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1 Uvod a cile prace

Vyzkum, vyvoj a pouziti pfirodnich latek jakoZzto prekurzord pti vyvoji léCivych latek,
biologickych sond a terapeutik oproti ocfekavani v poslednich letech nejenom
nestagnuje, ale naddle se i zvysSuje. Cilové latky tohoto typu jsou velice casto
odvozovany zvysSich rostlin. Typickymi pfiklady takovychto pfirodnich latek,
rostlinnych metabolitd, které ,ubéhly dlouhou trat“ od izolace az po vyuziti
ve farmaceutickém priimyslu, tak mGze byt napf. taxol nebo morfin. Dalsi velika skupina
latek (napf. podofylotoxin) byla ,,zafazena” do klinického pouzivani ne ve formé v jaké
se nachazi pfimo v pfirodé, ale pouze v modifikované formé. PUvodni latky tedy byly
synteticky upraveny tak, aby se zvysila/sniZila jejich biologicka aktivita nebo toxicita.
Dalsi modifikace ndsledné umoznily napfiklad zménu fyzikdlné-chemickych vlastnosti
téchto latek (rozpustnost, dostupnost atd.).

Tak &i onak, prvnim krokem pfi hledani novych |éCiv pfirodniho plivodu je jejich
izolace (Cunha et al.,, 2012). V nasi skupiné se zamérujeme v oblasti izolovanych
rostlinnych sekundarnich metabolitli zejména na oblast fenol(i fenylpropanoidového
typu, zejména pak jejich dimer( lignanového a neolignanového skeletu.

Lignany patii do skupiny sekundarnich metabolitd se Sirokou skalou chemickych
struktur, které vznikaji spojenim dvou fenylpropanoidovych jednotek na vazbé C8-C8’
trypanocidni, antimikrobidlni a antileishmanidlni aktivita (Pereira, Perazzo, Souza,
Fonseca & Rosa, 2016). Strukturné a biologicky nejzajimavéjsi z této skupiny dimera
lignanového typu jsou asi latky s lignano-9,9'-laktonovym  skeletem
(dibenzylbutyrolaktonové lignany) (Zhang, Chen, Liang & Zhao, 2014).

v nasi skupiné snazime vyvinout nové latky, které by ndm umoznily bojovat s jednou
z nejvice zanedbanych chorob svéta — leishmanidzou. Tato choroba je nejvice rozsirena
v nejchudsich regionech rozvojovych zemich svéta. K dneSnimu dni je ohrozeno kolem
350 milion( lidi ndkazou leishmaniozy a kazdorocéné se vyskytne okolo 2 miliont novych
pfipadl ndkazy. BohuZel v poslednich letech doslo i pfes vyznamny posun v diagnostice
i prevenci leishmanidzy k vyznamnému rozsiteni této nemoci. Jednim z dlvodd je vznik

rezistence parazitli na existujici 1é¢bu. A to je ddvod, proc je nezbytné vyvinout nova



|éCiva zaloZena na jinych typech modus operandi, nez maji stavajici |éciva (Bern, 2010).
Dals$im dlvodem, neméné zdvaznym, jsou znacné vedlejsi ucinky téchto Iéciv na |éCené
organismy. Typickym ptikladem jsou napftiklad vedlejsi U¢inky spojené se standardni
|écbou zaloZenou na léCivu vychazejiciho z pétimocného antimonu. Tento typ latky ma
v organismu vysokou rendlini a kardialni toxicitu. Proto existuje potfeba vyvoje dalSich

lékd, které jsou bezpecné a Gcinné (Pereira et al., 2016).

Cile prace:

1. Vypracovat resersi na téma "Lignano-9,9'-laktony a jejich biologické ucinky
v kontextu parazitickych onemocnéni."

2. Syntéza nové latky nepfirodniho charakteru obsahujici lignanovy laktonovy
motiv vychazejici z 1-(fenylsulfonyl)-3-oxabicyclo[3.1.0]hexan-2-onového
building bloku.

3. Charakterizace pfipravenych latek pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych

metod.
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2 Teoreticka cast

2.1 Sekundarni metabolity rostlin

Sekundarni metabolity jsou latky s omezenym vyskytem v taxonomickych skupinach,
které nejsou nezbytné pro Zivot buriky/organismu, ale hraji roli ve vzajemném pUlsobeni
bunky/organismu s prostfedim, ve kterém se burika/organismus vyskytuje. Sekundarni
metabolity tedy usnadiuji preziti organismu v ekosystému, ale nejsou Zivotné nezbytné
k jeho preziti. Vtomto ohledu jsou sekundarni metabolity nezbytné ke zvyseni komfortu
preziti (Verpoorte, 2000).

Sekundarni rostlinné metabolity miZeme tedy definovat jako slouceniny,
jez rostlina syntetizuje, aniz by byly pro rostlinu Zivotné dulezité. Sekundarni metabolity
pak ovSem hraji klicovou roli pfi konkurenénim boji, adaptabilité rostlin a jejich
schopnosti zvysit Sance na svoje rozmnozovani (Davey, 2017). Vramci bunék
pak mnohé z nich mGzZeme nalézt jako identifikatory/odpovéd organismu na abioticky

a bioticky stres (Kim, Dolan, Anderson & Chapple, 2015).

Tabulka 1: Reprezentativni priklady kazdé z hlavnich trid sekunddrnich metaboliti. Prevzato a upraveno z Web 1.

Typ slouceniny Hlavni stavebni kdmen Priklad
Terpenoidy \)J\ \)J\/\)\
isopren myrcen
N
N
W,
. N X
Alkaloidy 3 N|
) =
dusik
nikotin
(0] 0]
Fenoly
OH X OH
a NH,

fenylpropanoidy fenylalanin kyselina skoficova
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Sekundarni metabolity velice ¢asto v rostliné slouZi jako obrana proti patogenim.
Tato obrana spocivd hlavné v odrazovani byloZzravcl a herbivorniho hmyzu
pfed pozienim rostliny nebo jeji ¢asti. Dale mohou tyto latky slouzit k inhibici rdstu
konkurenénich druh( rostlin nebo alespon k jeho potlaceni. Sekundarni metabolity
rostlina oviem vyuziva i jako lakadlo pro své opylovace, ¢imzZ si zajistuje vétsi
pravdépodobnost k opylovani a zaroven tak zvysuje Sanci ke svému rozmnozZeni.

Sekundarni metabolity jsou syntetizovany v rliznych ¢astech rostliny a jsou to latky
velmi rGznorodé. Jejich zastoupeni v susiné rostliny je ovSsem mensi nez 1 % hmotnosti,
coz je pro komercni vyuziti téchto latek obecné nedostacujici. Navic zastoupeni riznych
metabolitl vramci jednoho druhu rostlin je znacné rdznorodé a znacné
zavisi na  pfirodnich podminkdch, ve kterych danda rostlina vyrlsta
(Davey, 2017). Dale pak je nutné si uvédomit, Ze sekundarni metabolity jsou znaéné
regionalné modifikovatelné a Ze u stejné rostliny se jejich vyskyt v zavislosti na oblasti
muze znacné lisit. Zde je velky rozdil s metabolity primarnimi, které jsou shodné u vsech
rostlin v celé rostlinné Fisi (Taiz & Zeiger, 2010).

Rostlinné metabolity mohou byt rozdéleny na zékladé jejich biosyntetického plivodu
do tfi zakladnich skupin, jmenovité terpenoidy, alkaloidy a fenoly spolu

s fenylpropanoidy (Davey, 2017).

2.1.1 Terpenoidy
Terpenoidy jsou strukturné velmi rozmanité malé organické molekuly, které jsou
strukturné pfibuzné — zdkladni struktura vychazi z pétiuhlikaté isoprenové jednotky.
Nékteré z téchto sloucenin patfi mezi alifatické, jiné jsou cyklické. Nékteré jsou sloZzeny
pouze z uhliku a vodiku, jiné mohou obsahovat kyslik. Terpenoidy sloZzené pouze

z uhliku a vodiku, které vzdy obsahuji dvojné vazby nazyvame terpeny.

CH,
PN %
H,C CH;
limonen citral

Obr. 1: Ukdzka cyklického terpenu limonenu a alifatického terpenoidu citralu.
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Terpeny dale délime podle poctu isoprenovych jednotek na monoterpeny,
které obsahuji dvé isoprenové jednotky, seksviterpeny obsahujici tfi isoprenové
jednotky, diterpeny, které se skladaji ze Ctyf isoprenovych jednotek a tak dale
(McMurry, 2012).

Terpenoidy tvori velkou skupinu sekundarnich metabolitl. Jsou syntetizovany
z acetyl-CoA nebo z glykolytickych meziproduktd a jejich biosyntéza je uskutecriovdna
v rostlindch pomoci dvou riiznych metabolickych drah.

Nejcastéji vyuzivanou metabolickou drahou je draha kyseliny mevalonové (Obr. 2),
ve které jsou tfi molekuly acetyl-CoA postupné spojeny dohromady, ¢imzZ vytvofri
kyselinu mevalonovou. Tento Sestiuhlikaty meziprodukt je dale pyrofosforylovan,
dekarboxylovan a dehydratovan k ziskani isopentenyl difosfatu. Isopentenyl difosfat
je tvofen také methylerytritol-fosfatovou drahou, kterda puasobi v chloroplastech
a ostatnich plastidech. Isopentenyl difosfat a jeho isomer dimethylallyl difosfat jsou
dale pouzity k biosyntéze vétsich molekul terpend.

Z biologického hlediska jsou terpeny toxiny a odpuzovace chuti. Odpuzovace chuti
slouzi k odrazeni herbivorniho hmyzu a byloZravci, nebot zhorsuji chut dané rostliny.
A pravé ono zhorseni chuti hraje dllezitou roli v obrané rostlin. Velké mnozstvi rostlin
obsahuje smés tékavych monoterpen( a seskviterpen(, které nazyvame esencidlni
oleje. Tyto smési latek propujcuji listdm rostliny charakteristickou vlini jako je treba
mentolova, citrénova nebo bazalkova. Esencidlni oleje maji rovnéz repelentni vlastnosti

(Taiz & Zeiger, 2010).

13



o

I
PN
H3C”  "SCoA
acetyl-CoA

HyCC SCoA

HSCoA
O

I I
C...C.
SCoA” ¢ e

2

acetoacetyl-CoA o
1]

(ON
SCoA” “CHj  H,0

HSCoA

o o)
i HeG OH
7 ~

YN AN

O C C
Hxy  Hp

SCoA

(3S)-3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
2 NADPH/H+

2 NADP+, CoASH

OH,Cc OH
TR W

C
.O/ \C/ C
Hy  Hp

(R)-mevalonat
3 ATP

3 ADP, Pi, CO2

CHs ?
&, CH0-p-0

|
-P—0°
b, o o

H,C

izopentenyl-difosfat

Obr. 2: Schéma biosyntézy terpenoidového prekurzoru isopentenyl-difosfdatu pres mevalondtovou cestu. Prevzato
a upraveno z (McMurry, 2012).

2.1.2 Alkaloidy
Alkaloidy obsahujici rostlinné extrakty byly v pribéhu lidskych déjin (nedmysiné) lidmi
uzivany (a zneuzivany) jako hlavni soucast k pfipravé lektvard a jedt (Buchanan, B.B.,
Gruissem, W. & Jones, 2015). Typickym znakem alkaloid( je, Ze jejich skelet obsahuje
alespon jeden atom dusiku. Tato skupina cita vice nez 15 000 metabolitl tohoto typu.
Dusik, ktery se nachazi v téchto metabolitech je obvykle soucasti heterocyklického
kruhu. Diky tomuto atomu také nese cela skupina latek svij nazev — jméno alkaloidy je
odvozeno ze slova alkaloidni = bazicky. A tato bazicita téchto latek je Uzce spojena
s atomem dusiku. Z pohledu biosyntézy jsou alkaloidy obvykle pfipravovany z jedné
z nékolika béznych aminokyselin, konkrétné z tyrosinu, lysinu nebo tryptofanu (Obr. 3).
Velice Casto je také atom dusiku pfiveden do cilové molekuly diky aminoreduktdzam

(Obr. 4).
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COOH HO
mz L-tyrosine decarboxylaza m ‘s fenolaza m .
HO HO HO

L-tyrosin Tyramin Dopamin

Obr. 3: Schéma biosyntézy dopaminu z L-tyrosinu. Prevzato a upraveno z (Sato, 2002).

NH, NH, o]
/\/\)\”/OH dekarboxylace W oxdativni deaminace /\/\)
—_—
H 2 N (pyridoxal-5-fosfat) H2N H 2 N
(0]
Lysin Kadaverin 5-aminopentanal

lformace iminu

alakaloidy «<—————— O
N

piperidiene

Obr. 4: Schéma biosyntézy alkaloid( z lysinu. Pfevzato a upraveno z (Chopra, Dhingra, Kapoor & Prasad, 2017;
Herbert, 2003).

COOH
| - tryptofan dekarboxylaza |
NH, > NH,
N

N
H H

tryptofan tryptamin
Obr. 5: Schéma biosyntézy alkaloidu tryptaminu z tryptofanu. Pfevzato a upraveno z (Daniel, 2011).

Funkce alkaloidd v rostlindch nebyla vidy jasna. Zpocatku se odhadovalo,
Ze alkaloidy jsou pouze dusikaty odpad. Poté, Ze to jsou reguldtory rlstu. Dnes je
obecné pfijimand teorie, Ze alkaloidy jsou latky pomadhajici rostliné v obrané
pred herbivornimi Zivocichy, predevsim pak byloZravci. Alkaloidy jsou pro savce
vétsSinou toxické (Taiz & Zeiger, 2010).

Mezi zndmé a vyuZivané alkaloidy patfi napriklad kofein, ktery se nachazi v listech
a semenech kakaovniku (Theobroma cacao), kavovniku (Coffea arabica), Cajovniku
(Camellia sinensis) nebo napftiklad v listech cesminy paraguajské (/lex paraguariensis —
pfiprava napoje maté). Role kofeinu v téchto rostlinach byla uréena jako pfirodni
insekticid. Kofein obsazeny v listech cajovniku, popfipadé v semenech kavovniku,
dokaze zabit témér vSechny housenky lisaje Manduca sexta béhem dvaceti ¢ty hodin.

(Buchanan, B.B., Gruissem, W. & Jones, 2015)
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Obr. 6: Vzorec alkaloidu kofeinu.

Obr. 7: Foto kdvovniku s Cerstvymi zralymi i nezralymi kdvovymi boby. Pfevzato z web 2.

2.1.3 Fenoly a fenylpropanoidy
Rostliny produkuji velké spektrum sekundarnich metabolitt, které obsahuji fenolickou
skupinu, sloZzenou z hydroxylové funkéni skupiny na aromatickém jadre. Tyto latky
se klasifikuji jako fenoly.

Rostlinné fenoly jsou chemicky velmi rozmanité latky, které zastavaji v rostlinach
velmi rliznorodé funkce (Taiz & Zeiger, 2010). Velké mnoZstvi z nich slouZi k obrané
rostlin pred bylozravci, herbivornim hmyzem a jinymi patogeny. Prikladem fenolu
slouzicimu k obrané proti byloZzravcm mulze byt digitoxin (Taiz, Zeiger, Mgller
& Murphy, 2018). Dalsim prikladem rostlinného fenolu muize byt kumarin,
ktery zabranuje rastu plisni a také odpuzuje herbivorni hmyz (Rehman, Khan

& Badruddin, 2012). Jiné pomdhaji rostliné s mechanickou oporou (napt. lignin)
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nebo s prildakanim opylovacl. Nékteré fenoly dokonce slouZi rostliné jako pohlcovace
ultrafialového zareni, které by mohlo jinak rostlinu poskodit.

Rostlinné fenoly jsou biosyntetizovany nékolika rozdilnymi drahami, a tak vytvari
z metabolického hlediska heterogenni skupinu. Do biosyntézy fenoll jsou zapojeny
dvé drahy a to Sikimatova draha a draha kyseliny malonové. Draha kyseliny malonové
se podili na syntéze fenolickych sloucenin pfevdiné v houbach a bakteriich, méné

u vyssich rostlin (Taiz & Zeiger, 2010).
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Jednoduché Flavonoidy Smisené
fenoly fenoly

Obr. 8: Schéma biosyntézy fenold. Prevzato a upraveno z (Taiz & Zeiger, 2010)

2.2 Fenylpropanoidy
Zakladni  jednotkou  fenolickych sekundarnich metabolitd lignanového
a neolignanového typu je fenylpropanoidova jednotka. Z biosyntetického pohledu jsou
fenylpropanoidy v rostlindch pfipravovany zaminokyseliny fenylalaninu (Obr. 9)
(Kim et al., 2015). Fenylpropanoidova jednotka je pak zakladnim stavebnim kamenem
pfi pripravé lignand a neolignan( (dimery) a ligninu (polymerni struktura). Z pohledu
zastoupeni jsou tyto latky, latky odvozené od fenylpropanoidd anebo slouceniny

obsahujici ve své strukture alespon jeden fenylpropanoidni motiv, nejrozsahleji
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zastoupené fenolické sekunddrni metabolity nalézajici se v rostlinach (Taiz & Zeiger,
2010).

Jednim z dlvoda je jiz dfive zminény lignin. Tento heteropolymer je dulezity
pro mechanickou oporu a hydrofobicitu rostlinné bunécné stény. Kromé ligninu vznika
fenylpropanoidovou cestou velka skala rozpustnych metabolitli jako jsou flavonoidy

anebo dalsi hydroxyskoficové derivaty (napf. kumariny) (Landry, Chapple & Last, 1995).

0] 0] o)
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Kumaroyl -CoA Kumariny

HO OH

o OH HO 0}

Stilbeny
OH O OH
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a '
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...........

Obr. 9: Schéma mozZnych produkti fenylpropanoidové drdhy. Pfevzato a upraveno z (Vogt, 2010).

2.2.1 Biosyntéza fenylpropanoidt

Biosyntéza fenylpropanoidl zac¢ind aminokyselinou L-fenylalaninem. Z této latky jsou
nasledné odvozeny vsechny ostatni fenylpropanoidy rostlinného typu. U Zivocisnych
bunék naopak biosyntéza struktur obsahujicich hydroxylovany fenylpropanoidovy
skelet zadind u L-tryptofanu a L-tyrosinu. Tyto jsou ndsledné vyuzity pfi biosyntéze
proteinli. U rostlin naopak fenylpropanoidové monomery slouzi pfi biosyntéze
nespoctu prirodnich sekundarnich metabolitli, které pini funkci pigmentu, hormon(
¢i komponentl bunécné stény.

VSechny tyto tfi aminokyseliny ale maji sv(j ptivod v Sikimatové draze (Obr. 10).
Tato draha, ktera spotrebuje kolem 30 % vSeho uhliku absorbovaného cévnatymi

rostlinami béhem fotosyntézy, je opravdu nezbytnd pro Zivot Zivocichq,
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nebot biosyntetické drahy téchto aminokyselin se u Zivocichl nenachdzi. Tudiz jsou tyto
aminokyseliny pro Zivocichy esencidlni (Maeda & Dudareva, 2012). Zejména se to tyka
aminokyselin fenylalaninu a tryptofanu. Tyto latky jsou totiz pro Zivot Zivocichu
naprosto nezbytné. Jejich prijem je pak limitovan pouze na pfijem v podobé potravy.

Aminokyselina tyrosin je pak ziskana biosynteticky z fenylalaninu (Herrmann, 1995).

2.2.2 Sikimatova draha

Sikimatova drdha je hlavni biosyntetickou cestou zaméfenou na biosyntézu
aromatickych aminokyselin. Tuto biosyntetickou drahu nalezneme u bakterii, rostlin,
hub i kvasinek. Tato draha ovSem zcela chybi u savc(. Tato draha je jedna z hlavnich
proteosyntetickych drah a vyuZiva se pfi syntéze vitamin( a elektron prendsejicich
sloucenin jako jsou kofaktory nebo chinony (Diaz-Quiroz et al., 2018).

Prvni krok:

Sikimatova draha za¢ina kondenzaci fosfoenolpyruvatu (PEP) a erythréza-4-fosfatu.
Tato reakce je enzymaticky katalyzovdna a to enzymem 3-deoxy-D-arabino-
heptulosonat-7-fosfat syntazou, zkracené DAHP syntazou. Touto reakci vznika 3-deoxy-
D-arabino-2-heptulézonova kyselina 7-fosfat (DAHP) (Dewick, 1994).

Druhy krok:

Poté, co kondenzaci PEP s D-erythréza-4-fosfatem vznikne DAHP dochdzi pomoci
enzymu 3-dehydrochinat syntdzy k preméné DAHP na 3-dehydrochinat (DHQ).
Treti krok:

Nasledné je 3-dehydrochinat dehydratovan. Tato dehydratace je enzymaticky
katalyzovdana 3-dehydrochindzou, kdy se 3-dehydrochindt postupné dehydratuje
az na 3-dehydrosikimat.

Ctvrty krok:

Sikimat dehydrogenaza katalyzuje NADPH dependentni redukci 3-dehydrosikimatu

na Sikimat (Knaggs, 2003).
Paty krok:
Sikimat kinaza katalyzuje konverzi $ikimatu na $ikimat-3-fosfat. Konverze $ikimatu

na Sikimat-3-fosfat vyuzivd ATP jako kosubstrat (Koshiba, 1979).

19



Sesty krok:

Katalyza predposledniho kroku Sikimatové drahy je uskute¢néna pomoci

5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat syntdzy (ESPS syntdza), kterd je oznacovana také jako
3-fosfoSikimat 1-karboxyvinyltransferdza (Maeda & Dudareva, 2012). To zahrnuje
pfenos pyruvatu na  5-hydroxy skupinu  Sikimdatu-3-fosfatu za  vzniku
5-enolpyruvylsikimat-3-fosfatu.

Sedmy krok:

Chorismatsyntdza je sedmym a poslednim enzymem, ktery se ucastni aromatické
biosyntetické drahy. Tento enzym katalyzuje pfeménu EPSP na chorismat. Chorismat
slouzi jako prekurzor pro pét odliSnych biosyntetickych cest a zaroven slouzi jako bézny
prekurzor pro syntézu aromatickych metabolitl jako jsou aromatické aminokyseliny,

vitamin K, vitamin E, koenzym Q a dalsi (Mir, Jallu & Singh, 2015).
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Obr. 10: Schéma biosyntézy chorismdtu Sikimdtovou drdhou. Pfevzato a upraveno z (Mir et al
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Chorismat vznikly Sikimatovou drahou je ndsledné preménén pomoci fenylalaninové
drahy na fenylalanin. Tato pfeména probihd za pomoci enzymu chorismat mutazy,
kde z chorismatu vznikd nejprve prefenat (Obr. 11). Prefenat je ndsledné preménén
na fenylalanin pomoci jedné ze dvou moZnych cest.

Prvni cesta zahrnuje transaminaci prefenatu. Transaminaci ziskdme arogenat,
ktery je nasledné dehydratovdn za vzniku fenylalaninu. Druha cesta se odehrava
v opacném poradi, kdy je prefenat nejprve podroben dehydrataci pomoci enzymu
prefendt dehydratdzy. Produkt fenylpyruvat je nasledné transaminovan na fenylalanin

(Zamir, Fiske, Tiberio, Berry & Jensen, 1985).

HO
0 Chorismat muta Q
orismat mutaza
HO OH - OH
“
OH 0 OH 0
Chorismat Prefenat

OH
0” OH O

Arogenat

OH

NH,
Fenylalanin

Obr. 11: Schéma biosyntéza fenylalaninu z chorismdtu pres 2 riizné meziprodukty. Pfevzato a upraveno z (Jensen,
1986; Keller, Keller, Salcher & Lingens, 1982)

2.2.3 Fenylpropanoidova draha
Fenylpropanoidova draha uUzce souvisi s drahou Sikimatovou (Lenka Jaskova, 2015).
Vysledny produkt Sikimatové drahy, fenylalanin, zde slouzi jako prekurzor pro tvorbu

rozmanité skupiny fenylpropanoidnich latek (Vogt, 2010).
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Fenylalanin amoniak lyaza (PAL) katalyzuje stereospecifickou eliminaci amoniaku
z L-fenylalaninu a to selektivnim odstranénim vodiku z postranniho fetézce B-uhliku. To
da za vznik kyseliny (E)-skoficové. Tato reakce predstavuje prvni enzymaticky vazany
biosynteticky krok pfi tvorbé fenylpropanoidového skeletu. Tedy tento krok slouZi jako
regulaéni krok, ktery spousti/utlumuje, tedy reguluje, metabolismus spojeny

s aromatickymi latkami v rostlinach (Bohnert, 2007).

Obr. 12: Fenylpropanoidovy skelet.

Z takto vzniklé kyseliny skoticové je sérii hydroxylacnich anebo ortho-methylacnich
krokl vytvorena Skdla aromatickych kyselin jako jsou kyseliny p-kumarova, kdvova,
ferulova ¢i sinapova (Obr.13) (Ibrahim & Barron, 1989).

Jejich biosyntéza zahrnuje hydroxylaci skoticové kyseliny v pozici 4 pomoci
membranou asociované cytochrom-P450 dependentni monooxygendzy a cinamat
4-hyroxylazy. Tento krok zplisobi preménu kyseliny skoficové na kyselinu p-kumarovou,
kterd muzZe byt ndasledné diky kumarat 3-hydroxyldze hydroxylovdana na kyselinu
kdvovou. Kyselina kdvovd milize poté byt methylovana pomoci bi-specifické
caffeic/5- hydroxyferulic o-methyl transferdzy. Tato methylace dava vzniknout kyseliné
ferulové.

Kyselina ferulova pak muizZe byt pomoci mikrozomdlni feruldt 5-hydroxylazy
hydroxylovédna v poloze 5 a nasledné methylovdna na kyselinu sinapovou (Bohnert,

2007).
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Obr. 13: Kyseliny se zvyraznénym fenylpropanoidovym skeletem.
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2.3 Lignany

Lignany jsou pfirozené se vyskytujici rostlinné fenoly, které jsou z biosyntetického
pohledu dimery fenylpropanoidd (Zhang et al., 2014). Jejich cetnost v rostlinach
je tak velka, Ze maji v ramci sekunddrnich rostlinnych metabolitd svoji vlastni podttidu.
Zpohledu organické chemie tyto latky vznikaji oxidativni dimerizaci dvou
fenylpropanoidovych jednotek. Obecné timto procesem vznikne skala opticky aktivnich
dimer( fenylpropanoidniho typu (ne vidy jsou latky pritomny v enantiomernim
nadbytku — dimerizace neni stereoselektivni proces). Tyto latky dimeruji v pozicich C-8
a C-8 a vdrtivé vétSiné pripadl dochdzi k homodimerizacnimu procesu. Jeden

z prikladd takovéto reakce je ukazan na Obr. 14 (Harmatha, 2005).

OH

M
€0 bu

Koniferylalkohol Koniferylalkoholové radikaly Pinoresinol

Obr. 14: Schéma dimerizace fenylpropanoidovych jednotek, konkrétné koniferylalkoholovych derivata za vniku
lignanu — pinoresinolu. Prevzato a upraveno z (Cunha et al., 2012).

2.3.1 Rozdéleni a Cislovani lignant
Ze své podstaty jsou lignany, a zejména jejich polymerni ligninova forma, produkovany
rostlinami napfi¢ celou rostlinnou fisi. Vidyt vSechny rostliny chtéji mit rigidni formu
ane jen tak si polehavat po zemi. Ale zpét klignanim. V rostlinach jsou lignany
kvazivSudypritomné a tak je miZieme najit nejen v rhizoidech a korenech rostlin,
ale také v listech, semenech, plodech &i stonku. Z tohoto ddvodu je asi prekvapivé,
Ze naprosta vétsina rostlin je komercné bezvyznamnym zdrojem téchto latek. Hlavnim
dlvodem je totiz nasSe ,neschopnost” izolovat tyto latky z komplexnich smeési,
ve kterych se tyto latky v rostlinach nachazi. Jedinou vyjimkou z tohoto pravidla jsou
stromy, které obsahujici pryskyfici. Zde se lignany nachazeji ve smési s jinymi obecné
nepolarnimi pfirodnimi latkami, které je velmi snadné od lignan(i separovat. DalSim
bohatym zdrojem rostlinnych lignana je len. VInu mizeme najit lignany jako jsou

matairezinol, pinoresinol a isolariciresinol. Je zajimavé, Ze i kdyzZ se tyto latky nachazi
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v celé rostliné, stale neni zcela jasna jejich biologickad funkce (Saleem, Kim, Ali & Lee,
2006). Vzhledem k detekovanym antimikrobidlnim, antifungalnim, antioxidacnim
a insekticidnim vlastnostem ve Inu detekovanych lignanli se tak predpoklada,
Ze asi slouZi jako obrana rostliny proti rlznym biologickym patogenidm a skldcim
(Cunha et al., 2012).

Z téchto dlvodu se tak ale lignany stavaji nejenom dulezitymi pro rostlinu, ale roste
tak i jejich vyznam ve farmakologii. Biologické testovani lignan( totiz ukazalo, Ze nékteré
znich maji velmi zajimavé protinddorové, imunosupresivni, antioxidacni,
kardiovaskuldrni a antivirové ucinky (Saleem et al., 2006). Byla prokazana také jejich
analgetickd, protizanétlivd (Bastos, Carvalho, De Souza, Pedrazzi & Sarti, 2001)
trypanocidni (Bastos, Albuquerque & Silva, 1999) a antileishmanidlni aktivita (Silva
Carrara et al., 2013).

Z chemického hlediska predstavuji lignany obrovskou skupinu strukturné
radznorodych latek a to i navzdory tomu, Ze se jejich zakladni skelet sestdva pouze
ze dvou fenylpropanoidovych jednotek (strukturni motivy kombinujici C6-C3
(aromaticky kruh + C3 linearni retézec, viz Obr. 15)).

Jak jiz ale bylo predestfeno, tento strukturni motiv s radosti
dimerizuje/oligomerizuje/nebo polymerizuje. Vzniklé derivaty jsou pak strukturné,
chemicky a i z pohledu biologickych vlastnosti zna¢né rozdilné a daji se tak rozdélit
do ¢étyr zakladnich skupin — na lignany, neolignany, oxyneolignany a trimery a vyssi
analoga (Gordaliza, Garcia, Miguel Del Corral, Castro & Gédmez-Zurita, 2004). Z pohledu
nazvoslovi je pak zakladni monomerni jednotka C6-C3 brdna jako propylbenzen a jeji
aromaticky kruh je Cislovan &islicemi 1 az 6 a nasledna propylova jednotka pak 7 az 9,
kdy cislem 7 je ocislovan prvni uhlik propylové skupiny, ktery se nachazi nejblize

benzenovému jadru.

C6-C3 jednotka

Obr. 15: Ukdzka Cislovani fenylpropanoidové jednotky - propylbenzenu.
Lignany jsou pak nazyvany dimerické slouceniny spojujici dvé fenylpropanové
jednotky C6-C3 v pozicich 8 a 8 (kde C-8 a C-8° referuji dvéma rliznym fenylpropanovym

derivatliim).Paklize se tyto monomerni jednotky spoji pfes pozice C-5 a C-8,
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pak budeme tyto dimery nazyvat neolignany (naslednd adice fenolu vede ke vzniku
charakteristického benzofuranového kruhu (Teponno, Kusari & Spiteller, 2016)),
a jestlize k dimerizaci dojde pres fenolicky kyslikovy atom prvniho fenylpropanoidu
a uhlikaty atom druhého fenylpropanoidu, pak se bude jednat o oxyneolignany (Barbara

Raffaelli, 2012). Typické priklady pak mGzete nalézt na Obr. 16.

0 48
o, %%

Lignan

Obr. 16: Ukdzka tri skupin fenylpropanoidnich dimer( — lignany, oxyneolignany a neolignany. Prevzato
a upraveno z (Moss, Mary & Road, 2000)

Jak je asi celkem zfejmé, kazda z téchto jednotlivych skupin ma nékolik podskupin.
Nas samozfejmé nejvice zajimaji lignany, C-8/C-8’ dimery. Tato skupina se da dale
na zdkladé typickych strukturnich vzorcl izolovanych produktl rozdélit do osmi
podskupin (Obr. 17). Tyto podskupiny se pak nazyvaji: arylnaftaleny, aryltetraliny,
dibenzocyklooktadieny, dibenzylbutany, dibenzylbutyrolaktoly, dibenzylbutyrolaktony,
furany a furofurany (Satake, Ono & Murata, 2013).

) ) <l

AryInaftalen Dibenzylbutan Dibenzylbutyrolakton
LT . A Ip
J O oy
Aryltetralin Dibenzocyklooktadien Dibenzylbutyrolaktol
o L) 0
Oy .J L'
Furofuran Furan

Obr. 17: Hlavni podskupiny lignand. Prevzato a upraveno z (Moss et al., 2000).
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2.3.2 Biosyntéza lignant
Biosyntéza lignan( probiha jako radikdlova oxidativni adice a vyZzaduje pritomnost
fenolické funkéni skupiny na fenylpropanoidovém monomeru. Prvotni oxidativni
dimerizace mediovana pomoci oxidaz ¢i lakdz je témér vidy homodimerizaci,
kde ndsledné dochdzi k postupné oxidaci respektive intramolekuldrnim cyklizacim
na takto vzniklém dimeru. Reakce jako takova je pak samoziejmé nestereospecificka
a pozorovana stereospecificnost (opticka aktivita izolovanych lignant) je zpUsobena
pfitomnosti tzv. fidicich proteinl. To je protein(, které se podili na post dimerizac¢nich

procesech a ovliviiuji tak nasledné transformace dimer( (Rios, Giner & Prieto, 2002).

2.4 Lignano-9,9'-laktony
Jako typicky priklad takovéto biosyntézy lignani muzZe slouZit biosyntéza lignand
urostlin zdruhu Forsythia, kterou od roku 1990 studoval Lewis se svymi
spolupracovniky (Davin et al.,, 1997). lJejich studie umoznila objasnit tvorbu
mnohych lignanl, predevsim pak téch obsahujicich dibenzylbutyrolaktonovy motiv
(lignano-9,9'-laktony), zejména pak matairesinolu (B Raffaelli, Hoikkala, Leppadld &
Wahala, 2002). Jejich prace ukazala, Ze nespecifickd oxidace vychoziho monolignolu
mediovand oxidazami ve spojeni s fidicim proteinem o hmotnosti 78 kDa umozZiuje
pripravit tento typ laktonU stereospecificky ze dvou molekul koniferylalkoholu.

Obecné dibenzylbutyrolaktony predstavuji velmi duleZitou podskupinu rodiny
lignanl. Hlavnim rysem tohoto typu latek je jejich vysokd biologicka aktivita,
ktera zahrnuje napfiklad imunoregulaci, neuroprotekci ¢i protinadorovou a anti-HIV
aktivitu (Hajra, Mandal & Hazra, 2013). Nékteré latky pattici do této skupiny jako je
napftiklad cubebin nebo hinokinin vykazuji i trypanocidni aktivitu (Cunha et al., 2012).

A tento typ derivatl nds zajima v kontextu antileishmanialni aktivity. (Silva et al., 2010).
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Obr. 18: Schéma biosyntézy matairesinolu. Prevzato a upraveno z(Cunha et al., 2012; Godoy de Lima, Barros
& da Silva Laurentiz, 2018).

2.4.1 Cubebin
Cubebin je lignan, jak jiz bylo zminéno dfive, patfici do skupiny dibenzylbutyrolaktonu.
MuUzZeme jej najit vcelé fadé rostlinnych celedi napfiklad u podraZzcovitych,
muskatovitych nebo peprovnikovitych. Pomérné ¢asto jsou tyto typy lignant, a zejména
pak vySe zminény Cubebin, izolovany z rostliny Piper cubeba. Cubebin pak konkrétné
z jejich semen (Pereira et al., 2016). Pfekvapivé je cubebin znam jiz vice nez 100 let,
ale pozornost na svoji biologickou aktivitu zacal strhavat az v poslednich desetiletich.
Mohou za to zejména zajimavé biologické vlastnosti, které byly vidy pfipisovany
extraktim z plodl P. cubeba. Bioaktivné fizena extrakce pak vedla k izolaci biologicky

aktivnich frakci téchto rostlin, které pravé obsahovali tuto latku. Bylo prokazano,
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Ze v plodech tohoto peprovniku se ho nachazi az 3 % (Godoy de Lima et al., 2018).
Nasledné testovani této latky prokdzalo jeho protizanétlivé, analgetické
a antimikrobidlni ucinky (Bastos et al., 2001) a pozdéji také antioxidacni vlastnosti
(Graidist, Martla & Sukpondma, 2015). Z naSeho pohledu jsou zajimavé jeho ucinky
proti parazitu Trypanosoma cruzi. T. cruzi je totiz parazit zodpovédny za Chagasovu
chorobu, zndmou téz jako Americka trypanosomdza. Touto nemoci trpi v Latinské

Americe okolo 10 milion( lidi (Godoy de Lima et al., 2018).

Obr. 19: Vzorec cubebinu.

2.4.2 Hinokinin
Hinokinin (Obr. 20), obdobny lignano-9,9'-lakton, byl poprvé izolovan japonskymi védci
Yoshikim a Ishigurou v roce 1933 z etherového extraktu dfeva hinoki. Tato latka byla
izolovana jako bezbarva krystalickd sloucenina a jeji struktura byla pozdéji potvrzena
Mamelim, Briggsem a Keimatsem pomoci jeji transformace na jiz znamou latku
cubebinolid (Marcotullio, Pelosi & Curini, 2014).

Hinokinin ma také velice zajimavy profil, bereme-li v potaz vesSkeré biologické
aktivity, které vykazuje. Mimo antiparazitalni aktivitu, kterd by se dala ze strukturni
podobnosti s cubebinem odhadovat, hinokinin je zndm také pro svou protizanétlivou,
cytotoxickou a protinddorovou aktivitu. V roce 2010 Silva se svymi spolupracovniky
vyhodnotil antimykobakteridlni aktivitu na Mycobacterium tuberculosis. M. tuberculosis
je bakterie zodpovédnd za vznik zavainého onemocnéni tuberkuldzy. Hinokinin
prokazal mirnou aktivitu proti této bakterii s minimalni inhibi¢ni koncentraci
62,5 mg/ml. Takovyto vysledek, zejména zpohledu strukturni rozmanitosti
(aktivita takového strukturni typu latek vic¢i tuberkuldze nebyla nikdy predtim
pozorovana), je velmi slibna a mize v budoucnosti pomoci pfi hledani dalSich biologicky
aktivnich prirodnich latek nebo jejich derivatd vaci této zhoubné nemoci (Godoy
de Limaetal., 2018). A samoziejmé Ze hinokinin, stejné tak jako cubebin, vykazuje velmi

zajimavou antiparazitalni aktivitu proti T. cruzi, ktera, jak jiz bylo zminéno, zplsobuje
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Chagasovu chorobu. Narozdil od cubebinu byla ale interakce hinokinu s T. cruzi
studovana detailnéji. V roce 2005 de Souza a kolektiv testovali hinokinin in vitro proti
volnym amastigotovym formam T. cruzi. Vzhledem k jeho antitrypanosomalni aktivité
byl hinokinin pozdéji vybran pro testovani jeho ucinkd proti epimastigotovym
a intraceluldrnim amastigotovym formdam T. cruzi, a to jak in vitro, tak i in vivo. Vysledky
in vivo testl ukdzaly, Ze aplikace hinokininu vedla k poklesu nakaZeni parazitem o 71 %.

Nasledné byli u hinokininu testovany také jeho antivirové vlastnosti. Konkrétné
se jednalo o testovani jeho ucinkud proti viru lidské hepatitidy B, HIV a proti viru SARS.

Ve vSech pfipadech vykazoval hinokinin vyznamnou antivirovou aktivitu (Marcotullio

et al., 2014).
I——O
o
o)
- O
0
J
Obr. 20: Vzorec Hinokininu.
2.4.3 Cilovy synteticky derivat — chiméra mezi podofylotoxinem

a lignano-laktonem
Na zakladé predchazejicich vysledkl publikovanych v literature jsme se rozhodli
pfipravit (a po ndsledné syntéze také otestovat — neni soucdsti této bakalarské prace)
chimérni produkt 14, ktery by kombinoval svoje vlastnosti lignano-lakton(
s jiz ustanovenymi léCivy na bazi podofylotoxinu. Tato latka by tak mohla skloubit
ocekdvanou antiparazitickou funkci se zvySenou cytotoxicitou. Navic lze ocekavat,
Ze tento produkt bude nasledné moziné selektivné modifikovat tak, abychom
v budoucnosti mohli [dtku podobnou vyuzit jako molekularni sondu pro studium mode

of action této latky v organizmech infikovanych parazity.

hinokinin - J

podofylotoxin

Schéma 1: Viyvoj chiméry hinokininu a podofylotoxinu.
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3 Vysledky

Cilova latka 14 byla pfipravena podle Schématu 2. Nase syntéza vychazela ze sulfinatové

soli 8, kterd byla reagovdna s bromacetonitrilem 9 v acetonitrilu a toluenu za 45%

respektive 57% vytézku (v pfipadé toluenu jde o prlimér z 6 reakci). Vysledny produkt

10 byl pak reagovan s glycidolem za Mitsunobu reakénich podminek. V tomto pfipadé

bohuzel vysledny produkt 7 nebyl pozorovan. Obdobné reakce pak byly jesté testovany

u dalSich substratt, ale vysledny produkt 7 nebyl nikdy izolovan (Tab. 2). Z tohoto

dlvodu byl sulfonitril 10 ponechan reagovat s (+)-epichlorhydrinem 5, dle protokolu

vyvinutého ve skupiné, za vzniku cyklizovaného produktu 6. Syntéza latky 6 byla

provedena na 0,1Immol, 1,0mmol a 10,0mmol méfitku a poskytla reprodukovatelné

produkt 6 v 7% vytézku (Schéma 2). Latka 6 byla izolovana jako opticky Cista — pfi reakci

nedochazelo k Zadné epimerizaci.

Tabulka 2: Testované podminky vedouci ke vzniku epoxidu 7.

Vstup  Epoxid
1 0
LA _oH
2
2 0
LA _oH
2
3 0
LA _OH
2
4
O-4
/
g0,
5
/
O-4
6
/
-4
7 0
B
5
8 0

Sulfon

(0]
ol soimr
4

0
HyC O)l\,sozph
4

Phe
s”>cN

02 10

0
HyC O)l\,sozph
4

0
s O)l\,sozph
4

Phe
s”CcN

02 10

0]
o i som
4

Phe
s”cN

02 10

30

Podminky
DIAD (1,2
PPhs (1,2
THF
DIAD (1,2
PPhs (1,2
toluen
DIAD (1,2
PPhs (1,2
toluen
NaH (1,2
DMF

NaH (2,2
DMF

NaH (1,2
DMF

NaH (1,2
DMF

NaH (1,2
DMF

ekviv), o CO,Me
ekviv),

ekviv), O CO,Me

ekviv), MSO
7a 2
Ph

ekviv), © CN
EkViV), Q\)\SO
7b 2

Ph

ekviv), O CO,Me

(

SO,
7a Ph

ekviv), o CO,Me

(

D3
ekviv), 0O CN
L\)\soz

7 Ph

ekviv), o CO,Me
L.,a\)\so2

Ph

b4

ekviv), 0O c

(

Ph

Poznamka
Komplexni
smeés

Komplexni
smeés

Komplexni
smes

Komplexni

smeés

Komplexni
smeés

Komplexni
smés

Komplexni
smeés

Komplexni
smeés



Majice v ruce produkt 6 mohla jsem se plné vénovat jeho konverzi na cilovy produkt
14. Tato sekvence zacala nukleofilnim otevienim cyklopropanového kruhu na bicyklu 6
pomoci azidu sodného. Reakce probihala v pfitomnosti kyseliny octové a triethylaminu,
které pak v DMF (rozpoustédlo pro reakci) vytvofilo pufrovaci podminky, které umoznili,
aby otevreni cyklopropanu bylo kysele katalyzovano, ale zaroven aby nedochazelo
k vytvoreni kyseliny azidové. Reakce probihala za 25% vytézku pfi Uplné konverzi
vychozi latky.

V nasledném syntetickém kroku doslo k navazani propargylové skupiny na C-2 uhlik
laktonu 11 za vzniku intermediatu 13. Reakce probihala stereoselektivné a témér
kvantitativné. Z tohoto ddvodu byl surovy produkt 13 okamZité ponechan termicky
reagovat (bez pfitomnosti rozpoustédla). Termicky iniciovana [3+2]-cykloadi¢ni reakce
pak poskytla cilovy cykloadukt 14 v 56% vytézku (pres dva kroky) a jako jeden
stereoizomer. Cilova latka 14 tak byla pfipravena v péti krocich a za 0,006% globalniho
vytézku s Cistotou >98 % (LC-MS) a jako jediny diastereoizomer (d.r.=>99:1)

a enantiomer (>99% e.e.).

0 0
PhSO,Na (8) [S_c Phos
3.0 ekviv > 0

NS
N AN
SNB Toluen, 100 s“SCN =~ CH;ONa
02 (0,5 ekviv) (+)-6
9 10 (57%) CHOH (704 g = 05:1)

NaN3; (6,0 ekviv) NaH (2,0 ekviv)

CHsCOLH (10,0 ekviv) ~ FNO28 7
EGN (100 ekviv) \;Elfo Br Ny (3.0 ekviv) Pho\zjv\i{
DMF, 70°C  Na TN O
6h ()11 DMF, 0°C pak 60°C
(25%, d.r. = >95:1) (+)-13

A

PhO,S O

60°C =
neat, 1h = NMO

(+)-14 (56%, d.r. = >99:1)

Tu

Schéma 2: Celkové syntetické schéma vedouci k produktu (+)-14.
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4 Diskuze

Syntéza nového lignanového laktonu vychazejiciho z obecného vzorce se sestavala
ze dvou krokd. Prvnim krokem byla syntéza cyklopropyl fenylsulfonyl laktonu (6),
konkrétné 1-(fenylsulfonyl)-3-oxabicyclo[3.1.0]hexan-2-on, ktery slouZil jako stavebni
kamen pro nasledujici krok, kterym byla syntéza nového lignanového laktonu. Hlavni
problémy jsem méla sprvnim  krokem, pfipravou 1-(fenylsulfonyl)-3-
oxabicyclo[3.1.0]hexan-2-onu 6, zatimco druhy krok, propargylace nasledovana
termicky aktivovanou [3+2] 1,3-dipoldrni cykloadici probihala bez problém( a s vysokou

stereoselektivitou. Nyni projdeme oba tyto kroky separatné.

4.1 Syntéza 1-(fenylsulfonyl)-3-oxabicyclo[3.1.0]hexan-2-onu 6

Klicovy intermediat 6 mél byt pfipraven pomoci intramolekularni cyklizace z epoxidu
substituovaného pomoci dobfe odstupujici skupiny jako je derivatizovany glycidol 3,
epichlorhydrin 5 anebo glycidol 2 (hydroxy skupina mlzZe byt nahrazena pomoci
Mitsunobu reakce). Jako C-nukleofil pfi této reakci jsme se pak rozhodli vyuzit

fenylsulfonyl ester 4 anebo odpovidajici nitrilovy ekvivalent 10 (Schéma 3).

H3COJ4\/ 10

Schéma 3: Prvotni retrosyntéza cilového intermedidtu 6.
Predpokladali jsme, Ze reakce pfiprava latky 6 nebude pfilis obtiZznd, protoze syntéza
tohoto typu intermedidtu jiz byla v literature nékolikrate publikovana (Benedetti, Berti
& Risaliti, 1993; Gaoni, 1982; Hell, 1999; Kazuta, Matsuda & Shuto, 2002;
Ok et al., 2007). Bohuzel se ukazalo, Ze jejich reprodukovatelnost v nasich rukou je vice
nez diskutabilni. Nejprve jsme se zaméfili na pripravu aktivovaného glycidolu 3
(Klunder, Onami & Sharpless, 1989) (Schéma 3). Transformace glycidolu 2 na
odpovidajici sulfon 3 probihala snadno a cilovy produkt byl izolovan ve 48% vytézku.
V dalsim kroku jsme se pak pokouseli transformovat glycidol 2, epoxy sulfone 3 a

epichlorhydrin 5 pomoci nukleofilni substituce nebo Mitsunobu reakce na epoxid 7a
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respektive 7b (Tab. 2). BohuZel se nam vsak ani v jednom pfipadé nepodafilo izolovat
cilovy produkt substituce. VSechny reakce skoncily jako divoké smési produktl. Pouze
v pfipadé reakce epichlorhydrinu 5 s nitril-sulfonem 10 se nam zdalo, Ze v reakéni smési
néjaky produkt byt mliZze (zpétnd analyza). V tomto okamziku ale pfiSla Mgr. Konrddova
s one-pot protokolem, ktery v jedné reakéni nddobé nejenomze generoval produkt
substituce, ale zaroven jej podrobil nasledné intramolekuldrni cyklizaci, ktera vedla
ke tvorbé cyklopropanového kruhu. Naslednd kyseld hydrolyza reakéni smeési
pak umoznila uzavfit i laktonovy kruh a generovala tak cilovy intermediat 6 v one-pot
protokolu. Tento protokol, i kdyZ v mych rukou ddval cilovou latku pouze v 7% vytézku,
byl i naddle vyuzZivan pfi dalsi syntéze. Hlavnim pozitivnim bodem této reakce bylo,
Ze produkt si udrZel svoji stereochemickou integritu a nedoslo pfi reakci k destrukci

(epimeraci) chiralniho centra.

0
NC.-S0Ph ——— NC Sozph + LA _c —> NC O2Ph

C 30

SOzPh NC SO,Ph

- 94_ ( /2
H3O®
work-up

| hydroly /‘: S0
ydrolyza Z

PhOZSK o <|:(/O
6

Schéma 4: Zjednoduseny pohled na reakéni mechanismus cyklizacni reakce poskytujici produkt 6. Rovnovdzné
reakce jsou pro zjednoduseni vynechdny.

Vychozi latky, sulfony 4 a 10 byly pfipraveny pomoci substituéni reakce methyl

bromacetatu respektive bromoacetonitrilu s fenylsulfinovou soli v toluenu (Schéma 5).

PhSOQNa o
(1,5 ekviv)
Bf ——48M SO,Ph
HaCO " omen 1100 HaCO 2
8 oluen, (69%)
PhSO,Na
1,5 ekviv
Ne_Br ¢ ) NC._-SOzPh
9 toluen, 110°C 10 (57%)

Schéma 5: Syntéza vychozich sulfond.
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4.2 Syntéza nového lignanového laktonu

Vychozi latkou pro syntézu nového lignanového laktonu byl 1-(fenylsulfonyl)-3-
oxabicyklo[3.1.0]hexan-2-on 6, ktery byl pfipraven v dostate¢ném mnozstvi, pro ucely
jeho modifikace. Tato latka byla pfipravena pomoci nukleofilniho otevieni

cyklopropanového kruhu bicyklu 6 dle protokolu vyvinutého Mgr. Konrddovou v 25%

vytézku (Obr. 21).
NaNj3 (6,0 ekviv)

0
PhO,S [ CHsCO.H (10,0 ekviv) 1028
= Et3N (10,0 ekviv) o)
¢] > N
DMF, 70°C 3

(+)-6 6h (+)-11
(25%, d.r. = >95:1)

Obr. 21: Schéma otevieni cyklopropylu zdkladniho skeletu jehoZ vyslednym produktem byl
4-(azidomethyl)-3-(fenylsulfonyl)dihydrofuran-2(3H)-on 11.

Naslednym krokem byla propargylace otevieného bicyklu 11 pomoci propargyl

bromidu 12 v bazickém prosttedi (Obr. 22).

PhO,S O NaH (2,0 ekviv) //6 PhO,S O
b 5 Br/\\\ (3,0 ekviv) - PhO2S & 60°C S .
Nj - Ns O neat, 1h \N,N a
()1 DMF, 0°C pak 60°C b
(+)-13 (+)-14 (56%, d.r. = >99:1)

Obr. 22: Reakce laktonu (+)-11 s propargyl bromidem a ndsledna termickd cykloadicni reakce poskytujici tricyklus
(+)-14.

Tato reakce byla znacné narocnd, nebot jsme chtéli, aby doslo k selektivni tvorbé
kvarterniho stereogenniho centra na pozici C-2. Paklize ale porovname oba mozné
pristupy nukleofilu (enoldtu) k elektrofilu, vidime, Ze pouze jeden z pfistupl je kineticky
preferovany. Tento produkt, latka 13, také pfti reakci vznikd jako hlavni produkt

(zaloZeno na urceni relativni konfigurace u produktu cykloadice 14).

(kineticky preferovany adukt )

Schéma 6: Dva mozné pristupy enoldtu (nakreslen pro lepsi zndzornéni v rezonancni strukture s C-aniontem)
k elektrofilu.
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Po reakénim work-upu jsem pak nechala surovy produkt odparovat na rotacni vakuové
odparce pfi teploté lazné 60 °C. Analyza surové reakcni smési ukazala, Ze se jiz
ve stopach zacina tvofit produkt. Toto zjisténi odpovidalo vysledkim a zjiSténi
experimentll Mgr. Konradové a Dr. Bona. Ti také zjistili, Ze prodlouzené zahfivani
Cistého produktu propargylace ma za vznik cilového cykloaduktu 14. Proto jsme celou
sekvenci zopakovali jeSté jednou (alkylace a ndsledné surovy produkt umistén v Iazni

vyhiaté na 60 °C) a ziskali cilovy produkt (+)-14 v 56% vytézku pres dva kroky.
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5 Experimentalni ¢ast
5.1 Obecné informace k experimentalni casti

5.1.1 Chemikalie
V ramci experimentdlni ¢asti prace byly pro syntézy pouzity tyto chemikalie: sulfonyl
chlorid, glycidol, triethyl amin (EtsN), dichlormethan (DCM), epichlorhydrin,
methanolat sodny (NaOMe), methanol (MeOH), benzensulfindt sodny (PhSO:Na),
bromoacetonitril, toluen, diisopropyl azodikarboxylat (DIAD), trifenylfosfin (PPhs),
azid sodny (NaNs), 98% kyselina octovd (CH3COOH), hydrid sodny (NaH),
propargyl bromid, siran sodny bezvody (Na;SOa.), silikagel, petrolether (PE),
ethyl acetat (EtAc), hexan, n-heptan, diethylether. V3echny vyuzZivané latky byly
pouzity v takové Cistoté, v jaké byly dodany vyrobcem. Vyrobci téchto chemikalii jsou
Sigma-Aldrich, Lachner, Merck, Alfa Aesar a Fluka.

Mezi latky, které byly pripravovany patfi: 5% vodny roztok H,SO4, nasyceny vodny
roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO3s), nasyceny vodny roztok NaCl (solanka)
a predsuseny N,N-dimethylformamid (DMF, komercné dostupny DMF byl susen
po dobu 2 dni nad aktivovanym molekulovym sitem 4A). Tyto latky byly pfipraveny

v Laboratofi Ristovych regulatord technickym persondlem.

5.1.2 Metody a material
Pro kontrolu prabéhu reakci byla pouzZita tenkovrstvda chromatografie (TLC)
na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 SIL-G/UV254 s fluorescentnim
indikatorem (Machery-Nagel). Jednotlivé slouceniny pfitomny v reakéni smési byly
vizualizované pomoci zasaditého KMnOas. Finalni produkty byly purifikovany
pomoci kolonové chromatografie na silikagelu od firmy Sigma Aldrich (velikost ¢astic
230-400 mesh; velikost pord 60 A). Eluované frakce byly jimany po 2-30 ml a jejich
obsah byl monitorovan pomoci TLC. Frakce maijici stejny obsah byly spojeny, zahustény
na RVO a ndsledné analyzovany pomoci spektralnich metod. Analyza pomoci nuklearni
magnetické rezonance (NMR) byla provedena na spektrometru JEOL 500 JNM-ECA
500 MHz pracujici pFi frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (*3C). Méfeni probihala
za laboratorni teploty a pro méreni byl pouZit deuterovany chloroform (CDCls).

Chemické posuny (6, ppm) a Stépici konstanty (Hz) *H NMR spekter jsou uvedeny
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standardnim  zplsobem  vzhledem ke zbyvajicimu  CHClz  pfitomnému
v CDCl3 (8H = 7,27 ppm). 3C NMR chemické posuny (6, ppm) jsou uvadény vzhledem
k CDCls (6C = 77,23 ppm, prostiedni signdl). Protonové interakce jsou reprezentovany
jako singlet (s), dublet (d), dublet dubletu (dd), triplet (t), triplet tripletu (tt), pentet (p)
a multiplet (m). Hodnoty HRMS byly ziskany za pouZiti kvadrupolové /iontové pasti
hmotnostniho analyzatoru. Analyza a pfifazeni byly provedeny porovnanim s literarnimi
spektroskopickymi daty nebo pomoci experimenttd 2D-COSY, HSQC, HMBC, 2D-NOESY
a 1D-NOEdiff. Cistota koneénych sloucenin byla stanovena dle nasledujiciho postupu:
1 mg slouceniny byl rozpustén v 1 ml 1% methanolu a vstfiknut (10 pl) na kolonu
s reverzni fazi (Symmetry C18, 5 um, 150 mm x 2,1 mm; Milford, MA, USA), inkubovano
pfi 25 °C. Rozpoustédlo (A) bylo tvofeno 15 mM mravenanem amonnym upravenym
na pH 4,0. Rozpoustédlo (B) bylo tvofeno methanolem. Pfi pritoku 200 ul / min byl
pouzit bindrni gradient: 0 min, 10% B; 0-24 min. linearni gradient na 90% B; 25-34 min.
izokratické eluce 90% B; 35-45 min. linearni gradient na 10% B. Eluovana faze byla poté
zavedena do PDA detektoru (rozsah snimani 210-700 nm s rozliSenim 1,2 nm)
a elektrosprejovy zdroj (zdrojova teplota 120 °C, desolvacni teplota 300 °C, kapilarni
napéti 3 kV, kuzelové napéti 20 V). Dusik byl pouZit jako kuzelovy (50 | / h) i desolvacni
plyn (500 | / h). Sbér dat byl provadén v rezimu Uplného skenovani (50-1000 Da), doba
skenovani 0,5 s a srazkovou energii 6 V. Analyzy byly provedeny v pozitivnim mdédu (ES*)
nebo v zdporném maddu (ES’), a proto byly shromazdény jako kvazimolekularni ionty
[M + H] +a [M-H]".

Teploty tani (b.t.) byly mé&feny na pfistroji B-540 Biichi® a nejsou korigovany. Latky
byly navazovany na analytickych vahach znacky AS 220.R2. Veskeré reakce probihaly
za pomoci laboratorni magnetické michacky s ohfevem Heidolph MR 3001 K (Heidolph,
Nemécko). Latky byly odpafovany a zahustovany za pouziti vakuové rota¢ni odparky
Interface 1-300 (Biichi, Svycarsko).

Vizualiza¢nim roztokem pro detekci produktu na TLC byl zdsadity roztok KMnOa4

(9 g KMnOQg4, 20 g K2CO3, 150 ml 10% NaOH), ktery byl nasledné zahfivan na 250 °C.
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5.2 Organicka syntéza

5.2.1 Syntéza 2-(fenylsulfonyl)acetonitrilu

PhSO,Na
NC._Br (1,5 ekviv) NC._-SO,Ph
9 toluen, 110°C 10 (57%)

PhSO,Na (3,0g, 1,5 ekviv) byl rozsuspendovan vtoluenu (26,4 ml, 0,2 M)
a bromacetonitril (9) (0,9 ml, 1,0 ekviv) byl pfidan. Reakéni smés byla zahfivdna na
110 °C po dobu 12 hodin za vzniku bilé srazeniny. H,0 (5 ml) byla ptidana a vysledna
smés byla extrahovana pomoci EtOAc (3x20 ml). Vysledna organicka faze byla promyta
solankou (10 ml) a poté byla suSena nad Na,SOs, zfiltrovana a filtrat byl odparen na RVO
do sucha. Surovy produkt byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
(P.E.:EtOAc = 10:1) za vzniku 1,24 g (57%) sulfonylu 10.

MS (ESI*), m/z (%): 182 [M+H]* (100)

HRMS (ESI*) calcd. pro CsHsNO,S [M+H]*: 182.0270, nalezeno 182.0270.

Tabulka 3: Prirazeni signal *H-NMR a 13C-NMR spektra 2-(fenylsulfonyl)acetonitrilu 10.

6
Ore

5 4 2 1CN

Atomn H (500 MHz, CDCls) ntenzita B3 125 MHz, CDCl;

NMR [ppm] NMR [ppm]
1 y . . c1 110,5
2 H-2 4,06 (s) 2H c-2 45,9
3 y . . c-3 136,8
4 H-4 8,03 (dd, J=8; 1,5 Hz) 2H C-4 129,1
5 H-5 7,54-7,60 (m) 2H c-5 130,0
6 H-6 7,79 (tt, J=7,5; 1,5 Hz) 1H C-6 135,6
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5.2.2 Syntéza 1-(fenylsulfonyl)-3-oxabicyclo[3.1.0]hexan-2-onu

z vychozi latky 2-(fenylsulfonyl)acetonitrilu

0

CI PhO<SIi</

[ :l 0
s”CN CH4ONa

(0,5 ekviv) (+)-6

(57%) CH3OH (70, dor. = >95:1)
Sulfonitril (10) (2,7g, 1 ekviv) byl rozpustén v MeOH (64 ml) a NaOMe (20,25 g) byl
pridan. Reakéni smés se michala 30 minut. Po 30 minutach byl pfidan epichlorhydrin
(1,3 ml, 1,1 ekviv). Reakéni smés se poté michala 12 hodin. Po 12 hodinach byla vznikla
oranzova kapalina odpafena na RVO. Ke zbytku byla pfidana H,O (25 ml) a pH
vysledného roztoku bylo upraveno pomoci ledové kyseliny octové na pH 3. Nasledné
byla reakéni smés michana dalsi dva dny pod inertni atmosférou za RT. Po dvou dnech
byla provedena extrakce pomoci DCM (3x50 ml). Spojené organické vrstvy byly promyty
solankou (50 ml), suSeny nad Na,SO4 a odpareny na RVO. Vysledny odparek byl ¢istén
na sloupcové chromatografii na silikagelu (P.E.:EtAc = 5:1 ->2:1 -> 0:100) a poskytl latku
(+)-6 v 7% vytézku (0,249 g).
b.t.=113-114 °C
a2’ = —108 (c 1.02, CHCl3)
1H NMR (500 MHz, CDCI3) & (ppm) = 1.46 (1 H, dd, J = 5.4, 5.4 Hz), 2.19 (1 H, dd, J = 5.4,
8.7 Hz),3.18 (1 H, ddd, J=4.8,5.4,8.7 Hz),4.19(1H,d,J=9.7Hz),4.40 (1H, dd, J = 4.8,
9.7 Hz),7.60(2H,dd, =7.3,7.8Hz),7.71 (1 H, dd, /= 7.8, 7.8 Hz), 8.07 (2 H, d, J = 7.3 Hz)
13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm) = 19.32, 26.62, 45.93, 66.90, 128.84, 129.06, 134.27,
138.06, 167.65
MS (ESI*), m/z (%): 238 (M*)
HRMS (ESI*) calcd. pro C11H1004S 238.0300, nalezeno 238.0299
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5.2.3 Otevreni cyklopropanu: syntéza laktonu (+)-11
NaNj (6,0 ekviv) 0

PhO,S S CHsCOH (10,0 ekviv) N0z
" Et;N (10,0 ekviv)
<< = e
DMF, 70°C 3

(+)-6 o (+)-11
(25%, d.r. = >95:1)

NaNs (0,732 g, 12,6 mmol, 6,0 ekviv), AcOH (1,2 ml, 19 mmol, 10,0 ekviv; 100% cistota)
a EtsN (2,7 ml, 21 mmol, 10 ekviv) byly postupné pfidany do reakéni smési obsahujici
roztok (+)-6 (0,5 g, 2,1 mmol, 1,0 ekviv) v DMF (7,0 ml, 0,3M) za RT. Vysledna smés byla
umisténa v predehraté olejové lazni (70 °C, vnéjsi teplota) a vyslednd smés byla
zahfivana po dobu 6 h. Poté byla rekéni smés ochlazena na l|.t. a odparena
do sucha na RVO. Odparek byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
(PE:EtOAc = 2:1). Odpareni odpovidajicich frakci poskytlo (+)-11 (0,121 g, 25%;

d.r. = >95:1 na z4dkladé *H NMR spektra surové reakéni smési) ve formé bilych krystal.

b.t. = 240 °C (rozklad.); @3 = +254 (c 1.08, CHCI5); *H NMR (500 MHz, CDCls) & 3.49
(dddd, J=10.6, 8.0, 5.6, 5.0 Hz, 1H), 3.66 (dd, J = 12.5, 4.8 Hz, 1H), 3.77 (dd, J = 12.5, 5.7
Hz, 1H), 4.00 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 4.15 (dd, J = 9.3, 5.1 Hz, 1H), 4.55 (dd, J = 9.3, 8.0 Hz,
1H), 7.58 = 7.69 (m, 2H), 7.70 — 7.81 (m, 1H), 7.94 — 8.03 (m, 2H); 3C NMR (126 MHz,
CDCl3) 6 36.8, 52.0, 65.9, 69.2, 129.6, 129.7, 135.2, 136.6, 167.3; MS (ESI*), m/z (%): 282
[M+H]* (22), 299 [M+NH4]* (100); HRMS (ESI*) calcd. pro C11H12N304S [M+H]*: 282.0543,
nalezeno 282.0544.
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Tabulka 4: Prirazeni charakteristickych signald *H-NMR a 3C-NMR 4-(azidomethyl)-3-(fenylsulfonyl)dihydrofuran-
2(3H)-onu (+)-11.

Atom H (500 MHz, CDCls) ntenzita 13 125 MHz, CDCls
NMR [ppm] NMR [ppm]
1 - - - 1-C 167,3
2 H-2 3,99 (d, J=5,5) 1H 2-C 65,8
3 H-3 3,45-3,52 (m) 1H 3-C 36,75
H-4a 4,14 (dd, J=9,5; 5,5 Hz) 1H
4 4-C 69,1
H-4b 4,53 (dd, J=9,5; 8 Hz) 1H
H-5a 3,65 (dd, J = 12,5; 5 Hz) 1H
5 5-C 51,9
H-5b 3,76 (dd, J = 12,5; 6 Hz) 1H
6 i i i 6-C 136,5
7 H-7 7,95-8,00 (m) 2H 7-C 129,5
8 H-8 7,62 (tt, )= 8,5; 1,5 Hz) 1H 8-C 129,7
9 H-9 7,75 (tt, )= 7; 1,5 Hz) 1H 9-C 135,2
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5.2.4 Syntéza (3aR)-3a-(fenylsulfonyl)-3,3a,4,4a,7a,8-hexahydro-
5H,7H-furo[3,4-d][1,2,3]triazolo[1,5-a]pyridin-5-onu (+)-14

O NaH (2,0 ekviv) [ Za PhO,S O

PhO,S _/O
T Br’ Xy (3.0 ekviv) PhO,SG 60°C ~
N ° > o TN 0o
3 N neat, N’N -

(+)-11 DMF, 0°C pak 60°C

In

(+)-13 (+)-14 (56%, d.r. = >99:1)

Latka (11) (29 mg, 1 ekviv) byla smichdna se suchym DMF (2 ml). Roztok byl
po 2 minutach michani ochlazen na 0 °C. Do smési se po 5 minutdch michani
od ochlazeni na 0 °C pfidal NaH 60% (5,018 mg, 1,22 ekviv), ktery byl nejprve rozpustén
v suchém DMF. Po 20 minutdch michani se ptidal do reakéni smési propargylbromid
a reakéni smés byla michana 3 dny. Reakce byla zpracovana pfidanim 7,5 ul kyseliny
octové a 1,5 ml H;0. Nasledné doslo k vytfepani reakéni smési v délici nalevce v 50 ml
diethyletheru. Dale byl do smési pfidan nasyceny roztok NaHCOs3, solanka a nakonec
byla reakéni smés susena pomoci Mg>S0a. Po prefiltrovani byl filtrat odparen na RVO.
Surova latka byla umisténa v olejové lazni predehraté na 60 °C po dobu 1 h. Po této
dobé byla reakéni smés ochlazena a produkt C¢iStén pomoci preparativni
chromatografie, kde mobilni fazi byl PE:EtOAc v poméru 4:1. Ziskali jsme 18 mg (57%)
ve formé bezbarvého viskdzniho oleje.

d.r. =>95:1 zaloZeno na *H NMR spektrech surového produktu

a3 = +44.8 (c 1.04,CHCI3); *H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 3.32 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 3.37
(d, J = 15.5 Hz, 1H), 3.73 (dd, J = 9.5, 5.5 Hz, 1H), 4.12 — 4.22 (m, 1H), 4.49 (dd, J = 14.1,
4.7 Hz, 1H), 4.65 (dd, J = 9.4, 9.4 Hz, 1H), 4.78 (dd, J = 14.2, 2.2 Hz, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.67
(t, J = 7.8 Hz, 3H), 7.82 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 7.5 Hz, 2H); 3C NMR (101 MHz,
CDCls) 6 25.0, 37.4, 46.8, 69.0, 70.3, 128.9, 129.5, 131.3, 131.7, 133.1, 135.9, 170.2; MS
(ESI*), m/z (%): 320 [M+H]* (100); HRMS (ESI*) calcd. for C1aH1aN304S [M+H]*: 320.0670,
found 320.0699.
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Tabulka 5: Prifazeni signdli *H a 13C u latky (+)-14.

12 10
9
: S0,0
Y 3
N, BER!
N ’N
N =
6 H 8
(+)-25
Atom H Intenzita (400 MHz, CDCL3) C APT (lng(';/lu;z'
NMR [ppm] NMR  experiment!ll >
[ppm]
1 - - - C-1 X 170.2
2 - - - C-2 X 70.3
H-3a 1H 3.32(d, J= 15.5 Hz)
3 C3 *ok 25.0
H-3b 1H 3.37(d, J= 15.5 Hz)
4 - - - C-4 X 128.9
5 H-5 1H 7.52 (s) C-5 * 135.9
H-6a 1H 3.73(dd, J = 9.5, 5.5 Hz)
6 C-6 *ok 46.8
H-6b 1H 4.65 (dd, J = 9.4, 9.4 Hz)
7 H-7 1H 412 -4.22 (m) C-7 * 37.4
H.83 H 4.49 (dd,:'Z:) 14.1,4.7
8 C-8 *ok 69.0
Ho8b i 4.78 (dd,J=14.2,2.2
Hz)
9 - - - C-9 X 133.1
10 H-10 2H 7.97 (d,J=7.5 Hz) C-10 * 131.3
11 H-11 2H 7.67 (t,J=7.8 Hz) C-11 * 129.5
12 H-12 1H 7.82 (t,/J=7.5Hz) C-12 * 131.7

'YX = uhlik nemaijici zadny vodikovy atom; * = uhlik s jednim vodikovym atomem (CH); ** =

CHy; *EX = CHs
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(Pozorované n.O.e. interakce )

P

"1D n.O.e.: silna — !
: slaba e !
1 kliCova interakce  --3 1

(Pozorované klicové nOe interakce latky (+)-14 )

n.O.e. interaction

Obr. 23: Urceni relativni konfigurace latky (+)-14.
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5.2.5 Charakteristické signaly latky (+)-13.

PhO,S 3
N3\Ifo
(+)-13

as® = +22.2 (¢ 1.53,CHCl3)

IH NMR (500 MHz, CDCls) 6 2.18 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 2.75 (dd, J = 16.7, 2.6 Hz, 1H), 3.01
(dd, J = 16.7, 2.7 Hz, 1H), 3.49 — 3.63 (m, 1H), 4.10 (dd, J = 12.6, 9.7 Hz, 1H), 4.29 (dd,
J=12.6,5.8 Hz, 1H), 4.57 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.59 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.57 — 7.67 (m, 2H),
7.71-7.81 (m, 1H), 7.78 — 7.87 (m, 2H)

13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 23.2,42.9,51.7,70.5, 71.3, 74.6, 75.9, 129.3, 131.0, 135.7,
139.5, 169.9

MS (ESI*), m/z (%): 320 [M+H]* (24), 342 [M+Na]* (100)

HRMS (ESI*) calcd. for C1aH13N304SNa [M+Na]*: 342.0519, found 342.0520.
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6 Zavér
Ve své praci jsem se zabyvala syntézou chimérni molekuly, jez by v sobé zahrnovala
strukturni rysy jak lignano-laktonli tak podofylotoxinu. Tato ldtka se mi povedla
pfipravit v péti krocich, ale neakceptovatelné nizkém vytézku. Ale i tak je latky dost,
abychom mohli uinit prvni ohodnoceni této latky v ramci biologickych testu.
V teoretické casti této prace jsem se zaméfila na pokryti literatury, jez se zabyva
lignano-9,9'-laktony jakoZzto sekundarnimi rostlinnymi metabolity se zajimavymi
biologickymi ucinky. Hlavné jsem se zaméfila na jejich aktivitu vici parazitam.

Dale byly vramci prace pripraveny a charakterizovany veskeré vytycené
intermediaty a findlni produkty. BohuZel mnohdy v tristnich vytézZcich. | tak si

ale myslim, Ze tato prace je dobrym podkladem pro dalsi vyzkum v této oblasti.
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NMR spektra 1-(fenylsulfonyl)-3-oxabicyclo[3.1.0]hexan-2-onu (+)-6
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NMR spektra (+)-(3S,4R)-4-(azidomethyl)-3-(fenylsulfonyl)dihydrofuran-

2(3H)-onu (+)-11
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NMR spektra (+)-(3R,4R)-4-(azidomethyl)-3-(fenylsulfonyl)-3-(prop-2-yn-
1-yl)dihydrofuran-2(3H)-onu (+)-13
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NMR spektra

(+)-(4aR,7aR)-4a-(fenylsulfonyl)-4,4a,7a,8-tetrahydro-

5H,7H-furo[3,4-d][1,2,3]triazolo[1,5-a]pyridin-5-onu (+)-14
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