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1 Uvod

V dnes$ni dob€ nabyva ve farmaceutickém primyslu zna¢né pozornosti honba za novymi
biologicky aktivnimi molekulami s doposud nepopsanymi 3D strukturami, jeZ jsou inspirovany
pfirodnimi zdroji. Cilem je inspirace novymi strukturnimi motivy, které by diky jejich unikatni
3D struktute, doposud nepopsané ¢i nevyuzivané ve farmakologickém primyslu (tzv. nové
molekuly pro tzv. chemicky prostor biologicky aktivnich latek), mély nové anebo lepsi
vlastnosti z pohledu jejich biologickych aktivit viéi jiz znamym molekularnim cilim anebo
by mohly pomoci pfi nalezeni novych molekularnich cilti v ramci zkoumanych biologickych
systémi. Cilem je tedy nejen zlepsit 1€cbu (snizeni vedlejSich G¢inkd 1€ki), ale také objevit
1é¢bu pro doposud efektivné neléené nemoci. [1] A zde se ptirodni latky ukazaly byt bohatym
zdrojem novych sloucenin a novych molekuldrnich struktur vykazujicich casto velmi
prekvapivé biologické aktivity. Diky jejich rozmanitym a komplexnim chemickym strukturdm
Casto vykazuji biologickou aktivitu s vysokou selektivitou viaciriznym biologickym
systtmim. Od 60. let 20. stoleti zacal také prizkum moiského prostiedi, u kterého
se o¢ekavalo, ze by mohlo poslouzit jako novy zdroj zcela unikatnich strukturnich motivi
akizolaci novych doposud nenavrzenych slouenin. Puvodné se vyzkum zamétoval
na makroskopické organismy (rostliny, sasanky atd.) avSak pozdé&ji byl rozsifen
I 0 mikroorganismy, které jsou snadno obnovitelnym zdrojem a zaroven poskytuji mnoho

novych typu latek diky jejich snadné genetické modifikovatelnosti. [2]

Ma bakalafska prace vychazi znedavné (2022) [3] publikace, jez popisuje izolaci
tii novych pyridinovych alkaloidi ze symbiotické moiské obrnénky Effrenium voratum,
u kterych bylo zjisténo, ze vykazuji terapeutické Gc¢inky vaci benigni hyperplazii prostaty
(BPH). Diky této prekvapivé aktivité jsou tyto voratinové slouceniny slibnymi molekularnimi
skelety pro vyzkum latek vhodnych k vyvoji 1é¢iv s BPH aktivitou. [3] Toto onemocnéni
se vyskytuje u vétSiny starnoucich muzi poc¢inaje 45. rokem zivota. Ackoli neni smrtelnou
patologii, tak je pro pacienty zna¢n¢ nepiijemna, nebot’ vyznamné snizuje kvalitu jejich zivota.

Existuje tudiz silna poptavka po terapeutickych moznostech, jak tuto patologii 1é¢it. [4]

Studium a syntéza malych organickych sloucenin je primarnim cilem védniho oboru
organickd chemie. Kliovou roli v tomto oboru v ptipad¢ syntézy komplexnich cilovych
molekul, napf. ptirodnich latek, pak sehrava retrosyntéza — postup, jehoz tikolem je komplexni

molekulu analyzovat, rozlozit na snadno pfipravitelné fragmenty, a nakonec navrhnout



syntetickou cestu k témto fragmentim a nasledné ke kyzené molekule. Toto vyZaduje rozsahlé
chemické encyklopedické znalosti v oboru. S neddvnymi rychlymi pokroky v oblasti um¢lé
inteligence (Al) se taky nabidlo vyuziti této technologie v retrosyntéze. Mnoho pfistupi
zalozenych Cisté na datech zkombinovanych s Al jiz ukazaly uspokojivé vysledky. Na druhou
stranu se také ukazuje, ze Al vedeny retrosynteticky pfistup k syntéze nevykazuje zadné
,progresivni postupy a zlstava ukotven ve vyuziti jiz znamych postupt ¢i jejich extrapolaci.
Zda se tedy, ze Al tizeny pfistup v retrosyntéze jesté neni na obzoru z pohledu inovativniho

kreativniho piistupu, o ktery se v ramci své bakalatské prace snazim. [5,6]

1.1 Cile prace

Ve své bakalafské praci se vramci teoretické c¢asti zabyvam tvodem do oblasti
sekundarnich metabolitl mofskych organismi s hlavnim diirazem na spirocyklické systémy.
V experimentalni ¢asti Se poté zamétuji na syntézu piirodnich latek Voratin A a B, konkrétné

na jejich z retrosyntézy vzesly fragment A. Cile této prace tedy jsou:

1. Literarni reSerSe na téma: sekundarni metabolity z motskych jednobunéénych
organizmu. Jejich struktura a reaktivita.
2. Vyvoj syntetickych metod vedoucich k syntéze fragmentu A voratini A a B.

3. Charakterizace ptipravenych latek pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych metod.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Sekundarni metabolity

Zivé organismy produkuji nejrizngj$i organické latky. Nékteré znich, jako
napft. sacharidy, proteiny a aminokyseliny jsou nezbytné k pieziti organismu. Takovym latkam
se fika primarni metabolity. Ostatni latky, které k vyvoji a reprodukci nezbytné nejsou, ale maji
vliv na kvalitu zivota organismu, se fadi mezi sekundarni metabolity. Obecné se vSechny tyto
latky nazyvaji ptirodnimi produkty, i kdyZz v obecné roviné slovnim spojenim ,,ptirodni
produkty* odkazujeme spiSe na sekundarni metabolity.

Sekundarni metabolity Obecné prokazuji biologickou a farmakologickou aktivitu.
Nejstar$i znamé a nejvice probadané sekundarni metabolity pochazeji historicky z rostlin,
Existuji diikazy o pouzivani 1é¢ivych ucinkit maku nebo mandragory jiz u Sumert pfiblizné
pred 5000 lety. Védecky izolovany a charakterizovany byly sekundarni metabolity
vsak az v 19. stoleti. Velky rozmach vyuziti mikroorganismu, jako zdroju téchto ptirodnich
produktd, zacal po objevu penicilinu, jez se vaze na znamy Flemingtv ptibéh o identifikaci
prvniho antibiotika. Pokroc¢ilejsi zivotni formy, jako jsou mofsti zivo¢ichové, maji rozmanitejsi
metabolismus nez rostliny, diky ¢emuZz je i struktura z nich pochazejicich sekundarnich
metabolitl znacné komplexné;jsi.

Vétsina sekundarnich metabolitt méa néjakou vice ¢i méné dulezitou biologickou
aktivitu, a tak né€které znich nasly uplatnéni ve farmaceutickém pramyslu. Dalsi vyuziti
pak nasly jako barviva, polymery, lepidla, ochucovadla ¢i parfémy. Obecné se jedna
o0 strukturné znac¢né rozmanité molekuly, jez lze dle jejich chemické povahy rozdélit
na tii zakladni skupiny: alkaloidy, terpeny a (poly)fenolické latky (Obr. 1). [7-9]
V nésledujicich podkapitolach budou vSechny tf1 skupiny pfibliZeny.
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Obr. 1. Grafické znazornéni déleni sekundarnich metabolitt.

2.1.1 Alkaloidy

Poprvé pftisel s terminem alkaloid némecky védec Wilhelm Carl Meifiner roku 1819.
Vychazi z latinského ,,alkali“, které je odvozeno z arabského ,,al-qalwi®, coz se d4 volné
pielozit jako ,,popel rostlin“ a fecké ptipony ,,-oc1drc* [-oeidis], znamenajici ,,jako*. Nazev
tedy vystihuje jejich bazickou povahu.

Z pohledu vyskytu se alkaloidy nachazi nejen v rostlinach, jak by mohl napovidat jejich
nazev, ale i v dal$ich typech organismi. VétSinou je jejich funkce spojena s ochranou daného
organismu proti riznym patogenim nebo Skidcim. U nékterych mikroorganismt maji
napiiklad za ukol odpudit jiné Zivocichy pied jejich konzumaci. Z pohledu farmakologickych
ucinkti alkaloidy pak vykazuji Siroké spektrum vlastnosti, jez se pohybuji od analgetickych,
jak v tradi¢ni, tak i v moderni medicing. Nékteré alkaloidy byvaji zneuzivany jako drogy, jiné
pro svou toxickou povahu jako jedy.

Strukturné se jednd o rozmanité latky, jejichZ jedinym spolecnym znakem je pfitomnost
atomu dusiku v ramci jejich struktury. Kvili jejich velké strukturni diverzité vSak neexistuje
zadny jiny spolehlivy zpusob jejich klasifikace. Nejcastéji se vSak déli do tii skupin. Prvni
Znich jsou pravé alkaloidy, pochéazejici zaminokyselin, které maji  dusik

zakomponovan v heterocyklickém kruhu. Mezi né patii naptiklad kodein 1 (Obr. 2).



Druhym typem jsou protoalkaloidy, jednoduché aminy, které jsou derivaty aminokyselin,
aledusik u nich neni soucasti heterocyklu (napft.efedrin 2). Posledni skupinou
jsou pak pseudoalkaloidy. Latky, které nejsou piimymi derivaty aminokyselin, ale disponuji

vlastnostmi odpovidajicim pravym alkaloidim (napf. kofein 3). [7,8,10]

Hyc””
’ 9 CH3
d OH
CH, | ,>
H ' N‘CH3 ©/kﬁ/ )\
HO\‘ H \CH3 CH3
Kodein 1 Efedrin 2 Kofein 3

Pravé alkaloidy Protoalkaloidy Pseudoalkaloidy

Obr. 2. Struktury vybranych alkaloidi a jejich podtiidy.
2.1.2 Terpeny

Nejrozsahlejsi skupinou sekundarnich metaboliti, k dneSnimu datu ¢itajici ptiblizné
55 000 zastupca [11], jsou terpeny. Tento typ latek se hojné vyskytuje zejména ve vysSich
rostlinach, kde hraje roli pfevazné pii jejich ochrané viuéi skudcim a herbivorim. Z pohledu
biologickych vlastnosti tyto latky vykazuji pfevdzné antivirové, antimikrobidlni, antimykotické
a antiparazitické vlastnosti. Vyuzivaji se nejen ve farmaceutickém odvétvi, ale také zejména
V potravinarském a kosmetickém primyslu. Z pohledu aktualnich trendd pak nelze nezminit
vyzkum té€kavych terpent, jako mozného alternativniho zdroje energie. [11]

Zakladni stavebni jednotkou terpent je isopren 4 (Obr. 3). Na zakladé po¢tu molekul
isoprenu ve skeletu se nasledné terpeny déli na nékolik dalSich skupin. Nejjednodussi
jsou hemiterpeny (jedna podjednotka isoprenu) a monoterpeny (dvé isoprenové jednotky).
Seskviterpeny poté maji tii izoprenové podjednotky, diterpeny Ctyfi, triterpeny
Sest a tetraterpeny osm. Vlastni isopren ma pak jesté navic dvé ¢asti nazyvané head (hlava)
atail (ocas). Valna vétSina terpenti obsahuje izoprenové podjednotky spojené tzv. vazbou
head-tail (Obr. 4A). Jedinou vyjimkou jsou tetraterpeny, kde jsou jednotlivé podjednotky
spojeny vazbou tail-tail. (Obr. 4B). Rtiznymi modifikacemi terpent, jako je naptiklad oxidace,

hydrogenace, ¢i ptidani funkénich skupin, vznikaji terpenoidy. [11-13]



.......

Isopren 4

Obr. 3. Struktura isoprenu s vyzna¢enymi ¢astmi head a tail.

A. Head-tail vazba mezi isoprenovymi podjednotkami

I~ Ao

Myrcen S

B. Tail-tail vazba mezi isoprenovymi podjednotkami

Betakaroten 6

Obr. 4. Znazornéni dvou moznych spojeni izoprenovych podjednotek v terpenech.
(A) head-tail a (B) tail-tail.

2.1.3 Fenolické latky

Ze strukturniho pohledu (poly)fenolické latky musi vzdy obsahovat alespon jednu
hydroxy (anebo methoxy) skupinu na aromatickém kruhu. [14] Z hlediska komplexity mohou
byt fenolické latky jednoduché (jeden aromaticky kruh), ale také znacn€ komplexni
(napf. oligomery sloZzené z nékolika fenylpropanidovych monomerd). Obecné jsou fenoly
biologicky aktivni sekundarni metabolity vesmés rostlinného ptivodu, které rostlinam slouzi
k ochrang¢ pied vné&jsimi vlivy (stres), a proti nejruznéj$im skidcim a parazitim. U nékterych
druhi jsou zodpovédné za jejich zbarveni a aroma, ¢imz se podili i na vabeni opylovacu. Oproti
dfive zminénym skupinam je pocet jejich doposud izolovanych zastupci mensi. Izolovano
a popsano bylo doposud ,,pouze” néco pies 8000 molekul spadajicich do této kategorie.
Z pohledu biologickych vlastnosti jsou tyto latky velmi zajimavé. U nékterych
z nich (napt. kurkumin 7) (Obr. 5), byly zjistény prospésné ucinky na mozek u lidi
V pokrocilej§im véku. [15]

Dale se prokazalo, Ze tento typ latek zlepSuje pamét, kognitivni funkce a snizuje riziko
vzniku demence ¢i jinych neurodegenerativnich onemocnéni. [15] Z pohledu systematického
déleni délime fenoly na zaklad¢ jejich chemické struktury na flavonoidy, stilbeny, lignany

a neolignany, a fenolické kyseliny. [14-16]
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Obr. 5. Struktura kurkuminu.
Flavonoidy
Zakladni struktura flavonoidi se sklada ze dvou benzenovych jader zpravidla spojenych
propanidovou spojkou (Obr. 6). Tento motiv (Ce-C3-Ce) je nasledné zformovan jako linearni
anebo podléha néslednym cyklizacnim reakcim za tvorby di- ¢i tri- cykld. V zavislosti
na nasledné polysubstituci a oxida¢nim stavu jednotlivych atoma uhliku ve spojce délime
flavonoidy na flavony, isoflavony, chalkony atd. Z pohledu jejich biologické aktivity ma tento
typ latek na lidsky organismus nezanedbatelné mnozstvi blahodarnych ucinki, nebot’ jsou tyto
latky schopny modulovat nékteré klicové funkce enzymii a taky vykazuji rizné antioxidacni,
antimutagenni a antikarcinogenni vlastnosti. Mezi zastupce patii naringenin 8, nachazejici

se v citrusovych plodech, kvercetin 9 ¢i epikatechin 10 (Obr. 7). [7,16-20]

Obr. 6. Zakladni struktura flavonoidu.
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Naringenin (8) Kvercetin (9) Epikatechin (10)

Obr. 7. Struktury vybranych ptikladt flavonoidi s Cervené vyznacenou zakladni strukturou.

Stilbeny

Stilbeny, taktéz oznacované jako stilbenoidy vychazi ze zakladni molekuly stilbenu
(1,2-difenylethenu) 11 (Obr. 8). Jejich zakladni skelet obsahuje dva aromatické kruhy oddélené
ethen-1,2-diylovou spojkou (Ces-C2-Cs). Jejich produkce v ramci rostlin je obecné spusténa jako
reakce na vnéjsi stresovou situaci (patogen, sucho, salinita, atd.). Z pohledu biologické aktivity
vykazuji nékteré stilbeny antimikrobidlni, antimykotické ¢i protinddorové ucinky.

Nejznaméjsim zastupcem této skupiny latek je resveratrol 12, znamy zejména diky



své piitomnosti v cerveném viné (Obr. 9). [21] Dalsim zastupcem je strukturné komplexné&jsi
schweinfurthin A (13), ktery vykazuje protirakovinné ucinky (Obr. 9). [15,22-25]
-

Stilben (11)

Obr. 8. Zakladni skelet stilbenda.

o
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Resveratrol (12) Schweinfurthin A (13)

Obr. 9. Vybrané ptiklady stilbent s ¢ervené zvyraznénou zakladni stilbenoidni strukturou.

Lignany a neolignany

Lignany a neolignany jsou strukturné¢ komplexni molekuly, jez vznikaji oxidativni
dimerizaci dvou fenylpropanoidnich podjednotek. [26] Co se ty¢e vyskytu, pfedstavuji lignany,
8,8'-dimery fenylpropanoidii, mnohem pocetn&j$i skupinu derivatl, nez neolignany
(vSechny ostatni typy dimerd, 14 skeletalnich typt) (Obr. 10). Lignany (cca 75 % dosud
popsanych struktur lignanového a neolignanového typu) jsou tak mnohem vice prozkoumanou
a popsanou skupinou fenylpropanoidovych derivati. U téchto typa latek byla pozorovana
riznorodd biologickd aktivita, jez se pohybovala od antioxidacnich a protinddorovych

pies protivirové, azpo protizanétlivé ucinky. Nekteré ztéchto latek také vykazuji

antiparazitické vlastnosti. [22,27,28]
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Obr. 10. Schéma vzniku zakladniho skeletu lignanu a vybraného ptikladu neolignanu z 14 moznych
zakladnich strukturnich motivi.

Fenoly

Zakladni skelet fenolickych kyselin se sklada z hydroxy skupinou substituovaného
aromatického kruhu Ce, ktery je bud'to pfimo (derivaty benzoové kyseliny 14 — napt. kyselina
salicylova 15 a kyselina gallova 16) nebo neptimo pies Cz podjednotku (derivaty kyseliny
skoticové 17 — napf. kyselina kavova 18 a kyselina ferulova 19) spojen s karboxylovou funkéni
skupinou (Obr. 11). [15,29-33]

e N\ 2
0] (0]
Fenolické kyseliny zaloZené na i X OH Fenolické kyseliny zalozené na "X X OH
hydroxybenzoové kyselin¢ (14) ’K hydroxyskofticové kyseliné (17) | X
14 17
OH OH
N y N y
o o " ) 0
©5LOH OH HO:@/\)]\OH /OWOH
OH HO HO HO
OH
Kyselina salicylova Kyselina gallova Kyselina kdvova Kyselina ferulova
(15) (16) ) (18) 19)
.

Obr. 11. Zakladni strukturni vzorce fenolickych karboxylovych kyselin a jejich ptiklady s barevné
vyznacenymi zékladnimi strukturnimi motivy.



2.1.4 Zajimavé sekundarni metabolity moiského ptivodu

Znacna ¢ast motskych sekundarnich metabolitl je totoznad anebo uzce piibuzna s témi
produkovanymi terestridlnimi organismy. Nekteré znich vsSak predstavuji zcela novy
typ strukturnich motivi nezndmych v pfipadé¢ suchozemskych organismt (napi. moiské
steroly). V nasledujicich né€kolika odstavcich, pfedtim, nez budu popisovat latky klicové
pro svou bakalatskou préci, voratiny A a B, bych chtél zminit tfi pfirodni latky motského
puvodu.

Prvni z nich je equisetin (20), sekundarni metabolit moiského ptvodu, jez efektivné
eliminuje meticilin-rezistentni bakterie Staphylococcus aureus a prokazal svoji efektivitu
I na mysich modelech (Obr. 12). Tato latka byla ptivodné izolovana z motské houby Fusarium
equiseti a jeji aktivita proti MRSA rezistentnim bakteriim je pfisuzovana mechanismu
zalozeném na vyvolavani autofagie hostitele v napadené buiice tvorbou reaktivnich forem

kysliku ROS (reactive oxygen species). [34,35]

Equisetin (20)

Obr. 12. Struktura molekuly equisetinu (20).

Macrolaktiny jsou dal$i skupinou sekundarnich metabolitd vykazujicich dulezité
biologické aktivity vici viru herpes simplex a HIV, ¢i cytotoxicitu proti rakovinovym buikam
mysiho melanomu. Tento typ latek byl poprvé izolovan z moiské bakterie rodu Bacillus.
V souCasnosti je znamo 26 zastupci této rodiny (napt. macrolactiny A-S), které
jsou charakteristické vyskytem tii a vice dienovych podjednotek v makrocyklu. E/Z izomerie
jednotlivych nasobnych vazeb je pak zodpovédné za pozorované rozdily v bioaktivité téchto
molekul. Macrolactin A (21) (Obr. 13), vybrany zastupce této tiidy latek, se pak ukazal jako
ucinny pii inhibici virt herpes simplex a HIV. [36]
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Macrolactin A (21)
Obr. 13. Struktura macrolactinu A (20).

Polyketidy jsou obsahlou skupinou bioaktivnich latek pochazejicich z motskych
organismul. Z pohledu jejich struktury, jez je typové znané rozmanitd, pak vynikaji nékteré
specifické typy latek se znacné komplexni strukturou, kde je polyketidicka ¢ast uzce skloubena
s fenolickou. Mezi typické ptiklady bychom tak mohli zatadit napt. Fusaritid A (22) (Obr. 14).
U této latky, ktera byla izolovana z kmene motské houby Fusarium verticillioide, byla zjisténa

silna tendence ke snizeni hladiny cholesterolu v krvi. [37,38]

Fusaritid A (22)

OH
Obr. 14. Struktura vybraného polyketidu fusaritidinu A (22).

2.2 Voratin A-C

2.2.1 Effrenium Voratum

Moiské obrnénky jsou zivo€iSny kmen, vyznacujici se produkci strukturné slozitych
biologicky aktivnich latek. JakoZto kosmopolitni druh se vyskytuji po celém svété
ajsou zdrojem  molekul obsahujicich  jedine¢né ,shluky uhlikatych  fetézct®,
jez jsou poskladany v plejadé nejriznéjSich cykli. K obrnénkam patii i rod Symbiodinium,
ktery, jak jiZ nazev napovida, Zije vV mofi pfevazné jako symbiont bezobratlych zivocicha.
Voln¢ Zijici obrnénky jsou pak nedilnou soucasti ekosystému koralovych tutest a z pohledu
medicindlni chemie i slibnymi zdroji neocekavanych molekul s prekvapivou biologickou
aktivitou, jako jsou toxiny izolované z obrnének ze skupiny Zooxanthellae. [39] Navzdory
jejich zna¢nému vyznamu pro moiské ekosystémy je jejich klasifikace z pohledu biologie

znaén¢ nejasna.

11



Hlavnim divodem tohoto stavu je jejich obtizna kultivace a nesnadnost pozorovani
(vyuziti elektronovych mikroskopt je nezbytné). Z tohoto diivodu je tedy jejich popis a zaroven
I kontrolovana kultivace, jeZ by umoznila snazsi pfistup k jejich sekundarnim metabolitim,
v tomto okamziku nemozny. [3,40,41]

Obrnénky Effrenium voratum, diive nazyvané Symbiodinium voratum, patii do rodu
Symbiodinium (Obr. 15). Jedna se o jednobunécné, volné Zijici bic¢ikovce, a jejich rodové
jméno ,, effrenium*“ vychézi z latinského adjektiva ,, effrenis “, které znamena ,,nespoutany.
Pojmenovani tedy poukazuje na skuteénost, ze ackoli vétSina rodu Symbiodinium zije
symbioticky, tento druh Zzije volné. Je to jediny taxonomicky uznavany druh ve skupiné
Effrenium. Druhové jméno ,, voratum *“ pochazi z latinského ,, vorare “, coz se da pielozit jako
,hltat“ a odkazuje tim na fagotropni povahu tohoto organismu v pfitomnosti bakterii a jinych
eukaryotickych mikrofas. Vyskyt Effrenium Voratum byl potvrzen v Tichém oceanu, Atlantiku
a Stfedozemnim mofi. Nalezen byl ale také v Cookové prulivu pobliz Nového Zélandu,

u ostrovil Jeju a Dokdo v Jizni Koreji a u ostrova Tsushima v Japonsku. [40,41]

Obr. 15. Mikrofotografie bun¢k E. voratum. (A) Ruzné tvary a velikosti buné¢k E. voratum. (B)
Ventralni pohled znazornujici zaobleny kuzelovity episom a elipsoidni hyposom, podélny bicik (LF),

stopku (PE) a pfi¢ny bic¢ik (TF). Métitka: A= 50 um, B =2 pum. Pievzato a upraveno z ref. [40].
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2.2.2 Obecné informace o voratinovych slou¢eninach
2.2.2.1 Obecné informace

Voratin A (23), voratin B (24) a voratin C (25) (Obr. 16) jsou sekundéarni metabolity,
které mizeme na zakladé jejich struktury tadit do skupiny alkaloidli. Pochdzeji z jiz diive
zminéného bic¢ikovce Effrenium voratum. Jejich molekuly by se daly rozdélit na dva rizné

fragmenty: dihydroindoliziniovy kruh (¢erven¢) a spiroketalovou ¢ast (modie). [3]

Voratin A (23) Voratin B (24) Voratin C (25)

Obr. 16. Struktury voratinid A-C.

2.2.2.2 Ur¢eni struktury voratini A-C

Molekulovy vzorec voratinu A byl uren ze vzorku na zdkladé HRESMIS jako
C22H20NOs. S pomoci infracervené spektroskopie byla nasledné v této molekule potvrzena
piitomnost karbonylovych a hydroxylovych skupin. Méfeni 'H NMR spekter ukazalo,
7e molekula obsahuje dvé methylové skupiny a ze 3C NMR spektra bylo mozné vy¢ist pocet
atom uhliku, které se nachazely v izolované molekule. Diky HSQC a **C NMR spektriim, bylo
identifikovano pét uhlikii jako kvartérnich, sedm methylenovych, dva sp®-hybridizované
methiny, tfi aromatické methiny a tfi oxymethiny. COSY korela¢ni spektra také naznacila,
7e se molekula da rozdé€lit na ctyfi spinové fragmenty. Na zakladé absorpéniho pasu
UV (272 nm) a diky chemickym posuntim méfenych *H NMR spekter byla struktura jedné
z ¢asti molekuly identifikovdna jako pyridinium. Dale bylo diky zméné chemickych posuni
zmétenych na zakladé deuteriem indukovanych izotopovych efekti navrzeno, ze v molekule
je pfitomna acetalova funk¢ni skupina O-C-O, coz naznacovalo pfitomnost spiroketalové
struktury. Nasledné ROESY 2D NMR korelace podpotili tuto domnénku (Obr. 17) a navic
umoznily nasledné urcit relativni konfiguraci na spiroacetalovém stereogennim centru.
Vzajemné korelace relativni konfigurace na tomto centru s centry ostatnimi vedly K uréeni
relativni konfigurace mezi vSemi chirdlnimi centry na atomech uhliku této molekuly. Absolutni
konfigurace pak byla ur¢ena diky C-9 hydroxylové skupiné na zakladé tzv. Mosherovy metody.
[42] Identifikace absolutni konfigurace na atomu C-9 pak nasledné umoznilo urcit absolutni

konfiguraci i na vSech ostatnich stereogennich centrech této molekuly. V ramci dalsiho
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stanovovani struktury bylo pomoci IR spektroskopie prokazano, Ze karboxylova kyselina

je pfitomna ve form¢ aniontu a tedy, ze molekula je zwitterionické povahy.

Voratin A (23) Voratin B (24) Voratin C (25)

Obr. 17. Kli¢ové ROESY korelace voratini A-C (23-25) [3].

Struktura druhé slouceniny, voratinu B (24), potom byla uréena jako
3R-epimer-voratinu A (23). Molekulovy vzorec voratinu C (25) postradal oproti molekulovym
vzorcim voratind A a B jednu methylenovou podjednotku (-CHa-). Nasledné studium struktury
pomoci pokro¢ilych 2D NMR experimentd pak ukazalo, ze tato podjednotka chybi
ve spiroketalové ¢asti molekuly (Obr. 17). Na zavér stoji za zminku, Zze ackoliv
se voratiny A a B lisi pouze v konfiguraci na jednom stereogennim centru (uhlik C-9)

a jsou tedy diastereoizomery, jejich ECD spektra vykazuji pouze velmi malé odchylky. [3,43]
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2.2.2.3 Biologicka aktivita voratini A-C

Castym onemocnénim, celosvétové postihujicim pies 200 milionti muZi, je benigni
hyperplazie prostaty (Obr. 18). Ptiblizné 50 % muzt okolo 60 let a 90 % muzt presahujicich
vékovou hranici 80 let trpi timto problémem. [4] Jedna se o histologicky proces, pii némz
dochazi ke zvétSovani predstojné zlazy prostaty. Nasledna obstrukce vyvodu mocového
méchyfe pak neni ojedinélym projevem tohoto onemocnéni. Nelééena BPH muze vyustit
V nepiijemnosti pii vyprazdiiovani, snizeni pritoku moci ¢i dokonce k retenci moci. Obvykle
se kléCeni vyuziva inhibitord 5-a reduktazy (5AR2) a a-blokatord. [44] Prvni typ léCiv
zmenSuje objem prostaty. Druhd skupina 1éCiv jsou antagonisty a-androgennich receptori
(AR). [45,46] Snizuji tedy tonus hladkého svalstva predstojné z1azy a hrdla mocového méchyte,
coz vede ke zlepseni mikce. [4,47,48]

Prostata ‘ ; méchyi St Zbytnéla
: prostata

Stlacena

Mocova trubice : :
mocova trubice

Obr. 18. Znazornéni BPH, upraveno z ref. [49].

Biologicka aktivita voratini A-C byla testovana na lidskych prostatickych bunéénych
liniich RWPE-1 a LNCap, kde pfi koncentracich 0,1 — 10 uM byla pozorovana cytotoxicita
pouze u voratinu A (23) a voratinu B (24) pii aplikacich na LNCap buniky (Obr. 19). [3]
Aplikace voratinu C (25) pfi koncentraci 10 uM vedla k vyznamné inhibici 5-a reduktaz.
Hladina tohoto proteinu byla sniZzena o 53 %. U LNCap linie byla pozorovana zna¢na inhibice
androgennich receptorti (AR) v§emi tfemi latkami. Tyto slibné aktivity naznacuji mozné vyuziti

voratint, jakozto novych 1é¢iv benigni hyperplazie prostaty. [3]
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Obr. 19. Inhibi¢ni effekty Voratini A-C (23-25) na hladiny koncentrace AR (A) a 5AR2 (B)
a vV bunéénych liniich LNCap. Buniky byly osetieny testosteron-propionatem (TP, 0,5 uM) a 23, 24 nebo
25 (1, 5 a 10 uM) po dobu 24 h. Hladiny proteini AR a SAR2 byly analyzovany metodou Western
blotting. Vysledky jsou prezentovany jako primér + smerodatna odchylka (n = 3); #p < 0,01 ve srovnani

s neoSetfenou kontrolou (NC), *p < 0,05, **p < 0,01 a ***p < 0,001 ve srovnani s buitkkami oSetfenymi

TP. Prevzato a upraveno z ref. [3].
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2.3 Spirocyklické systémy

V této ¢asti bych se rdd vénoval strucnému uvodu do popisu a nastinu syntézy
spirocyklickych systém, které jsou velmi Casto pfitomny v rdmci mnohych ptirodnich latek
polyketalového typu a velmi casto jsou diky své rigidni prostorové orientaci zodpovédné

za pozorovanou biologickou aktivitu.

2.3.1 Obecné informace

Jako spirocyklické jsou oznaCovany slouceniny obsahujici nejméné dva kruhy (muze
byt i vice), které jsou spojeny pies jeden atom uhliku v sp® hybridizaci. Tento atom uhliku
se nazyva spiroatom, je plné substituovan a musi tedy patiit obéma kruhiim spirocyklu
(Obr. 20). Spiroslouceniny byly izolovany z rostlin a zvifat a mnohé z nich vykazuji rizné
zajimavé biologické aktivity. Za zminku stoji naptiklad sedativni a hypnotické ucinky
spirobarbituratd. [50,51] Tento typ sloucenin pak nachazi uplatnéni jak ve farmaceutickém
prumyslu, tak iV zemédé€lstvi. [52,53] Diky svému Sirokému vyuziti se pak spirocyklické
systémy nachdzeji 1 Vcentru pozornosti znaéného mnozstvi syntetickych organickych
chemikd. [54-56]

Z pohledu medicinalni chemie je vyznam téchto molekul dvoji. Rigidni struktura
spirocyklti zajistuje (1) velmi dobfe definované pokryti chemického prostoru a vede tedy
k mensi konformacni flexibilité, a (2) sterické pnuti zejména u mensich (3-4¢lenné) kruhi

spirocyklt umoziuje jejich aplikaci jako latentni kovalentni inhibitory. [57]

X, Z =C, N, O (nejcastéji)
Obr. 20. Dva piiklady obecnych struktur spirocykli s ¢ervené vyznaGenym spiroatomem.

2.3.2 Obecna syntéza spirocykli

Tvorba spirocyklickych systémi je pomérné slozitou zélezitosti. Hlavnim tuskalim
je samotny spiroatom, ktery je zaroven chiralnim centrem molekuly. Jejich stereoselektivni
syntéza je tedy velmi narocnym ukolem, nebot spolu s kvarternim spiroatomem uhliku
pi syntéze zaroveti zvysuje celkovou rigiditu systému. Casto pouzivanymi metodami syntézy
spirosloucenin jsou tak zpohledu stereoselektivity velmi dobie definované reakce jako
cykloadice sekundarné€ ve spojeni s dalSimi reakcemi jako naptiklad Fischerova syntéza aldolt,

Claisentv ptesmyk, Suzuki coupling ¢i metathese. [55,58]
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Pokud se zaméfime na nejCastéji vyuzivané syntézy spirosloucenin, pak nejvice
vyuzivanym piistupem jsou cykloadi¢ni reakce. A téchto pfistupti je pomérné hodné. [59-61]
Jeden z nich naptiklad vychazi z nenasycenych 1,1-disubstituovanych alkend. Jejich reakce
s vhodnymi napt. 1,3-dip6oly (Obr. 21) pak vede ke vzniku heterocykla (napi. 27) u kterych
je nasledné vyuzita pavodni 1,1-disubstituce alkenu 26 k tvorbé nového cyklu 28. Spiroatom
uhliku je pak tedy uhlik C1 ptivodniho alkenu 26. [58]

-N
~N, 0
CO,Et 07 N—pp S—ph
— >  Et0,C — > oLl
NHBoc NHBoc )/
o]
26 27 28

Obr. 21. Priklad tvorby spiroslouc¢eniny zalozeny na cykloadi¢nim pfistupu.
Spiroatom uhliku C1 je oznacen Cervené.

Druhym ptikladem syntézy je pak piistup zaloZzeny na metathesi. Jednim typem
je metathese uzavirajici kruh (RCM = ring-closing metathesis). Obecné se jedna o reakeci,
piiniz dochézi ke spojeni dvou nenasycenych uhlikatych fetézcii pomoci jejich terminalnich
dvojnych vazeb v jeden kruh (Obr. 22). Jako katalyzatory jsou nejcastéji pouzivany komplexy
prechodnych kovii (wolfram, molybden) stabilizované pomoci karbent anebo fosfind. Zvoleny

typ katalyzatoru mize ovlivnit vyslednou podobu produktu. [62,63]

- H,C=CH,
=ML, + Q — s Q — () + =m
/ /4 B n
N LM NCH, —

H,C CH,

M = Ru, Mo, W cyklicky produkt RCM

Obr. 22. Obecné schématické znazornéni RCM reakce.

Napiiklad syntéza  spirocyklickych  sloucenin 31 a 33 je zaloZena
na dvou metathetickych reakcich latky 29 (Obr. 23). Pii pouziti katalyzatoru 30 (Grubbstv
katalyzator prvni generace = G-I) doSlo prednostné ke vzniku produktu 31. Naopak
s katalyzatorem 32 (Grubbstv-Hoveyduv katalyzator = GH) v reak¢ni smési primarné vznika

spiro-epimericky isomer 33. [64]
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Obr. 23. Schématické znazornéni dvou kruh uzavirajicich metathesi latky 29.

Na zavér bych chtél vyzdvihnout biomimeticky pfistup k syntéze spirosloucenin
acetalového typu. Tento piistup je uplatnitelny v ptipadé€ sloucenin obsahujicich keto funkcni
skupinu a dvé hydroxylové skupiny v postrannich fetézcich v pozicich y a vy'(tvorba
5,5-spirocykli), y a &' (tvorba 5,6-spirocykli) anebo & a &' (tvorba 6,6-spirocykll). Tento
typ substratd v pfitomnosti HzO" iontli nasledn& podléha sérii cyklizaénich reakci

(intramolekularni tvorba acetalu) za vzniku termodynamicky nejstabilnéjsiho acetalu. [65,66]

OH

Obr. 24. Priklad obecné tvorby 5,6-spiroslouéeniny acetalového typu.
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3 Vysledky a diskuze

Jak jiz bylo zminéno, naplni této prace je vyvoj syntetickych metod vedoucich
k fragmentu A molekuly Voratinu A (23). Nasledujici ¢ast shrnuje mé dosavadni dosazené
vysledky. V podkapitole 3.1 nejprve vysvétluji zvolenou retrosyntézu voratini A (23) a B (24).
Zjednoduseny piehled pak je zachycen nize (Obr. 25). Podkapitola 3.2 se pak zabyva
retrosyntézou samotného fragmentu A (34), jez bude pfipraven v obou optickych antipodech
(S)-34 a (R)-34. Podkapitola 3.3 se pak vénuje syntéze fragmentu A (34) a podkapitola 3.4

vysledkiim biologického testovani.

'd N\
; - (0]
Cl H
OP. 5 0
— PSS + " + I oP
s B OP MeO”
9
Voratin A (23) Fragment A (S5)-34 Fragment B (35) Fragment C (36)
: Cl - o)
op 1 N 8 15 o)
— s + 2 + | op
Bra A OP MeO
= 9 17 18
Voratin B (24) Fragment A (R)-34 Fragment B (35) Fragment C (36)

. J

Obr. 25. Retrosyntéza jednotlivych voratinii A a B.

3.1 Retrosyntéza Voratinii A a B

Retrosyntéza (Obr. 25) vychazi z pomyslného rozdéleni molekuly voratinu A (23) resp.
voratinu B (24) na tfi casti: fragment A (34), fragment B (35) a fragment C (36). Jedinym
rozdilem, jimz se slouCeniny 23 a 24 lisi, je absolutni konfigurace na atomu uhliku C3
dihydroindoliziniového kruhu. Pro voratin A (23) tedy budeme ptipravovat fragment A s C3
konfiguraci S ((S)-34). Obdobnou cestou pak mizeme pripravit také fragment B s konfiguraci
R ((R)-34).

Syntéza voratinu A (23) je pak navrzena jako konvergentni (neni linearni syntézou)
a je zalozena na postupném spojeni tii pokrocilych intermediata (Obr. 26). Dle naseho navrhu
by se nejprve mél spojit fragment A (S)-34 s Fragmentem B (35) (adice in situ generovaného

vinylového aniontu na chlorpyridinovy skelet) za vzniku molekuly 37. Transformace aduktu 37
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na odpovidajici halogen derivat 38 bude uskute¢néna pomoci dvoukrokové sekvence (TBAF
deprotekce nasledovana PPha/lz transformaci alkoholu na jododerivat). Transformace alkyl
jodidu 38 na odpovidajici organolithnou slouc¢eninu nasledovana jeji adici na lakton 36
(fragment C) poskytne enon 39. Instalace dihydroxy skupiny pomoci Sharplessovy
dihydroxylace (ADmix-a) poskytne spirocyklizaéni prekurzor 40, jenz v piitomnosti HzO"
poskytne cilovou spiroslou¢eninu. Transformace ketonu na exo-olefin pomoci Wittigova
reagentu pak poskytne témét finalni produkt 41. Terminalni modifikace Spiro-umisténé
karboxylové skupiny a finalni cyklizace, tvofici dihydroindolizinovy kruh, zakon¢i syntézu
voratinu A (23).

3.2. Retrosyntéza fragmentu A

Z pohledu detailni retrosyntézy jsme navrhli syntézu dle nasledujicich kroka (Obr. 27):
Uvazovali jsme, ze kyZena molekula (S)-34 muze byt pfipravena benzylaci alkoholu 45,
jenz lze ziskat redukci aldehydu 46, jehoz syntéza je zalozena na reakci aldehydu 47
s Wittigovym reagentem designovanym pro CH> prolongaci systému. Vychozi aldehyd 47
Ize potom ziskat oxidaci alkoholu (S)-48. Syntéza chiraln¢ obohaceného alkoholu (S)-48 byla
pak zalozena na kinetické enzymatické resoluci alkoholu rac-48. Tento alkohol
pak lze pripravit z odpovidajici karboxylové kyseliny 49, jez vznikne hydrolyzou nitrilu 50.
Nitril 50 pak lze pfipravit monoadici aniontu generovaného z propionitrilu 51

na dichloropyridin 52.
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Voratin A (23)

Obr. 26. Schématické znazornéni retrosyntézy voratinu A (23).
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Obr. 27. Schématické zobrazeni retrosyntézy fragmentu A.

3.3 Syntéza vedouci k fragmentu A

3.3.1 Adice propionitrilu

Prvnim krokem syntézy je pfiprava nitrilu 50. Vychozi latkou zde byl komeréné
dostupny 2,6-dichlorpyridin 52, ktery v piitomnosti baze KHMDS reagoval s propionitrilem
51[67]. Cilem této reakce je nechat zreagovat generovany draselny aniont pravé jednou
(monoadice) s dichlorpyridinem 52. Na zakladé¢ diive publikovaného protokolu [67] jsme tedy
ponechali zreagovat generovany aniont nitrilu 51 (1,0 ekviv.) s nadbytkem dichlorpyridinu 52
(Tab. 1). Nejprve jsme ke generaci aniontu vyuzivali KHMDS roztok v toluenu (fadek 1), ktery
po skonéeni reakce (reakce dale neprobihala, detekce progresu reakce pomoci TLC
a HPLC/MS) poskytl kyzeny produkt 50 v 53% vytézku. Prodlouzeni reakéni doby nevedlo
ke zvySeni vytézku reakce (fadek 2). Abychom zvysili vytézek reakce, pfistoupili
jsme ke zméné rozpoustédla. Nepolarni toluen byl zaménén za polarni THF (fadek 3). Rozhodli
jsme se tedy zménit rozpoustédlo z nepolarniho (toluen) na polarni (THF) ze dvou davodu:
(1) ocekavali jsme, ze struktura KHMDS v ramci rozpoustédla (THF vs. Toluen) bude jina
(dimery ¢i trimery oproti monomerim ocekavanych v ramci toluenu) a (2) predpokladali
jsme, ze i rozpustnost produktu, resp. vychozich latek muze byt v zavislosti na rozpoustédle
rozdilna. Ukazalo se, ze THF jako rozpoustédlo nemélo na prubéh reakce zasadni vliv (fadek 3).
Pouziti THF jako rozpoustédla, v némz byl dodavan komeréné dostupny KHMDS roztok,
naopak vliv na reakci mélo a ofekdvany monoadukt 50 byl izolovan ve vytézku ~85 %
(fadek 4, surovy produkt) resp. 76 % cistého produktu, paklize byla reakce provedena

v 50mmol méftitku (fadek 5).
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Tab. 1. Reakéni podminky pfipravy nitrilu 50.

N KHMDS N
| _ N —y (1,17 ekviv) | _
N /T ec(ominy»rr O N
52 51 50 | |
(1,2 ekviv.) (1 ekviv.)
Vytézek?
Podminky
[9%]

1 2,5 mmol 1.0 M KHMDS v toluenu Toluen (0,2M), 1 h 53 %
2 2,5 mmol 1.0 M KHMDS v toluenu toluen (0,2M), 2 h 52 %
3 2,5 mmol 1.0 M KHMDS v THF THF (0,2M), 2 h 56 %
4 2,5 mmol 1.0 M KHMDS v THF toluen (0,2M), 2 h 99 %P
5 50 mmol 1.0 M KHMDS v THF toluen (0,2M), 2 h 76 %°

3 Pro &istou (>98% dle HPLC) izolovanou latku. ® Nepurifikovano. VytéZek surového produktu o ¢istoté 84% dle HPLC/MS.
9 Reprodukovatelny vytéZek. Reakce provadéna 4x za stejnych podminek s vytézky 76-84%.

3.3.2 Hydrolyza nitrilu

Dalsim krokem byla transformace nitrilu 50 na karboxylovou kyselinu 49 (Tab. 2).
Nejprve jsme se rozhodli provést tuto hydrolyzu pomoci kyselych (Brenstedova kyselina)
podminek, nebot’ jsme se obavali moZznych neZadoucich vedlejSich reakci, kter¢ by mohly
nastat pii bazické hydrolyze (adice hydroxidového aniontu na pyridinovy kruh). Dle prvni
podminky jsme tedy ponechali hydrolyzovat nitril 50 v pfitomnosti 37% aqg. HCI (fadek 1). [68]
Avsak po dvou hodinach pii zvySené teploté (100 °C) nebyl pfi této reakci pozorovan zadny
ubytek vychozi latky. Tato situace se nezménila ani po delSi reakéni dobé (fadek 2). ZvySeni
ekvivalenti kyseliny (fadek 3) ani vyména HCl za H>SO4 (fadek 4) [69] nevedla k tvorbé
ani stop produktu 49. Od kyselé hydrolyzy bylo tedy opusténo a dalSim postupem se stala
bazicka hydrolyza za pomoci KOH.[70] Pfti pouziti hydroxidu o koncentraci 0,2M (1,1 ekviv.,
radek 5) se jiz nitril 50 zacal po 24h hydrolyzovat a kyzena kyselina 49 mohla byt izolovana,
i kdyz pouze v nizkém 27% vytézku. Rozhodli jsme se tedy provést reakci s koncentrovanéj$im
roztokem KOH (2M aq.) za vyssi teploty. Za téchto podminek (fadek 6) byl cilovy produkt
izolovan v 55% vytézku. Dalsi optimalizace reakce spojena s ohodnocenim vlivu teploty
a mnozstvi baze na reakéni vytézek vedlo k izolaci cilového produktu 49 v uspokojivych 85 %
(fadek 9).
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Tab. 2. Optimalizace hydrolyzy nitrilu 50 na karboxylovou kyselinu 49.

| t reakeni podminky | t
Cl N - a N
|N| 0?2 >oH
50 49
Reagent [ekviv] Reakéni podminky Vytézek [%]

1 37% HCI [35 ekviv.] 100 °C, 2 h n.r.»
2 37% HCI [30 ekviv.] 100 °C, 24 h n.r.»
3 37% HCI [63 ekviv.] 100 °C, 2 h n.r.®
4 98% H2S04 [20 ekviv.] 100 °C, 4 h n.r.®
5 0,2M KOH [1,1 ekviv.] 100 °C, 24 h 27 %
6 2M KOH [2,2 ekviv.] 120 °C, 24 h 55 %
7 2M KOH [1,1 ekviv.] 150 °C, 24 h 85 %
8 2M KOH [1,1 ekviv.] 120 °C, 24 h 92 %°
9 2M KOH [2,2 ekviv.] 120 °C, 24 h 80 %

3 Pro ¢istou (>98% dle HPLC) izolovanou latku. ® n.r. = 74dna reakce (no reaction), dle *H NMR spektra surové reakéni smési.

% Nepurifikovano. VytéZek surového produktu o &istoté 84% dle HPLC/MS.

3.3.3 Redukce karboxylové kyseliny 49 na alkohol rac-48

Alkohol rac-48 se da ziskat redukci karboxylové kyseliny 49 (Tab. 3). Jiz od zacatku
jsme uvazovali nad tim provést tuto reakci dvéma riiznymi zpUsoby. Paklize totiz reakci
provadime ptimo z karboxylové kyseliny, obvykle jsou potieba vyssi reakcni teploty a silna
redukéni Cinidla. Podminky, jez mohou potencialné vést k degradaci naseho substratu (redukce
chloropyridinové podskupiny) anebo ke snizeni vytézkli reakce z diivodu vysokych ztrat
pfiizolaci vzniklého alkoholu (vznik soli, jeZ maji vysokou afinitu ke vzniklému alkoholu).
Rozhodli jsme se tedy nejprve vyzkousSet redukci methyl esteru Me-49 ptipraveného piimo
z kyseliny 49 za podminek Fischerovy esterifikace (H3O" katalyzovana esterifikace, kde HCI
(zdroj H3O") je generovan in situ reakci MeOH s acetylchloridem) (Obr. 28). Cilovy ester
Me-49 byl izolovan ve vytézku 87 %.
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Obr. 28. Priprava methylesteru Me-49.

Redukce esteru Me-49 (Tab. 3, fadek 1) pomoci nadbytku DIBAL-H probihala
jednoduse a poskytla alkohol rac-48 v 78 % vytézku. Paklize byla tato reakce provedena
za stejnych reak¢nich podminek ale s vyuzitim karboxylové kyseliny 49 jako vychozi latky,
z4dna tvorba produktu nebyla pozorovana a z reakéni smési byla izolovana pouze vychozi latka
(kyselina 49) (fadek 2). DIBAL-H tedy neni dostate¢né silnym reduk¢énim ¢inidlem pro tuto
transformaci. [71] Museli jsme tedy pro tuto reakci zvolit siln&jsi redukéni ¢inidlo a naSe volba
padla na LiAlH4. Pokud byl LiAlH4 pouzit k redukci esteru Me-49, reakce probihala s vytézkem
52 resp. 50 % v zavislosti na mnozstvi vychozi latky a snadnosti izolace (fadky 3 a 4). [72]
Aplikace LiAlHs na reakci s kyselinou 49 pak vedla k mirnému snizeni vytézku reakce
(tadky 5 a 6). Relativné nizka schopnost izolovat Cisty produkt rac-48 z téchto reak¢nich smési
nas vedla ktomu hledat alternativni reagent k LIAlHs. NaSe volba padla na nedavno
publikovany protokol, jenz vyuziva k redukci komplex boranu a amoniaku (BHs.NH3) jako
redukéni Cinidlo a probihd za katalyzy TiCls. [73] Tato metoda slibovala Cistou a rychlou
redukci karboxylové skupiny piimo na alkohol. Ukdazalo se, Ze jiz piimd aplikace
publikovanych podminek je ndm Schopna poskytnout kyzeny alkohol rac-48 v 53 % vytézku
(tadek 7). Mirné zvysSeni mnozstvi katalyzatoru (z 10 mol % na 20 mol %) pak vedlo
k dramatickému narastu vytézku reakce na 82 % (fadek 8). Navic se ukazalo, Ze tento typ reakce
muzeme velmi snadno provadét i s vyuzitim vétSiho mnozstvi vychozi latky (fadek 9) bez
pozorovaného vlivu na reakéni vytézek (83 %). Mechanismus této zajimavé reakce je detailnéji

diskutovan v podkapitole 3.3.3.1.
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Tab. 3. Optimalizace ptipravy alkoholu rac-48.

X
| [
ClI” °N > N
Me—:z,,lI{{:lsIe © OR rac-48 OH
Vychozi latka Reduk¢ni Cinidlo Vytézek?
; Podminky
[mmol] [ekviv.] [90]
Me-49 ) )
1 DIBAL-H (2,5 ekviv.) -78 °C (30 min) — RT, 8 h 83 %
(2 mmol)
2 | 49 (2mmol) DIBAL-H [2,5¢ekviv.] -78°C (30 min) — RT, 24 h n.r.”
Me-49 ) )
3 LiAIH4[1,1 ekviv.] RT;1h 52 %
(2 mmol)
Me-49 ) _
4 LiAIH4[1,2 ekviv.] RT;1h 50 %
(10 mmol)
5 49 (2 mmol) LiAIH4[1,2 ekviv.] RT; 1h 49 %
6 49 (2 mmol) LiAIH4[1,2 ekviv.] RT;1h 51 %
BH3.NH3 [2 ekviv.],
7 49 (2 mmol) ) ) 0°C —>RT;4h 53 %
TiCls [0,1 ekviv.]
BH3.NHj3 [2 ekviv.],
8 49 (2 mmol) ) ) 0°C > RT;4h 82 %
TiCl4 [0,2 ekviv.]
BH3.NH3 [2 ekviv.],
9 49 (5 mmol) ) ) 0°C—>RT;4h 83 %
TiCls [0,2 ekviv.]

3 Pro ¢&istou (>98% dle HPLC) izolovanou latku. ® n.r. = 24dna reakce (no reaction), dle *H NMR spektra surové reakéni smési.

3.3.3.1 Mechanismus redukce karboxylové kyseliny zaloZeny na vyuziti BH3.NH3

komplexu jako redukéniho ¢inidla a TiCls jako katalyzatoru

Ptesny mechanismus reakce neni doposud detailné znam. Piedpoklddany reakéni
mechanismus, jenz jsme navrhli na zakladé experimentti popsanych v literatuie, je piiblizen
na Obr. 29 [73]. V ném se nejprve TiCls (silna oxofilni Lewisova kyselina) koordinuje
na karbonylovy kyslik karboxylové kyseliny. Nasleduje hydroborace aktivovaného karbonylu
pomoci boranu (cyklicky tranzitni stav), jenz dava vzniknout tetraedrickému meziproduktu 49c.
Nasledn4, sterickym pnutim (kvarterni centrum) hnand, eliminace pak da vzniknout aldehydu
49d. Nasledna redukce aldehydu na alkohol da vzniknout Siroké plejadé boranovych komplexi,

které pii reakénim work-upu uvolni izolovany alkohol rac-48.
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Obr. 29. Navrzeny reak¢éni mechanismus redukce kyseliny 49 pomoci TiCla/BH3.NHs; komplexem.
3.3.4 Enzymaticka rezoluce
V tomto okamziku jsme se tedy dostali do bodu, kdy jsme méli snadny ptistup k obéma
antipodim alkoholu rac-48, a mohli jsme tedy pfistoupit k jejich separaci. K tomuto tGcelu
jsme se rozhodli vyuzit kinetické enzymatické rezoluce. Jako enzym byla na zaklad¢ literarnich

poznatki zvolena praseci lipaza (Obr. 30). [74]

Obr. 30. Struktura praseci lipazy. [74]
Abychom maximalizovali nase Sance na ziskani co nejvice opticky ¢istého alkoholu,
bylo rozhodnuto, Ze budou testovany dva rtizné piistupy k enzymatické rezoluci. Prvni spoc¢iva

Vv tom, ze praseci lipaza bude ponechéana reagovat s alkoholem rac-48 v pritomnosti anhydridu
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kyseliny octové. Na zakladé¢ znamé struktury praseci lipazy II (resp. na zaklad¢ znalosti
struktury jeho vazebného mista) by se mél s velkou pravdépodobnosti jeden z alkoholt acylovat
rychleji nez ten druhy. Odhad toho, jestli bude pfednostné acylovan alkohol (S)-48 anebo
(R)-48 je pon¢kud obtizny, nebot’ chiralni centrum je V S poloze vici acylované hydroxy
skupin¢ (Obr. 31A). Paklize nedojde k uspésné rezoluci, bude proveden opacny pfistup,
zalozeny na hydrolyze esteru rac-Ac-48 (lipazami mediovand esterifikace je reverzibilni
reakce) (Obr. 31B). Efektivita rezolu¢niho kroku bude ur¢ena pomoci HPLC chromatografie
vyuzivajici chiralnich stacionarnich fazi (tzv. ,,chiralnich* kolon). Absolutni stereokonfigurace
na C3 atomu uhliku pak bude uréena na zikladé analyzy H NMR spekter pomoci
tzv. Mosherovych esterti.

Abychom tedy mohli pfistoupit k efektivni optimalizaci kinetické rezoluce, nejprve
jsme museli vyvinout efektivni metodu, jez by nam umoznila separovat oba enantiomery
alkoholu rac-48 a esteru rac-Ac-48. Po dlouhém hledani podminek (kolony a mobilni systémy)
se nam povedlo separovat oba enantiomery rac-48 alkoholu (Obr. 32A) pomoci
CHIRALCEL® OZ-H kolony svyuzitim mobilni fize n-hexan:isopropanol = 99:1
Vv isokratickém modu (try = 71,13 min; trz = 75,58 min). Oba enantiomery acylovaného
alkoholu rac-Ac-48 (Obr. 32B) pak byly separovany pomoci CHIRAL ART Amylose-SA
kolony svyuzitim mobilni faze n-hexan:isopropanol = 99:1 v isokratickém modu
(tre = 13,85 min; tr2 = 14,72 min). Pozadovany acylovany alkohol rac-Ac-48 byl pfipraven
acylaci alkoholu rac-48 pomoci standardniho protokolu (Obr. 33).
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Obr. 31. Schématické znazornéni principu déleni enantiomerd zalozenych na kinetické enzymatické

rezoluci.
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Obr. 32. Chromatogramy zobrazujici rozd€leni pikd enantiomert latek rac-48 (vlevo)
a rac-Ac-48 (vpravo).
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Obr. 33. Reak¢ni schéma pripravy acetyl esteru rac-Ac-48.

3.3.4.1 Rezoluce hydrolyzou

Po nékolika experimentech, kdy jsme se pokouseli o enzymatickou kinetickou rezoluci
jak pomoci esterifikace (Obr. 31A), tak hydrolyzy (Obr. 31B), jsme se zaméFili na optimalizaci
rezoluce s vyuzitim hydrolyzy esteru rac-Ac-48 v pfitomnosti praseéi lipazy (Obr. 34).
S vyuzitim standartniho protokolu, jeZ pouzivame pfi lipazami mediovanych reakcich v nasi
skuping, jsme vyzkouseli hydrolyzu esteru pomoci fosfatového pufru (pH = 7) pii teploté 37 °C.
Reakce byla monitorovana V priibéhu ¢asu pomoci HPLC a byl sledovan ubytek jednotlivych
enantiomert Ac-48 ¢&i prirastek jednotlivych enantiomerd alkoholu 48. V pribéhu casu
dochazelo k ptednostni konverzi jednoho ze dvou enantiomeri Ac-48 (enantiomer
str = 14,72 min) (Obr. 35). Po jeho uplném vymizeni doSlo k ukonceni reakce. Taktéz
byl pozorovan pfiristek jednoho enantiomeru alkoholu 48 (Obr. 36). Vysledné produkty
(alkohol 48 str = 71,73 min a ester Ac-48 str = 13,85 min) byly izolovany s 39% a 35%
vytézkem. Jejich opticka Cistota byla uréena na zékladé HPLC analyzy jako e.r. = 91:9
pro alkohol 48 s tr = 71,73 min, ae.r. = 91:9 pro Ac-48 s tr = 13,85 min.

X .
| Praseéi lipaza Il
cI” N -
rac-Ac-48 O

N

Obr. 34. Schématické znazornéni hydrolytické resoluce esteru rac-Ac-48.
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Obr. 35. Chromatogramy zobrazujici ubytek jednoho enantiomeru (tr = 15,38 (15,95) min)
latky Ac-48 v priubehu reakce v ¢ase 80 min (vlevo) a po 120 min (vpravo) od zacatku reakce.
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Obr. 36. Chromatogramy zobrazujici pfiriistek jednoho enantiomeru (tr = 71,73 min)
latky 48 v pribéhu reakce v ¢ase 80 min (vlevo) a 120 min (vpravo) od zacatku reakce.

3.3.5 Urceni absolutni konfigurace alkoholu (R)-48 pomoci Mosherovy analyzy

O kterou konfiguraci (R nebo S) se u obou latek (rac-48 a rac-Ac-48) jedna, je mozné
zjistit pomoci tzv. Mosherovy analyzy. Jedna se o ¢asto vyuzivany zpiisob ur€eni neznamé
konfigurace na stereogennim centru sekundarnich alkoholii. Je mozné ji ovSem pouzit, i pokud
se chiralni uhlik nachazi vici hydroxylové skupin€ v poloze B, jak je tomu v pfipadé¢ mnou
analyzovanych molekul. Dalsi uziteCnou informaci, kterou je mozné touto analyzou ziskat,
je enantiomerni piebytek. Ten vyjadiuje pomér dvou enantiomerd ve vzorku.

Tato metoda urCeni absolutni konfigurace vychdzi zpoznatku, Ze protony
diastereoizomernich estert Mosherovy kyseliny maji v 'H NMR spektrech rozdilné chemické
posuny, jez jsou zpusobeny sterickymi efekty. Fenylova skupina Mosherovy kyseliny
ma anizotropni magneticky stinici efekt viici protonim vyskytujicim se nad nebo pod rovinou

tohoto kruhu, coz vede k vy$Sim chemickym posuniim 6 (= mens$i hodnoty ppm) téchto
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stinénych protonti (Obr. 37). Protony R! skupiny, vyskytujici se v blizkosti fenylové skupiny,

jsou v pripadé R konfigurace stinény, a maji tedy vyssi hodnoty chemického posunu. Pokud

by se jednalo naopak o konfiguraci S, byly by tyto hodnoty nizsi.

( (R)-Mosheruv ester )

( (S)-Moshertuv ester

)

e H GFs H o H ¢Fs
RZ\y\O&(fo Rz\y\o S CF;
R' MeO  Ph R? R1 < OMe R? j
\_/ Ch o Uh B "
I?1 R1
\. A J

Obr. 37. Schématické znazornéni stiniciho efektu fenylové skupiny (zelené).

Praktikovanym postupem je tedy syntetizovat jak oba enantiomery Mosherova esteru
alkoholu, u néhoz chceme zjistit absolutni konfiguraci, a porovnat jejich chemické posuny
v 'H NMR spektrech. V praxi se ¢astéji pouzivaji halogenidy Mosherovy kyseliny, zejména
chloridy, protoze v tomto ptipadé neni potieba piidavat acyla¢ni ¢inidlo, jako je tomu v piipadé
kyselin. Navic jsou chloridy Mosherovych kyselin (oba enantiomery) komeréné dostupné.
Pti pouziti chloridd kyseliny je nutné mit na paméti, Ze ptitomnosti chloru v molekule se méni
jeji konfigurace, jelikoZ priorita pii urcovani je pro COCI vétsi, nez pro CFs. Je-li tedy pouZit

S chlorid Mosherovy kyseliny, produktem je ester konfigurace R a naopak (Obr. 38). [42,75,76]

2 3 Rz O 3 2 3 2
ClOC__CF, RlJ\O)s/C& HOOC.__CF,
pid “OMe pif ‘OMe ph7/"01\/1e
4 1 4 1 1

4

(S)-Chlorid Mosherovy kyseliny (R)-Mosherav ester (R)-Mosherova kyselina

Obr. 38. Tvorba Mosherova esteru z kyseliny a chloridu s vyzna¢enymi prioritami.

Pro uréeni absolutni konfigurace tedy z alkoholu (R)-48 (zde jiz pfedbiham a vyuzivam
nasledné urcené konfigurace na stereogennim centru latky 48) byly ptipraveny oba Mosherovy
estery: latky (R,R)-53 a (R,S)-53. Mozné kombinace jsou zobrazeny na schématu nize
(Obr. 39). Po zméieni *H spekter byly porovnany chemické posuny, na jejichZ zékladech byla
ur¢ena konfigurace alkoholu 48, ziskaného resoluci hydrolyzou pomoci praseci lipazy, jako R:
Chemicky posun piku methylové skupiny ¢ini v piipadé esteru (R,R)-53 1,31 ppm a v piipadé
esteru (R,S)-53 1,32 ppm. Niz$i hodnoty posunu naznac¢uji vyssi zastinéni methylové skupiny
fenylovou skupinou, a tudiz je methylova skupina v ptipad¢ esteru (R,R)-53 blize k fenylové

skuping, z ¢ehoz vypliva, Ze alkohol 48 je v konfiguraci R.
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Obr. 39. Mozné kombinace vzniku Mosherovych esterti 53 s alkoholem 48
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3.8 Biologické testovani

Karboxylova kyselina 49 byla nasledné vybrana jako intermediat, u kterého byla in vitro
otestovana biologicka aktivita (cytotoxicita) na nadorové bun&éné linii lidskych epitelovych
bunék maligniho karcinomu d€lozniho ¢ipku HeLa. Latka vsSak cytotoxicitu vaci témto
nadorovym bunkam nevykazovala, jeji hodnota ICsg byla zjisténa jako vyssi nez 50 umol/L

v jamce (Graf 1).

Graf 1. Vysledek biologického testovani latky 49.
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Smeérodatna odchylka byla vypoctena ze tfi riznych hodnot viability, jelikozZ méfeni pro kazdou koncentraci bylo
provedeno Vv triplikatu.
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4. Zavér

V ramci své bakalaiské prace jsem se v teoretické casti zabyval problematikou
sekundarnich metabolitd s hlavnim zaméfenim na jejich strukturu a biologickou aktivitu.
Zejména jsem se soustiedil na prirodni latky alkaloidového typu, voratiny A-C,
a to jak z pohledu jejich pivodu, tak i struktury a biologické aktivity vici benigni hyperplasii
prostaty. Nakonec jsem ve stru¢nosti V obecné roviné piedstavil spirocyklické strukturni
systémy, klicovy strukturni prvek voratint, a zabyval jsem se stru¢n¢ popisem jejich vybranych
vlastnosti a zejména pak moznosti jejich syntézy.

V experimentalni Casti jsem se pak veénoval syntéze fragmentu A molekuly
voratinu A a B. Usp&né se mi podafilo piipravit kli¢ové syntetické intermediaty 50, 49,
rac-48 a (R)-48. Vsechny reakce, které jsem provadél byly fadn€ optimalizovany.
Obzvlast ptiprava kyseliny 49, jez se ukdzala jako problematickd, stoji za zminku. Pfi jeji
redukci na odpovidajici alkohol jsem se pak musel uchylit k vyuziti doposud malo vyuzivané
metod¢ zalozené na vyuziti systému BH3. TiCls.

Pfipraveny racemicky alkohol rac-48 jsem nasledné podrobil kinetické enzymatické
resoluci s vyuzitim prase¢i lipazy II. Optimalizoval jsem tento enzymaticky protokol
a s vyuzitim HPLC analyz na chiralnich nosi¢ich jsem byl schopen pfipravit cilovy alkohol
(R)-48 se.r. = 91:9 a 39% vytézkem. Absolutni chiralita na stereogennim centru alkoholu 48
byla uréena na zakladé *H NMR analyzy zaloZené na tzv. Mosherové metodg. Optickd Cistota
pak byla stanovena pomoci HPLC analyzy.

Jelikoz voratiny A a B vykazovaly dle literatury slibnou biologickou aktivitu, byla
kyselina 49 vybrana jako vhodny kandidat pro biologické testovani na jeji cytotoxicitu vici
nadorové bunééné linii HeLa. Zadn4 cytotoxicita vSak nebyla pozorovana.

Zavérem se da fici, Ze touto bakalafskou praci byla ,,proSlapana ¢ast cesty” vedouci
k totalni syntéze fragmentu A. Dale je tedy mozné v ni pokracovat, pfipravit tento fragment
a vénovat se jeho slouceni s dalSimi dvéma fragmenty (B a C) pro ziskani kyZenych molekul

voratinu A a voratinu B.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné informace

Vsechny reakce citlivé na vzduSnou vlhkost byly provadény v pfedem vyzihanych
bankach pod tlakem inertniho plynu (argon). Pouzitd rozpoustédla byla komeréni kvality
a nebyla precistovana.

Prabézné TLC analyzy (thin layer chromatography = chromatografie na tenké vrstve)
byly provadény na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 F2s4 znacky Merck. K detekci
bylo vyuzivano UV zafeni (A = 256 nm) a vizualiza¢nich roztoki.

K ¢isténi latek bylo vyuzivano sloupcové chromatografie s vyuzitim silikagelu jako
stacionarni faze a smési hexan:EtOAc (V/V) jako mobilni faze. Frakce byly eluovany pomoci
koncentracniho gradientu, ktery spocival ve zvySovani procentudlniho zastoupeni polarné;si
slozky smési (EtOAc). Jednotlivé frakce byly sbirdny do zkumavek, jejichz obsah
byl monitorovan pomoci TLC analyzy. Zkumavky obsahujici stejné produkty byly spojené
a prebytkové rozpoustédlo bylo odpatfeno pomoci rota¢ni vakuové odparky.

K méfeni NMR spekter byly pouzity spektrometry JEOL 40011 (1H: 400 MHz; 13C:
101 MHz) a JEOL 500 JNM-ECA 500 MHz (1H: 500 MHz; 13C: 125 MHz). Vzorky byly
rozpoustény a méfeny bud’ V deuterovaném CDCIl3 ¢i DMSO. Spektra byly kalibrovana
na stred signalu pouzitého zbytkového nedeuterovaného rozpoustédla (CDCls 7,26 ppm pro *H;
DMSO 2,50 ppm pro *H) nebo na stied pouzitého rozpoustédla (CDCls 77,16 ppm pro C;
DMSO 39,52 ppm pro *C).[77]

Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometru TSQ Quantum ACCES (Thermo
Fisher Scientific, USA) s APCI jako ioniza¢nim zdrojem. K méfeni HRMS byl pouzit
spektrometr Agilent 6230 s ioniza¢nim zdrojem Dual AJS ESI s médem Full scan v rozsahu
100-1700 m/z.

Pro HPLC analyzy bylo vyuzito kapalinového chromatografu znacky Waters (separacni
modul Waters 2695) s detektorem diodového pole (Waters 2996). Pouzité kolony byly:
CHIRAL ART Amylose-SA S-5 um 250 X 4.6 mmI.D.; CHIRAL ART Cellulose-SB S-5 um
250 X 4.6 mml.D.; CHIRALCEL® OJ-H S-5 pm 4.6 mml.D. X 250 mmL; CHIRALCEL®
0J-Z S-5 um 4.6 mml.D. X 250 mmL; CHIRALCEL® OZ-H S-5 pm 4.6 mmI.D. X 250 mmL,;
CHIRALCEL® OD-H S-5 um 4.6 mml.D. X 250 mmL. Jako mobilni fdze byla pouZivana
isokratickd smés hexan:isopropanol v pomérech 90:10; 95:5 a 99:1. Nejlepsich vysledkt
pro rozdéleni dvou enantiomeru latky rac-48 byly dosazeno pomoci kolony CHIRALCEL®
OZ-H S-5 pm 4.6 mml.D. X 250 mmL s pouzitou mobilni fazi hexan:isopropanol = 99:1
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Vv isokratickém moédu, pfiemz retenéni Casy byly 71,73 min a 75,58 min. Pro rozdéleni
dvou enantiomerti latky rac-Ac-48 byla nejlepsi kolona CHIRAL ART Amylose-SA
S-5 um 250 X 4.6 mml.D. s mobilni fazi hexan:isopropanol = 99:1 v isokratickém modu,

pii¢emz retencni Casy byly 13,85 min a 14,72 min.

Vizualiza¢ni roztoky pro TLC
Metody ptipravy:
e Zasadity roztok KMnOs byl pfipraven rozpusténim 9 g KMnO4 a 20 g KoCO3 ve 150 ml
10% NaOH.

e Vanilinovy roztok byl pfipraven rozpusténim 2 g vanilinu ve 100 ml EtOH obsahujici

1 ml koncentrované H2SOa4.
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5.2 Biologické testovani

Cytotoxicita vybrané latky byla testovana in vitro na buné¢né linii lidskych epitelovych
bun¢k maligniho karcinomu dé€lozniho ¢ipku HeLa. Ty byly kultivovany v Petriho miskach
s kultivaénim médiem DMEM. Nejdiive byly promyty 3 ml EGTA a poté byl pro uvolnéni
buné&k ze dna jamek ptidan 1 ml roztoku enzymu trypsinu (0,5 g.I') v EGTA. Nasledné byly
bunky proplachnuty médiem a poté pteneseny do zkumavky, ve které byly posléze pii pokojové
teploté centrifugovany po dobu 5 minut pii otackach 1200 rpm. Vznikly supernatant byl odsan
a usazeny pelet, obsahujici butiky, byl resuspendovan pomoci 5 ml DMEM média. Dal§im
krokem bylo umisténi bun¢k do Biirkerovy komirky, ve které byly pod mikroskopem
spocitany. Tato smés byla poté pienesena do 96jamkové mikrotitraéni desti¢ky v objemu 80 pl
pii pfiblizné koncentraci 5000 bunék na jamku. Nésledovala kontrola pfitomnosti bunck
pod svételnym mikroskopem, nacez byly desticky ponechany do dal§iho dne v inkubatoru
s 5% CO> atmosférou pii teploté 37,5 °C.

Nasledujici den byla k buitkkdm piidéna testovana latka ve form¢ pfedem ptipravené
sestupné koncentracni tfady, jejiz jednotlivé koncentrace byly 50 puM; 16,6 uM; 5,5 puM;
19uM; 0,6 uM a 0,2 pM. Zasobni roztok latky, ze které byla tato fada pfipravena,
mél koncentraci 10 mmol-L™. Testovani moznych G¢inki bylo provadéno v triplikatu po dobu
72 hodin.

K vyhodnoceni cytotoxicity bylo vyuZito alamarBlue assay. Po uplynuti testovaci doby
bylo do jamek s bunikami piidano 10 pl roztoku resazurinu (4 mg v 16 ml 10% DMEM).
Resazurin, komerénim ndzvem alamarBlue, je modré nefluorescencni barvivo, které je Zivymi
buikami oxidovdno na rtzovy resorufin. Vznikly resorufin je fluorescencni a po ozateni
svétlem o specifické vlnové délce emituje zareni.

Mikrodesticky byly poté umistény do inkubatoru a po tfech hodinach byla métena
fluorescence pomoci spektrofotometru Tecan. VInové délky byly zvoleny jako 544 nm
pro excitacni spektrum a 590 nm pro emisni. K vyhodnoceni hodnot ICsg byla pouzita ziskana

data a program Prism 8 (GraphPad Software, Kalifornie, USA).
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5.3 Organicka syntéza
5.3.1 Syntéza nitrilu (50) [67]

| N KHMDS (1,17 ekviv.) | A
P + =N - P
ClI” °N” ~clI / toluen CI” °N
52 51 0°C—RT, 3h 50 |||
(1,2 ekviv.) (1 ekviv.)

K azeotropni smési propionitrilu 51 (6 ml; 84,5 mmol; 1,0 ekviv.) a 2,6-dichlorpyridinu
52 (15 g; 101 mmol; 1,2 ekviv.) v toluenu (42,2 ml) byl pfi teploté 0° C prikapan KHMDS
(AM roztok v THF; 98,8 ml; 98,8 mmol; 1,17 ekviv.). Po 180 minutach michani pti RT byla
reakéni smés ukoncena (quench) pomoci NH4Cl na pH = 3. Nasledné byla smés extrahovana
EtOAc (3x 150 ml). Spojené organické vrstvy byly vysuseny bezvodym Na>SOs, piefiltrovany
a organické rozpoustédlo bylo odpateno na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné
piecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, hexan:EtOAc = 15:1—10:1—5:1) a poskytl
nitril 50 ve form¢ Zlutého oleje (10,7 g; 76 %).

Rt = 0,45 (hexan:EtOAc = 3:1)

IH NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7.69 — 7.65 (m, 1H), 7.44 (dd, J = 7.6, 0.7 Hz, 1H),
7.33-7.29 (m, 1H), 4.04 (q, J = 7.3 Hz, 1H), 1.72 (d, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) 5 (ppm): 158.4, 151.3, 140.0, 124.2, 120.3, 50.7, 25.4.

MS (ESI), m/z (%): [M+H]": 167.0

HRMS vypoéteno pro CsHsCIN2" [M+H]": 167.0371; nalezeno 167.0376
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5.3.2 Syntéza karboxylové Kkyseliny (49) [70]

| SN . N
_ 2M KOH (2,2 ekviv) | _
cI” N 120 °C, 13 h CI” N
|l
i 07 oH
50 49

Nitril 50 (10,7 g; 64,2 mmol; 1,0 ekviv.) byl rozpustén ve vodném roztoku 2M KOH
(70,6 ml; 141 mmol; 2,2 ekviv.). Reakéni smés byla zahtivana 13 hodin na 120 °C. Poté bylo
pomoci 1M HCI upraveno pH na hodnotu 3. Nésledné byla smés extrahovana DCM
(3x 150 ml). Spojené organické vrstvy byly vysuSeny bezvodym NaxSOs, pfefiltrovany
a organické rozpoustédlo bylo odpaieno na RVO. Vysledny surovy produkt 49 byl ziskan
ve formé oranzového oleje (9,6 g; 81 %). Ten byl nasledné bez purifikace pouzit do dalsiho

reakéniho kroku.

Rt = 0,78 (hexan:EtOAc = 2:1)

'H NMR (400 MHz, DMS0-d6) & (ppm): 7.81 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 7.5 Hz, 2H),
3.87(q,J=7.1Hz, 1H), 1.38 (d, J = 7.2 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) & (ppm): 177.1, 164.1, 160.3, 150.7, 139.8, 139.4, 123.1, 122.4,
121.2,120.9, 49.1, 47.1, 20.0, 17.7. (Spektrum obsahuje nejenom volnou kyselinu ale také jeji
pyridiniovou vnitrni sil. Proto jsou signadly zdvojeny.)

MS (ESI), m/z (%): [M+H]": 186.0

HRMS vypoéteno pro CgHeCINO2" [M+H]*: 186.0316; nalezeno 186.0319
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5.3.3 Syntéza alkoholu (rac-48) [73]

TiCly (0,2 ckviv.)

X ) S
| BH;-NHj; (2,0 ekviv.) |
c1” N - c1” N
0 °C (1 min) — RT (4 h)
49 O OH rac-48 ~ OH

Ke kyselin¢ 49 (1 g; 5,39 mmol; 1,0 ekviv.) byl ptidan diethyl ether (16,3 ml;
5,39 mmol; 1,0 ekviv.) a smés byla ochlazena ledem na 0 °C. Poté byl po kapkach ptidan
chlorid titani¢ity (1,08 ml; 1,08 mmol; 0,2 ekviv.). Nasledn¢ byl pomalu pfisypan
BHs.NH3 (370 mg; 10,8 mmol, 2,0 ekviv.) a smés byla michana 1 minutu pfi 0 °C. Poté byla
4 hodiny michana pii pokojové teploté. Nasledné byla reakce pii 0 °C ukoncena (quench)
pomalym piidavkem ochlazené 1M HCI (20 ml). Smés byla extrahovana pomoci Et20
(3x 50 ml). Spojené organické vrstvy byly promyty 1M NaOH (150 ml) a solankou (150 ml).
Nasledné byla smés vysuSena bezvodym siranem sodnym a prefiltrovana ptes vatu. Organické
rozpoustédlo bylo poté odpaieno na RVO za vzniku produktu rac-48 ve form¢ bilého oleje
(767,3 mg, 83%). Ten byl nasledné bez purifikace pouzit do dal$iho reak¢éniho kroku.

Rt = 0,22 (hexan:EtOAc = 3:1)

IH NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.60 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.22 — 7.17 (m, 1H),
7.13(d, J = 7.6 Hz, 1H), 3.93 — 3.79 (m, 2H), 3.08 (pent, J = 6.8 Hz, 1H), 2.90 (broad s, 1H),
1.31 (d, J = 7.1 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 165.7, 150.7, 139.4, 121.6, 66.9, 42.7, 17.1.
MS (ESI), m/z (%): [M+H]*: 172.1

HRMS vypoéteno pro CsH11CINO* [M+H]*: 172.0524; nalezeno 172.0525

K dosazeni nejlepsich vysledkd pro rozdéleni dvou enantiomert latky rac-48 byla kolona
CHIRALCEL® OZ-H S-5 um 4.6 mmlD. X 250 mmL s pouzitou mobilni fazi
hexan:isopropanol = 99:1 v isokratickém modu, pficemz reten¢ni Casy byly 71,73 min
a 75,58 min.
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5.3.4 Syntéza methylesteru (Me-49)

| CH,COCI, McOH |
~ Y o P
CI” N 0°C - RT, 16 h CI” N
0% NoH 0“>o”
49 Me-49

K roztoku kyseliny 49 (200 mg; 1,08 mmol; 1,0 ekviv.) v methanolu (10,8 ml;
1,08 mmol; 0,1M) ochlazeném na 0° C byl ptikapan acetylchlorid (0,192 ml; 2,69 mmol;
2,5 ekviv.). Reakéni smés byla 18 hodin michdna pfi pokojové teploté. Zbytkové organické
rozpoustédlo bylo odpatfeno na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné precistén pomoci
sloupcové chromatografie (SiO2, hexan:EtOAc = 20:1—15:1—10:1—6:1) a poskytl
methylester Me-49 ve formé Zlutého oleje (103 mg; 48 %).

Rt = 0,53 (hexan:EtOAc = 3:1)

IH NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.68 — 7.58 (m, 1H), 7.24 — 7.18 (m, 2H),
4.09 — 3.79 (m, 1H), 3.69 (s, 3H), 1.55 (d, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) & (ppm): 173.8, 160.9, 151.0, 139.5, 123.0, 120.6, 52.4, 47.8,
17.5.

MS (ESI), m/z (%): [M+H]*: 200.0

HRMS vypoéteno pro CoH11CINO2*" [M+H]": 200.0473; nalezeno 200.04375
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5.4 Enzymaticka rezoluce

5.4.1 Priprava acylovaného alkoholu (rac-Ac-48)

X X
| P Ac,0 (2,0 ekviv.) | —
CI” °N > C1” N
py
rac-48 OH RT, 3h rac-Ac-48 QO

A

Alkohol rac-48 (62 mg; 0,36 mmol; 1,0 ekviv.) byl rozpustén v pyridinu (3,6 ml;
0,36 mmol; 1,0 ekviv.). Ke smési byl ptikapan acetanhydrid (0,07 ml; 0,7 mmol; 2,0 ekviv.).
Reakéni smés byla pii laboratorni teplot¢ michana 3 hodiny. Nasledovalo ukonceni reakce
(quench) 6 ml NaHCO3, extrakce pomoci EtOAc (3x 10 ml). Spojené organické vrstvy byly
promyty solankou, vysuSeny pomoci bezvodého Na;SOj a piefiltrovany pies vatu. Organické
rozpoustédlo bylo poté odpafeno na RVO. Vznikly produkt rac-Ac-48 byl ve formé zlutého
oleje pouzit bez dalsi purifikace (74,4 mg; 97 %).

Rf=0,72 (hexan:EtOAc = 1:1)

IH NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.59 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.19 (dd, J = 8.1, 0.9 Hz, 1H),
7.10 (dd, J = 7.5, 0.8 Hz, 1H), 4.34 (dd, J = 10.8, 7.5 Hz, 1H), 4.27 (dd, J = 10.8, 6.4 Hz, 1H),
3.24 (h, J =7.0 Hz, 1H), 2.00 (s, 3H), 1.33 (d, J = 7.0 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) § (ppm): 165.8, 150.8, 139.5, 122.3, 121.0, 67.0, 42.7, 17.1.

MS (ESI), m/z (%): [M+H]": 214.1

HRMS vypoéteno pro C10H13CINO2" [M+H]*: 214.0629; nalezeno 214.0630

Pro rozdéleni dvou enantiomert latky rac-Ac-48 byla nejefektivnéjsi kolona CHIRAL ART

Amylose-SA S-5 um 250 X 4.6 mml.D. s mobilni fazi hexan:isopropanol = 99:1 v isokratickém

modu, pficemz retenéni ¢asy byly 13,85 min a 14,72 min.
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5.4.2 Rezoluce hydrolyzou

X A A
| Prase¢i lipaza 11 | |
a1 N7 > AN * i
1,0 c1” N c1” N
-_Ac-4 _Ac-
rac-Ac-48 O (R)-48 OH (S5)-Ac-48 O
0 0

Acetat rac-Ac-48 (100 mg; 0,468 mmol; 1,0 ekviv.) byl rozpustén v diethyletheru
(0,468 ml) a k roztoku byl ptidan silikagel (400 mg). Piebytecny ether byl odpafen a vznikla
smés byla poté rozpusténa ve fosfatovém pufru o pH 7 (4,68 ml; 0,1M; 1,0 ekviv.) o sloZeni
Na,HPO4, NaOH a destilovana voda. Nésledné byla ptidana praseci lipaza typu II (20 mg;
0,084 mmol; 0,18 ekviv.) a smés byla michana pii 37 °C po dobu dvou hodin. Prubéh reakce
byl monitorovan pomoci HPLC s vyuzitim chiralni kolony a pomoci TLC. Po ukonceni reakce
byl silikagel piefiltrovan a roztok byl extrahovan pomoci EtOAc (3x 50 ml). Spojené organické
vrstvy byly promyty solankou, vysuSeny pomoci bezvodého MgSO4 a prefiltrovany. Organické
rozpoustédlo bylo poté odpaieno na RVO. Reak¢ni smés byla precisténa na chromatografické
kolon¢ (SiO2, hexan:EtOAc = 10:1—8:1—5:1—-3:1), pfi¢emz byly izolovany dva produkty
(R)-48 (31,3 mg; 39 %) a (S)-Ac-48 (34,7 mg; 34,7 %). Oba ve formé zlutého oleje.

Produkt (R)-48:

Rt = 0,13 (hexan:EtOAc = 3:1)

IH NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7.60 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.22 — 7.17 (m, 1H),
7.13(d, J = 7.6 Hz, 1H), 3.93 — 3.79 (M, 2H), 3.08 (pent, J = 6.8 Hz, 1H), 2.90 (broad s, 1H),
1.31(d, J = 7.1 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 165.7, 150.7, 139.4, 121.6, 66.9, 42.7, 17.1.
MS (ESI), m/z (%): [M+H]": 172.1

HRMS vypoéteno pro CsH11CINO* [M+H]*: 172.0524; nalezeno 172.0525

Produkt (S)-Ac-48:

Rf = 0,53 (hexan:EtOACc = 3:1)

IH NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7.59 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.19 (dd, J = 8.1, 0.9 Hz, 1H),
7.10 (dd, J = 7.5, 0.8 Hz, 1H), 4.34 (dd, J = 10.8, 7.5 Hz, 1H), 4.27 (dd, J = 10.8, 6.4 Hz, 1H),
3.24 (h, 3 = 7.0 Hz, 1H), 2.00 (s, 3H), 1.33 (d, J = 7.0 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) 5 (ppm): 165.8, 150.8, 139.5, 122.3, 121.0, 67.0, 42.7, 17.2.

MS (ESI), m/z (%): [M+H]*: 214.1

HRMS vypoéteno pro C10H13CINO2" [M+H]*: 214.0629; nalezeno 214.0630
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5.5 Urceni absolutni konfigurace

5.5.1 Priprava S-MTPA esteru (S)-53 [42]

=z 0
S 0
| CF; py, DEM N I CF;
c1” N7 on AT c” N O O
Ry, RT, 2h ",
OMe

(R)-48 (5)-53
K roztoku alkoholu (R)-48 (1,7 mg; 9,91 umol; 1,0 ekviv.) a suchého pyridinu (2,5 ul;

30,7 umol; 3,1 ekviv.) v suchém DCM (0,16 ml; 2,5 mmol; [(R)-48] = 0,064 M) byl ptidan
R-MTPA-CI (3,56 ul; 18,8 umol; 1,9 ekviv.). Po dvou hodinach michani za RT byla reakce
ukoncena (quench) ptidavkem vody (1 ml) a diethyletheru (3 ml). Poté byla vodna faze pomoci
diethyletheru extrahovdna (3x 5 ml). Spojené organické vrstvy byly vysuseny pomoci
bezvodého NaxSO4 a prefiltrovany. Organické rozpoustédlo bylo poté odpareno na RVO
a surovy produkt (S)-53 byl kvantitativné pienesen do NMR kyvety pro zméfeni *H NMR
spekter.

5.5.2 Piiprava R-MTPA esteru (R)-53 [42]

| . DM DCM
P cl (6]
Cl N OH &) "OM RT, Zh ®\ IIIOMC

(R)-48 o (R)-53

K roztoku alkoholu (R)-48 (1,5 mg; 8,74 umol; 1,0 ekviv.) a suchého pyridinu (2,2 ul;
27,1 umol; 3,1 ekviv.) v suchém DCM (0,14 ml; 2,5 mmol; [(R)-48] = 0,064 M) byl ptidan
S-MTPA-CI (3,14 pl; 16,6 umol; 1,9 ekviv.). Po dvou hodinach michani za RT byla reakce
ukoncena (quench) ptidavkem vody (1 ml) a diethyletheru (3 ml). Poté byla vodna faze pomoci
diethyletheru extrahovana (3x 5 ml). Spojené organické vrstvy byly vysuSeny pomoci
bezvodého Na»SO4 a prefiltrovany. Organické rozpoustédlo bylo poté odpafeno na RVO
a surovy produkt (R)-50 byl kvantitativné prenesen do NMR kyvety pro zméieni *H NMR

spekter.
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7.5. '"H a 3C NMR spektra latky rac-Ac-48
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7.6. '"H a 13C NMR spektra latky (S)-Ac-48
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7.7. 'H a 3C NMR spektra latky (R)-48
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