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l Ú v o d 

V dnešní době nabývá ve farmaceutickém průmyslu značné pozornosti honba za novými 

biologicky aktivními molekulami s doposud nepopsanými 3D strukturami, j ež jsou inspirovány 

přírodními zdroji. Cílem je inspirace novými strukturními motivy, které by díky jejich unikátní 

3D struktuře, doposud nepopsané či nevyužívané ve farmakologickém průmyslu (tzv. nové 

molekuly pro tzv. chemický prostor biologicky aktivních látek), měly nové anebo lepší 

vlastnosti z pohledu jejich biologických aktivit vůči j iž známým molekulárním cílům anebo 

by mohly pomoci při nalezení nových molekulárních cílů v rámci zkoumaných biologických 

systémů. Cílem je tedy nejen zlepšit léčbu (snížení vedlejších účinků léků), ale také objevit 

léčbu pro doposud efektivně neléčené nemoci. [1] A zde se přírodní látky ukázaly být bohatým 

zdrojem nových sloučenin a nových molekulárních struktur vykazujících často velmi 

překvapivé biologické aktivity. Díky jejich rozmanitým a komplexním chemickým strukturám 

často vykazují biologickou aktivitu s vysokou selektivitou vůči různým biologickým 

systémům. Od 60. let 20. století začal také průzkum mořského prostředí, u kterého 

se očekávalo, že by mohlo posloužit jako nový zdroj zcela unikátních strukturních motivů 

a k izolaci nových doposud nenavržených sloučenin. Původně se výzkum zaměřoval 

na makroskopické organismy (rostliny, sasanky atd.) avšak později byl rozšířen 

i o mikroorganismy, které jsou snadno obnovitelným zdrojem a zároveň poskytují mnoho 

nových typů látek díky jejich snadné genetické modifikovatelnosti. [2] 

M á bakalářská práce vychází z nedávné (2022) [3] publikace, jež popisuje izolaci 

tří nových pyridinových alkaloidů ze symbiotické mořské obrněnky Effrenium voratum, 

u kterých bylo zjištěno, že vykazují terapeutické účinky vůči benigní hyperplazii prostaty 

(BPH). Díky této překvapivé aktivitě jsou tyto voratinové sloučeniny slibnými molekulárními 

skelety pro výzkum látek vhodných k vývoji léčiv s B P H aktivitou. [3] Toto onemocnění 

se vyskytuje u většiny stárnoucích mužů počínaje 45. rokem života. Ačkoli není smrtelnou 

patologií, tak je pro pacienty značně nepříjemná, neboť významně snižuje kvalitu jejich života. 

Existuje tudíž silná poptávka po terapeutických možnostech, jak tuto patologii léčit. [4] 

Studium a syntéza malých organických sloučenin je primárním cílem vědního oboru 

organická chemie. Klíčovou roli v tomto oboru v případě syntézy komplexních cílových 

molekul, např. přírodních látek, pak sehrává retrosyntéza - postup, jehož úkolem je komplexní 

molekulu analyzovat, rozložit na snadno připravitelné fragmenty, a nakonec navrhnout 
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syntetickou cestu k těmto fragmentům a následně ke kýžené molekule. Toto vyžaduje rozsáhlé 

chemické encyklopedické znalosti v oboru. S nedávnými rychlými pokroky v oblasti umělé 

inteligence (AI) se taky nabídlo využití této technologie v retrosyntéze. Mnoho přístupů 

založených čistě na datech zkombinovaných s A I j iž ukázaly uspokojivé výsledky. N a druhou 

stranu se také ukazuje, že A I vedený retrosyntetický přístup k syntéze nevykazuje žádné 

„progresivní" postupy a zůstává ukotven ve využití j iž známých postupů či jejich extrapolací. 

Zdá se tedy, že A I řízený přístup v retrosyntéze ještě není na obzoru z pohledu inovativního 

kreativního přístupu, o který se v rámci své bakalářské práce snažím. [5,6] 

1.1 Cíle práce 

V e své bakalářské práci se v rámci teoretické části zabývám úvodem do oblasti 

sekundárních metabolitů mořských organismů s hlavním důrazem na spirocyklické systémy. 

V experimentální části se poté zaměřuji na syntézu přírodních látek Voratin A a B , konkrétně 

na jejich z retrosyntézy vzešlý fragment A . Cíle této práce tedy jsou: 

1. Literární rešerše na téma: sekundární metabolity z mořských jednobuněčných 

organizmů. Jejich struktura a reaktivita. 

2. Vývoj syntetických metod vedoucích k syntéze fragmentu A voratinů A a B . 

3. Charakterizace připravených látek pomocí dostupných fyzikálně-chemických metod. 
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2 Teoretická část 

2.1 Sekundární metabolity 

Živé organismy produkují nejrůznější organické látky. Některé z nich, jako 

např. sacharidy, proteiny a aminokyseliny j sou nezbytné k přežití organismu. Takovým látkám 

se říká primární metabolity. Ostatní látky, které k vývoji a reprodukci nezbytné nejsou, ale mají 

v l iv na kvalitu života organismu, se řadí mezi sekundární metabolity. Obecně se všechny tyto 

látky nazývají přírodními produkty, i když v obecné rovině slovním spojením „přírodní 

produkty" odkazujeme spíše na sekundární metabolity. 

Sekundární metabolity obecně prokazují biologickou a farmakologickou aktivitu. 

Nej starší známé a nejvíce probádané sekundární metabolity pocházejí historicky z rostlin. 

Existují důkazy o používání léčivých účinků máku nebo mandragory j iž u Sumerů přibližně 

před 5000 lety. Vědecky izolovány a charakterizovány byly sekundární metabolity 

však až v 19. století. Velký rozmach využití mikroorganismů, jako zdrojů těchto přírodních 

produktů, začal po objevu penicilinu, jež se váže na známý Flemingův příběh o identifikaci 

prvního antibiotika. Pokročilejší životní formy, jako jsou mořští živočichové, mají rozmanitější 

metabolismus než rostliny, díky čemuž je i struktura z nich pocházejících sekundárních 

metabolitů značně komplexnější. 

Většina sekundárních metabolitů má nějakou více či méně důležitou biologickou 

aktivitu, a tak některé z nich našly uplatnění ve farmaceutickém průmyslu. Další využití 

pak našly jako barviva, polymery, lepidla, ochucovadla či parfémy. Obecně se jedná 

o strukturně značně rozmanité molekuly, jež lze dle jejich chemické povahy rozdělit 

na tři základní skupiny: alkaloidy, terpeny a (poly)fenolické látky (Obr. 1). [7-9] 

V následujících podkapitolách budou všechny tři skupiny přiblíženy. 
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Obr. 1. Grafické znázornění dělení sekundárních metabolitů. 

2.1.1 Alkaloidy 

Poprvé přišel s termínem alkaloid německý vědec Wilhelm Carl Meißner roku 1819. 

Vychází z latinského „alkali", které je odvozeno z arabského „al-qalwí", což se dá volně 

přeložit jako „popel rostlin" a řecké přípony ,,-oeiÔŕ\q" [-oeidís], znamenající „jako". Název 

tedy vystihuje jejich bazickou povahu. 

Z pohledu výskytu se alkaloidy nachází nejen v rostlinách, jak by mohl napovídat jejich 

název, ale i v dalších typech organismů. Většinou je jejich funkce spojená s ochranou daného 

organismu proti různým patogenům nebo škůdcům. U některých mikroorganismů mají 

například za úkol odpudit j iné živočichy před jejich konzumací. Z pohledu farmakologických 

účinků alkaloidy pak vykazují široké spektrum vlastností, jež se pohybují od analgetických, 

antipyretických, protinádorových až po protizánětlivé. Těchto vlastností se pak využívá 

jak v tradiční, tak i v moderní medicíně. Některé alkaloidy bývají zneužívány j ako drogy, j iné 

pro svou toxickou povahu jako jedy. 

Strukturně se jedná o rozmanité látky, jejichž jediným společným znakem je přítomnost 

atomu dusíku v rámci jejich struktury. Kvůli jejich velké strukturní diverzitě však neexistuje 

žádný j iný spolehlivý způsob jejich klasifikace. Nejčastěji se však dělí do tří skupin. První 

z nich jsou pravé alkaloidy, pocházející z aminokyselin, které mají dusík 

zakomponován v heterocyklickém kruhu. M e z i ně patří například kodein 1 (Obr. 2). 
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Druhým typem jsou protoalkaloidy, jednoduché aminy, které jsou deriváty aminokyselin, 

ale dusík u nich není součástí heterocyklu (např. efedrin 2). Poslední skupinou 

jsou pak pseudoalkaloidy. Látky, které nejsou přímými deriváty aminokyselin, ale disponují 

vlastnostmi odpovídajícím pravým alkaloidům (např. kofein 3). [7,8,10] 

H , C 

HO 

o 
OH 

C H , 

H 3 C . 
C H , 

O ^ N f - ^ N 

C H 3 

Kofein 3 

Pseudoalkaloidy 

Kodein 1 Efedrin 2 

Pravé alkaloidy Protoalkaloidy 

Obr. 2. Struktury vybraných alkaloidů a jejich podtřídy. 

2.1.2 Terpeny 

Nej rozsáhlejší skupinou sekundárních metabolitů, k dnešnímu datu čítající přibližně 

55 000 zástupců [11], jsou terpeny. Tento typ látek se hojně vyskytuje zejména ve vyšších 

rostlinách, kde hraje roli převážně při jejich ochraně vůči škůdcům a herbivorům. Z pohledu 

biologických vlastností tyto látky vykazují převážně antivirové, antimikrobiální, antimykotické 

a antiparazitické vlastnosti. Využívají se nejen ve farmaceutickém odvětví, ale také zejména 

v potravinářském a kosmetickém průmyslu. Z pohledu aktuálních trendů pak nelze nezmínit 

výzkum těkavých terpenů, jako možného alternativního zdroje energie. [11] 

Základní stavební jednotkou terpenů je isopren 4 (Obr. 3). N a základě počtu molekul 

isoprenu ve skeletu se následně terpeny dělí na několik dalších skupin. Nejjednodušší 

jsou hemiterpeny (jedna podjednotka isoprenu) a monoterpeny (dvě isoprenové jednotky). 

Seskviterpeny poté mají tři izoprenové podjednotky, diterpeny čtyři, triterpeny 

šest a tetraterpeny osm. Vlastní isopren má pak ještě navíc dvě části nazývané head (hlava) 

atail (ocas). Valná většina terpenů obsahuje izoprenové podjednotky spojené tzv. vazbou 

head-tail (Obr. 4A). Jedinou výjimkou jsou tetraterpeny, kde jsou jednotlivé podjednotky 

spojeny vazbou tail-tail. (Obr. 4B). Různými modifikacemi terpenů, jako je například oxidace, 

hydrogenace, či přidání funkčních skupin, vznikají terpenoidy. [11-13] 
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\<^y*ŕ)taii 

Isopren 4 

Obr. 3. Struktura isoprenu s vyznačenými částmi head a tail. 

A . Head-tail vazba mezi isoprenovými podjednotkami 

Myrcen 5 

B . Tail-tail vazba mezi isoprenovými podjednotkami 

Betakaroten 6 

Obr. 4. Znázornění dvou možných spojení izoprenových podjednotek v terpenech. 
(A) head-tail a (B) tail-tail. 

2.1.3 Fenolické látky 

Ze strukturního pohledu (poly)fenolické látky musí vždy obsahovat alespoň jednu 

hydroxy (anebo methoxy) skupinu na aromatickém kruhu. [14] Z hlediska komplexity mohou 

být fenolické látky jednoduché (jeden aromatický kruh), ale také značně komplexní 

(např. oligomery složené z několika fenylpropanidových monomerů). Obecně jsou fenoly 

biologicky aktivní sekundární metabolity vesměs rostlinného původu, které rostlinám slouží 

k ochraně před vnějšími v l ivy (stres), a proti nejrůznějším škůdcům a parazitům. U některých 

druhů jsou zodpovědné zajejich zbarvení a aroma, čímž se podílí i na vábení opylovačů. Oproti 

dříve zmíněným skupinám je počet jejich doposud izolovaných zástupců menší. Izolováno 

a popsáno bylo doposud „pouze" něco přes 8000 molekul spadajících do této kategorie. 

Z pohledu biologických vlastností jsou tyto látky velmi zajímavé. U některých 

z nich (např. kurkumin 7) (Obr. 5), byly zjištěny prospěšné účinky na mozek u lidí 

v pokročilejším věku. [15] 

Dále se prokázalo, že tento typ látek zlepšuje paměť, kognitivní funkce a snižuje riziko 

vzniku demence či j iných neurodegenerativních onemocnění. [15] Z pohledu systematického 

dělení dělíme fenoly na základě jejich chemické struktury na flavonoidy, stilbeny, lignany 

a neolignany, a fenolické kyseliny. [14-16] 
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o o 

Kurkumin (7) 

Obr. 5. Struktura kurkuminu. 
Flavonoidy 

Základní struktura flavonoidů se skládá ze dvou benzenových jader zpravidla spojených 

propanidovou spojkou (Obr. 6). Tento motiv (C6-C3-C6) je následně zformován jako lineární 

anebo podléhá následným cyklizačním reakcím za tvorby di- či tri- cyklů. V závislosti 

na následné poly substituci a oxidačním stavu jednotlivých atomů uhlíku ve spojce dělíme 

flavonoidy na flavony, isoflavony, chalkony atd. Z pohledu jejich biologické aktivity má tento 

typ látek na lidský organismus nezanedbatelné množství blahodárných účinků, neboť jsou tyto 

látky schopny modulovat některé klíčové funkce enzymů a taky vykazují různé antioxidační, 

antimutagenní a antikarcinogenní vlastnosti. Mez i zástupce patří naringenin 8, nacházející 

se v citrusových plodech, kvercetin 9 či epikatechin 10 (Obr. 7). [7,16-20] 

Obr. 6. Základní struktura flavonoidů. 

OH OH 

OH O O OH 
Naringenin (8) Kvercetin (9) Epikatechin (10) 

Obr. 7. Struktury vybraných příkladů flavonoidů s červeně vyznačenou základní strukturou. 

Stilbeny 

Stilbeny, taktéž označované jako stilbenoidy vychází ze základní molekuly stilbenu 

(1,2-difenylethenu) 11 (Obr. 8). Jejich základní skelet obsahuje dva aromatické kruhy oddělené 

ethen-l,2-diylovou spojkou (C6-C2-C6). Jejich produkce v rámci rostlin j e obecně spuštěna j ako 

reakce na vnější stresovou situaci (patogen, sucho, salinita, atd.). Z pohledu biologické aktivity 

vykazují některé stilbeny antimikrobiální, antimykotické či protinádorové účinky. 

Nej známějším zástupcem této skupiny látek je resveratrol 12, známý zejména díky 
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své přítomnosti v červeném víně (Obr. 9). [21] Dalším zástupcem je strukturně komplexnější 

schweinfurthin A (13), který vykazuje protirakovinné účinky (Obr. 9). [15,22-25] 

Stilben (11) 

Obr. 8. Základní skelet stilbenů. 

OH OH 
Resveratrol (12) Schweinfurthin A (13) 

Obr. 9. Vybrané příklady stilbenů s červeně zvýrazněnou základní stilbenoidní strukturou. 

Lignany a neolignany 

Lignany a neolignany jsou strukturně komplexní molekuly, jež vznikají oxidatívni 

dimerizací dvou fenylpropanoidních podjednotek. [26] Co se týče výskytu, představují lignany, 

8,8'-dimery fenylpropanoidů, mnohem početnější skupinu derivátů, než neolignany 

(všechny ostatní typy dimerů, 14 skeletálních typů) (Obr. 10). Lignany (cca 75 % dosud 

popsaných struktur lignanového a neolignanového typu) jsou tak mnohem více prozkoumanou 

a popsanou skupinou fenylpropanoidových derivátů. U těchto typů látek byla pozorována 

různorodá biologická aktivita, jež se pohybovala od antioxidačních a protinádorových 

přes protivirové, až po protizánětlivé účinky. Některé z těchto látek také vykazují 

antiparazitické vlastnosti. [22,27,28] 
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oxidatívni 
dimcrizacc 

7 T ľ 
3 2 2' 3' 

struktura lignanu (vazba 8,8') 
2x h 

5 
fcnylpropanoidní jednotka 

5 4 4' 5' 

vybraná struktura ncolignanu (vazba 3,3') 

Obr. 10. Schéma vzniku základního skeletu lignanu a vybraného príkladu neolignanu z 14 možných 
základních strukturních motivů. 

Fenoly 

Základní skelet fenolických kyselin se skládá z hydroxy skupinou substituovaného 

aromatického kruhu Ce, který je buďto přímo (deriváty benzoové kyseliny 14 - např. kyselina 

salicylová 15 a kyselina gallová 16) nebo nepřímo přes C2 podjednotku (deriváty kyseliny 

skořicové 17 - např. kyselina kávová 18 a kyselina ferulová 19) spojen s karboxylovou funkční 

skupinou (Obr. 11). [15,29-33] 

O 
Fenolické kyseliny založené na 
hydroxybenzoové kyselině (14) l! \<. OH 

O 
OH 

OH 
Kyselina salicylová (15) 

O 
V̂-̂ V̂ OH HÔ V OH 

Kyselina gallová (16) 

0 

Fenolické kyseliny založené na f 
hydroxyskořicové kyselině (17) L 

k. 
AH 

:/T)H 
17 

0 
h oy^t^AOH 

0 

ÔH 
HO^ HÔ  

Kyselina kávová (18) Kyselina ferulová (19) 
J 

Obr. 11. Základní strukturní vzorce fenolických karboxylových kyselin a jejich príklady s barevně 
vyznačenými základními strukturními motivy. 
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2.1.4 Zajímavé sekundární metabolity mořského původu 

Značná část mořských sekundárních metabolitů je totožná anebo úzce příbuzná s těmi 

produkovanými terestriálními organismy. Některé z nich však představují zcela nový 

typ strukturních motivů neznámých v případě suchozemských organismů (např. mořské 

steroly). V následujících několika odstavcích, předtím, než budu popisovat látky klíčové 

pro svou bakalářskou práci, voratiny A a B , bych chtěl zmínit tři přírodní látky mořského 

původu. 

První z nich je equisetin (20), sekundární metabolit mořského původu, jež efektivně 

eliminuje meticilin-rezistentní bakterie Staphylococcus aureus a prokázal svoji efektivitu 

i na myších modelech (Obr. 12). Tato látka byla původně izolována z mořské houby Fusarium 

equiseti a její aktivita proti M R S A rezistentním bakteriím je přisuzována mechanismu 

založeném na vyvolávání autofagie hostitele v napadené buňce tvorbou reaktivních forem 

kyslíku R O S (reactive oxygen species). [34,35] 

H 
Equisetin (20) 

Obr. 12. Struktura molekuly equisetinu (20). 

Macrolaktiny jsou další skupinou sekundárních metabolitů vykazujících důležité 

biologické aktivity vůči viru herpes simplex a H I V , či cytotoxicitu proti rakovinovým buňkám 

myšího melanomu. Tento typ látek byl poprvé izolován z mořské bakterie rodu Bacillus. 

V současnosti je známo 26 zástupců této rodiny (např. macrolactiny A-S ) , které 

jsou charakteristické výskytem tří a více dienových podjednotek v makrocyklu. E/Z izomerie 

jednotlivých násobných vazeb je pak zodpovědná za pozorované rozdíly v bioaktivitě těchto 

molekul. Macrolactin A (21) (Obr. 13), vybraný zástupce této třídy látek, se pak ukázal jako 

účinný při inhibici virů herpes simplex a H I V . [36] 
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OH 

Macrolactin A (21) 

Obr. 13. Struktura macrolactinu A (20). 

Polyketidy jsou obsáhlou skupinou bioaktivních látek pocházejících z mořských 

organismů. Z pohledu jejich struktury, jež je typově značně rozmanitá, pak vynikají některé 

specifické typy látek se značně komplexní strukturou, kde je polyketidická část úzce skloubena 

s fenolickou. M e z i typické příklady bychom tak mohli zařadit např. Fusaritid A (22) (Obr. 14). 

U této látky, která byla izolována z kmene mořské houby Fusarium verticillioide, byla zjištěna 

silná tendence ke snížení hladiny cholesterolu v krvi . [37,38] 

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

2.2 Voratin A - C 

2.2.1 Effrenium Voratum 

Mořské obrněnky jsou živočišný kmen, vyznačující se produkcí strukturně složitých 

biologicky aktivních látek. Jakožto kosmopolitní druh se vyskytují po celém světě 

a jsou zdrojem molekul obsahujících jedinečné „shluky uhlíkatých řetězců", 

jež jsou poskládány v plejádě nejrůznějších cyklů. K obrněnkám patří i rod Symbiodinium, 

který, jak j iž název napovídá, žije v moři převážně jako symbiont bezobratlých živočichů. 

Volně žijící obrněnky jsou pak nedílnou součástí ekosystémů korálových útesů a z pohledu 

medicinální chemie i slibnými zdroji neočekávaných molekul s překvapivou biologickou 

aktivitou, jako jsou toxiny izolované z obrněnek ze skupiny Zooxanthellae. [39] Navzdory 

jejich značnému významu pro mořské ekosystémy je jejich klasifikace z pohledu biologie 

značně nejasná. 
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Hlavním důvodem tohoto stavu je jejich obtížná kultivace a nesnadnost pozorování 

(využití elektronových mikroskopů je nezbytné). Z tohoto důvodu je tedy jejich popis a zároveň 

i kontrolovaná kultivace, j ež by umožnila snazší přístup k jejich sekundárním metabolitům, 

v tomto okamžiku nemožný. [3,40,41] 

Obrněnky Effrenium voratum, dříve nazývané Symbiodinium voratum, patří do rodu 

Symbiodinium (Obr. 15). Jedná se o jednobuněčné, volně žijící bičíkovce, a jejich rodové 

jméno „effrenium" vychází z latinského adjektiva „ejfrenis", které znamená „nespoutaný". 

Pojmenování tedy poukazuje na skutečnost, že ačkoli většina rodu Symbiodinium žije 

symbioticky, tento druh žije volně. Je to jediný taxonomicky uznávaný druh ve skupině 

Effrenium. Druhové jméno „voratum" pochází z latinského „vorare", což se dá přeložit jako 

„hltat" a odkazuje tím na fagotropní povahu tohoto organismu v přítomnosti bakterií a j iných 

eukaryotických mikrořas. Výskyt Effrenium Voratum byl potvrzen v Tichém oceánu, Atlantiku 

a Středozemním moři. Nalezen byl ale také v Cookově průlivu poblíž Nového Zélandu, 

u ostrovů Jeju a Dokdo v Jižní Koreji a u ostrova Tsushima v Japonsku. [40,41] 

Obr. 15. Mikrofotografie buněk E. voratum. (A) Různé tvary a velikosti buněk E. voratum. (B) 

Ventrální pohled znázorňující zaoblený kuželovitý episom a elipsoidní hyposom, podélný bičík (LF), 

stopku (PE) a příčný bičík (TF). Měřítka: A= 50 um, B = 2 um. Převzato a upraveno z ref. [40]. 
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2.2.2 Obecné informace o voratinových sloučeninách 

2.2.2.1 Obecné informace 

Voratin A (23), voratin B (24) a voratin C (25) (Obr. 16) jsou sekundární metabolity, 

které můžeme na základě jejich struktury řadit do skupiny alkaloidů. Pocházejí z j iž dříve 

zmíněného bičíkovce Effrenium voratum. Jejich molekuly by se daly rozdělit na dva různé 

fragmenty: dihydroindoliziniový kruh (červeně) a spiroketalovou část (modře). [3] 

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

Obr. 16. Struktury voratinů A - C . 

2.2.2.2 Určení struktury voratinů A - C 

Molekulový vzorec voratinů A byl určen ze vzorku na základě H R E S M I S jako 

C22H29NO5. S pomocí infračervené spektroskopie byla následně v této molekule potvrzena 

přítomnost karbonylových a hydroxylových skupin. Měření lH N M R spekter ukázalo, 

že molekula obsahuje dvě methylové skupiny a ze 1 3 C N M R spektra bylo možné vyčíst počet 

atomů uhlíku, které se nacházely v izolované molekule. Díky H S Q C a 1 3 C N M R spektrům, bylo 

identifikováno pět uhlíků jako kvartérních, sedm methylenových, dva sp 3 -hybridizované 

methiny, tři aromatické methiny a tři oxymethiny. C O S Y korelační spektra také naznačila, 

že se molekula dá rozdělit na čtyři spinové fragmenty. N a základě absorpčního pásu 

U V (272 nm) a díky chemickým posunům měřených lH N M R spekter byla struktura jedné 

z částí molekuly identifikována jako pyridinium. Dále bylo díky změně chemických posunů 

změřených na základě deuteriem indukovaných izotopových efektů navrženo, že v molekule 

je přítomna acetalová funkční skupina O-C-O, což naznačovalo přítomnost spiroketalové 

struktury. Následné R O E S Y 2D N M R korelace podpořili tuto domněnku (Obr. 17) a navíc 

umožnily následně určit relativní konfiguraci na spiroacetalovém stereogenním centru. 

Vzájemné korelace relativní konfigurace na tomto centru s centry ostatními vedly k určení 

relativní konfigurace mezi všemi chirálními centry na atomech uhlíku této molekuly. Absolutní 

konfigurace pak byla určena díky C-9 hydroxylové skupině na základě tzv. Mosherovy metody. 

[42] Identifikace absolutní konfigurace na atomu C-9 pak následně umožnilo určit absolutní 

konfiguraci i na všech ostatních stereogenních centrech této molekuly. V rámci dalšího 
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stanovování struktury bylo pomocí IR spektroskopie prokázáno, že karboxylová kyselina 

je přítomna ve formě aniontu a tedy, že molekula je zwitterionické povahy. 

20 20 19 
Voratin A (23) Voratin B (24) Voratin C (25) 

Obr. 17. Klíčové ROESY korelace voratinů A - C (23-25) [3]. 

Struktura druhé sloučeniny, voratinu B (24), potom byla určena jako 

3R-epimer-voratmu A (23). Molekulový vzorec voratinu C (25) postrádal oproti molekulovým 

vzorcům voratinů A a B jednu methylenovou podjednotku (-CH2-). Následné studium struktury 

pomocí pokročilých 2D N M R experimentů pak ukázalo, že tato podjednotka chybí 

ve spiroketalové části molekuly (Obr. 17). N a závěr stojí za zmínku, že ačkoliv 

se voratiny A a B liší pouze v konfiguraci na jednom stereogenním centru (uhlík C-9) 

a jsou tedy diastereoizomery, jejich E C D spektra vykazují pouze velmi malé odchylky. [3,43] 
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2.2.2.3 Biologická aktivita voratinů A - C 

Častým onemocněním, celosvětově postihujícím přes 200 milionů mužů, je benigní 

hyperplazie prostaty (Obr. 18). Přibližně 50 % mužů okolo 60 let a 90 % mužů přesahujících 

věkovou hranici 80 let trpí t ímto problémem. [4] Jedná se o histologický proces, při němž 

dochází ke zvětšování předstojné žlázy prostaty. Následná obstrukce vývodu močového 

měchýře pak není ojedinělým projevem tohoto onemocnění. Neléčená B P H může vyústit 

v nepříjemnosti při vyprazdňování, snížení průtoku moči či dokonce k retenci moči. Obvykle 

se k lečen í využívá inhibitorů 5-a reduktázy (5AR2) a a-blokátorů. [44] První typ léčiv 

zmenšuje objem prostaty. Druhá skupina léčiv jsou antagonisty a-androgenních receptoru 

(AR). [45,46] Snižují tedy tonus hladkého svalstva předstojné žlázy a hrdla močového měchýře, 

což vede ke zlepšení mikce. [4,47,48] 

Obr. 18. Znázornění B P H , upraveno z ref. [49]. 

Biologická aktivita voratinů A - C byla testována na lidských prostatických buněčných 

liniích R W P E - 1 a L N C a p , kde při koncentracích 0,1 - 10 u M byla pozorována cytotoxicita 

pouze u voratinů A (23) a voratinů B (24) při aplikacích na L N C a p buňky (Obr. 19). [3] 

Aplikace voratinů C (25) při koncentraci 10 u M vedla k významné inhibici 5-a reduktáz. 

Hladina tohoto proteinu byla snížena o 53 %. U L N C a p linie byla pozorována značná inhibice 

androgenních receptoru (AR) všemi třemi látkami. Tyto slibné aktivity naznačují možné využití 

voratinů, jakožto nových léčiv benigní hyperplazie prostaty. [3] 
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Obr. 19. Inhibiční effekty Voratinů A - C (23-25) na hladiny koncentrace A R (A) a 5AR2 (B) 

a v buněčných liniích LNCap. Buňky byly ošetřeny testosteron-propionátem (TP, 0,5 uM) a 23, 24 nebo 

25 (1, 5 a 10 uM) po dobu 24 h. Hladiny proteinů A R a 5AR2 byly analyzovány metodou Western 

blotting. Výsledky j sou prezentovány j ako průměr ± směrodatná odchylka (n = 3); #p < 0,01 ve srovnání 

s neošetřenou kontrolou (NC), *p < 0,05, **p < 0,01 a ***p < 0,001 ve srovnání s buňkami ošetřenými 

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

V této části bych se rád věnoval stručnému úvodu do popisu a nástinu syntézy 

spirocyklických systémů, které jsou velmi často přítomny v rámci mnohých přírodních látek 

polyketalového typu a velmi často jsou díky své rigidní prostorové orientaci zodpovědné 

za pozorovanou biologickou aktivitu. 

2.3.1 O b e c n é informace 

Jako spirocyklické jsou označovány sloučeniny obsahující nejméně dva kruhy (může 

být i více), které jsou spojeny přes jeden atom uhlíku v sp 3 hybridizaci. Tento atom uhlíku 

se nazývá spiroatom, je plně substituován a musí tedy patřit oběma kruhům spirocyklu 

(Obr. 20). Spirosloučeniny byly izolovány z rostlin a zvířat a mnohé z nich vykazují různé 

zajímavé biologické aktivity. Z a zmínku stojí například sedativní a hypnotické účinky 

spirobarbiturátů. [50,51] Tento typ sloučenin pak nachází uplatnění jak ve farmaceutickém 

průmyslu, tak i v zemědělství. [52,53] Díky svému širokému využití se pak spirocyklické 

systémy nacházejí i v centru pozornosti značného množství syntetických organických 

chemiků. [54-56] 

Z pohledu medicinální chemie je význam těchto molekul dvojí. Rigidní struktura 

spirocyklu zajišťuje (1) velmi dobře definované pokrytí chemického prostoru a vede tedy 

k menší konformační flexibilitě, a (2) sterické pnutí zejména u menších (3-4členné) kruhů 

spirocyklu umožňuje jejich aplikaci jako latentní kovalentní inhibitory. [57] 

Obr. 20. Dva příklady obecných struktur spirocyklu s červeně vyznačeným spiroatomem. 

2.3.2 O b e c n á syntéza spirocyklu 

Tvorba spirocyklických systémů je poměrně složitou záležitostí. Hlavním úskalím 

je samotný spiroatom, který je zároveň chirálním centrem molekuly. Jejich stereoselektivní 

syntéza je tedy velmi náročným úkolem, neboť spolu s kvarterním spiroatomem uhlíku 

při syntéze zároveň zvyšuje celkovou rigiditu systému. Často používanými metodami syntézy 

spirosloučenin jsou tak z pohledu stereoselektivity velmi dobře definované reakce jako 

cykloadice sekundárně ve spojení s dalšími reakcemi jako například Fischerova syntéza aldolů, 

Claisenův přesmyk, Suzuki coupling či metathese. [55,58] 

X , Z = C, N , O (nejčastěji) 
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Pokud se zaměříme na nejčastěji využívané syntézy spirosloučenin, pak nejvíce 

využívaným přístupem jsou cykloadiční reakce. A těchto př is tupuje poměrně hodně. [59-61] 

Jeden z nich například vychází z nenasycených 1,1-disubstituovaných alkenů. Jejich reakce 

s vhodnými např. 1,3-dipóly (Obr. 21) pak vede ke vzniku heterocyklů (např. 27) u kterých 

je následně využita původní 1,1-disubstituce alkenu 26 k tvorbě nového cyklu 28. Spiroatom 

uhlíku je pak tedy uhlík C l původního alkenu 26. [58] 

c o 2 E t ^ ° \ ^ P h r4~J~?h 

i *^ E t o 2 c - i - V • O 
N H B o c NHBoc 

O 
26 27 28 

Obr. 21. Příklad tvorby spirosloučeniny založený na cykloadičním přístupu. 
Spiroatom uhlíku C l je označen červeně. 

Druhým příkladem syntézy je pak přístup založený na metathesi. Jedním typem 

je metathese uzavírající kruh ( R C M = ring-closing metathesis). Obecně se jedná o reakci, 

při níž dochází ke spojení dvou nenasycených uhlíkatých řetězců pomocí jejich terminálni ch 

dvojných vazeb v jeden kruh (Obr. 22). Jako katalyzátory j sou nejčastěji používány komplexy 

přechodných kovů (wolfram, molybden) stabilizované pomocí karbenů anebo fosfinů. Zvolený 

typ katalyzátoru může ovlivnit výslednou podobu produktu. [62,63] 

M = Ru, Mo, W cyklický produkt RCM 

Obr. 22. Obecné schématické znázornění R C M reakce. 

Například syntéza spirocyklických sloučenin 31 a 33 je založena 

na dvou metathetických reakcích látky 29 (Obr. 23). Při použití katalyzátoru 30 (Grubbsův 

katalyzátor první generace = G-I) došlo přednostně ke vzniku produktu 31. Naopak 

s katalyzátorem 32 (Grubbsův-Hoveydův katalyzátor = G H ) v reakční směsi primárně vzniká 

spiro-epimerický isomer 33. [64] 
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Obr. 23. Schématické znázornění dvou kruh uzavírajících metathesí látky 29. 

N a závěr bych chtěl vyzdvihnout biomimetický přístup k syntéze spirosloučenin 

acetalového typu. Tento přístup je uplatnitelný v případě sloučenin obsahujících keto funkční 

skupinu a dvě hydroxylové skupiny v postranních řetězcích v pozicích y a y' (tvorba 

5,5-spirocyklů), y a 5' (tvorba 5,6-spirocyklů) anebo ô a 5' (tvorba 6,6-spirocyklů). Tento 

typ substrátů v přítomnosti H 3 0 + iontů následně podléhá sérii cyklizačních reakcí 

(intramolekulární tvorba acetalu) za vzniku termodynamicky nej stabilnej šího acetalu. [65,66] 

OH 

Obr. 24. Příklad obecné tvorby 5,6-spirosloučeniny acetalového typu. 
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3 Výsledky a diskuze 

Jak j iž bylo zmíněno, náplní této práce je vývoj syntetických metod vedoucích 

k fragmentu A molekuly Voratinu A (23). Následující část shrnuje mé dosavadní dosažené 

výsledky. V podkapitole 3.1 nejprve vysvětluji zvolenou retrosyntézu voratinů A (23) a B (24). 

Zjednodušený přehled pak je zachycen níže (Obr. 25). Podkapitola 3.2 se pak zabývá 

retrosyntézou samotného fragmentu A (34), jež bude připraven v obou optických antipodech 

(5)-34 a (R)-34. Podkapitola 3.3 se pak věnuje syntéze fragmentu A (34) a podkapitola 3.4 

výsledkům biologického testování. 

Voratin A (23) 

Voratin B (24) 

O 

BIn^ OP M e c r 

17 
9 

OP 

Fragment A (S)-34 Fragment B (35) Fragment C (36) 

=> Br-

O 
15^ 

OP MeO OP 

17 18 

Fragment A (Ä)-34 Fragment B (35) Fragment C (36) 

Obr. 25. Retrosynté za jednotlivých voratinů A a B. 

3.1 Retrosyntéza Voratinů A a B 

Retrosyntéza (Obr. 25) vychází z pomyslného rozdělení molekuly voratinu A (23) resp. 

voratinu B (24) na tři části: fragment A (34), fragment B (35) a fragment C (36). Jediným 

rozdílem, j ímž se sloučeniny 23 a 24 liší, je absolutní konfigurace na atomu uhlíku C3 

dihydroindoliziniového kruhu. Pro voratin A (23) tedy budeme připravovat fragment A s C3 

konfigurací S ((5)-34). Obdobnou cestou pak můžeme připravit také fragment B s konfigurací 

R ((/ř)-34). 

Syntéza voratinu A (23) je pak navržena jako konvergentní (není lineární syntézou) 

a je založena na postupném spojení tří pokročilých intermediátů (Obr. 26). Dle našeho návrhu 

by se nejprve měl spojit fragment A (5)-34 s Fragmentem B (35) (adice in situ generovaného 

vinylového aniontu na chlorpyridinový skelet) za vzniku molekuly 37. Transformace aduktu 37 
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na odpovídající halogen derivát 38 bude uskutečněna pomocí dvoukrokové sekvence ( T B A F 

deprotekce následovaná PPh3/l2 transformací alkoholu na jododerivát). Transformace alkyl 

jodidu 38 na odpovídající organolithnou sloučeninu následovaná její adicí na lakton 36 

(fragment C) poskytne enon 39. Instalace dihydroxy skupiny pomocí Sharplessovy 

dihydroxylace (ADmix-a) poskytne spirocyklizační prekurzor 40, jenž v přítomnosti H 3 0 + 

poskytne cílovou spirosloučeninu. Transformace ketonu na exo-o\ďm pomocí Wittigova 

reagentu pak poskytne téměř finální produkt 41. Terminálni modifikace spiro-umístěné 

karboxylové skupiny a finální cyklizace, tvořící dihydroindolizinový kruh, zakončí syntézu 

voratinu A (23). 

3.2. Retrosyntéza fragmentu A 

Z pohledu detailní retrosyntézy jsme navrhli syntézu dle následujících kroků (Obr. 27): 

Uvažovali jsme, že kýžená molekula (5)-34 může být připravena benzylací alkoholu 45, 

jenž lze získat redukcí aldehydu 46, jehož syntéza je založena na reakci aldehydu 47 

s Witt igovým reagentem designovaným pro C E h prolongaci systému. Výchozí aldehyd 47 

lze potom získat oxidací alkoholu (S)-48. Syntéza chirálně obohaceného alkoholu (S)-48 byla 

pak založena na kinetické enzymatické resoluci alkoholu rac-48. Tento alkohol 

pak lze připravit z odpovídající karboxylové kyseliny 49, jež vznikne hydrolýzou nitrilu 50. 

Ni t r i l 50 pak lze připravit monoadicí aniontu generovaného z propionitrilu 51 

na dichloropyridin 52. 
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Obr. 26. Schématické znázornění retrosyntézy voratinu A (23). 
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Obr. 27. Schématické zobrazení retrosyntézy fragmentu A. 

3.3 Syntéza vedoucí k fragmentu A 

3.3.1 Adice propionitrilu 

Prvním krokem syntézy je příprava nitrilu 50. Výchozí látkou zde byl komerčně 

dostupný 2,6-dichlorpyridin 52, který v přítomnosti báze K H M D S reagoval s propionitrilem 

51 [67]. Cílem této reakce je nechat zreagovat generovaný draselný aniont právě jednou 

(monoadice) s dichlorpyridinem 52. N a základě dříve publikovaného protokolu [67] jsme tedy 

ponechali zreagovat generovaný aniont nitrilu 51 (1,0 ekviv.) s nadbytkem dichlorpyridinu 52 

(Tab. 1). Nejprve jsme ke generaci aniontu využívali K H M D S roztok v toluenu (řádek 1), který 

po skončení reakce (reakce dále neprobíhala, detekce progresu reakce pomocí T L C 

a H P L C / M S ) poskytl kýžený produkt 50 v 53% výtěžku. Prodloužení reakční doby nevedlo 

ke zvýšení výtěžku reakce (řádek 2). Abychom zvýšili výtěžek reakce, přistoupili 

jsme ke změně rozpouštědla. Nepolární toluen byl zaměněn za polární T H F (řádek 3). Rozhodli 

jsme se tedy změnit rozpouštědlo z nepolárního (toluen) na polární (THF) ze dvou důvodů: 

(1) očekávali jsme, že struktura K H M D S v rámci rozpouštědla (THF vs. Toluen) bude j iná 

(dimery či trimery oproti monomerům očekávaných v rámci toluenu) a (2) předpokládali 

jsme, že i rozpustnost produktů, resp. výchozích látek může být v závislosti na rozpouštědle 

rozdílná. Ukázalo se, že T H F jako rozpouštědlo nemělo na průběh reakce zásadní v l iv (řádek 3). 

Použití T H F jako rozpouštědla, v němž byl dodáván komerčně dostupný K H M D S roztok, 

naopak v l iv na reakci mělo a očekávaný monoadukt 50 byl izolován ve výtěžku -85 % 

(řádek 4, surový produkt) resp. 76 % čistého produktu, pakliže byla reakce provedena 

v 50mmol měřítku (řádek 5). 
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Tab. 1. Reakční podmínky přípravy nitrilu 50. 

r f ^ , KHMDS ^ 

N Cl / r~ i — v \ / 
1 N C 1 ' 0°C(10min)->-RT L 1 N 

52 51 50 I I 
(l,2ekviv.) (1 ekviv.) N 

Látka 52 

[mmol] 
Báze Podmínky 

Výtěž ek a ) 

[%] 

1 2,5 mmol 1.0 M K H M D S v toluenu Toluen (0,2M), 1 h 53 % 

2 2,5 mmol 1.0 M K H M D S v toluenu toluen (0,2M), 2 h 5 2 % 

3 2,5 mmol 1.0 M K H M D S v T H F T H F (0,2M), 2 h 5 6 % 

4 2,5 mmol 1.0 M K H M D S v T H F toluen (0,2M), 2 h 99 % b ) 

5 50 mmol 1.0 M K H M D S v T H F toluen (0,2M), 2 h 76 % c ) 

a ) Pro čistou (>98% dle HPLC) izolovanou látku. b ) Nepurifikováno. Výtěžek surového produktu o čistotě 84% dle H P L C / M S . 
c ) Reprodukovateľný výtěžek. Reakce prováděna 4x za stejných podmínek s výtěžky 76-84%. 

3.3.2 Hydrolýza nitrilu 

Dalším krokem byla transformace nitrilu 50 na karboxylovou kyselinu 49 (Tab. 2). 

Nejprve jsme se rozhodli provést tuto hydrolýzu pomocí kyselých (Bronstedova kyselina) 

podmínek, neboť jsme se obávali možných nežádoucích vedlejších reakcí, které by mohly 

nastat při bazické hydrolýze (adice hydroxidového aniontu na pyridinový kruh). Dle první 

podmínky jsme tedy ponechali hydrolyzovat nitril 50 v přítomnosti 37% aq. HC1 (řádek 1). [68] 

Avšak po dvou hodinách při zvýšené teplotě (100 °C) nebyl při této reakci pozorován žádný 

úbytek výchozí látky. Tato situace se nezměnila ani po delší reakční době (řádek 2). Zvýšení 

ekvivalentů kyseliny (řádek 3) ani výměna HC1 za H 2 S O 4 (řádek 4) [69] nevedla k tvorbě 

ani stop produktu 49. Od kyselé hydrolýzy bylo tedy opuštěno a dalším postupem se stala 

bazická hydrolýza za pomocí KOH.[70] Při použití hydroxidu o koncentraci 0 ,2M (1,1 ekviv., 

řádek 5) se j iž nitril 50 začal po 24h hydrolyzovat a kýžená kyselina 49 mohla být izolována, 

i když pouze v nízkém 27% výtěžku. Rozhodli jsme se tedy provést reakci s koncentrovanějším 

roztokem K O H (2M aq.) za vyšší teploty. Za těchto podmínek (řádek 6) byl cílový produkt 

izolován v 55% výtěžku. Další optimalizace reakce spojená s ohodnocením vl ivu teploty 

a množství báze na reakční výtěžek vedlo k izolaci cílového produktu 49 v uspokojivých 85 % 

(řádek 9). 
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Tab. 2. Optimalizace hydrolýzy nitrilu 50 na karboxylovou kyselinu 49. 

í| ] reakční podmínky 

50 49 

Reagent [ekviv] Reakční podmínky Výtěžek [%] a ) 

1 37% HC1 [35 ekviv.] 100 ° C , 2 h n.r . b ) 

2 37% HC1 [30 ekviv.] 100 ° C , 2 4 h n.r . b ) 

3 37% HC1 [63 ekviv.] 100 ° C , 2 h n.r . b ) 

4 98% H2SO4 [20 ekviv.] 100 ° C , 4 h n.r . b ) 

5 0 , 2 M K O H [ 1 , 1 ekviv.] 100 ° C , 2 4 h 27 % 

6 2 M K O H [2,2 ekviv.] 120 ° C , 2 4 h 55 % 

7 2M K O H [1,1 ekviv.] 150 °C, 24 h 85 % 

8 2 M K O H [1,1 ekviv.] 120 ° C , 2 4 h 92 % c ) 

9 2 M K O H [2,2 ekviv.] 120 °C, 24 h 8 0 % 
a ) Pro čistou (>98% dle HPLC) izolovanou látku. b ) n.r. = žádná reakce (no reaction), dle ' H N M R spektra surové reakční směsi. 
c ) Nepurifikováno. Výtěžek surového produktu o čistotě 84% dle HPLCYMS. 

3.3.3 Redukce karboxylové kyseliny 49 na alkohol rac-48 

Alkohol rac-48 se dá získat redukcí karboxylové kyseliny 49 (Tab. 3). Již od začátku 

jsme uvažovali nad tím provést tuto reakci dvěma různými způsoby. Pakliže totiž reakci 

provádíme přímo z karboxylové kyseliny, obvykle jsou potřeba vyšší reakční teploty a silná 

redukční činidla. Podmínky, jež mohou potenciálně vést k degradaci našeho substrátu (redukce 

chloropyridinové podskupiny) anebo ke snížení výtěžků reakce z důvodu vysokých ztrát 

při izolaci vzniklého alkoholu (vznik solí, jež mají vysokou afinitu ke vzniklému alkoholu). 

Rozhodli jsme se tedy nejprve vyzkoušet redukci methyl esteru Me-49 připraveného přímo 

z kyseliny 49 za podmínek Fischerovy esterifikace (H30 + katalyzovaná esterifikace, kde HC1 

(zdroj H30 + ) je generován in situ reakcí M e O H s acetylchloridem) (Obr. 28). Cílový ester 

Me-49 byl izolován ve výtěžku 87 %. 
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Obr. 28. Příprava methylesteru Me-49. 

Redukce esteru Me-49 (Tab. 3, řádek 1) pomocí nadbytku D I B A L - H probíhala 

jednoduše a poskytla alkohol rac-48 v 78 % výtěžku. Pakliže byla tato reakce provedena 

za stejných reakční ch podmínek ale s využitím karboxylové kyseliny 49 jako výchozí látky, 

žádná tvorba produktu nebyla pozorována a z reakční směsi byla izolována pouze výchozí látka 

(kyselina 49) (řádek 2). D I B A L - H tedy není dostatečně silným redukčním činidlem pro tuto 

transformaci. [71] Musel i jsme tedy pro tuto reakci zvolit silnější redukční činidlo a naše volba 

padla na LÍAIH4. Pokud byl LÍAIH4 použit k redukci esteru Me-49, reakce probíhala s výtěžkem 

52 resp. 50 % v závislosti na množství výchozí látky a snadnosti izolace (řádky 3 a 4). [72] 

Aplikace LÍAIH4 na reakci s kyselinou 49 pak vedla k mírnému snížení výtěžku reakce 

(řádky 5 a 6). Relativně nízká schopnost izolovat čistý produkt rac-48 z těchto reakčních směsí 

nás vedla k tomu hledat alternativní reagent k LÍAIH4. Naše volba padla na nedávno 

publikovaný protokol, j enž využívá k redukci komplex boranu a amoniaku (BH3.NH3) jako 

redukční činidlo a probíhá za katalýzy T i C U . [73] Tato metoda slibovala čistou a rychlou 

redukci karboxylové skupiny přímo na alkohol. Ukázalo se, že j iž přímá aplikace 

publikovaných podmínek je nám schopna poskytnout kýžený alkohol rac-48 v 53 % výtěžku 

(řádek 7). Mírné zvýšení množství katalyzátoru (z 10 mol % na 20 mol %) pak vedlo 

k dramatickému nárůstu výtěžku reakce na 82 % (řádek 8). Navíc se ukázalo, že tento typ reakce 

můžeme velmi snadno provádět i s využitím většího množství výchozí látky (řádek 9) bez 

pozorovaného v l ivu na reakční výtěžek (83 %). Mechanismus této zajímavé reakce je detailněji 

diskutován v podkapitole 3.3.3.1. 
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Tab. 3. Optimalizace přípravy alkoholu rac-48. 

M e -

Výchozí látka 

[mmol] 

Redukční činidlo 

[ekviv.] 
Podmínky 

Výtěž ek a )  

[%] 

1 
Me-49 

(2 mmol) 
D I B A L - H (2,5 ekviv.) -78 °C (30 min) -> R T , 8 h 83 % 

2 49 (2 mmol) D I B A L - H [2,5 ekviv.] -78 °C (30 min) R T , 24 h n.r. b ) 

3 
Me-49 

(2 mmol) 
L i A l H 4 [ l , l ekviv.] R T ; 1 h 5 2 % 

4 
Me-49 

(10 mmol) 
L1AIH4 [1,2 ekviv.] R T ; 1 h 5 0 % 

5 49 (2 mmol) LÍAIH4 [1,2 ekviv.] R T ; 1 h 4 9 % 

6 49 (2 mmol) LÍAIH4 [1,2 ekviv.] R T ; 1 h 51 % 

7 49 (2 mmol) 
BH3.NH3 [2 ekviv.], 

T i C l 4 [0,1 ekviv.] 
0 °C -> R T ; 4 h 53 % 

8 49 (2 mmol) 
BH3.NH3 [2 ekviv.], 

T i C l 4 [0,2 ekviv.] 
0 °C -> R T ; 4 h 8 2 % 

9 49 (5 mmol) 
BH3.NH3 [2 ekviv.], 

T i C l 4 [0,2 ekviv.] 
0 °C -> R T ; 4 h 83 % 

a ) Pro čistou (>98% dle HPLC) izolovanou látku. b ) n.r. = žádná reakce (no reaction), dle ' H N M R spektra surové reakční smě 

3.3.3.1 Mechanismus redukce karboxylové kyseliny založený na využití BH3.NH3 

komplexu jako redukčního činidla a TiCU jako katalyzátoru 

Přesný mechanismus reakce není doposud detailně znám. Předpokládaný reakční 

mechanismus, jenž jsme navrhli na základě experimentů popsaných v literatuře, je přiblížen 

na Obr. 29 [73]. V n ě m se nejprve T i C U (silná oxofilní Lewisova kyselina) koordinuje 

na karbonylový kyslík karboxylové kyseliny. Následuje hydroborace aktivovaného karbonylu 

pomocí boranu (cyklický tranzitní stav), jenž dává vzniknout tetraedrickému meziproduktu 49c. 

Následná, sterickým pnutím (kvarterní centrum) hnaná, eliminace pak dá vzniknout aldehydu 

49d. Následná redukce aldehydu na alkohol dá vzniknout široké plejádě boranových komplexů, 

které při reakčním work-upu uvolní izolovaný alkohol rac-48. 
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Obr. 29. Navržený reakční mechanismus redukce kyseliny 49 pomocí TÍCI4/BH3.NH3 komplexem. 

3.3.4 Enzymatická rezoluce 

V tomto okamžiku jsme se tedy dostali do bodu, kdy jsme měli snadný přístup k oběma 

antipodům alkoholu rac-48, a mohli jsme tedy přistoupit k jejich separaci. K tomuto účelu 

jsme se rozhodli využít kinetické enzymatické rezoluce. Jako enzym byla na základě literárních 

poznatků zvolena prasečí lipáza (Obr. 30). [74] 

Obr. 30. Struktura prasečí lipázy. [74] 

Abychom maximalizovali naše šance na získání co nejvíce opticky čistého alkoholu, 

bylo rozhodnuto, že budou testovány dva různé přístupy k enzymatické rezoluci. První spočívá 

v tom, že prasečí lipáza bude ponechána reagovat s alkoholem rac-48 v přítomnosti anhydridu 
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kyseliny octové. N a základě známé struktury prasečí lipázy II (resp. na základě znalosti 

struktury j eho vazebného místa) by se měl s velkou pravděpodobností j eden z alkoholů acylovat 

rychleji než ten druhý. Odhad toho, jestli bude přednostně acylován alkohol (5)-48 anebo 

(R)-4S je poněkud obtížný, neboť chirální centrum je v /? poloze vůči acylováné hydroxy 

skupině (Obr. 31A). Pakliže nedojde k úspěšné rezoluci, bude proveden opačný přístup, 

založený na hydrolýze esteru rac-Ac-48 (lipázami medi ováná esterifikace je reverzibilní 

reakce) (Obr. 31B). Efektivita rezolučního kroku bude určena pomocí H P L C chromatografie 

využívající chirálních stacionárních fází (tzv. „chirálních" kolon). Absolutní stereokonfigurace 

na C3 atomu uhlíku pak bude určena na základě analýzy *H N M R spekter pomocí 

tzv. Mosherových esterů. 

Abychom tedy mohli přistoupit k efektivní optimalizaci kinetické rezoluce, nejprve 

jsme museli vyvinout efektivní metodu, jež by nám umožnila separovat oba enantiomery 

alkoholu rac-48 a esteru rac-Ac-48. Po dlouhém hledání podmínek (kolony a mobilní systémy) 

se nám povedlo separovat oba enantiomery rac-48 alkoholu (Obr. 32A) pomocí 

CHIRALCEL® O Z - H kolony s využitím mobilní fáze n-hexan:isopropanol = 99:1 

v isokratickém módu {tm = 71,13 min; tm = 75,58 min). Oba enantiomery acylovaného 

alkoholu rac-Ac-48 (Obr. 32B) pak byly separovány pomocí C H I R A L A R T Amylose-SA 

kolony s využitím mobilní fáze n-hexan:isopropanol = 99:1 v isokratickém módu 

(t«i = 13,85 min; tm = 14,72 min). Požadovaný acyl ováný alkohol rac-Ac-48 byl připraven 

acylací alkoholu rac-48 pomocí standardního protokolu (Obr. 33). 
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Obr. 31. Schématické znázornění principu dělení enantiomerů založených na kinetické enzymatické 

rezoluci. 

70 71 72 73 74 75 ' 76 77 78 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 
Retsncní čas [min] Retent&ií čas [min] 

Obr. 32. Chromatogramy zobrazující rozdělení píků enantiomerů látek rac-48 (vlevo) 

a rac-Ac-48 (vpravo). 
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Obr. 33. Reakční schéma přípravy acetyl esteru rac-Ac-48. 

3.3.4.1 Rezoluce hydrolýzou 

Po několika experimentech, kdy jsme se pokoušeli o enzymatickou kinetickou rezoluci 

jak pomocí esterifikace (Obr. 31A), tak hydrolýzy (Obr. 31B), jsme se zaměřili na optimalizaci 

rezoluce s využitím hydrolýzy esteru rac-Ac-48 v přítomnosti prasečí lipázy (Obr. 34). 

S využitím standartního protokolu, jež používáme při lipázami medi ováných reakcích v naší 

skupině, j sme vyzkoušeli hydrolýzu esteru pomocí fosfátového pufru (pH = 7) při teplotě 37 °C. 

Reakce byla monitorována v průběhu času pomocí H P L C a byl sledován úbytek jednotlivých 

enantiomerů Ac-48 či přírůstek jednotlivých enantiomerů alkoholu 48. V průběhu času 

docházelo k přednostní konverzi jednoho ze dvou enantiomerů Ac-48 (enantiomer 

s Í r = 14,72 min) (Obr. 35). Po jeho úplném vymizení došlo k ukončení reakce. Taktéž 

byl pozorován přírůstek jednoho enantiomerů alkoholu 48 (Obr. 36). Výsledné produkty 

(alkohol 48 s Í r = 71 ,73 min a ester Ac-48 s í r = 13,85 min) byly izolovány s 3 9 % a 3 5 % 

výtěžkem. Jejich optická čistota byla určena na základě H P L C analýzy jako e.r. = 91:9 

pro alkohol 48 s í r = 71 ,73 min, a e.r. = 91:9 pro Ac-48 s tR = 13,85 min. 

Obr. 34. Schématické znázornění hydrolytické resoluce esteru rac-Ac-48. 
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Obr. 35. Chromatogramy zobrazující úbytek jednoho enantiomeru ( ír = 15,38 (15,95) min) 
látky Ac-48 v průběhu reakce v čase 80 min (vlevo) a po 120 min (vpravo) od začátku reakce. 
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Obr. 36. Chromatogramy zobrazující přírůstek jednoho enantiomeru ( ír = 71,73 min) 
látky 48 v průběhu reakce v čase 80 min (vlevo) a 120 min (vpravo) od začátku reakce. 

3.3.5 Určení absolutní konfigurace alkoholu (řř)-48 pomocí Mosherovy analýzy 

O kterou konfiguraci (R nebo S) se u obou látek (rac-48 a rac-Ac-48) jedná, je možné 

zjistit pomocí tzv. Mosherovy analýzy. Jedná se o často využívaný způsob určení neznámé 

konfigurace na stereogenním centru sekundárních alkoholů. Je možné j i ovšem použít, i pokud 

se chirální uhlík nachází vůči hydroxylové skupině v poloze P, jak je tomu v případě mnou 

analyzovaných molekul. Další užitečnou informací, kterou je možné touto analýzou získat, 

je enantiomerní přebytek. Ten vyjadřuje poměr dvou enantiomeru ve vzorku. 

Tato metoda určení absolutní konfigurace vychází z poznatku, že protony 

diastereoizomerních esterů Mosherovy kyseliny mají v lH N M R spektrech rozdílné chemické 

posuny, jež jsou způsobeny sterickými efekty. Fenylová skupina Mosherovy kyseliny 

má anizotropní magnetický stínící efekt vůči protonům vyskytujícím se nad nebo pod rovinou 

tohoto kruhu, což vede k vyšším chemickým posunům ô (= menší hodnoty ppm) těchto 
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stíněných protonů (Obr. 37). Protony R skupiny, vyskytující se v blízkosti fenylové skupiny, 

jsou v případě R konfigurace stíněny, a mají tedy vyšší hodnoty chemického posunu. Pokud 

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

Obr. 37. Schématické znázornění stínícího efektu fenylové skupiny (zeleně). 

Praktikovaným postupem je tedy syntetizovat jak oba enantiomery Mosherova esteru 

alkoholu, u něhož chceme zjistit absolutní konfiguraci, a porovnat jejich chemické posuny 

v *H N M R spektrech. V praxi se častěji používají halogenidy Mosherovy kyseliny, zejména 

chloridy, protože v tomto případě není potřeba přidávat acylační činidlo, jako je tomu v případě 

kyselin. Navíc jsou chloridy Mosherových kyselin (oba enantiomery) komerčně dostupné. 

Při použití chloridů kyseliny je nutné mít na paměti, že přítomností chloru v molekule se mění 

její konfigurace, jelikož priorita při určování je pro COC1 větší, než pro CF3. Je-li tedy použit 

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

(5)-Chlorid Mosherovy kyseliny (i?)-Mosherův ester (ií)-Mosherova kyselina 

Obr. 38. Tvorba Mosherova esteru z kyseliny a chloridu s vyznačenými prioritami. 

Pro určení absolutní konfigurace tedy z alkoholu (R)-4S (zde j iž předbíhám a využívám 

následně určené konfigurace na stereogenním centru látky 48) byly připraveny oba Mosherovy 

estery: látky (R,R)-53 a (R,S)-53. Možné kombinace jsou zobrazeny na schématu níže 

(Obr. 39). Po změření lH spekter byly porovnány chemické posuny, na jejichž základech byla 

určena konfigurace alkoholu 48, získaného resolucí hydrolýzou pomocí prasečí lipázy, jako R: 

Chemický posun píku methylové skupiny činí v případě esteru (R,R)-53 1,31 ppm a v případě 

esteru (R,S)-53 1,32 ppm. Nižší hodnoty posunu naznačují vyšší zastínění methylové skupiny 

fenylovou skupinou, a tudíž je methylová skupina v případě esteru (R,R)-53 blíže k fenylové 

skupině, z čehož vyplívá, že alkohol 48 je v konfiguraci R. 

33 



(R)-4S (2y-MPTA-Cl (R,S)-53 

Pokud je alkohol 48 S-isomer 

(S)-4S fK>MPTA-Cl (R,S)-53 

Obr. 39. Možné kombinace vzniku Mosherových esterů 53 s alkoholem 48. 
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3.8 Biologické testování 

Karboxylová kyselina 49 byla následně vybrána jako intermediát, u kterého byla in vitro 

otestována biologická aktivita (cytotoxicita) na nádorové buněčné l ini i lidských epitelových 

buněk maligního karcinomu děložního čípku HeLa. Látka však cytotoxicitu vůči těmto 

nádorovým buňkám nevykazovala, její hodnota IC50 byla zjištěna jako vyšší než 50 umol/L 

v jamce (Graf 1). 

Graf 1. Výsledek biologického testování látky 49. 

Koncentrace (umoH/1) na jamku 

Směrodatná odchylka byla vypočtena ze tří různých hodnot viability, jelikož měření pro každou koncentraci bylo 
provedeno v triplikátu. 
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4. Závěr 

V rámci své bakalářské práce jsem se v teoretické části zabýval problematikou 

sekundárních metabolitů s hlavním zaměřením na jejich strukturu a biologickou aktivitu. 

Zejména jsem se soustředil na přírodní látky alkaloidového typu, voratiny A - C , 

a to jak z pohledu jejich původu, tak i struktury a biologické aktivity vůči benigní hyperplasii 

prostaty. Nakonec jsem ve stručnosti v obecné rovině představil spirocyklické strukturní 

systémy, klíčový strukturní prvek voratinů, a zabýval jsem se stručně popisem jejich vybraných 

vlastností a zejména pak možností jejich syntézy. 

V experimentální části jsem se pak věnoval syntéze fragmentu A molekuly 

v o r a t i n u A a B . Úspěšně se mi podařilo připravit klíčové syntetické intermediáty 50, 49, 

rac-48 a (R)-4S. Všechny reakce, které jsem prováděl byly řádně optimalizovány. 

Obzvlášť příprava kyseliny 49, jež se ukázala jako problematická, stojí za zmínku. Při její 

redukci na odpovídající alkohol jsem se pak musel uchýlit k využití doposud málo využívané 

metodě založené na využití systému BH3.TÍCI4. 

Připravený racemický alkohol rac-48 jsem následně podrobil kinetické enzymatické 

resoluci s využitím prasečí lipázy II. Optimalizoval jsem tento enzymatický protokol 

a s využitím H P L C analýz na chirálních nosičích jsem byl schopen připravit cílový alkohol 

(R)-4S s e.r. = 91:9 a 39% výtěžkem. Absolutní chiralita na stereogenním centru alkoholu 48 

byla určena na základě lH N M R analýzy založené na tzv. Mosherově metodě. Optická čistota 

pak byla stanovena pomocí H P L C analýzy. 

Jelikož voratiny A a B vykazovaly dle literatury slibnou biologickou aktivitu, byla 

kyselina 49 vybrána jako vhodný kandidát pro biologické testování na její cytotoxicitu vůči 

nádorové buněčné l inii HeLa. Žádná cytotoxicita však nebyla pozorována. 

Závěrem se dá říci, že touto bakalářskou prací byla „prošlapána část cesty" vedoucí 

k totální syntéze fragmentu A . Dále je tedy možné v ní pokračovat, připravit tento fragment 

a věnovat se jeho sloučení s dalšími dvěma fragmenty (B a C) pro získání kýžených molekul 

voratinu A a voratinu B . 
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5. Experimentální část 

5.1 Obecné informace 

Všechny reakce citlivé na vzdušnou vlhkost byly prováděny v předem vyžíhaných 

baňkách pod tlakem inertního plynu (argon). Použitá rozpouštědla byla komerční kvality 

a nebyla přečišťována. 

Průběžné T L C analýzy (thin layer chromatography = chromatografie na tenké vrstvě) 

byly prováděny na hliníkových deskách pokrytých silikagelem 60 F254 značky Merck. K detekci 

bylo využíváno U V záření (k = 256 nm) a vizualizačních roztoků. 

K čištění látek bylo využíváno sloupcové chromatografie s využitím silikagelu jako 

stacionární fáze a směsi hexan:EtOAc (V/V) jako mobilní fáze. Frakce byly eluovány pomocí 

koncentračního gradientu, který spočíval ve zvyšování procentuálního zastoupení polárnější 

složky směsi (EtOAc). Jednotlivé frakce byly sbírány do zkumavek, jejichž obsah 

byl monitorován pomocí T L C analýzy. Zkumavky obsahující stejné produkty byly spojené 

a přebytkové rozpouštědlo bylo odpařeno pomocí rotační vakuové odparky. 

K měření N M R spekter byly použity spektrometry J E O L 400II (1H: 400 M H z ; 13C: 

101 M H z ) a J E O L 500 J N M - E C A 500 M H z (1H: 500 M H z ; 13C: 125 M H z ) . Vzorky byly 

rozpouštěny a měřeny buď v deuterovaném CDCI3 či D M S O . Spektra byly kalibrovaná 

na střed signálu použitého zbytkového nedeuterovaného rozpouštědla (CDCI3 7,26 ppm pro X H ; 

D M S O 2,50 ppm pro lH) nebo na střed použitého rozpouštědla (CDCI3 77,16 ppm pro 1 3 C ; 

D M S O 39,52 ppm pro 1 3C).[77] 

Hmotnostní spektra byla měřena na spektrometru TSQ Quantum A C C E S (Thermo 

Fisher Scientific, U S A ) s A P C I jako ionizačním zdrojem. K měření H R M S byl použit 

spektrometr Agilent 6230 s ionizačním zdrojem Duál AJS ESI s módem Ful l scan v rozsahu 

100-1700 m/z. 

Pro H P L C analýzy bylo využito kapalinového chromatografu značky Waters (separační 

modul Waters 2695) s detektorem diodového pole (Waters 2996). Použité kolony byly: 

C H I R A L A R T Amylose-SA S-5 um 250 X 4.6 mml.D.; C H I R A L A R T Cellulose-SB S-5 um 

250 X 4.6 mrnLD.; CHIRALCEL® O J - H S-5 um 4.6 mml.D. X 250 mmL; C H I R A L C E L ® 

OJ-Z S-5 um 4.6 mrnLD. X 250 mmL; CHIRALCEL® O Z - H S-5 um 4.6 mrnLD. X 250 mmL; 

CHIRALCEL® O D - H S-5 um 4.6 mml.D. X 250 mmL. Jako mobilní fáze byla používána 

isokratická směs hexamisopropanol v poměrech 90:10; 95:5 a 99:1. Nejlepších výsledků 

pro rozdělení dvou enantiomerů látky rac-48 byly dosaženo pomocí kolony C H I R A L C E L ® 

O Z - H S-5 um 4.6 mml.D. X 250 m m L s použitou mobilní fází hexamisopropanol = 99:1 
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v isokratickém módu, přičemž retenční časy byly 71,73 min a 75,58 min. Pro rozdělení 

dvou enantiomerů látky rac-Ac-48 byla nej lepší kolona C H I R A L A R T Amylose-SA 

S-5 um 250 X 4.6 mml.D. s mobilní fází hexan.isopropanol = 99.1 v isokratickém módu, 

přičemž retenční časy byly 13,85 min a 14,72 min. 

Vizualizační roztoky pro T L C 

Metody přípravy: 

• Zásaditý roztok K M n C U byl připraven rozpuštěním 9 g KMn04 a 20 g K2CO3 ve 150 ml 

1 0 % N a O H . 

• Vanilinový roztok byl připraven rozpuštěním 2 g vanilinu ve 100 ml E t O H obsahující 

1 ml koncentrované H2SO4. 
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5.2 Biologické testování 

Cytotoxicita vybrané látky byla testována in vitro na buněčné l ini i lidských epitelových 

buněk maligního karcinomu děložního čípku HeLa. Ty byly kultivovány v Petriho miskách 

s kultivačním médiem D M E M . Nejdříve byly promyty 3 ml E G T A a poté byl pro uvolnění 

buněk ze dna jamek přidán 1 ml roztoku enzymu trypsinu (0,5 g.l"1) v E G T A . Následně byly 

buňky propláchnuty médiem a poté přeneseny do zkumavky, ve které byly posléze při pokojové 

teplotě centrifugovány po dobu 5 minut při otáčkách 1200 rpm. Vzniklý supernatant byl odsán 

a usazený pelet, obsahující buňky, byl resuspendován pomocí 5 ml D M E M média. Dalším 

krokem bylo umístění buněk do Biirkerovy komůrky, ve které byly pod mikroskopem 

spočítány. Tato směs byla poté přenesena do 96jamkové mikrotitrační destičky v objemu 80 ul 

při přibližné koncentraci 5000 buněk na jamku. Následovala kontrola přítomnosti buněk 

pod světelným mikroskopem, načež byly destičky ponechány do dalšího dne v inkubátoru 

s 5% CO2 atmosférou při teplotě 37,5 °C. 

Následující den byla k buňkám přidána testovaná látka ve formě předem připravené 

sestupné koncentrační řady, jejíž jednotlivé koncentrace byly 50 u M ; 16,6 u M ; 5,5 u M ; 

1,9 u M ; 0,6 u M a 0,2 u M . Zásobní roztok látky, ze které byla tato řada připravena, 

měl koncentraci 10 mmol-L" 1. Testování možných účinků bylo prováděno v triplikátu po dobu 

72 hodin. 

K vyhodnocení cytotoxicity bylo využito alamarBlue assay. Po uplynutí testovací doby 

bylo do jamek s buňkami přidáno 10 ul roztoku resazurinu (4 mg v 16 ml 10% D M E M ) . 

Resazurin, komerčním názvem alamarBlue, je modré nefluorescenční barvivo, které j e živými 

buňkami oxidováno na růžový resorufin. Vzniklý resorufin je fluorescenční a po ozáření 

světlem o specifické vlnové délce emituje záření. 

Mikrodestičky byly poté umístěny do inkubátoru a po třech hodinách byla měřena 

fluorescence pomocí spektrofotometru Tecan. Vlnové délky byly zvoleny jako 544 nm 

pro excitační spektrum a 590 nm pro emisní. K vyhodnocení hodnot IC50 byla použita získaná 

data a program Prism 8 (GraphPad Software, Kalifornie, U S A ) . 
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5.3 Organická syntéza 

/ = N 
KHMDS (1,17 ekviv.) 

toluen 
0 ° C —> RT, 3 h 

Cl 

52 
(1,2 ekviv.) 

51 
(1 ekviv.) 

50 | | 
N 

K azeotropní směsi 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 při teplotě 0° C přikapán K H M D S 

( I M roztok v T H F ; 98,8 ml; 98,8 mmol; 1,17 ekviv.). Po 180 minutách míchání při R T byla 

reakční směs ukončena (quench) pomocí NH4CI na p H = 3. Následně byla směs extrahována 

E tOAc (3x 150 ml). Spojené organické vrstvy byly vysušeny bezvodým Na2S04, přefiltrovány 

a organické rozpouštědlo bylo odpařeno na R V O . Výsledný surový produkt byl následně 

přečištěn pomocí sloupcové chromatografie (SÍO2, hexan:EtOAc = 15:1—>10:1—>5:1) a poskytl 

nitril 50 ve formě žlutého oleje (10,7 g; 76 %). 

R f = 0,45 (hexamEtOAc = 3:1) 

' H N M R (400 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 7.69 - 7.65 (m, 1H), 7.44 (dd, / = 7.6, 0.7 Hz , 1H), 

7.33 - 7.29 (m, 1H), 4.04 (q, / = 7.3 Hz , 1H), 1.72 (d, J = 7.3 Hz , 3H). 
1 3 C N M R (126 M H z , C D C b ) 5 (ppm): 158.4, 151.3, 140.0, 124.2, 120.3, 50.7, 25.4. 

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

H R M S vypočteno pro C 8 H 8 C 1 N 2

+ [M+H] + : 167.0371; nalezeno 167.0376 
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5.3.2 Syntéza karboxylové kyseliny (49) [70] 

2M KOH (2,2 ekviv.) 

120 °C, 13 h 
II 
N 

50 49 

O' 'OH 

Ni t r i l 50 (10,7 g; 64,2 mmol; 1,0 ekviv.) byl rozpuštěn ve vodném roztoku 2 M K O H 

(70,6 ml ; 141 mmol; 2,2 ekviv.). Reakční směs byla zahřívána 13 hodin na 120 °C. Poté bylo 

pomocí I M HC1 upraveno p H na hodnotu 3. Následně byla směs extrahována D C M 

(3x 150 ml). Spojené organické vrstvy byly vysušeny bezvodým Na2S04, přefiltrovány 

a organické rozpouštědlo bylo odpařeno na R V O . Výsledný surový produkt 49 byl získán 

ve formě oranžového oleje (9,6 g; 81 %). Ten byl následně bez purifikace použit do dalšího 

reakčního kroku. 

R f = 0,78 (hexamEtOAc = 2:1) 
lH N M R (400 M H z , DMSO-d6) ô (ppm): 7.81 (t, 7 = 7.8 Hz , 1H), 7.36 (d, 7 = 7.5 Hz , 2H), 

3.87 (q, 7 = 7.1 Hz , 1H), 1.38 (d, 7 = 7.2 Hz , 3H). 
1 3 C N M R (126 M H z , CDC1 3 ) ô (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 její 

pyridiniovou vnitřní sůl. Proto jsou signály zdvojeny.) 

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

H R M S vypočteno pro C 8 H 9 C 1 N 0 2 + [M+H] + : 186.0316; nalezeno 186.0319 
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5.3.3 Syntéza alkoholu (rac-48) [73] 

T i C l 4 (0,2 ekviv.) 
BH3-NH3 (2,0 ekviv.) 

ci- cr 0 °C (1 min) - • RT (4 h) 

49 O 'OH rac-48 'OH 

K e kyselině 49 (1 g; 5,39 mmol; 1,0 ekviv.) byl přidán diethyl ether (16,3 ml; 

5,39 mmol; 1,0 ekviv.) a směs byla ochlazena ledem na 0 °C. Poté byl po kapkách přidán 

chlorid titáni čitý (1,08 ml ; 1,08 mmol; 0,2 ekviv.). Následně byl pomalu přisypán 

BH3.NH3 (370 mg; 10,8 mmol, 2,0 ekviv.) a směs byla míchána 1 minutu při 0 °C. Poté byla 

4 hodiny míchána při pokojové teplotě. Následně byla reakce při 0 °C ukončena (quench) 

pomalým přídavkem ochlazené I M HC1 (20 ml). Směs byla extrahována pomocí Et20 

(3x 50 ml). Spojené organické vrstvy byly promyty 1 M N a O H (150 ml) a solankou (150 ml). 

Následně byla směs vysušena bezvodým síranem sodným a přefiltrována přes vatu. Organické 

rozpouštědlo bylo poté odpařeno na R V O za vzniku produktu rac-48 ve formě bílého oleje 

(767,3 mg, 83%). Ten by l následně bez purifikace použit do dalšího reakčního kroku. 

R f = 0,22 (hexamEtOAc = 3:1) 
X H N M R (400 M H z , CDCI3) ô (ppm): 7.60 (t, 7 = 7.8 Hz , 1H), 7.22 - 7.17 (m, 1H), 

7.13 (d, 7 = 7.6 Hz , 1H), 3.93 - 3.79 (m, 2H), 3.08 (pent, 7 = 6.8 Hz , 1H), 2.90 (broad s, 1H), 

1.31 (d, 7 = 7.1 Hz , 3H). 
1 3 C N M R (126 M H z , Chloroform-d) ô (ppm): 165.7, 150.7, 139.4, 121.6, 66.9, 42.7, 17.1. 

M S (ESI), m/z (%): [M+H] + : 172.1 

H R M S vypočteno pro C 8 H n C l N O + [M+H] + : 172.0524; nalezeno 172.0525 

K dosažení nejlepších výsledků pro rozdělení dvou enantiomerů látky rac-48 byla kolona 

CHIRALCEL® O Z - H S-5 um 4.6 mml.D. X 250 m m L s použitou mobilní fází 

hexamisopropanol = 99:1 v isokratickém módu, přičemž retenční časy byly 71,73 min 

a 75,58 min. 
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5.3.4 Syntéza methylesteru (Me-49) 

ci 

o 'OH 

CH3COCI, MeOH 
0 ° C ^ R T , 16 h 

O '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 přikapán acetylchlorid (0,192 ml ; 2,69 mmol; 

2,5 ekviv.). Reakční směs byla 18 hodin míchána při pokojové teplotě. Zbytkové organické 

rozpouštědlo bylo odpařeno na R V O . Výsledný surový produkt byl následně přečištěn pomocí 

sloupcové chromatografie (SÍO2, hexan:EtOAc = 20:1—>15:1—>10:1—>6:1) a poskytl 

methylester Me-49 ve formě žlutého oleje (103 mg; 48 %). 

R f = 0,53 (hexamEtOAc = 3:1) 
lH N M R (400 M H z , CDCI3) ô (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, 7 = 7.3 Hz , 3H). 
1 3 C N M R (101 M H z , CDCI3) ô (ppm): 173.8, 160.9, 151.0, 139.5, 123.0, 120.6, 52.4, 47.8, 

17.5. 

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

H R M S vypočteno pro C 9 H i i C l N 0 2

+ [M+H] + : 200.0473; nalezeno 200.04375 
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5.4 Enzymatická rezoluce 

5.4.1 Příprava acylovaného alkoholu (rac-Ac-48) 

Alkohol rac-48 (62 mg; 0,36 mmol; 1,0 ekviv.) byl rozpuštěn v pyridinu (3,6 ml; 

0,36 mmol; 1,0 ekviv.). K e směsi byl přikapán acetanhydrid (0,07 ml ; 0,7 mmol; 2,0 ekviv.). 

Reakční směs byla při laboratorní teplotě míchána 3 hodiny. Následovalo ukončení reakce 

(quench) 6 ml N a H C 0 3 , extrakce pomocí E t O A c (3x 10 ml). Spojené organické vrstvy byly 

promyty solankou, vysušeny pomocí bezvodého Na2S04 a přefiltrovány přes vatu. Organické 

rozpouštědlo bylo poté odpařeno na R V O . Vzniklý produkt rac-Ac-48 byl ve formě žlutého 

oleje použit bez další purifikace (74,4 mg; 97 %). 

R f = 0,72 (hexamEtOAc =1:1) 
lH N M R (400 M H z , CDC1 3 ) ô (ppm): 7.59 (t, 7 = 7.8 Hz , 1H), 7.19 (dd, 7 = 8.1, 0.9 Hz , 1H), 

7.10 (dd, 7 = 7.5, 0.8 Hz , 1H), 4.34 (dd, 7 = 10.8, 7.5 Hz , 1H), 4.27 (dd, 7 = 10.8, 6.4 Hz , 1H), 

3.24 (h, 7 = 7.0 Hz , 1H), 2.00 (s, 3H), 1.33 (d, 7 = 7.0 Hz , 3H). 
1 3 C N M R (126 M H z , CDCI3) ô (ppm): 165.8, 150.8, 139.5, 122.3, 121.0, 67.0, 42.7, 17.1. 

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

H R M S vypočteno pro C i 0 H i 3 C l N O 2

+ [M+H] + : 214.0629; nalezeno 214.0630 

Pro rozdělení dvou enantiomerů látky rac-Ac-48 byla nej efektivnější kolona C H I R A L A R T 

Amylose-SA S-5 um 250 X 4.6 mml.D. s mobilní fází hexamisopropanol = 99:1 v isokratickém 

módu, přičemž retenční časy byly 13,85 min a 14,72 min. 
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5.4.2 Rezoluce hydrolýzou 

Acetát rac-Ac-48 (100 mg; 0,468 mmol; 1,0 ekviv.) byl rozpuštěn v diethyletheru 

(0,468 ml) a k roztoku byl přidán silikagel (400 mg). Přebytečný ether byl odpařen a vzniklá 

směs byla poté rozpuštěna ve fosfátovém pufru o p H 7 (4,68 ml; 0 ,1M; 1,0 ekviv.) o složení 

Na2HP04, N a O H a destilovaná voda. Následně byla přidána prasečí lipáza typu II (20 mg; 

0,084 mmol; 0,18 ekviv.) a směs byla míchána při 37 °C po dobu dvou hodin. Průběh reakce 

byl monitorován pomocí H P L C s využitím chirální kolony a pomocí T L C . Po ukončení reakce 

byl silikagel přefiltrován a roztok byl extrahován pomocí E t O A c (3x 50 ml). Spojené organické 

vrstvy byly promyty solankou, vysušeny pomocí bezvodého MgSCM a přefiltrovány. Organické 

rozpouštědlo bylo poté odpařeno na R V O . Reakční směs byla přečištěna na chromatografické 

koloně (SÍO2, hexan:EtOAc = 10:1—>8:1—>5:1—>3:1), přičemž byly izolovány dva produkty 

(R)-4S (31,3 mg; 39 %) a (S)-Ac-4S (34,7 mg; 34,7 %). Oba ve formě žlutého oleje. 

Produkt (R)-4S: 

R f = 0,13 (hexamEtOAc = 3:1) 
X H N M R (400 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 7.60 (t, 7 = 7.8 Hz , 1H), 7.22 - 7.17 (m, 1H), 

7.13 (d, 7 = 7.6 Hz , 1H), 3.93 - 3.79 (m, 2H), 3.08 (pent, 7 = 6.8 Hz , 1H), 2.90 (broad s, 1H), 

1.31 (d, 7 = 7.1 Hz , 3H). 
1 3 C N M R (126 M H z , Chloroform-d) 5 (ppm): 165.7, 150.7, 139.4, 121.6, 66.9, 42.7, 17.1. 

M S (ESI), m/z (%): [M+H] + : 172.1 

H R M S vypočteno pro C 8 H n C l N O + [M+H] + : 172.0524; nalezeno 172.0525 

Produkt (S)-Ac-4S: 

R f = 0,53 (hexamEtOAc = 3:1) 
lH N M R (400 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 7.59 (t, 7 = 7.8 Hz , 1H), 7.19 (dd, 7 = 8.1, 0.9 Hz , 1H), 

7.10 (dd, 7 = 7.5, 0.8 Hz , 1H), 4.34 (dd, 7 = 10.8, 7.5 Hz , 1H), 4.27 (dd, 7 = 10.8, 6.4 Hz , 1H), 

3.24 (h, 7 = 7.0 Hz , 1H), 2.00 (s, 3H), 1.33 (d, 7 = 7.0 Hz , 3H). 
1 3 C N M R (126 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 165.8, 150.8, 139.5, 122.3, 121.0, 67.0, 42.7, 17.2. 

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

H R M S vypočteno pro C i o H i 3 C l N 0 2

+ [M+H] + : 214.0629; nalezeno 214.0630 

45 



5.5 Určení absolutní konfigurace 

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

C l OH C 1 " ^ f " P h 

O py, D C M 

RT, 2h Cl 
Ph 

OMe OMe 
(Ä)-48 (S)-53 

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

30,7 umol; 3,1 ekviv.) v suchém D C M (0,16 ml; 2,5 mmol; [(/ř)-48] = 0,064 M ) byl přidán 

R - M T P A - C 1 (3,56 ul; 18,8 umol; 1,9 ekviv.). Po dvou hodinách míchání za R T byla reakce 

ukončena (quench) přídavkem vody (1 ml) a diethyletheru (3 ml). Poté byla vodná fáze pomocí 

di ethyl etheru extrahována (3x 5 ml). Spojené organické vrstvy byly vysušeny pomocí 

bezvodého Na2S04 a přefiltrovány. Organické rozpouštědlo bylo poté odpařeno na R V O 

a surový produkt (5)-53 byl kvantitativně přenesen do N M R kyvety pro změření lH N M R 

spekter. 

5.5.2 Příprava R - M T P A esteru (R)-53 [42] 

K roztoku alkoholu (R)-4S (1,5 mg; 8,74 umol; 1,0 ekviv.) a suchého pyridinu (2,2 ul; 

27,1 umol; 3,1 ekviv.) v suchém D C M (0,14 ml; 2,5 mmol; [(/ř)-48] = 0,064 M ) byl přidán 

S-MTPA-C1 (3,14 ul; 16,6 umol; 1,9 ekviv.). Po dvou hodinách míchání za R T byla reakce 

ukončena (quench) přídavkem vody (1 ml) a diethyletheru (3 ml). Poté byla vodná fáze pomocí 

diethyletheru extrahována (3x 5 ml). Spojené organické vrstvy byly vysušeny pomocí 

bezvodého Na2S04 a přefiltrovány. Organické rozpouštědlo bylo poté odpařeno na R V O 

a surový produkt (R)-50 byl kvantitativně přenesen do N M R kyvety pro změření lH N M R 

spekter. 

ph Ph 
(R)-4S (Ä)-53 
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7. Přílohy 
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7.2. 1 3 C NMR spektra látky 49 
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7.3. J H a 1 3 C NMR spektra látky rac-48 
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7.4. J H a 1 3 C NMR spektra látky Me-49 
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7.5. J H a 1 3 C NMR spektra látky raoAc-48 
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7.6. J H a 1 3 C NMR spektra látky (£)-Ac-48 
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7.7. J H a 1 3 C NMR spektra látky (R)-48 
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