny pfirodni Ié€k proti obezité. ¢

28

Obr. 15. Struktura quiquesetinerviusinu A (26)*° se zvyraznénou dehydrodikonifery!
alkoholovou kostrou, struktura dehydrodikoniferyl alkoholu (27)%¢ a koniferyl alkoholu (28).

Quiquesetinerviusin A (26) byl poprvé izolovdn ze suchozemské rostliny,
jedna se v$ak o jeden ze sekundarnich metabolitd produkovanych zejména rostlinami
morskymi, konkrétné rostlinnou Posidonia oceanica.®® Tato endemicka moriska trava,
kolonizujici vyhradné pobfezni vody v oblasti Stfedomofi, hraje vyznamnou roli ve
stfedomoiském ekosystému jako zdroj obzivy a ukrytu pro mnohé zivocichy (Obr.
16a). Zbytky odumfielych ¢asti rostlin, tvofici usazeniny na morském dné, obsahuiji
biologicky materidl stary i nékolik stovek let%® (Obr. 16b). Tato loziska tak mohou
slouzit jako archiv organickych molekul, jejichz slozeni mize napovédét mnohé o

zménach zivotniho prostiedi, kterymi rostliny v pribéhu let prochazely.
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Obr. 16. (a) P. oceanica® a (b) prirez usazeninou tvorenou odumrelymi ¢astmi P.
oceanica.®®

Z ethanolového extraktu z listd P. oceanica bylo mimo jiné izolovano pies 20
jednoduchych fenolickych sloucenin, pfiéemz jejich slozeni se mirné liSilo v zavislosti
na lokaci sbéru rostliny.®' Z acetonového extraktu oddenk( P. oceanica byly véetné
quiquesetinerviusinu A (26) izolovany ¢tyfi rizné neolignany, ve dvou pfipadech se
jednalo o nové objevené latky 29 a 30 (Obr. 17).%8

HO HO 0 OH

Obr. 17. Struktura dvou nové objevenych neolignanti izolovanych z P. oceanica.®

Ackoliv byla struktura téchto latek popsana a uréena na zakladé dostupnych
fyzikalné chemickych metod, otestovani jejich biologické aktivity ani absolutni uréeni
stereochemie nebylo provedeno. Nékteré studie naznacuji, ze latky s neolignanovou
kostrou obdobnou quiquesetinerviusinu A (26) by mohly mit zajimavé biologické
vlastnosti®® a praveé to bylo idealnim vychozim bodem pro zpracovani mé bakalarské
prace.
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2.3.3.Pfedchazejici syntéza neolignani v ramci nasi
vyzkumné skupiny

Jednim z prednich zajmu nasi vyzkumné skupiny je syntéza rostlinnych lignan,
neolignant a jejich derivatd. Dlouhodobym cilem je nalezeni cesty k syntéze
benzofuranového skeletu jako vychozi latky pro naslednou syntézu neolignan(i s timto
skeletem. Optimalizaci syntézy benzofuranového skeletu cestou radikalového
couplingu a oxidativniho homocouplingu se vénovala napfiklad Mgr. Zuzana
Barbu$cakova®® (Obr. 18), avSak s nizkym vytéZzkem reakci. Oxidativnim
homocouplingem se déale zabyval Mgr. Daniel Chrenko béhem své doktorské prace,
ktery optimalizoval podminky a vytézek této syntézy zvySil (Obr. 19). Tento

optimalizovany postup jsem ve své praci pouzila.
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Obr. 18. Syntéza benzofuranového skeletu cestou radikalového couplingu katalyzovana
Zelezitym kationtem.®?
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Obr. 19. Optimalizovana syntéza benzofuranového skeletu cestou oxidativniho
homocouplingu.®?

Déale se nase vyzkumna skupina zabyva syntézou prirodnich neolignanu
vykazujicich biologickou aktivitu a jejich derivatl, které jsou na biologickou aktivitu
také nasledné testovany. Jedna se predev$§im o skupinu boehmenanu, coz jsou
neolignany vyskytujici se mimo jiné v rostliné Hibiscus cannabinus vykazujici

cytotoxické vlastnosti.®® Biologicka aktivita boehmenan( byla podnétem pro snahu o
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syntézu téchto latek a jejich pfipadnych derivati. Napfiklad o syntézu boehmanu D
se neuspésné pokusil Bc. Pavol Tuna.®*

Neni nahodou, ze latka, jejiz syntézu jsem si zvolila jako cil mé bakalarské
prace, sdili s boehmany nejen benzofuranovou kostru, ale je jim celkové strukturné
velmi podobna (Obr. 20). Tato podobnost vedla k predpokladu, ze by tato latka a jeji

derivaty taktéz mohly vykazovat biologickou aktivitu.
HO

HO

R

Obecna struktura boehmenant Quiquesetinerviusin A (26)

Obr. 20. Obecna struktura doposud znamych boehmenand® a struktura
quiquesetinerviusinu A (26) s vyzna¢enymi rozdily mezi molekulami.
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3. Vysledky

V této kapitole predstavim postupné dosazené vysledky, které jsem obdrzela
v prubéhu své bakalarské prace, jez budou ve svém kontextu diskutovany v kapitole
4. Diskuse. Zoptimalizované reakéni protokoly, jez slouzi k reprodukovatelné pfipravé
jednotlivych latek pfipravenych v ramci této bakalarské prace, respektive k provedeni
biologickych experimentl provedenych v ramci této bakalarské prace, se nachazi

v kapitole 6. Experimentalni ¢ast.

3.1. Syntéza benzofuranového intermediatu
Vi

Intermediat VI byl pfipraven z vanilinu | prfes Ctyfi intermediaty pomoci standartné

vyuzivané metody vyvinuté v nasi skupiné (Obr. 21).6>6¢

O O
Os_H
Ho? Ao > AcCl HO
(2.0 ekviv) /OD/\)LOH (1,1 ekviv.)
o Piperidin (0,15 ekviv.) T o MeOH, 0°C -> RT, 24h O AN O~
pyridin, 85°C, 8h o)
OH poté RT, 8h " m
z 1 mmol latky I, 75% vytézek z 1 mmol latky Il, 93% vytézek
z 5 mmol latky I, 83% vytézek z 5 mmol latky Il, 98% vytézek
z 34 mmol latky I, 85% vytézek z 34 mmol latky Il, 99% vytézek
o [
HO Ag;0 0 0  o— EtsN.
(0,8 ekviv.) ~ (3,0 ekviv.)
~ O » 0 7 OH
o > toluene/aceton o TBSC']
(¢} =2:1 (VIV), RT, 72h (1,25 ?kvw)
m O DCM, 0°C ->RT
48h
z 1 mmol latky lll, 14% vytézek
z 5 mmol latky lll, 32% vytézek
HO z 34 mmol latky lll, 27% vytézek
- o. [/
0O —
OH DIBAL-H °© 0 S>L
10,0 ekviv. ~ -3
—0 (o) 41, O\ -« ( ) © Z ||n©70, \
si” DCM, -48°C, 90 min (]
0" ak RT, 90 min
Vi ' P 0y
z 1 mmol latky VI, 89% vytézek z 1 mmol latky V, 33% vytézek
z 5 mmol latky VI, 81% vytézek z 5 mmol latky V, 71% vytézek
z 34 mmol latky VI, 96% vytézek z 34 mmol latky V, 87% vytézek

Obr. 21. Priprava benzofuranového skeletu VI dle ve skupiné optimalizovanych podminek
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3.2. Esterifikacni reakce

Pfipraveny intermediat VI byl nasledné podroben radé esterifikaénich reakci s cilem

zavedeni benzoylové, p-methoxybenzoylové a p-hydroxybenzoylové skupiny.

3.2.1.Pfima esterifikace vychazejici z karboxylovych

kyselin

Tabulka 1. Esterifikacni reakce mezi diolem VI a arylkarboxylovymi kyselinami.

HO ArOCO
— ArCO,H =
OH (2,2 equiv) - OCOAr
—q o~ " o< podminky o0 O
©:O«Si/ —° @[ siC
vi ! Vil 07
Radek Ar Podminky Vytézek?
1 4-HO-CgH4CO2H PPh;3 (3,0 ekviv), DIAD (3,0 ekviv), THF, <5%
0°C pak RT, 12h
2 4-HO-C¢H4CO-H PPhs (3,0 ekviv), DIAD (3,0 ekviv), THF, <5%
pW, 300w, 60°C, 30 min,
3 4-HO-C¢H4CO2H  PPhs (3,0 ekviv), DIAD (3,0 ekviv), toluen, <5%
0°C pak RT, 12h
4 4-HO-C¢H4CO2H  PPhs (3,0 ekviv), DIAD (3,0 ekviv), toluen, <5%
pW, 300w, 60°C, 30 min,
5 CeHsCO2H PPhs (3,0 ekviv), DIAD (3,0 ekviv), THF, <5%
0°C pak RT, 12h
6 CeHsCO2H PPhs (3,0 ekviv), DIAD (3,0 ekviv), THF, <5%
pW, 300w, 60°C, 30 min,
7 4-HO-C¢H,CO.H DMAP (1,6 ekviv), EDCI (2,2 ekviv), DCM, <5%
RT, 24h

3 Uréeno dle analyzy spektra '"H NMR surové reakéni smési
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3.2.2.Nepifima esterifikace vychazejici

karboxylovych kyselin

3.2.2.1.Priprava derivatu karboxylovych kyselin

Tabulka 2. Priprava acyl chloridd VIl

Radek

=

W oONOOTUA_A,WN

16

0]

R
OH
OH
OH
OH

OoOMOM
OoOMOM
OoOMOM
OoOMOM
OoOMOM
OoOMOM
OoOMOM
OBn
OBn
OBn
OBn
OMe

3 Uréeno dle analyzy spektra 'H NMR surové reakéni smési

Zz derivatu

Vllla, R = OH
OH podminky ¢/ Villb, R = OCH,
o Vilic, R = OMOM
R VIild, R = OBn
Podminky Produkt Vytézek?
(COCl), (1,2 ekviv), DMF, RT Villa <5%
(COCl); (2,4 ekviv), DMF, RT Villa <5%
(COCl); (2,4 ekviv), DMF, 40°C Vlilla <5%
(COCl)z (2,4 ekviv), CHCly, 40°C Villa <5%
(COCl), (1,2 ekviv), DMF, RT Vilic <5%
(COCl); (2,4 ekviv), DMF, RT Vilic <5%
SOCl; (2,4 ekviv), DMF, RT Vilic <5%
(COCl); (1,2 ekviv), DCM, RT Vilic <5%
(CcOCl), (2,4 ekviv), DCM, RT Vilic <5%
SOCl; (2,4 ekviv), DCM, RT Villc <5%
SOCl; (2,4 ekviv), 80°C Vllic <5%
(CcoCl); (1,2 ekviv), DCM, RT viild <5%
(CcOCl), (2,4 ekviv), DCM, RT viid <5%
SOCl; (2,4 ekviv), DCM, RT viiid <5%
SOCl; (2,4 ekviv), 80°C Viiid 95%
SOCl; (2,4 ekviv), 80°C Viiib 95%
Pfiprava MOM a Bn chranéné karboxylové Kkyseliny nezbytné pro pfipravu

odpovidajiciho acyl chloridu Villc a d (Obr. 22).

NAN

Q 0

0 0" >l
(5,0 ekviv) OH
/©)LOH DIPEA (4,0 ekvi ): * /©)‘\OMOM
0 ekviv) — pMoMo
HO MOMO

Qe

(2 ekviv)

DCM/THF = 1:1 (V/V)

0°C,1h->RT, 24 h IXa IXb

EtOH/H,0 = 9:1 (V/V)
90°C, 24 h
potom
KOH (3.0 ekviv), 95 °C, 4 h

0O

o
BnO IXc (95%)

Obr. 22. Syntéza karboxylovych

MeOH/4M NaCl
RT, 24 h

o

/©)‘\OH
MOMO

IXa (65%)

kyselin IXa a c.
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3.2.2.2.Reakce acyl chloridu s diolem VI a X

Ph—(
(0]
— (0]
(4,4 ekviv) o O)\\Ph
'u, Et3N (6.0 ekviv)

si” DCM, RT, 24h "/,©:O\
_Si
vi 0 I\|< oY Si

Viia (41%)

9 ph—4

©)LCI o]
(4,4 ekviv) ‘ O)Lph
EtsN (6.0 ekviv)

DCM, RT, 24h ©\
X O | o’ I

Xla (53%)

o

Obr. 23. Reakce diolii Vla X s benzoy/ chloridem.

o
HO
= e e
H
OH 3C0” 42 ekviv) _
B o EtsN (6.0 ekviv) o)\\©\
(7] \
—0 ° C[ P DCM, RT, 24h ViIb (62%) OCH;

(0]

o)
cl HSCO—Q—(
H o}
3O (4,2 ekviv) _
EtsN (6.0 ekviv) o»\@\
DCM, RT, 24h XIb (31%) OCH,
X 0 l

Obr. 24. Reakce diolti VI a X s p-methoxybenzoyl chloridem.
o)
o

HO O)LCl BnO
B
0" 4.2 ekviv) _
—d 0~ " O Et;N (6.0 ekviv) o
7

OH
©i DCM, RT, 24h Vilc (60%) Bn
_Si
Vi o7

o
/

Obr. 25. Reakce diol VI s p-benzyloxybenzoyl chloridem.
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3.3. Desilylaéni reakce

TBAF
(1 5 ekviv)

x@{ R

THF RT, 24h

S

v, ,l

7
_Si
0 <
Vlla, R = OMe
Xla, R=H

O
Hsco_o—q

o]

7
o
0’ |'j<

Viib, R = OMe
Xlb, R=H

O
HO—< >—<

SN

,
xvi ©:

O

o)
— o)
o)\\©\
—d © ”u[:::I:O\\

7
C ® II

Xll, R = OMe(21%)
XL, R = H (56%)

TBAF
(1 5 ekviv) O
R THF RT, 24h R

OH
XIVa, R = OMe (64%)
XIVb, R = H (88%)

o
H3CO

TBAF
OCH3; (1 5 ekviv) _\_QY\ OCH3

THF RT, 24h

XVa, R = OMe (59%) OH
XVb, R = H (50%)

O

TBAF
(1 5 ekviv)
XVII (47%)
THF RT, 24h "/,

OH

O
BnOQ—q

oOBh— >
THF, RT, 24h

XVl (60%) OH

Obr. 26. Odstranéni TBS chranici skupiny z latek VI, VII, X, XI a XVI.

(o]
o
TBAF
1,5 ekviv
( ) (0] oBn
‘, O\
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3.4. Odstranéni benzylickych chranicich

skupin pomoci Lewisovych kyselin

Tabulka 3. Netspésné pokusy odchranéni benzylickych skupin pomoci Lewisovych kyselin

O o]
BnO—@—-« HO—@—-«
o o]

— Q o]
O»\Q\ podminky
o OBn > o OH
—d o~ " ~ P —d 0~ (ONG
Viic O,Sli XVI e

_Si
o7
Radek Podminky Ukonéeni reakce  Vytézek?®  Poznamka
1 BCls (3,5 ekviv), DCM, -78°C -> RT, 2h MeOH <5% degradace
2 BCls (3,5 ekviv), DCM, -78°C, 2h H20 <5% degradace
DCM/MeOH
3 BCls (2,5 ekviv), DCM, -78°C -> RT, 1h <5% degradace
=4:1 (V/V)
4 BBrs (2,5 ekviv), DCM, -78°C, 1h NH4Cl <5% degradace

3 Uréeno dle analyzy spektra '"H NMR surové reakéni smési

3.5. Odstranéni benzylickych chranicich

skupin hydrogenaci

O 0

H, (1 atm) o
10% Pd/C o
(20 mol%)
- O»\Q\
MeOH, RT, 24h o OH
—0 (¢} ©i ~ _
) O,Sll

XVI (74%

Vilc

Obr. 27. Hydrogenacni odstranéni benzylickych skupin na Vllc vedouci i k redukci olefinu
v ramci molekuly.
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3.6. Biologické testovani vybranych latek na

jejich anthelmintickou aktivitu

Chitinasovy test je zalozen na méreni intenzity signalu fluorescence vznikajiciho pfi
zpracovani fluorogenniho substratu 4-methylumbelliferyl B-D-N,N',N"-
triacetylchitotriosidu chitinasou. Chitinasa je enzym tvofici se pfi lihnuti embryi ¢erv(.
Obsah chitinasy v jamkach byl tedy pfimo umérny reprodukéni kapacité populace v
dané jamce. Antihelmintické vlastnosti testovanych latek by vyvoj, a tedy i reprodukci
¢ervu tlumily, coz by se projevilo jako nizky obsah chitinasy, a tedy i jako nizka
intenzita fluorescence. Je vSak patrné (Obr. 28), ze zadna z pfipravenych latek

vyrazné neovlivnila vyvoj ¢ervu, a tedy ani miru produkce chitinasy.
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Intenzita signalu vztazena k negativni kontrole DMSO

ECl mC2

Obr. 28. Procentualni intenzita fluorescence vztazena k negativni kontrole (DMSO)
zplisobena chitinasovou aktivitou mérenou v populacich C. elegans, na kterych byly
testovany pripravené latky. Latky véetné negativni kontroly byly testovany o koncentracich
C1 =50 umol/l (ivermektin o koncentraci 1 umol/l) a C2 = 5 umol/l (ivermektin o koncentraci
0,1 umol/l). Jedna se o prumér ze dvou experimentd.

Testované latky byly oznacéeny alternativnim kédem, ktery jim byl pfidélen v
ramci biologického testovani (Obr. 29).
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Obr. 29. Struktury testovanych latek a jejich znaceni v ramci testu (LXX, kde XX je celé
prirozené ¢&islo).

39



4. Diskuse

Pfiprava cilové pfirodni latky, quiquesetinerviusinu A (26)°° byla zaloZena na
pfedchazejicich studiich na obdobnych strukturnich modelech provadénych v nasi

vyzkumné skupiné v uplynulych 10 letech.34.62,65-67

pZ O

dvakrat OH

Obr. 30. Retrosyntéza quiquesetinerviusinu A (26).

Cilovy pfirodni produkt 26 tak lze retrosynteticky velmi elegantné rozpojit
pomoci dvou retro-esterifikacnich reakci na diol XIl a dva benzoylové zbytky, diol XII
pak lze lehce vystopovat ke koniferyl alkoholu. Dimerizaci koniferyl alkoholu
v rostlinach vznika kyzeny dimer, benzofuranovy intermediat XIl. Tato reakce, jez je
obecné katalyzovana pomoci peroxidaz, se bohuzel ukazuje jako neefektivni
z pohledu preparativni pfipravy, a to at jiz pfi pouziti enzymatickych systému®2:68 tak
i v pfipadé kovy-mediovanych radikdlovych coupling(i®26568 Bylo tedy vyuzito
derivatu koniferyl alkoholu ve vy$8im oxidaénim stavu, jez umozfiuje snazsi oxidaci
na radikal vhodny k dimerizaéni reakci latky Il (Obr. 21).62:68

Priprava esteru lll byla jiz v nasi skupiné nékolikrat popsana, a tedy jeji
pfiprava podle dostupnych reakénich protokolld nebyla pfrilis obtizna.3* Nasledné jsem
pfistoupila k dimerizaci esteru Il za pomoci strfibrnych iontd (Ag-0) dle
optimalizovaného protokolu, jenz vyvinul v ramci své doktorské prace Mgr. Chrenko
(Obr. 21).%5 VSechny reakéni kroky probihaly bez vétSich problém( a mohly byt
provedeny v nékolika riznych navazkach ¢itajicich od stovky miligram( az do cca 5g
substratu. Podle postupl vyvinutych Mgr. Chrenkem jsem tak byla schopna pfipravit
cilovou latku VI v multigramovém (celkové ~10 g) mnozstvi.

Paklize rozepisi tuto sekvenci ponékud vice podrobnéji pak mohu pouze
konstatovat, ze fenolicka skupina v pfipraveném dimeru IV byla ochranéna ve formé
TBS etheru (latka V) a obé esterové funkéni skupiny byly zredukovany pomoci DIBAL-

H na odpovidajici alkoholy, ¢imz daly vniknout klicovému intermediatu VI.
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4.1. Syntéza esterifikovanych derivatu
pochazejicich z diolu VI a X — kliCovy krok

syntézy

Kdyz jsem méla v ruce klicovy intermediat IV, tak jsem mohla pristoupit k esterifikaci
obou volnych hydroxylovych skupin. Z tohoto pohledu bylo vice nez klicové, abychom
vyuzili takovych reakénich podminek, které (a) umozni prevedeni obou diol(l na estery
a (b) zarovenn neumozni moznou kompetitivni esterifikaci fenolické skupiny (Obr. 31).
Z tohoto duvody bylo vyuzito intermediatu VI opatireného TBS-chranici skupinou jako
vychoziho substratu. Alternativhé jsem pozdéji pouzila i diol X, ktery jsem v$ak
nepfipravovala. Tato latka mi byla predana k dalS§imu zpracovani Mgr. D. Chrenkem.
Cilem vyuziti tohoto analoga diolu VI (dvé arylové methoxy skupiny jsou nahrazeny
vodikovym atomem), bylo zjistit (a) rozdil v reaktivité (jina elektronova hustota na

jadre)®® vuci esterifikaci a (b) prozkoumat anthelmintickou aktivitu nasledné
pfipravenych latek.

Cl q
g = ~ P

OH Cl

—0 © ""@[O\
7

Si

oY

CI\‘(

0]

Ar

Obr. 31. Schéma zahrnujici dva typy reakci: zelenou znazornéna esterifikacni reakce, jeZ by
vedla k instalaci obou klic¢ovych esterovych funkcnich skupin u cilové prirodni latky, a
¢ervenou barvou znazornény typ interakce, které mélo byt zamezeno.

Nejprve jsem se zaméfila na pfimou esterifikaéni reakci vybranych

arylkarboxylovych kyselin s diolem VI (

Tabulka 1) pomoci Mitsunobu reakce (fadky 1-6).7° Rlzné reakéni podminky byly
vyzkouseny, a to vcetné raznych karboxylovych sloucenin, ale bohuzel v zadném
pfipadé nebyla pozorovana formace produktu VII. Zpoc€atku jsme si mysleli, ze je toto
zpusobeno malou reaktivitou in situ generovaného karboxylatu vuci aktivovanému
alkoholu. Kiniciaci reakce tedy byly vyuzity termicky modifikované podminky

zalozené na pouziti mikrovinného zareni.”"-”2 Bohuzel i za téchto podminek (fadky 2,
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4, a 6) nebyl cilovy produkt detekovan. Piedpokladame, ze toto by mohlo byt
zpusobeno nizsi reaktivitou aktivovanych alkoholll, jez za danych podminek s velkou
pravdépodobnosti odmitaji v dané reakéni smési podléhat reakcim s pritomnou
karboxylovou kyselinou z ddvodu nizsi reaktivity (nizsi parcialni naboj na atomu uhliku
aktivovaného alkoholu).

Z tohoto dlivodu jsme se tedy rozhodli prejit na aktivaci karboxylové kyseliny
a takto aktivovany komplex nasledné ponechat reagovat s alkoholy. Reakce diolu VI
s odpovidajici karboxylovou kyselinou v pfitomnosti EDCI bohuzel také nevedla
k tvorbé o¢ekavaného produktu (fadek 7). Pfedpokladame, Ze tento stav byl zplsoben
nedostate¢nou nukleofilicitou generovanych alkoholll vic¢i aktivované karboxylové
kyseliné. Z tohoto dlivodu jsme se tedy zaméfili na pripravu jesté vice aktivovanych
karboxylovych kyselin (
Tabulka 2). Z experimentéalniho pohledu se nam povedlo pfipravit k pouziti, mimo
komeréné dostupného benzoyl chloridu dalSi dva acyl chloridy VIII (
Tabulka 2). Bohuzel se ukazalo, ze ne vSechny chranici skupiny, jez jsme pouzivali
na volnou fenolickou funkéni skupinu (pfima reakce nefungovala také), byly stabilni
za zvolenych reakénich podminek. Pouze v pfipadé benzylické (odpovidajici acyl
chlorid — Vllle) a methoxy (VIlIb) skupiny mohly byt cilové acyl chloridy VIllb a ¢
pfipraveny, a to dokonce v 95% vytézku. Myslime si, ze v ostatnich pripadech doslo
k proteolyze chranicich skupin, resp. k degradaci vytvofeného acyl chloridu.

Pripravené acyl chloridy byly nasledné ponechany reagovat s pfipravenym
diolem VI a také s diolem X, ktery pfipravil Mgr. Chrenko v rdmci své doktorské
prace.®®> Nejprve jsem se zaméfila na rekce diold VI a X s komerénim benzoyl
chloridem (Obr. 23). Ukazalo se, ze v tomto pfipadé staci pouzit standartni protokol
(pouziti baze Et3N v DCM jako rozpous$tédle) a cilové produkty Vlla a Xla mohly byt
izolovany v dobrém vytézku a excelentni Cistoté&. Obdobné pak reagovaly dioly VI a X
se zbyvajicima dvéma acyl chloridy (Obr. 24 a Obr. 25). | v téchto pfipadech byly

cilové produkty izolovany v dobrych az velmi dobrych vytézcich a vysoké Cistoté.
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4.2. Deprotekce chranicich skupin

V dal$im kroku jsem pak mohla pfistoupit k pfipravé derivatd quiquesetinerviusinu A
(26) ze silylovanych prekurzorl VI, VII, X, XI a XVI. (Obr. 26). Cilem téchto reakci
bylo pfipravit derivaty, jez se od cilového quiquesetinerviusinu A (26) budou lisit (a)
substituci na aromatickém kruhu (pfitomnost vodikového atomu misto methoxy
skupiny) a (b) jinym typem esterové funkéni skupiny (benzylova, p-methoxybenzylova
misto hydroxy skupiny) (Obr. 32). Reakce probihaly dle oéekavani a cilové produkty

byly ziskany v dobrych vytézcich a chemické Cistoté.

Obr. 32. Mista zakladniho skeletu odvozeného od quiquesetinerviusinu A (26), jeZ byla
podrobena modifikaci.

Abychom nasledné ziskali navrzenou strukturu quiquesetinerviusinu A (26),
tak jiz pouze stacilo u latky Vllc odstranit dvé benzylové chranici skupiny a jednu
zamérem bylo odstranit nejprve obé benzylické skupiny pomoci Lewisovych kyselin.”3
Timto postupem jsme kyzenych vysledk(l nedosahli, nebot pfi pouziti standartnich
protokolt’* dochéazelo pouze k degradaci vychozi latky (Tabulka 3). Alternativné jsem
tedy vyzkous$ela hydrogenaéni postup, ackoliv tento postup skytal skryté nebezpedi
redukce nasobné vazby styrénového typu. Nase obava, ktera tento postup v prvnim
kole vyradila jako mozny postup pfi feSeni tohoto problému, se bohuzel potvrdila a
vychozi dibenzylicky produkt Vllc byl pfi hydrogenaéni debenzylaci nejenom
konvertovan na ocekavany p-hydroxybenzoylovany adukt, ale bohuzel také
hydrogenovan na styrylické nasobné vazbé. Cilovy silylovany adukt XVI tak poté
v pfitomnosti TBAF poskytl ne o€ekavany quiquesetinerviusin A (26), ale pouze jeho
dihydro derivat XVIl. Z nedostatku ¢asu a nedostatku vychozi latky Vllc jsem pak
nemohla testovat dalSi reakéni podminky, jez by umoznily pfipravit pfimo
quiquesetinerviusin A. Ale i tak jsem méla dostatecné mnozstvi latek, jez jsem

nasledné mohla testovat na jejich anthelmintickou aktivitu.
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4.3. Biologické testovani

Testovani antihelmintické aktivity vybranych latek (Obr. 29Chyba! Nenalezen zdroj
odkazu.) bylo provedeno na wild-type linii Caenorhabditis elegans N2. Pfipravené
latky byly testovany v koncentracich 50 ymol/l a 5 pmol/l. Jako negativni kontrola byl
pouzit DMSO, jako pozitivni kontrola byl pouzit ivermektin. Testovani probéhlo pod
odbornym dohledem Mgr. Aleny Kadlecové, PhD. Bohuzel ani jedna z testovanych
latek nevykazovala antihelmintickou aktivitu. Je v8ak mozné, ze budouci testy odhali
jiny druh pfinosné biologické aktivity.

Vizudlni hodnoceni cerva podle kritérii uvedenych v kapitole 6.5.3 neodhalilo
vyraznou antihelmintickou aktivitu zadné =z testovanych latek. VS8echny jamky
s testovanymi latkami byly hodnoceny jako ,populace je v poradku“. Pro objektivni

vysledky byl proveden chitinasovy test.
4.3.1.Vyhodnoceni chitinasového testu

Chitinasovy test je zalozen na méreni intenzity signalu fluorescence vznikajiciho pfi
zpracovani fluorogenniho substratu 4-methylumbelliferyl B-D-N,N',N"-
triacetylchitotriosidu chitinasou. Chitinasa je enzym tvofici se pfi lihnuti Cervich
embryi z vajicek. Obsah chitinasy v jamkach byl tedy pfimo umérny reprodukéni
kapacité, a tedy i zivotaschopnosti populace v dané jamce. Antihelmintické vlastnosti
testovanych latek by vyvoj ¢ervili tlumily, coz by se projevilo jako nizky obsah chitinasy
a tedy i jako nizka intenzita fluorescence. Je v$8ak patrné (Obr. 28), ze zadna
z pfipravenych latek vyrazné neovlivnila vyvoj Cervl, a tedy ani miru produkce

chitinasy.
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5. Zaver

V této praci jsem se zabyvala syntézou neolignanu quiquesetinerviusinu A,
nachéazejiciho se mimo jiné v rostliné Posidonia oceanica, a jeho derivatu.
V teoretické €asti jsem se pak zaméfila na sekundarni metabolity, a to zejména na
metabolity fenylpropanoidového typu a neolignany, dale jsem se vénovala vyskytu
sekundarnich metabolit(i ve vodnich rostlinach.

Bé&hem prace na syntéze cilové latky jsem vyuzila optimalizovany oxidativni
coupling pro syntézu benzofuranového intermediatu, coz mi oproti predchozim
pokuslim o syntézu podobnych latek vyrazné usnadnilo praci. Dale jsem
optimalizovala protekci a naslednou chloraci kyseliny 4-hydroxybenzoové tak, aby
mohla byt pouzita pfi esterifikaci.

Ackoliv se mi nepodafilo syntetizovat pfimo quiquesetinerviusin A, dostala
jsem se k této latce velmi blizko, a to strukturou liSici se od plvodniho cile pfitomnosti
pouhych dvou vodikovych atomu, tedy dihydrogen quiquesetinerviusinem A. Kritickym
bodem syntézy byla deprotekce benzylové protekéni skupiny, pfi niz dochazelo
k nasyceni dvojné vazby. Tento krok ale mlze byt v budoucnu jesté optimalizovan,
nebot ve své praci jsem pouzivala pouze standartni Lewisovy kyseliny, jez se
v kontextu mych substratll ukazaly jako velmi reaktivni.

Kromé této latky jsem pfipravila i fadu strukturné obdobnych derivat( této latky
a nasledné jsem pfipravené derivaty otestovala na antihelmintickou aktivitu. Ani jedna
z testovanych latek vyraznou antihelmintickou aktivitu nevykazovala. Pfiprava téchto
latek a pfirazeni jejich struktur k NMR a HRMS spektrdim v budoucnu usnadni
identifikaci organickych molekul pfitomnych v raselinovych loziskach tvorenych
hlavné odumrielymi rostlinami P. oceanica, ve kterych se tyto latky mohou pfirozené
nachazet. To mlze prispét k celkovému pochopeni vlivu zmén klimatu na produkci

sekundarnich metabolit(i v pribéhu ¢asu.
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6. Experimentalni ¢ast

6.1. Obecné informace

Veskeré reakce byly provadény, paklize neni uvedeno jinak, v bezvodém prostredi.
Aparatury byly zihany plamenem pod pozitivnim tlakem inertniho plynu (argon).
Veskera rozpoustédla pouzita pro reakce byla, jestli neni uvedeno jinak, zbavena
pfitomné vlihkosti 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. Pri
déleni sloupcovou chromatografii bylo pouzito postupného gradientu, kdy polarnégjsi
frakce mobilni faze byla skokové pfidavana do mobilni faze (napfiklad 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 odpafeny na rotacni vakuové
odparce (RVO).

K méfeni NMR spekter byl pouzit spektrometr JEOL ECA400Il pracujici pfi
frekvenci 399.78 MHz ('H) a 100.53 MHz ('3C). Méfeni byla provadéna za laboratorni
teploty, pficemz vzorky byly rozpustény a nasledné méfeny v jednom z nasledujicich
rozpoustédel, CDCIls nebo aceton-ds. Chemické posuny zbytkového signalu
nedeuterovaného, resp. ne zcela deuterovaného rozpoustédla slouzily ke kalibraci
meérenych '"H NMR spekter. Chemicky posun zbytkového nedeuterovaného resp.
castecné nedeuterovaného rozpoustédela v daném rozpoustédle je CDCls (7.27 ppm).
Ve spektrech '3C bylo vyuzito ke kalibraci charakteristického signalu atomu '3C
substituovaného atomem vodiku 2H. Chemické posuny jsou néasledujici: CDCls (77.23
ppm, prostfedni signal) a aceton-d (29.84). Finalni produkty byly purifikovany pomoci
kolonové chromatografie na silikagelu (viz vyse).

Méreni hmotnostnich spekter bylo realizovano na pfistroji znacky Waters (Q-
TOF MICRO). Elementarni analyzy byly provedeny na pfistroji EA1112 Flash analyser
(Thermo-Finnigan). Prabéh reakci byl monitorovan pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC) na silikagelu. Pro tento typ operace byly pouzity aluminiové
desky pokryté silikagelem 60 SIL G/UV254 s fluorescentnim indikatorem (Machery-
Nagel). Jednotlivé slouceniny pfitomné v reakéni smési byly dale vizualizovany

pomoci vizualiza¢nich roztoku.
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6.1.1.Vizualiza€ni roztoky pro TLC

Metody pfipravy:
a) Zasadity roztok KMnOy4 byl pfipraven 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 H>SO..
c) Hannesian(iv vizualizaéni roztok byl pfipraven rozpusténim 12 g kyseliny

fosfomolybdenové v 250 mL ethanolu.

6.2. Syntéza vychoziho benzofuranového

skeletu

6.2.1.Syntéza kyseliny trans-ferulové (ll)

O O

O H
o™ Hon Q

(2,0 ekviv) /OWOH
. . . . >
O/ piperidin (0,15 ekviv.) HO

pyridin, 85°C, 8h
OH I poté RT, 8h 11 (85 %)

Byl pfipraven roztok vanilinu | (5,13 g, 33,7 mmol, 1 ekviv.) a malonové kyseliny
(5,27 g, 50.6 mmol, 1,5 ekviv) v pyridinu (10 mL, 3,5M). Roztok byl michan pfi
pokojové teploté po dobu 5 minut. Nasledné byl pfidan piperidin (0,58 mL, 5,1 mmol,
0,15 ekviv) a vysledny roztok byl michan pfi 85 °C po dobu 8 h a pfi pokojové teploté
po dalSich 8 h. Reakéni smés byla vylita do ledové lazné a okyselena na pH = 3
pomoci 2,0 M aq. HCI. Vodni faze byla extrahovana pomoci EtOAc (3x250 mL) a
spojené organické extrakty byly odparfeny na RVO za vzniku surového produktu Il
(5,56 g, 85 %).

47



6.2.2. Methylace kyseliny trans-ferulové

Q AcCl Q
/OD/\)LOH (1,1 ekviv.) /Owo/
HO MeOH HO

0°C -> RT, 24h
] (99 %)

Kyselina trans-ferulova Il (10 g, 50,5 mmol, 1 ekviv.) byla rozpusténa v methanolu
(252 mL, 0,2M). Reakéni smés byla ochlazena na 0 °C v ledové lazni. Za stélého
chlazeni byl do smési po kapkach pfidavan AcCl (1,0 mL, 56 mmol, 1.1 ekviv).
Reakéni smés byla ponechana ohrfat na RT a reagovat 24 h. Poté bylo provedeno
kontrolni TLC (PE:EtOAc = 1:1, PMA) a reakce byla ukonena odpafenim
rozpoustédla pomoci RVO. Odparek byl €istén pomoci sloupcové chromatografie
(SiO2; petroleum ether/EtOAc, 4:1 — 2:1 — 1:1) a poskytl ester 1ll (10,0 g, 99 %; E/Z,
>95:1).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) 8 (ppm): 7.60 (d, J = 16.0 Hz, 1 H), 7.03 (ddd, J =
16.2,7.9,1.9 Hz, 2 H), 6.90 (d, J=8.2 Hz, 1 H), 6.27 (d, J= 15.9 Hz, 1 H), 6.15-5.98
(m, 1 H), 3.89 (s, 3 H), 3.78 (s, 3 H).

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 167.92, 148.10, 146.89, 145.11, 126.98,
123.13, 115.15, 114.87, 109.48, 56.00, 51.74.

MS (ESI), m/z (%): 209 [M + H]*.

HRMS (ESI) vypoc€itano pro C11H1304 [M + H]*: 209.0814, nalezeno 209.0815.

6.2.3. Oxidativni coupling latky il

o. [/
HO Ag,0 o 0 o—
(0,8 ekviv.) ~
\O 4 O\ > 0 Z Hnn OH
toluen/aceton o

o) = 2:1 (V/V), RT, 72h
n 0 V(@27 %)
K methyl ferulatu Il (10 g, 48 mmol, 1 ekviv.) byla pfidana za stalého michani smés
toluenu (200 mL, 0,5M) a acetonu (96 mL, 0,5M). Banka byla obalena hlinikovou félii
a ke smési byl pfidan Ag-O (8,87 g, 38,4 mmol, 0,8 ekviv). Smés byla michana za
nepristupu svétla za RT po dobu 72 h. Reakce byla ukoncena filtraci pres Celite®.
Filtraéni kola¢ byl promyt pomoci acetonu (3x250 mL) a spojené organické vrstvy byly

promyty pomoci vody (100 mL) a solanky (100 mL), suseny nad MgSO4 a odpareny
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na RVO. Vysledny surovy produkt byl €i§tén pomoci sloupcové chromatografie (SiOz;
petroleum ether/EtOAc, 4.1 — 2:1) a poskytl dimer IV (2,69 g, 27 %; trans/cis = >95:1).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 3.50 (s, 3H), 3.94 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H),
4.02 (s, 3 H), 4.04 (s, 3H), 5.06 (s, 2 H), 6.41 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 8.4
Hz, 1H), 7.23 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1H), 7.56 (d, J = 1.7 Hz,
1H), 7.76 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.80 (s, 1 H).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 51.2, 52.4, 54.2, 56.4, 58.9, 92.7, 110.0,
111.5, 111.6, 114.5, 115.6, 116.2, 121.2, 122.9, 128.1, 131.2, 143.3, 146.4, 146.6,
148.9, 149.9, 160.4, 167.5, 167.9.

MS (ESI) m/z (%): 415 [M+H]* (100).

HRMS (ESI) vypocitano pro Cz2H230s [M+H]*: 415.1387, nalezeno 415.1391.

6.2.4.Ochranéni hydroxylové skupiny latky IV

Et;N
o— 3
(3 0 ekviv.)

TBSCI lm
(1,25 ekviv.)
DCM, 0°C ->RT
48h V (35 %)

Latka IV (10 g, 23,9 mmol, 1 ekviv) byla rozpusténa v DCM (119 mL, 0,2M) a smés
byla ochlazena na 0 °C. Byl pfidan TEA (1,1 mL, 71,7 mmol. 3 ekviv) a po 5 minutach
byl pfidan TBSCI (5,23 mL, 29,9 mmol, 1,25 ekviv). Po 15 minutach byla reakéni smés
ohrata na pokojovou teplotu a michana po dobu 48 h. Reakce byla ukon¢ena pfidanim
50 mL nasyceného roztoku NaCl a smés byla extrahovana do DCM (3x50 mL).
Organicka faze byla promyta 25 mL nasyceného roztoku NaCl a nasledné vysusSena
nad Na>SO4. Rozpoustédlo bylo odstranéno pomoci RVO a odparek byl purifikovan
pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 4:1 -> 2:1), ktera poskytla
produkt V (4,41 g, 35 %).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 0.13 (s, 6H), 0.96 (s, 9H), 3.81 (s, 3H),
3.84 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 4.35 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.14 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 6.33 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 6.92 (dd, J = 12.0, 2.5 Hz, 1H), 6.95 (s, 2H), 7.03 (d,
J=1.6 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 16.0
Hz, 1H).
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3C NMR (125 MHz, Chloroform-d) & (ppm): -4.5, 19.1, 25.8, 53.1, 55.6, 56.2, 56.3,
56.4, 87.4, 109.8, 112.3, 115.8, 116.5, 118.1, 118.9, 125.8, 128.8, 133.8, 144.9,
146.9, 150.1, 150.1, 167.8, 170.9.

6.2.5. Redukce latky V

\ 0
o HO
= DIBAL-H =
OH (10,0 ekviv.) _ OH
. o DCM, -78°C, 90 min . o
‘, ~N ’ ’ i N
-0 0 _ pak RT, 60 min —o0 O _
_Si _Si
o7 o7

v VI (96 %)

Roztok latky V (4,41 g, 8,34 mmol, 1 ekviv) v THF (33,4 mL, 0,25M) byl ochlazen na
-78 °C a po kapkach byl do smési pfidan DIBAL (50 mL, 50 mmol, 6 ekviv). Smés byla
za stalého chlazeni michana po dobu 30 minut a po 1 h michani za RT byl opét po
kapkach pfidan DIBAL. Po dal8i hodiné michani za RT byla reakéni smés ochlazena
na -78 °C a reakce byla ukonéena pfidanim 100 mL roztoku Rochelovy soli. Cela smés
byla extrahovana pomoci EtOAc (3x 50 mL) a spojené organické faze byly promyty
pomoci 50 mL nasyceného roztoku NaCl, vysuseny nad MgSOQOy, filtrovany a zahustény
na RVO. Surovy produkt byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (SiOo,
Hex:EtOAc = 2:1 -> 1:1) a poskytl produkt VI (3,78 g, 96 %).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 0.12 (s, 6 H) 0.98 (s, 9 H) 2.84 - 3.05 (m,
2 H) 3.43-3.52 (m, 1 H) 3.71 (s, 3 H) 3.84 (d, J=6.11 Hz, 2 H) 3.89 - 3.91 (m, 3 H)
4.30 (dd, J=5.96, 1.38 Hz, 2 H) 6.12 - 6.26 (m, 1 H) 6.44 - 6.54 (m, 1 H) 6.54 - 6.64
(m,2H)6.69-6.73(m,1H)6.74-6.79 (m, 1 H) 6.81 - 6.84 (m, 1 H).

MS (ESI) m/z (%): 357 [M-H] (100).

HRMS (ESI) vypocitano pro CzoH2106 [M-H]: 357.1333, nalezeno 357.1338.
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6.3. Syntéza derivatu quiquesetinerviusinu A
6.3.1.Syntéza esteru latky VI a kyseliny benzoové

6.3.1.1.Esterifikace intermediatu VI benzoyl chloridem

0
i ~
Ph
HO Cl e}
= - o)
OH (4,4 ekviv) _ O)LPh
" 0o EtzN (6,0 ekviv)
—_— /" ~ 3 ’ ”, O
o © @[ P DCM, RT, 24h -d o ©i ~
_Si 7
o | _Si
vi Vila (41 %) o” |

Intermediat VI (300 mg, 0,628 mmol, 1 ekviv) byl rozpusténa v DCM (3,14 mL, 0,2M)
a do smési byl pfidan benzoyl chlorid (0,31 mL, 2,76 mmol, 4,4 ekviv). Nasledné byl
pfidan TEA (0,53 mL, 3,77 mmol, 6 ekviv). Smés byla michana za RT po dobu 24 h.
Poté byla reakce ukonéena pfidanim 5 mL H>O. Byla provedena extrakce pomoci DCM
(3x 10 mL) a spojené organicka faze byly promyty nasycenym roztokem NaCl (10 mL)
a vysuSeny nad MgSO4. Rozpoustédla byla odparena pomoci RVO a odparek byl
purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 6:1 -> 4:1 -> 2:1)
za vzniku produktu Vlla (0,176 g, 41 %).

'"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 8.10 — 8.07 (m, 2H), 7.96 — 7.93 (m, 2H),
7.59 — 7.54 (m, 2H), 7.46 — 7.39 (m, 4H), 6.99 — 6.97 (m, 1H), 6.92 (d, J = 1.5 Hz,
1H), 6.87 — 6.84 (m, 2H), 6.80 — 6.77 (m, 1H), 6.71 — 6.66 (m, 1H), 6.27 (dt, J= 15.7,
6.5 Hz, 1H), 5.59 (d, J=7.3 Hz, 1H), 4.97 (dd, J=6.6, 1.2 Hz, 2H), 4.71 (dd, J=11.2,
5.4 Hz, 1H), 4.54 (dd, J = 11.1, 7.9 Hz, 1H), 3.99 — 3.95 (m, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.70
(s, 3H), 0.98 (s, 9H), 0.12 (s, 6H).

MS (ESI) m/z (%): 680 [M+H]* (100).
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6.3.1.2.0dchranéni TBS skupiny latky Vlla

o) 0
Ph—4 ph—4
0 0
= 8 = L
TBAF
o” Ph (1,5 ekviv) o” Ph
—»
“, OMe “, OMe
ved, O ©i _ THRRT 24n ved, O ©:
Si
oY OH
Vila XIVa (64 %)

Latka Vlla (500 mg, 0,727 mmol, 1 ekviv) byla rozpusténa v THF (7,27 mL, 0,1M). Do
roztoku byl pridan TBAF (1,09 mL, 1,09 mmol, 1,5 ekviv) a reakéni smés byla michana
za RT po dobu 24 h. Poté byla reakce ukon&ena pfidanim 10 mL NH4Cl a extrahovana
pomoci EtOAc (3x 10 mL). Spojené organické faze byly promyty 10 mL nasyceného
roztoku NaCl a vysuSeny nad MgSO4. Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci RVO a
odparek byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 4:1 ->
2:1) za vzniku produktu XIVa (0,264 g, 64 %).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 8.26 — 8.18 (m, 2H), 8.14 — 8.06 (m, 2H),
8.03 — 7.92 (m, 1H), 7.66 — 7.61 (m, 1H), 7.60 — 7.55 (m, 1H), 7.54 — 7.49 (m, 2H),
7.49 —7.43 (m, 3H), 7.13 (d, J=7.9 Hz, 1H), 7.05 (dd, J = 10.1, 2.5 Hz, 1H), 7.00 (d,
J=16.2 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.70 (dd, J = 15.7, 1.3 Hz, 1H), 6.29 (dt, J
= 15.8, 6.5 Hz, 1H), 5.71 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 4.98 (dd, J = 6.6, 1.3 Hz, 2H), 4.75 (dd,
J=11.2,5.2 Hz, 1H), 4.57 (dd, J = 11.2, 8.1 Hz, 1H), 4.00 (ddd, J= 9.6, 7.6, 4.1 Hz,
1H), 3.96 (s, 3H), 3.71 (s, 3H).

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 166.68, 166.52, 164.84, 151.74, 148.47,
144.70, 140.11, 139.69, 134.49, 133.95, 133.73, 133.55, 133.23, 131.03, 130.53,
130.41, 129.88, 129.79, 129.50, 128.76, 128.73, 128.60, 127.42, 123.33, 121.63,
118.46, 115.65, 110.96, 110.27, 88.71, 66.31, 65.89, 56.30, 56.06, 50.99.

MS (ESI) m/z (%): 567 [M+H]* (100).
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6.3.2. Syntéza esteru latky X a kyseliny benzoové

6.3.2.1.Esterifikace intermediatu X benzoyl chloridem

o)
e
Ph
HO ©)LC| 5
— - o)
OH (4aekviv) 5 Mo
o Et;N (6.0 ekviv) )
— DCM, RT, 24h o~ "
oY Si
X l Xla (53 %) 07

Intermediat X (250 mg, 0,606 mmol, 1 ekviv) byl rozpustén v DCM (6,06 mL, 0,1M)
a do smési byl pfidan benzoyl chloid (0,31 mL, 2,67 mmol, 4,4 ekviv). Nasledné byl
pfidan TEA (0,51 mL, 3,64 mmol, 6 ekviv). Smés byla michana za RT po dobu 24 h
a poté byla reakce ukonc€ena pfidanim 5 mL H»O. Byla provedena extrakce pomoci
DCM (3x 10 mL) a spojené organické faze byly promyty nasycenym roztokem NaCl
(10 mL) a vysuseny nad MgSO.. Rozpoustédla byla odpafena pomoci RVO a odparek
byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 15:1 -> 9:1 ->
7:1) za vzniku produktu Xla (0,2 g, 53 %).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): = 7.99 — 7.94 (m, 2H), 7.88 (dd, J = 8.3,
1.3 Hz, 2H), 7.65 — 7.60 (m, 2H), 7.47 — 7.43 (m, 3H), 7.38 (id, J = 7.7, 6.0 Hz, 4H),
7.23 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.75 (s, 1H), 6.72 (d, J = 16.0 Hz,
1H), 6.63 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.35 (dt, J = 15.9, 6.3 Hz, 1H), 5.11 (s, 2H), 4.97 (dd, J
= 6.4, 1.4 Hz, 2H), 0.94 (s, 9H), 0.15 (s, 6H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): = 171.69, 166.49, 164.75, 155.57, 148.32,
134.82, 133.70, 133.28, 133.15, 133.13, 132.31, 132.13, 130.56, 130.43, 130.40,
130.33, 129.92, 129.85, 129.41, 129.35, 129.22, 129.16, 127.31, 124.02, 123.56,
120.01, 69.89, 65.58, 29.92, 25.84, 18.40, -4.24.

MS (ESI) m/z (%): 620 [M+H]* (100).
HRMS (ESI) vypocitano pro CssH4sNOeSi [M+NH4]*: 638.2932, nalezeno 638.2947.
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6.3.2.2.0dchranéni TBS skupiny u latky Xla

0 0
ph—4 ph—4

0 0

= 1 = L

TBAF
o” Ph (1,5 ekviv) o” Ph
—_—_—
sil
o OH
Xla XIVb (88 %)

Latka Xla (196 mg, 0,313 mmol, 1 ekviv) byla rozpusténa v THF (3,13 mL, 0,1M). Do
roztoku byl pfidan TBAF - 3 H-O (125 mg, 0,469 mmol, 1,5 ekviv) a reakéni smés byla
michana za RT po dobu 24 h. Poté byla reakce ukonéena pfidanim 5 mL NH4Cl a
extrahovana pomoci EtOAc (3x 10 mL). Spojené organické faze byly promyty 10 mL
nasyceného roztoku NaCl a vysuSeny nad MgSO.. Rozpoustédla byla odpafena
pomoci RVO a odparek byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie
(SiO2, Hex:EtOAc = 2:1) za vzniku produktu XIVb (0,14 g, 88 %).

'"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 8.09 — 8.06 (m, 2H), 7.96 — 7.93 (m, 2H), 7.56 (q,
J=7.4Hz 2H), 7.47 — 7.41 (m, 4H), 7.37 (s, 1H), 7.30 — 7.27 (m, 1H), 7.26 (d, J = 5.0 Hz,
2H), 6.86 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 6.83 — 6.79 (m, 2H), 6.70 (d, J= 15.8 Hz, 1H), 6.25 (dt, J= 15.9,
6.6 Hz, 1H), 5.55 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 5.12 (s, 1H), 4.96 (d, J= 6.6 Hz, 2H), 4.69 (dd, J= 11.1,
5.5 Hz, 1H), 4.54 (dd, J=11.1, 7.8 Hz, 1H).

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 166.6, 166.5, 160.0, 156.0, 134.3, 133.4,
133.1, 133.1, 130.4, 129.8, 129.8, 128.7, 128.6, 128.5, 127.7, 127.0, 122.9, 121.0,
115.7, 109.9, 88.1, 68.1, 66.3, 65.9, 50.1, 25.7.

MS (ESI) m/z (%): 506 [M+H]* (100).

HRMS (ESI) vypocCitano pro Cs2H3oNOs [M+NH4]*: 524.2068, nalezeno 524.2072.
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6.3.3. Syntéza esteru latky VI a kyseliny p-anisové

6.3.3.1. Priprava p-anisoyl chloridu

OsOH Os_Cl
(COCI), (2 ekviv)

DMF (0,01 ekviv)

Y o
DCM, 40 °C,2h
O\ o\
kyselina
p-anisova VIilb (99 %)

Kyselina p-anisova (1 g, 6,57 mmol, 1 ekviv) byla rozpusténa v DCM (6,57 mL, 1M).

Do roztoku byl za stalého michani pfidan (COCI)2 (1,13 mL, 13,1 mmol, 2 ekviv) a

DMF (5 pL, 0,066 pmol, 0,01 ekviv). Reakéni smés byla po dobu 2 h refluxovana pfi

40 °C a reakce byla ukoncena odparenim rozpoustédla na RVO. Odparek obsahoval

cilovy chlorid VIIIb (1,11 g, 99 %) jez byl pouzit v dal§im reakénim kroku
purifikace.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 8.08 (dd, J = 8.9, 1.9 Hz, 2H), 6.

(m, 2H), 3.90 (s, 3H).

bez dalsi

99 -6.93

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 167.3, 165.5, 134.2, 125.6, 114.4, 55.9.

MS (ESI) m/z (%): 170 [M+H]* (100).

6.3.3.2.Esterifikace intermediatu VI p-anisoyl chloridem

o
Cl

HyCO (4,2 ekviv)

EtsN (6,0 ekviv)
DCM, RT, 24h

. o
"y ~N

Vib (62 %) —© ° @[ &7
07

Latka VI (200 mg, 0,419 mmol, 1 ekviv) byla rozpusténa v DCM (4,19 mL, 0,1M). Do
roztoku byl pfidan TEA (353 uL, 2,51 mmol, 6 ekviv) a poté byl pfidan p-anisoyl chlorid

Villb (303 mg, 1,76 mmol, 4,2 ekviv). Reakéni smé&s byla michana za RT po dobu

24 h. Reakce byla poté ukonéena pfidanim 10 mL (NH)4Cl a byla provedena extrakce

do DCM (3x 10 mL). Spojené organicka faze byly promyty nasycenym roztokem NaCl

(10 mL) a vysuSeny nad MgSO.. Té€kavé slozky byly odstranény pomoci RVO a surovy

produkt byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 6:1 ->

3:1) za vzniku latky VIIb (0,193 g, 62 %).
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'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 8.05 — 8.02 (m, 2H), 7.91 — 7.87 (m, 2H),
7.00 — 6.95 (m, 2H), 6.95 — 6.91 (m, 3H), 6.90 — 6.87 (m, 2H), 6.87 — 6.84 (m, 2H),
6.79 (d, d = 7.9 Hz, 1H), 6.69 — 6.64 (m, 1H), 6.26 (dt, J= 15.8, 6.5 Hz, 1H), 5.57 (d,
J=7.3Hz, 1H), 4.93 (dd, J = 6.6, 1.3 Hz, 2H), 4.68 (dd, J = 11.1, 5.3 Hz, 1H), 4.50
(dd, J=11.1, 8.0 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 0.98
(s, 9H), 0.12 (s, 6H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 166.4, 166.2, 163.7, 163.5, 151.2, 148.5,
145.4, 144.6, 134.3, 133.9, 133.0, 132.5, 131.8, 130.7, 127.9, 122.8, 122.2, 121.6,
121.0, 119.1, 115.5, 114.3, 113.9, 113.8, 113.8, 110.6, 110.3, 89.5, 66.0, 65.6, 56.1,
55.7, 55.6, 55.5, 50.6, 29.8, 25.8, 18.6, -4.5.

MS (ESI) m/z (%): 740 [M+H]* (100).

6.3.3.3.0dchranéni TBS skupiny u latky VIIb
O
O
HsCO
3 —Q—/(o HSCO—O—/{O

TBAF
OCH3 (1,5 ekviv)

_
THF, RT, 24h Med O ©:
XVa (59 %) OH

Latka VIlIb (185 mg, 0,247 mmol, 1 ekviv) byla rozpusténa v THF (2,47 mL, 0,1M). Do
roztoku byl pfidan TBAF (0,371 mL, 0,371 mmol, 1,5 ekviv) a reakéni smés byla

Vilb

michana za RT po dobu 24 h. Poté byla reakce ukonéena pfidanim 5 mL NH4Cl a
extrahovana pomoci EtOAc (3x 10 mL). Spojené organické faze byly promyty 10 mL
nasyceného roztoku NaCl a vysuSeny nad MgSO4. Tékavé slozky byly odstranény
pomoci RVO a surovy produkt byl purifikovdn pomoci sloupcové chromatografie
(SiO2, Hex:EtOAc = 4:1 -> 2:1 -> 1:1) za vzniku latky XVa (0,092 g, 59 %).

'"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 8.05 — 8.02 (m, 2H), 7.90 — 7.86 (m, 2H),
6.97 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 6.95 — 6.85 (m, 9H), 6.67 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 6.30 — 6.24
(m, 1H), 5.61 (s, 1H), 5.57 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 4.93 (dd, J = 6.6, 1.3 Hz, 2H), 4.68
(dd, J = 11.2, 5.4 Hz, 1H), 4.50 (dd, J = 11.1, 7.9 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.87 (s, 3H),
3.85 (s, 3H), 3.79 (s, 3H).

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 166.36, 166.18, 163.72, 163.53, 148.39,
146.79, 145.94, 144.57, 134.28, 132.43, 132.40, 131.84, 130.73, 127.82, 122.76,
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122.13, 121.66, 119.76, 115.48, 114.43, 113.93, 113.91, 113.83, 113.75, 110.65,
108.79, 89.40, 65.91, 65.55, 56.15, 56.01, 55.61, 55.58, 50.66.

MS (ESI) m/z (%): 627 [M+H]* (100).

HRMS (ESI) vypocCitano pro CssHsgsNO1o [M+NH4]*: 644.2490, nalezeno 644.2504.

6.3.4.Syntéza esteru latky X a kyseliny p-anisové

6.3.4.1.Esterifikace intermediatu X p-anisoyl chloridem

o)
o]

Q/U\m H3co—< >—<
HsCO o]

(4,2 ekviv)

e
-

Et3N (6.0 ekviv)
DCM, RT, 24h

Xib (31 %) © ©\ >
o~ |I

Intermediat X (216 mg, 0,524 mmol, 1 ekviv) byl rozpustén v DCM (5,24 mL, 0,1M).
Do roztoku byl pfidan TEA (441 uL, 3,14 mmol, 6 ekviv) a poté byl pfidan p-anisoyl
chlorid VIlIIb (379 mg, 2,2 mmol, 4,2 ekviv). Reakéni smé&s byla michana za RT po
dobu 24 h. Reakce byla poté ukoncena pridanim 10 mL (NH)4Cl a byla provedena
extrakce pomoci DCM (3x 10 mL). Spojené organické faze byly promyty 10 mL
nasyceného roztoku NaCl a vysuSeny nad MgSO4. Tékavé slozky byly odstranény
pomoci RVO a surovy produkt byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie
(SiO2, Hex:EtOAc = 100:1 -> 50:1 -> 30:1) za vzniku produktu XlIb (0,112 g, 31 %).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 8.04 — 8.02 (m, 2H), 7.92 — 7.87 (m, 2H),
7.38 —7.35 (m, 1H), 7.28 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H), 7.25 — 7.22 (m, 2H), 6.93 — 6.89
(m, 4H), 6.85 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 6.82 — 6.78 (m, 2H), 6.68 (dd, J= 15.9, 1.4 Hz, 1H),
6.25 (dt, J=15.9, 6.6 Hz, 1H), 5.55 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 4.92 (dd, J = 6.6, 1.3 Hz, 2H),
4.66 (dd, J = 11.0, 5.5 Hz, 1H), 4.51 (dd, J=11.1, 7.8 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.85 (s,
3H), 0.97 (s, 9H), 0.18 (s, 6H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 166.4, 166.2, 163.7, 163.5, 160.0, 156.0,
134.1, 133.6, 133.0, 132.5, 131.8, 129.8, 128.6, 127.4, 127.2, 122.9, 122.8, 122.2,
121.2,120.4,114.3,113.9, 113.7, 109.9, 88.3, 66.1, 65.7, 55.6, 50.2, 32.1, 31.6, 30.4,
30.3, 29.9, 27.0, 25.8, 22.8, 18.3, 14.3, -4.3.

MS (ESI) m/z (%): 680 [M+H]* (100).
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6.3.4.2.0dchrénéni TBS skupiny latky XIb

O
< > /< O
H3CO 5 H3Co_©_<

o o

o»\©\ TBAF
OCHs (1,5 ekviv)
4,
0~ —_—
o THF, RT, 24h
oK

XVb (50 %) ©\OH

Latka X (94 mg, 0,137 mmol, 1 ekviv) byla rozpusténa v THF (1,37 mL, 0,1M). Do
roztoku byl pfidan TBAF - 3 H20 (54,7 mg, 0,205 mmol, 1,5 ekviv) a reakéni smés byla

michana za RT po dobu 24 h. Poté byla reakce ukonéena pfidanim 5 mL NH4Cl a

Xlb

extrahovana pomoci EtOAc (3x 5 mL). Spojené organické faze byly promyty 5 mL
nasyceného roztoku NaCl a vysuSeny nad MgSO,. Tékavé slozky byly odstranény
pomoci RVO a surovy produkt byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie
(SiO2, Hex:EtOAc = 3:1 -> 2:1) za vzniku produktu XVb (0,039 g, 50 %).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 8.03 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 8.8
Hz, 2H), 7.36 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.30 — 7.24 (m, 3H), 6.92 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.90
(d, J=8.1 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.68 (d, J=15.8
Hz, 1H), 6.25 (dt, J= 15.8, 6.5 Hz, 1H), 5.55 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 4.92 (dd, J=6.6, 1.2
Hz, 2H), 4.76 (s, 1H), 4.66 (dd, J=11.0, 5.5 Hz, 1H), 4.51 (dd, J=11.0, 7.8 Hz, 1H),
3.86 (s, 3H), 3.86 (s, 3H).

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 166.4, 166.3, 163.7, 163.5, 160.0, 155.9,
134.1, 133.1, 131.8, 129.8, 128.6, 127.7, 127.1, 122.9, 122.8, 122.1, 121.2, 115.7,
113.9, 113.7, 109.9, 88.1, 66.1, 65.7, 55.6, 55.6, 50.2, 29.8.

MS (ESI) m/z (%): 567 [M+H]* (100).

HRMS (ESI) vypocCitano pro CssH3sNOg [M+NH4]*: 586.2279, nalezeno 584.2282.

6.3.5.0dchranéni TBS skupiny intermediatu VI

HO HO
OH TBAF OH
(1,5 ekviv)
—d o 1, O\ -_—— —d o /", O\
o THF, RT, 24h
0" \K OH
vi X1l (21 %)

Intermediat VI (250 mg, 0,524 mmol, 1 ekviv) byl rozpusténa v THF (5,24 mL, 0,1M).
Do roztoku byl pfidan TBAF (0,23 mL, 0,785 mmol, 1,5 ekviv) a reakéni smés byla

michana za RT po dobu 24 h. Poté byla reakce ukoncena pfidanim 10 mL NH4Cl a
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extrahovana pomoci EtOAc (3x 10 mL). Spojené organické faze byly promyty 20 mL
nasyceného roztoku NaCl a vysuSeny nad MgSO4. Tékavé slozky byly odstranény
pomoci RVO a surovy produkt byl purifikovdn pomoci sloupcové chromatografie
(SiO2, DCM:EtOAc = 1:1 -> 1:2) za vzniku dehydrodikoniferylalkoholu XIl
(0,040 g, 21 %).

'H NMR (500 MHz, Acetone-ds) & (ppm): 7.03 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.97 (t, J = 1.2 Hz,
1H), 6.94 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 6.87 (dd, J = 8.1, 2.0 Hz, 1H), 6.80 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
6.52 (dt, J = 15.9, 1.7 Hz, 1H), 6.24 (dt, J = 15.8, 5.6 Hz, 1H), 5.56 (d, J = 6.5 Hz,
1H), 4.19 (dd, J = 5.6, 1.6 Hz, 2H), 3.95 — 3.82 (m, 2H), 3.85 (s, 3H), 3.81 (s, 3H),
3.53 (q, J = 6.4 Hz, 1H).

3C NMR (126 MHz, Acetone-ds) & (ppm): 148.84, 148.27, 147.13, 145.07, 134.26,
131.82, 130.50, 130.31, 128.23, 119.50, 116.01, 115.60, 111.54, 110.38, 88.45,
69.32, 69.20, 64.39, 63.19, 56.29, 56.18, 54.64.

MS (ESI) m/z (%): 357 [M-H]" (100).

HRMS (ESI) vypoé&itano pro CaoHz210s [M-H]: 357.1333, nalezeno 357.1338.

6.3.6.0dchranéni TBS skupiny intermediatu X

HO HO
OH TBAF OH
(1,5 ekviv)
o0~ —_— 0~ e
©\ & THF, RT, 24h ©\
|
o’| OH
X Xl (56%)

Intermediat X (200 mg, 0,485 mmol, 1 ekviv) byl rozpusténa v THF (4,85 mL, 0,1M).
Do roztoku byl pfidan TBAF (0,22 mL, 0,727 mmol, 1,5 ekviv) a reakéni smés byla
michana za RT po dobu 24 h. Poté byla reakce ukoncena pfidanim 10 mL NH4Cl a
extrahovana pomoci EtOAc (3x 10 mL). Spojené organické faze byly promyty 20 mL
nasyceného roztoku NaCl a vysuSeny nad MgSO4. Tékavé slozky byly odstranény
pomoci RVO a surovy produkt byl purifikovan pomoci sloupcové chromatografie
(SiO2, DCM:MeOH = 19:1 -> 14:1) za vzniku dehydrodikoniferylalkoholu XIllI
(0,081 g, 56 %).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-qd) d (ppm): 7.41 —7.39 (m, 1H), 7.26 — 7.20 (m, 3H),
6.84 — 6.80 (m, 2H), 6.74 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.54 (dt, J= 15.8, 1.7 Hz, 1H), 6.23 (dt,
J=15.8,5.6 Hz, 1H), 5.55 (d, J=6.1 Hz, 1H), 4.21 — 4.18 (m, 2H), 3.88 (dd, J=10.8,
5.6 Hz, 1H), 3.85 - 3.80 (m, 1H), 3.48 (q, J = 6.2 Hz, 1H), 2.86 (d, J = 16.0 Hz, 3H).
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3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 160.5, 158.1, 134.1, 131.0, 130.3, 129.5,
128.2, 128.1, 128.1, 123.5, 116.1, 109.7, 88.0, 64.8, 64.7, 63.4, 63.3, 54.4.

MS (ESI) m/z (%): 297 [M-H] (100).

HRMS (ESI) vypoc&itano pro CigH1704 [M-H]: 297.1121, nalezeno 297.1126.

6.4. Syntéza dihydroquiquesetinerviusinu A
(XVII)

6.4.1.Ochrana OH skupiny kyseliny p-hydroxybenzoové

a priprava jejiho chloridu

6.4.1.1.0chrana OH skupiny kyseliny p-hydroxybenzoové pomoci

benzylbromidu

(@) OH Br :

(2 ekviv)

EtOH/H20 9:1 (VIV)
90°C, 24 h

kyselina potom
4-hydroxybenzoova KOH (3 ekviv),95°C, 4 h

OH

IXc (>95 %)

Kyselina 4-hydroxybenzoova (4 g, 28,9 mmol, 1 ekviv) byla rozpusténa v EtOH
(90 mL, 0,3M) a H2O (10 mL, 3M). Do roztoku byl pfidan KOH (4,87 g, 86,7 mmol, 3
ekviv) a smés byla refluxovana pfi 90 °C po dobu 24 h. Poté bylo do smési pfidano
20 mL 20% roztoku KOH a smés byla refluxovana pfi 95 °C po dobu 4 h. Poté byla
smé&s naredéna 60 mL H.O a okyselena pfidavanim 2M HCI, dokud nevznikla
srazenina. 4-(benzyloxy)benzoova kyselina IXc (6,60 g, 99 %) ve formé bilé srazeniny

byla nasledné odfiltrovana a promyta vodou a hexanem.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 7.47 — 7.40 (m, 2H), 7.04 — 6.99 (m, 2H), 6.99
—6.92 (m, 2H), 6.91 — 6.87 (m, 1H), 6.68 — 6.62 (m, 2H), 4.73 (s, 2H).

13C {1H} NMR (126 MHz, DMSO-ds): 167.0, 162.0, 136.6, 131.4, 128.5, 128.1, 127.9,
123.2, 114.6, 69.5.
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MS (ESI) m/z (%): 228 [M+H]* (100).
HRMS (ESI) vypo&itano pro CisH1s0s [M+NH.]*: 229.0859, nalezeno 229.0861.

6.4.1.2.Chlorace 4-(benzyloxy)benzoové kyseliny

0 socl, 0
(1 ekviv)
/©)kOH . cl
80°C,4h
BnO IXc BnO VIild (68 %)

Ke 4-(benzyloxy)benzoové kyseliné IXc (500 mg, 2,17 mmol, 1 ekviv) byl za RT pfidan
thionyl chlorid (2,17 mL, 1 mol/l). Nasledné byla reakéni smés zahrata na 80 °C a za
této teploty byla ponechana reagovat po dobu 4 h. Poté byla reakce ukoncéena
pfidanim 5 mL H2O a extrahovdna pomoci EtOAc (3x 10 mL). Organicka faze byla
promyta 10 mL nasyceného roztoku NaCl a vysusena nad MgSO4. Tékavé slozky byly
odstranény pomoci RVO a odparek obsahoval produkt VIlId (0,365 g, 68 %) a byl

pouzit v dalSim kroku bez dalSi purifikace.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 8.12 — 8.06 (m, 2H), 7.47 — 7.40 (m, 4H),
7.06 —7.01 (m, 2H), 5.16 (s, 2H).

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 167.3, 164.6, 135.7, 134.2, 128.9, 128.6,
127.7,125.8, 115.2, 70.6.

MS (ESI) m/z (%): 245 [M-H] (100).

6.4.2. Esterifikace intermediatu VI 4-(benzyloxy)benzoyl
chloridem

BnO” 42 ekviv) _ 0
EtaN (6,0 ekviv) O)\\©\08n
DCM, RT, 24h

Viic (60 %) __ 4 o u,,©10\
7

_Si

oY

Intermediat VI (500 mg, 1,05 mmol, 1 ekviv) byl rozpusténa v DCM (10,5 mL, 0,1M).
Do roztoku byl pfidan TEA (0,88 mL, 6,28 mmol, 6 ekviv) a poté byl pfidan 4-
(benzyloxy)benzoyl chlorid VIIId (1,15 g, 4,61 mmol, 4,2 ekviv). Reakéni smés byla
michana za RT po dobu 24 h. Reakce byla poté ukonéena pfidanim 10 mL H-O a byla
provedena extrakce pomoci DCM (3x 10 mL). Organicka faze byla promyta

nasycenym roztokem NaCl a vysuSena nad MgSO4. Tékavé slozky byly odstranény
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pomoci RVO a surova reakéni smés byla purifikovana pomoci sloupcové
chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 10:1 -> 7:1 -> 5:1 -> 2:1) za vzniku cilového
produktu Vlle (0,545 g, 60 %).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 8.04 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 8.9
Hz, 2H), 7.47 — 7.33 (m, 10H), 7.083 — 6.95 (m, 6H), 6.92 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.87 (d,
J=1.3 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.80 (dt, J = 7.8, 0.8 Hz, 1H), 6.67 (d, J =
16.0 Hz, 1H), 6.27 (dt, J = 15.9, 6.5 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 3.3 Hz, 4H), 4.94 (dd, J =
6.6, 1.3 Hz, 2H), 4.69 (dd, J = 11.1, 5.3 Hz, 1H), 4.51 (dd, J=11.1, 7.9 Hz, 1H), 3.97
(dd, J=13.0, 7.6 Hz, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 0.99 (s, 9H), 0.13 (s, 6H).

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 166.37, 166.21, 162.91, 162.74, 151.30,
148.52, 145.42, 144.61, 136.41, 136.34, 134.42, 133.99, 132.03, 131.93, 130.73,
128.91, 128.90, 128.46, 128.44, 127.90, 127.72, 127.70, 123.05, 122.45, 121.64,
121.08, 119.12, 115.56, 114.75, 114.68, 114.59, 110.69, 110.29, 89.48, 70.29, 66.09,
65.65, 60.62, 56.20, 55.59, 50.68, 25.92, 25.89, 18.65, 14.41, -4.44.

MS (ESI) m/z (%): 893 [M+H]* (100).

6.4.3. Odchranéni protekénich skupin latky Vlic
6.4.3.1.0dchranéni benzylové skupiny latky Vllc a hydrogenace dvojné
: (o]
o H, (1 atm) "o (0]
10% Pd/C o
O)\@\ (20 mol%) )k@\
oBn MeOH, RT, 24h > —\_Qfo OH
s o - o,
o’S|' o’sii

Viic XVI (74 %)

vazby

Latka Vlle (113 mg, 0,127 mmol, 1 ekviv) byla rozpusténa v MeOH (2,53 mL, 0,05M)
a k reakéni smési bylo pod argonovou atmosférou pfidan 10% Pd/C (26,9 mg, 25
pmol, 0,2 ekviv). Poté byla argonovéa atmosféra zaménéna za vodikovou (1 atm) a
smés byla ponechana reagovat za RT po dobu 24 h. Reakéni smés byla nasledné
prefiltrovana pfes kfemelinu a promyta pomoci EtOAc (2x 10 mL). Tékavé slozky byly
odstranény pomoci RVO a surova reakéni smés byla purifikovana pomoci sloupcové
chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 1:1) za vzniku produktu XVI (0,067 g, 74%).

V8echen produkt byl pouzit v dal§im kroku.
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0}
(1 5 ekviv)
O O~
THF RT, 24h

XVI XVII (47 %)

Latka XV (56 mg, 78 umol, 1 ekviv) byla rozpusténa v THF (0,78 mL, 0,1M). Do
roztoku byl pfidan TBAF - 3 H-O (37,8 mg, 0,118 mmol, 1,5 ekviv) a reakéni smés byla
michana za RT po dobu 24 h. Poté byla reakce ukonéena pfidanim 5 mL NH4Cl a
extrahovana pomoci EtOAc (3x 5 mL). Spojené organické faze byly promyty 10 mL
nasyceného roztoku NaCl a vysuSeny nad MgSO4. Tékavé slozky byly odstranény
pomoci RVO a surova reakéni smés byla purifikovana pomoci sloupcové
chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 2:1 -> 1:1 -> 1:2, 1% AcOH) za vzniku dihydro
quiquesetinerviusinu A (XVI) (0,022 g, 47 %).

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 7.95 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.81 (d, J = 8.6
Hz, 2H), 6.93 (dd, J = 9.6, 1.7 Hz, 1H), 6.91 (s, 1H), 6.89 — 6.83 (m, 3H), 6.80 (d, J =
8.6 Hz, 2H), 6.71 (s, 1H), 6.68 (s, 1H), 5.51 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 4.65 (dd, J = 11.0,
5.4 Hz, 1H), 4.48 (dd, J = 11.0, 7.9 Hz, 1H), 4.31 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.91 (q, J = 8.8,
8.1 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 2.73 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.06 (p, J = 6.8 Hz,
2H).

3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) d (ppm): 166.40, 165.93, 159.72, 151.15, 146.70,
145.79, 144.27, 135.07, 134.31, 132.59, 132.10, 131.98, 127.47, 125.26, 122.44,
119.81, 116.30, 115.34, 115.31, 114.33, 112.59, 108.89, 66.00, 64.15, 56.10, 56.00,
50.82, 32.36, 30.77, 29.81.

MS (ESI) m/z (%): 602 [M+H]* (100).
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6.5. Biologické testovani

6.5.1.Zakladni informace

Testovani antihelmintické aktivity bylo uskute¢cnéno na wild-type linii C. elegans N2
pochazejicich z Caenorhabditis genetic center. Cervi byli pfed experimentem
kultivovani na Petriho miskach s NGM osazenym bakteriemi E. coli a v prubéhu
experimentu v tekutém S-complete médiu. Bakterie E. coli OP50, pochazejici taktéz
z Caenorhabdis genetic center, byly kultivovany v tekutém LB médiu. VétSina operaci
byla provadéna ve sterilnim prostfedi v horizontalnim laminarnim boxu Aura HZ 72 T
od firmy BIOAIR. Pro centrifugaci suspenzi byly pouzivany centrifugy Jouan BR4i a
Thermofisher. Pfi vékové synchronizaci byla vyuzita tfepacka Mixing Block MB-102.
Pfi pipetovani byl pouzit pipetor Swiftpet a multikanalova pipeta Transferpette S-12.
Pfi vizualnim hodnoceni desek byl pouzit inverzni svételny mikroskop Olympus.
Vyhodnoceni chitinasového testu bylo provedeno pomoci pfistroje Infinite M200 PRO

od firmy Tecan. Pouzité chemikalie byly od firem LachNer, Merck a VWR.

6.5.1.1.Priprava roztokid a médiii

e Promyvaci M9 médium: Roztok byl pfipraven rozpusténim 15 g Na2HPO4 -
12 H20, 3 g KH2PO4, 5 g NaCl, 0,25 g MgSO4 - 7 H20O v ddH20 a nasledné
doplnén ddH20 na objem 1 |. Vysledny roztok byl sterilizovan v autoklavu.

e S-basal médium: Roztok byl pfipraven rozpusténim 59 g NaCl v 50 mL
fosfatového pufru (136 g KH2PO4 v 1 | ddH20, pH 6.0), poté byl pfidan 1 mL
roztoku cholesterolu (5 mg/mL, EtOH) a nasledné bylo doplnéno ddH>O na
objem 1 |. Vysledny roztok byl sterilizovan v autoklavu.

e S-complete médium: Do 1 | pfipraveného S-basal média bylo pfiddno 10 mL
sterilniho citratového pufru, 10 mL sterilniho roztoku stopovych prvkd (1,86 g
Na:EDTA, 0,69 g FeSO4 - 7 H20, 0,20 g MnCl; - 4 H20, 0,29 g ZnSO4 - 7 H20,
0,016 g CuSO4 v 11ddH20), 3 mL sterilniho 1M roztoku CaCl, a 3 mL sterilniho
1M roztoku MgSOQOea.

e NGM agar: Roztok byl pfipraven rozpusténim 1,2 g NaCl, 1 g peptonu a 7,8 g
agaru v ddH>O a nasledné doplnén na objem 400 mL. Déle bylo pfidano 0,4
mL roztoku cholesterolu (5 mg/mL, EtOH) a vysledny roztok byl sterilizovan
v autoklavu. Po sterilizaci bylo pfidano 0,2 mL 1M sterilniho roztoku CaCl,, 0,4

mL 1M sterilniho roztoku MgSO4 a 10 mL sterilniho fosfatového pufru o pH 6.0.
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e LB médium: Roztok byl pfipraven rozpusténim 10 g tryptonu, 5 g kvasnicového
extraktu a 10 g NaCl v ddH2O a bylo doplnéno na objem 1 |. Vysledny roztok
byl sterilizovan v autoklavu.

e Roztok pro vékovou synchronizaci: 10 mL roztoku bylo pfipraveno
smichanim 1,5 mL roztoku 14% NaClO, 0,5 mL 10M NaOH a 8 mL H2O.

e Pufr na chitinasovy test: Zasadity roztok byl pfipraven rozpusténim 40 g
NaOH a 75 g glycinu v H-O a nasledné byl doplnén na objem 1 |. Dale bylo
upraveno pH roztoku na 10,6.

6.5.2. Kultivace a vékova synchronizace C. elegans

Z udrzovaci Petriho misky s NGM osazenym bakteriemi E. coli, na které byla
udrzovana pocetna populace cerva, byl vyriznut ¢tverec média o velikosti zhruba 0,5
cm? a nasledné prenesen na jiz pripravenou ¢erstvou misku s NGM, taktéz osazenym
bakteriemi E. coli. Tato ¢erstva miska byla inkubovana pfi 20 °C po dobu 48 h, béhem
této doby se populace C. elegans rozrostla.

Dale byla pfipravena suspenze bakterii E. coli v S-complete médiu. Do
pfedvazené mikrozkumavky bylo napipetovano 50 mL bakterialni suspenze v LB
médiu a nasledné byla suspenze zcentrifugovana (100 rpm, 15 min). Supernatant byl
odstranén a stény zkumavky byly promyty S-basal médiem. Po vysuSeni peletu byla
zkumavka zvazena a odecétenim plvodni vahy byla ziskdna hmotnost bakterialniho
peletu. Ten byl resuspendovan v S-complete médiu tak, aby vysledna koncentrace
bakterii v roztoku byla 60 mg/mL.

Po inkubaci ¢ervli na misce s NGM byla populace z povrchu média smyta
pomoci 2 mL M9 média, které bylo nasledné prepipetovano do mikrozkumavek.
Suspenze byla centrifugovana priblizné 20 sekund tak, aby &ervi vytvofili na dné
mikrozkumavky pelet. Supernatant byl opatrné odstranén a byl pfidan 1 mL roztoku
pro vékovou synchronizaci, mikrozkumavky byly poté tfepany v thermoshakeru (RT,
1500 rpm, 15 min). Poté byly mikrozkumavky centrifugovany pfiblizné 15 sekund,
supernatant byl odstranén a byl pfidan 1 mL M9 roztoku. Dale byla suspenze 2x
promyta M9 roztokem tak, aby byl odstranén vS8echen roztok pro vékovou
synchronizaci. Po promyti byl pelet obsahujici pouze nevylihnuta vaji¢cka pfenesen do
15 mL zkumavky pomoci 5 mL S-complete média, kde byli €ervi inkubovani pfi 20 °C
po dobu 24 h.
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6.5.3. Testovani antihelmintické aktivity

Bylo spocitano mnozstvi Cervu, ktefi se béhem 24hodinové inkubace vylihli, na objem
1 mL. Do S-complete média s Cerstvé vylihnutymi €ervy bylo pfidano pfipravené S-
complete médium s bakteriemi o koncentraci 60 mg/mL tak, aby vysledna koncentrace
bakteriii v médiu byla 3 mg/mL. Nasledné byla takto pfipravena suspenze
napipetovana do jamek 96 jamkové desky tak, aby v kazdé jamce bylo cca 20 cervu.

Testované latky byly rozpustény v DMSO a nasledné pfidany do jamek
s Cervy, jejich finalni koncentrace byly 50 umol/l a 5 ymol/l. Jako negativni kontrola
bylo pouzito DMSO o koncentracich 0,1 % a 0,01 %. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
ivermektin o koncentracich 1 uymol/l a 0,1 umol/l. Pro obé& koncentrace bylo vzdy
testovani provedeno jako technicky triplikat. Deska byla zalepena félii a byla nechana
inkubovat na trepacce pfi 150 rpm, pfi teploté 20 °C po dobu 4 dn(.

Po inkubaci byly jamky pomoci mikroskopu vizualné zhodnoceny a kazdé
jamce bylo pridéleno skoére (mrtva populace/uplné zastaveni vyvoje/zpomaleni

vyvoje/zpomaleny pohyb jedincli a méné potomstva/populace je v poradku).

6.5.3.1.Chitinasovy test

Do jamek byl po vizualnim zhodnoceni napipetovan substrat pro chitinasu — 1,5 ul 0,8
mM roztoku 4-methylumbelliferyl B-D-N,N’,N"-triacetylchitotriosidu uchovavaného pfi
-20 °C. Desky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 1 h. Poté bylo do kazdé jamky
pfidano 50 ul chitinasového pufru a pomoci readeru byla mérena fluorescence jamek
pfi excitaci 360 nm a emisi 460 nm. Signaly z jednotlivych replikat( byly zpramérovany

a procentualné vztazeny k negativni kontrole.
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