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1. Uvod

Rostliny hraji v naSem zivotnim prostiedi extrémné dulezitou roli, ktera se neomezuje
pouze na produkci kysliku ¢i potravy. Rostliny totiz sami o sob& obsahuji a produkuji
Sirokou Skalu zajimavych slozek od vitamind, ptes 1é¢ivé latky, az po latky umoziujici
piimo ¢i nepfimo ovliviiovat na§ organismus napf. omamnymi az psychotropnimi ucinky.

Jiz od pravéku bylo téchto u¢inkli vyuzivano pii riznych ritualech, pii 1é¢eni
anebo naopak nékteré rostliny byly vyuzivany ve formé barviv pro nasténné malby. Neni
proto s podivem, ze jiz ve Staroveéku zacali vznikat prvni Spisy 0 shrnujici poznatky o
lé¢ivych Gcincich nékterych rostlin, kdy nejstarsi dochovany nalezeny spis saha do roku
3000 pt. n. 1.} Ve starovékém Recku pak kolem roku 500 pi.n.l. postupné doslo ke
kodifikaci a ,,védeckému* pfistupu k vyuziti poznatkli o 1é¢ivych ucincich rostlin.
Zaklady tohoto ptistupu k vyuziti pfirodnich latek jako 1é¢iv, jejichz zdklady odvozujeme
od Skoly vedené Pythagorasem a jez byly nasledné rozsifeny Aristotelem, zacaly
z pohledu védy v prubéhu stiedovéku upadat a zlstavaly zachovavany pouze V lokalnich
formach (baby kofenarky) a ve vétsich ucelengjsich formach (n€kdy také dale rozvijeny)
v nékterych klasterech (napf. sv. Hildegarda z Bingenu, 11. stol.). Na zaklad¢ téchto
zachovalych poznatkit pak nova generace alchymisti a 1ékaid jejichz hlavnim
protagonistou byl dozajista némecko-§vycarsky rodak Paracelsus (jméno pfijal az za
svého zivota, 16. stol) prosadili ,,chemické® chapani 1é¢iv a extraktt (Paracelsus je
povazovan za prvniho ,,chemika p¥irodnich latek*)%. Od té doby samoziejmé vyzkum
ptirodnich latek a jejich biologické aktivity nabral novy a intenzivni smér a védci se mu
vénuji vice a vice. Navic, vyvoj novych analytickych metod a postupli ndam umoziuje
V této oblasti posunovat hranice poznani stale vice dopfedu diky neustdlému zvySovani

citlivosti jednotlivych analytickych metod.

Jak jsem jiz uvedla, hlavnim zdrojem biologicky aktivnich latek jsou vyssi
rostliny, které jsou v dnes$ni dobé vyuzivany jako zdroj novych pfirodnich latek ve
farmaceutickém a kosmetickém priamyslu. Krom¢ primarnich metabolitt (proteiny, lipidy
nebo sacharidy) rostliny produkuji i velkou plejadu nizkomolekularnich sekundarnich
metaboliti (SM)3. Piivlastek ‘‘sekundarni‘‘ vtomto kontextu nevyjadiuje zadné

podfadné postaveni z hlediska jejich biologické funkce*. Sekundarni metabolity jsou



latky, jez sice nejsou nezbytné pro zivot rostlin, ale jejich produkce prudce zvysuje Sanci
rostlin na pfeziti. Jinymi slovy, sekundarni metabolity jsou latky, jez u rostlin tvoii rozdil
mezi ,,zivofenim* (primarni metabolity) a ,,plnohodnotnym* Zivotem (primarni a
sekundarni metabolity). Sekundarni metabolity totiz umoznuji rostlindm se snadnéji
ptizpusobit pii zménach klimatickych podminek, ¢elit herbivorim, pfitahovat opylovace,
&i zvySovat jejich rezistenci vii¢i mikroorganism@im®. Strukturni rozmanitost SM je pak
reakci rostlin na Sirokou skalu abiotickych a biotickych oxidativnich procest, strest, jimiz
rostliny &eli kazdy den V jejich boji za pieZiti®.

V mé bakalafské praci se zaméfuji na sekundarni rostlinné metabolity
s fenylpropanoidovym skeletem. Pfesnéji se jedna o neolignany inspirované piirodnimi
latkami licarinem A a burchelinem. Z pohledu biologické aktivity se obecné neolignany
vyznacuji znaén¢ Sirokou biologickou aktivitou. To je také jednim z diivodd, pro€ jsou
v nasi skupiné tyto latky studovany. Nasim hlavnim cilem je vyvinou nové a rychlé
syntetické metody, jez by nam umoznily snadnou piipravu téchto latek. Z pohledu
biologické aktivity se pak zaméfujeme zejména na latky s anthelmintickou aktivitou.
Tedy na latky s G¢inky proti parazitim, a to jak v medicing, tak i v zeméd¢€lstvi. Zejména
se pak jedna o parazity rodu Tylenchida, neboli hadatka, které parazituji na
hospodarskych rostlinach. Vedle téchto se pak také zaméfujeme na parazity z rodu
Leishmania jez vyvolavaji onemocnéni leismaidza. Tato nemoc je endemicka na péti
kontinentech a v 88 zemich svéta. Nejvice se vyskytuje v Asii, Africe, Evropé, a Severni
a Jizni Americe. Ro¢né je odhadovano, Ze na zemi ptibyde 1,5 — 2 miliony novych ptipadi
nakazy®. Rezervoarem tohoto parazita’ a hlavnim zdrojem néakazy® pak je bodnuti
samicemi flebotominovych piseénych musek. Je tieba podotknout, ze leismanioza je i

vvwr

nelécitelna.
1.1 Cile prace

Cilem mé bakaléiské prace je ovérit hypotézu, ze neolignanové skelety podobné licarinu
A Ize ptipravit pomoci nového typu presmyku zalozeném na kondenzaci stabilizovanych

diazosloucenin a aromatickych hydroxy aldehydd.
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Detailngji je to nasledovné:
1. Vypracovani literarni reSerSe na téma syntéza a biologicka aktivita licarinu A a
burchelinu (Obr. 1) a strukturné obdobnych latek
2. Otestovani nového typu cyklizacnich reakci mezi diazoslouceninami a
hydroxyaldehydy
3. Otestovani biologické aktivity pfipravenych latek na jejich biologickou aktivitu
4, Charakterizace pfipravenych latek pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych

metod

OCH,i \
=z 0O
""@*OH H,CO 3
O all O
OCHj, 0 %

Licarin A Burchelin

Obr. 1. Struktury neolignanii jez slouzi jako hlavni inspirace pro mou bakalarskou praci
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2. Teoreticka cast

2.1 Neolignany — sekundarni rostlinné

metabolity fenylpropanoidového typu

2.1.1 Zakladni charakteristika

Neolignany patti z biochemického pohledu do skupiny fenylpropanoidi, fenolickych
latek, jez maji benzofuranovy skelet. Z pohledu SM piedstavuji fenylpropanoidy nejvétsi
podskupinu SM jez pokryva témé&f 20 % vsech sekundarnich metaboliti produkovanych
rostlinami®. Tyto slou¢eniny jsou v rAmci rostlinné fise viudypiitomné a vétsina z nich je
netoxickd ale vykazuje zajimavé biologické vlastnosti. Typickymi vlastnostmi téchto
latek je jejich antibakteridlni, antioxidacni, antivirovd nebo také anthelminticika
aktivital®, Pouze sporadicky se pak vyskytuje protinadorova aktivita (napf.
phodophillotoxin).!!

V rostlindch se fenylpropanoidni podjednotky vyskytuji ve form& monomert
(napf. derivaty kyseliny skoficové, monolignoly a kumariny), dimerti (napf. lignany,
neolignany a flavonoidy) a polymert (napt. lignin). Zakladni monomery,
fenylpropanoidy, jsou pak ziskany jako produkt Sikimatové biosyntetické cesty.'
Nasledn¢ jsou tyto monomery v rostlinnych buiikdch dale metabolizovany a
transformovany na pozorované biologicky aktivni produkty. Typickou reakci, mimo
oxidace, je pak dimerizace fenylpropanoidd v pfitomnosti peroxidaz &i lakkaz.!3
Vysledné produkty pak u rostlin zajist'uji fadu fyziologickych funkci nezbytnych pro rist
a vyvoj rostlin. Kli¢ova je pak jejich role napt. pii reakci na stres jez doprovazi zména
svétla, nedostatek minerall, dale pak umoziuji efektivnéj$i ochranu proti herbivoriim,
patogeniim 1 UV zafeni. Zaroven také zajiStuji interakce mezi rostlinou a prostiedim
(napt. ldkaji opylovace pro zprostfedkovani rozmnozovéni).!? 14

Fenylpropanoidova draha, tedy biosynteticka draha, jeZ umoziuje ptipravu SM
fenylpropanoidového typu, je jednou z nejvice zkoumanych biosyntetickych cest u

rostlin. Divodem je jeji diilezita role pii syntéze ligninu (fenylpropanoidovy polymer) jez
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je zodpovédny za stabilitu stonku, a tedy celé rostliny. Fenylpropanoidova draha, tedy
sled enzymatickych reakci, jez umoznuje transformaci fenylalaninu na kyselinu
hydroxyskoficovou, pak pravdépodobné evoluéné vznikla piiblizné pted 450 miliony
lety. Z pohledu rostliny jsou pak fenylpropanoidy uzite¢né pouze pokud jsou ve Spravny
Cas na spravném misté. Jejich biosyntéza je pak v rostlinach pfisné regulovana a to nejen
vlastni biosyntézou, ale také z pohledu ruznych distribuénich systému jako jsou
membranové transporty jez kontroluji obéh meziproduktii i koneénych produkti.**

Ze strukturniho pohledu se fenylpropanoidy skladaji z uhlikatého skeletu jez se
sklddd z C6-C3 podjednotek™. Dle IUPAC nazvoslovi se pak zikladni C6
fenylpropanoidovy skelet ¢isluje od 1 do 6 (od propylové jednotky ptes benzenové jadro),
a C3 propylova skupina pak od ¢isla 7 do ¢isla 9. V nékteré literatufe se také vzilo

oznaéeni pro C3 propylenového ve stylu o, pay ().1°

Cé C3
2 7 9
3©1/0.\B/V
8
4 6
5

Obr. 2. Cislovdni zikladni fenylpropanoidové jednotky dle TUPAC.1®

Dimerizaci dvou fenylpropapnoidovych podjednotek na uhlicich C8-C8 (C8’
odpovidd druhému z obou dimer)!’ vznikaji lignany (Obr. 3). Naslednymi post-
dimeriza¢nimi transformacemi lignanu (typicky oxido-redukéni reakce a methylaéni
reakce) nasledné rozSifuji mnoZstvi a strukturni diverzitu produkovanych latek. A
samoziejmé ruku v ruce s tim i mozné biologické vlastnosti syntetizovanych lignanti.
Tato nejpocetnéjsi skupina fenylpropanoidovych dimerd (C8-C8°) je pak doprovazena
dal$imi méné pocetnymi skupinami dimert, jako jsou norlignany nebo conioidy, lisicimi
se misty (atomy) na nichz dochazi k vlastni dimerizaci.'® A pravé do jedné z t&chto skupin
latek patfi tzv. neolignany — tfida latek s benzofuranovym skeletem jeZ jsou hlavni naplni

mé bakalatské prace.
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Obr. 3. Zdkladni typy lignanovych skeletii vytvorenych dimerizaci dvou fenylpropanoidovych jednotek (nové

vytvorend vazba vyznacena &ervené).t’
2.1.2 Neolignany — strukturni pohled

Ze strukturniho pohledu jsou neolignany dimery fenylpropanoidi vznikajici
primarné pomoci CY-C(O)X vazby, kde X,Y jsou cela Cisla a alespon jedno z nich je
rtizné od 8.1 Jak je ze zapisu patrné, konektivita také miize vést pies atom kysliku, paklize
je vpuvodni molekule fenylpropanoidu pfitomen. VSechny ostatni vazby, jeZ jsou
neolignant jsou pak zahrnuty v Obr. 4.1° Prvotné radikalovym couplingem vytvotena
vazba je pak znazornéna zelené.

Tato obecna diverzita a Sirokost moznosti kombinaci umoznuje, aby v ptirodé
vnikalo nepieberné mnozstvi riznych struktur neolignanového typu. Vzniklé strukturni
motivy jsou mnohdy tak komplexni, Ze piivodni fenylpropanové jednotky 1ze v cilovych
izolovanych strukturach identifikovat mnohdy az detailnim patrani. Jeden by tedy mohl
snadno nabyt milného dojmu, Ze fenylpropanoida neolignanového typu se bude v ptirode
nachazet mnohem vice nez dfive zminénych lignant. Pfekvapiveé, opak je pravdou. Je pak
tedy pouze otazkou, jestli opravdu neolignani se nachazi v rostlinach méné, anebo jestli
k dnesnimu dni je v literatufe pouze méné neolignanti popsano a charakterizovano.® At

je tomu tak ¢i onak, ve své praci se budu zabyvat pouze neolignany typu NL3 (Obr. 4).
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Obr. 4. Prehled strukturnich typii neolignanii. Jednotlivé dimery jsou zvyraznény cervené a modre, primdrné
vytvorend vazba béhem radikalového couplingu pak zelené.*®

Vyssim stupném dimerizaci jsou pak oligomerizace a polymerace. Oba tyto
stupné se pfi radikalovych couplincich hojné vyskytuji a zejména ten posledni z nich,
polymerace, mé pro vyssi rostliny velky vyznam. Touto reakci totiz u vysSich rostlin
vznika lignin — ,,stuzujici* jednotka rostlinnych stébel a kmenii.!3?° Z funkéniho hlediska
je lignin naprosto nezbytnou stavebni latkou nebot’ proptjcuje bunéénym sténam rostlin
pevnost?, zvysuje hydrofilnost bunééné stény, coz usnadiiuje transport vody dovnitt
xylemové tkané!®, a také brani degradaci polysacharidi Ve sténé bunék, ¢imz plisobi jako
hlavni obrannd linie proti patogeniim, hmyzu a dal§im bylozraveim?!. Nékteré volné
hydroxylové funkéni skupiny na ligninu pak mohou byt glykosylovany nebo vazany na
celulézu ¢imz davaji za vznik lignocelulosovému komplexu. Komplexu jez je nasledné
zakladnim stavebnim prvkem dfevitych rostlin a umoZiuje stromiim jejich mohutny

vzriist, pevnost, tvar a jiné charakteristické vlastnosti.®
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2.1.3 Biosyntéza

Jak jiz bylo zminéno, fenylpropanoidni zakladni stavebni jednotka generuje na zakladé
pouze n&kolika meziproduktii Sikimatové drahy obrovské mnozstvi strukturné rozdilnych
sekundarnich metaboliti.’* Sikimatova draha vychazi z latek sacharidové povahy
erytrosa-4-fosfatu a fosfoenolpyruvatu. Kondenzaci tohoto intermediatu, jez je
mediovana pomoci enzymu 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfat syntaza (DAHPS)
probiha via 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfat a naslednych dalSich transformaci
vznik kli¢ového intermediatu této drahy jez ji dal jméno.?>?® Kyselina sikimova, ktera je
z hlediska biogeneze®® dilezitym meziproduktem pii biosyntéze vsech fenolickych i
dalsich ptirodnich latek,? je pak zdrojem fenylalaninu a tyrosinu. Jinymi slovy, vstupni
branou pti vzniku fenylpropanoidi a nasledné i jejich dimert, lignant a neolignant (Obr.
5).14
OH O

0P 6H DAHPS H,C™ ~O-P(0)(OH),
erythrosa-4-fosfét\/ fosfofenol pyruvat
COOH
HO™ Y YOH

OH kyselina sikimatova

P-O-(C=CH,)-COOH
COOH COOH
Y m

+ fenylpyruvat p-OH-fenylpyruvat

COOH COOH

fenylalanin tyrosin

Obr. 5. Vznik fenylalaninu a tyrosinu?
Takzvana fenylpropanoidova draha se sklada ze tii enzymatickych kroku (Obr. 6).
Jedna se o deaminaci zfenylalaninu, ktera je mediovana pomoci enzymu
fenylalaninaminium lyazy a transformuje fenylalanin na trans-kyselinu skoficovou. Tato
transformace probiha v cytoplasmé. Dale dochazi k hydroxylaci kyseliny skoficové na
4-kumarat (kyselina p-kumarova). Tato latka mlZe alternativné vzniknou také pfimo

Z L-tyrosinu prostiednictvim odpovidajici lydzy. Nakonec dochézi ke konverzi
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4-kumaratu na 4-kumaroyl-CoA pomoci ligazy. Nové vznikly 4-kumaroyl-CoA je pak
klicovym meziproduktem pii biosyntéze fenylpropanoid neb je ptimym prekurzorem
monolignolt, kumarint, stilbend ale také zakladnim stavebnim kamenem pii biosyntéze
flavonoida (Obr. 7).24

CO,H
0 o)

fenylalaninaminiuny-lyasa
NH, y m-ly - hydroxylasa X
: > N oH > OH
; HO

kyselina skoficova

L-fenylalanin ' kyselina p-kumarova
tyrosin:aminium—
0 lyasa
OH

NH,

4-kumarat-
CoA-ligasa
HO

L-tyrosin

O

A
[ plastid |:> cytoplasma] /@/\)ksCoA
HO

4-kumaroyl-CoA

Obr. 6. Fenylpropanoidova drdha — ti klicové enzymatické transformace ddvajici za vznik 4-kumaroyl-CoA
Z odpovidajicich aminokyselin81®
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X SCoOA —— > X OH

HO HO
4-kumaroyl-CoA OH kavova kyselina

CCR
nebo
CAD 10)

X 2
CAD
J©/\/\OH /©/\/\OH<_ /@/\)LOH
HO HO koniferyl HO felurova
4-kumyroyl alkohol OMe  alkohol OMe  kyselina
Cald5H Cald5H
(0]
HO. A
HO, OH
vy . X OH
bunvecna cytoplasma HO 5-hydroxy HO -
sténa koniferyl OMe  hydroxy
OMe  alkohol felurova
kyselina
CaldOMT CaldOMT
o]
MeO, o MeO ™
OH - OH
-
HO HO
OMe OMe
sinapyl alkohol sinapylova kyselina

Obr. 7. Biosyntéza fenylpropanoidnich monomerii — obecny zjednoduseny prehled. (CCR = skoricoat-CoA reduktaza;
CAD = skoricoat-lalkohol dehydrogenadza; koniferaldehyd-5-hydroxylaza = CAld5H; 5-hydroxyconiferylaldehyd O-
methyltransferase = CAIdOMT) °

Jak jiz bylo zminéno monolignoly se obecné skladaji ze dvou podjednotek C6 a C3. Jejich
dimerizaci a naslednymi post dimerizacnimi reakcemi pak vznikaji dvé nové ttidy latek,
lignany a neolignany. Dimerizace téchto monomerd v rostlinach probiha pomoci fenol
oxidaéniho couplingu (POC), ktera je mediovana pomoci peroxidaz resp. lakkaz. V ramci
tohoto kroku vznika mezi t€mito jednotlivymi monomery nova vazba C-C anebo C-O.

Tti piiklady takovychto dimerizaci jsou zachyceny na Obr. 8.1

Je jisté zajimavym faktem, Ze mnoho takto pfipravenych lignanii a neolignanii se
Vv rostlinach nachézi v opticky aktivni formé. Tento fakt je pak o to zarazZejici, Ze vlastni
dimerizaéni proces, ktery je z reakéniho mechanizmu radikalovym, negeneruje zadnou
stereoselektivitu. Pozorovand opticka Cistota latek je tak zplisobena pii naslednych
cyklizac¢nich reakcich pomoci tzv. ,fidicich proteini®. Tento typ makromolekul je
pfitomen v rostlin€é a nésledné generuje chiralni okoli pii nasledné post-dimerizacni

cyklizaci. Tento typ proteinti pak mize a nemusi byt v dané rostlin¢ a obecné je jeho
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vyskyt zavisly na mnoha okolnostech jako jsou napt. klimatické podminky, nadmotska
vyska atp. To znamena, Ze i stejny typ rostlin muze v zavislosti na misté pésténi

produkovat stejny napt. lignan, ale s odliSnym enantiomernim sloZenim.

R ~R R 8-8' nebo B—p o
Q O coupllng z
o C
. / R1
R, R Ry
R4 s R 8-0-4' neb? B-0-4 Ry ~ R R
C/ coupling 2
o R, o o
S G UR 7

R{ R

\

Obr. 8. Vybrané moznosti reakct mezi dvéma fenoxidovymi radikaly v pritbéhu POC®
2.1.4 Biologicka aktivita

Ve formé rostlinnych extrakti a jinych typt remeda se lignany a neolignany vyskytuji
v 1é¢ivych piipravcich, tinkturach a extraktech jiz od samych pocatku lidstva, a proto také
jiz od nepaméti pfitahuji pozornost védci a badatelt.'® Jejich znaéné rozsiteni v rostlinné
181 spojené s Sirokou paletou biologickych ucinkt je pak jednim z hlavnich divodt pro¢
tomu tak je.'® Pro rostliny viak neolignany a lignany hraji nezanedbatelnou roli zejména
pii zprostfedkovavani chemickych interakcich (komunikaci) napf. mezi rostlinami a
houbami, rostlinami navzajem (napf. pfi napadeni stimuluji okolni jedince k
preventivnimu zvySeni produkce obrannych latek) a rostlinami a hmyzem, at’ jiz jde o
pfimou formu komunikace (lignany a neoligany jsou signalnimi molekulami) anebo
nepiimou formu, kde tyto fenylpropanoidni dimery komunikuji zprostfedkované ve
spolupraci s jinymi ucinnymi latkami.

Bylo popséno, Ze rostliny maji vice ,,smysli“ — senzort nez lidé.?® Rostliny tak

(XY (XY (XY

“vidi slys$i‘®, “‘umi mluvit®‘, ““vnimaji pachy, viin€ i chut&‘‘ prostfednictvim bun¢k a
respektive latek, které rostliny produkuji nebo naopak pfijimaji z okolniho prostiedi. Na

zakladé téchto podnétt, chemickych pienasect, pak v ramci bunék dochazi ke zménam
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elektrického napéti. Pozorovani, jez byva nékdy dévano do souvislosti s pfenosem
informaci obdobné jaké je pozorovano v nervovych buiikach zvitat a lidi. Jako ptiklad
tohoto chovani by pak mohla slouzit rostlina naholist Stitnany (Podophyllum peltatum),
kterd obsahuje jeden z nejznaméjSich, a také jeden zmala toxickych lignani -
podophyllotoxin. Dle pozorovani védci dosli K zavéru, ze tato rostlina ,,umi
vyhodnocovat® podnéty z okoli a s velkou pravdépodobnosti se umi na jejich zakladé
rozhodnou i ,,nékolik let dopfedu® o budoucim riistu novych listdl, a terminu kveteni®®.
Pomineme-li vSak tento interakci i tak lignany a neolignany vykazuji velmi
rozmanité spektrum U¢inkd na vy$§i organismy, a to véetné Clovéka'®. Vsechny
biologické funkce znamych fenylrpopanoidnich dimerd vSak nejsou prozatim plné
popsany, 1 kdyz jiz ted’ je jisté, ze jejich spektrum je znacné rozsahlé a pokryva Sirokou
plejadu aktivit od protirakovinnych, insekticidnich, estrogennich, antivirovych,
antihypersensitivnich, antioxidaénich az po anthelmintické.!® Tyto pozorovani maji pak
za nasledek zvySeny zajem farmaceutickych firem o zkoumani biologickych aktivit latek
izolovanych z mnohych doposud neprozkoumanych rostlin.'® Je totiz smutnou pravdou,
ze dopodrobna popsdn byl pouze maly zlomek vSech doposud izolovanych a

charakterizovanych neolignant a lignani.

2.1.4.1 Vybrani zastupci neolignanii a jejich biologické ti¢inky

Doposud bylo detekovano a alesponn cCéastecné charakterizovano pies 8 000
fenylpropanoidi. Pouze nékolik z nich vSak bylo pIln¢ popsano véetné urceni jejich
absolutni 3D architektury a profilu jejich biologické aktivity.® V této kapitole se zamé&fim
na nékteré vybrané typy neolignani jez byly v nedavné dobé¢ izolovany, popsany, jejich
struktura byla plné charakterizovana a jejich biologicka aktivita byla alesponl zevrubné

studovana.

Licarin A
Tento neolignan byl izolovan z nékolika druhi rostlin jako je napt. Aristolochia taliscana

(Obr. 9)%, z listd Nectandra opozitifolia (rod Lauraceae)?’ anebo z Myristica fragrans?.
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Obr. 9. Aristolochia taliscana®®

Aristolochia taliscana je povazovana za jednu =z nejprimitivnéjSich
krytosemennych rostlin a zahrnuje sedm rodt bylin, podrostt, kefi a lidn rozmisténych
po celém svété v rlznych klimatickych oblastech, zejména v tropech, subtropech a
nékterych c¢astech severniho mirného pasu. Rostliny typu Aristolochia jsou velmi
popularni v ¢inské tradiéni medicing a jejim extraktim je piipisovana spousta uc¢inka od
antispazmodika, anthelmintika az po antidotu pii ustknuti hady®.

Obdobna situace je zaznamenana také v tradi€ni mexické mediciné, kdy vytazky
z Aristolochia taliscana byly bézné pouzivany pii 1écbé kasle a ustknuti hady. Detailni
studie pak ukazala, Ze licarin A vykazuje zajimavou antimykobakterialni aktivitu
(minimalnimi inhibi¢ni koncentrace od 3,12 po 12,5 ug / mL proti kmenu M.
tuberculosis). Obdobn¢ licarin A inhiboval i pét dal$ich kmenl netuberkul6znich
mykobakterii.? 28

Studie, jez pak vyuzivala extraktu z listG Nectandra oppositifolia (Obr. 10), kde
licarin A tvoti hlavni detekovany metabolit, se pak zaméfila na antiparazitickou aktivitu
tohoto extraktu proti dospélym ¢erviim Schistosoma mansoni. Ukazalo se, Ze jiz pii jediné
davce 400 mg/kg tohoto extraktu dojde k castecnému vyléceni infikovanych mysi

(snizeni zatéze &ervi o 50 %).%

OCH;

-G

licarin A

Obr. 10. Nectandra oppositifolia®! a struktura licarinu A.
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Honokiol
Honokiol (Obr. 11) je vysoce funkcionalizovany neolignanovy piirodni produkt
obsahujici fenolické a alkenylové slouceniny®?. Byl izolovany z nékolika druhi rostlin

Magnolia predevsim z kiiry Magnoliae cortex (ktira S$acholanu lékatiského).
/

\OH

honokiol

OH /
(O~
\

4-O-methylhonokiol

Obr. 11. Magnolia officinalis®

Extrakt téchto rostlin se vyuziva v tradi¢ni ¢inské a japonské fytoterapii pii
potizich s dusnosti, S nachlazenim provazenych kaslem a horeckou, a dale se vyuziva také
jako antipyretikum, anthlemintikum nebo diuretikum.

Honokiol je netoxicky?’. Podle dosavadnich poznatkli se zd4, Ze ma predevsim
piipadé bylo prokazano, Ze hlavni modus operandi homokoiolu je blokace signalnich
procest v nadorovych buiikach s poskozenou funkei proteinu pS3 ¢imz zptsobuje rychlou
bunécnou smrt takovychto bunék. Zaroven ma neuroprotektivni u€inky pfti ischemicko-
reperfusnim poSkozeni mozku (jednd se o antioxidacni a antiradikalové plisobent,
ochranné vlastnosti jsou i vysledkem inhibice produkce prostaglandinu E2 v mozku®.

Ucinné jsou i nékteré derivaty napf. 4-O-methylhonokiol, ktery je potencialné
vyuzitelny pii [é€beé nemoci spojenych se zménou metabolismu B-amyloidu. Pfedpoklada
se, ze vyvolava oxidativni stres a zpusobuje zanéty v mozku. Tedy procesy jez hraji
dilezitou roli pii patogenezich jako je Alzheimerova choroba, kognitivni porucha, ztrata

paméti nebo amyloidaza.>!’

Vladinol F

Sloucenina s neolignanovym skeletem, jeZ byla izolovana z kiry stromu Dryobalanops
oblongifolia () ve formé acetonového/etherického extraktu, prokazala svoji aktivitu proti
Plasmodium falciparum (ICso = 3,51 g/ml). Tyto vysledky tak naznacuji, ze vladinol F

by mohl byt vhodnym antimalaretikem.3*
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vladinol F

Obr. 12. Dryobalanops oblongifolia® a vladinol F.2*

Myrislignanometin E

Tento neolignan byl extrahovany z rostliny Myristica fragrans!® (Obr. 13) a spolu s
licarinem B (extrahovan z téze rostliny) vykazoval nejvyssi aktivitu ze zkoumanych latek
proti bakterii Streptococus pneumoniae, ktera je hlavni pfi¢inou meningitidy a zapalu
plic. Bylo zjiSténo, Ze slouCeniny pisobi prostfednictvim inhibice sialiddzy ¢imz

zabraiuji bakteridlnimu rozmnozovani.t®

OH

myrislignanometinu E

Obr. 13. Myristica fragrans® a struktura myrislignanometinu E*°
Lécebné vyuziti téchto extraktd je v aurvédském lécebném systému (lécebny
systém pochézejici z Indie®’) predpovida dalsi zajimavé vlastnosti extrakti téchto rostlin
a proto nyni dochazi k dalsimu zkoumani chemickych slozek M. fragrans v kontextu
hypolipidemickych ~a  hypocholesterolemickych  uc¢inkti,  antimikrobialnich,
antidepresivnich, afrodiziakalnich, pamétovych, antioxida¢nich a hepatoprotektivnich

vlastnosti®.

Difenneolignan Aa B

Latky izolované z rostliny Illicium difengpi (Obr. 14), neboli badyaniku,
pochazejici z Ciny. Jedna se o toxicky kef, ktery roste pfevazné v horskych oblastech.
Kmenova kiira byla v tradi¢ni ¢inské medicin€ pouzivana k 1é€bé revmatické artritidy.

Pfedchozi studie odhalily, Ze tato rostlina je bohatd na neolignany a jejich glykosidy3®
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piicemz latky difenneolignan A a B vykazovali slibné anti-HIV-1 uaginky®
(difenneolignan A; anti-HIV-1 aktivita (ECso = 2,26 g/ml, CCso = 215,8 g/ml, a TI
(terapeuticky index) = 95,5); difenneolignan B; anti-HIV-1 aktivita (ECso = 2,16 g/ml,
CCso =247,2 g/ml a Tl =114,4).%°

OH OMe OH OMe
- O = O
o)
Ho/©/\(0Ac HO/Q/\(OH ©
OMe OMe
OH OH

difenneolignan A difenneolignan B

Obr. 14. Illicium difengpi*° a struktura difenneolignanu A a B

Puberulin D
Tento neolignan byl spolu se dvéma dal$imi latkami (—)-acuminatin, (-)-denudatin B
izolovany z Piper Betle (Obr. 15).%°

puberelinu D

Obr. 15. Piper betle*! a struktura puberelinu D*°
Tato rostlina je vyuzivana v tradi¢nim lidovém Iécitelstvi pro jeji antiseptické a
antibiotické t¢inky, pomaha pii onemocnéni Zaludecnich a hornich cest dychacich, a také
jako stimulant.**
Puberulin D a dal$i neolignany obsazené v rostlin€ jsou odpovédny za G€inek proti
bakteriim jako je S. aureus. Bylo prokazano, ze inhibuji efluxni pumpu, ktera je

odpovédna za vznik rezistence bakterii.®

Boehmenan

Tento neolignan byl izolovan ze suseného stonku rostliny Clemantis armandii
(Obr. 16).2 V Cing, kde se tato rostlina nejéast&ji vyskytuje, je suseny stonek C. armandii
v Iékopisu uveden jako populdrni bylinny 1€k s ndzvem ,,Chuan-Mu-Tong* a dlouhodobé

se pouziva pii 1€cbé zanétlivych stavil, jako je revmatismus, infekce mocovych cest atd.
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Boehmenan pak vykazuje silné cytotoxické ti¢inky proti mnoha rakovinovym
bunéénym liniim. Pasobi proti bunkam lidského epidermoidniho karcinomu a bylo

zjisténo, Ze inhibuje bunéény rist blokovanim drahy kinazy p70S6/S6.+

O—

Obr. 16. Clemantis armandii** a struktura boehmenanu“®

Selamoellenin A
Neolignan, ktery se vyskytuje v rostlin¢ Selaginella moellendorffii hieron (), rostlin¢ jez
je pievazné rozsitena v Cing. Extrakty této rostliny se pak vyuZivaji k 16¢bé kapavky,

Zloutenky, hepatitidy a krvaceni.*®

selamoelleninu A

Obr. 17. Selaginella moellendorffii hieron*” a struktura selamoelleninu A*®

Bylo zjisténo, ze Selamoellenin A navic vykazuje silné protektivni G¢inky proti
poskozeni endotelti u lidskych umbilikalnich Zil, jez je indukované vysokym obsahem
glukézy. Toto pozorovani naznacuje, ze tato latka muaze hrat dilezitou roli pii 1écbe
vaskularni endotelidlni dysfunkce, hlavniho patofyziologického procesu spojenych s

vaskularnimi komplikacemi u diabetickych pacientd.*

I1zodonosid 1V

Jedna se o neolignan izolovany z rostliny Isodon japonicas®® (Obr. 18), trvalku
ktera je zna¢né rozsifena v Ciné a Japonsku. Nadzemni &asti |. japonicus se vyuzivaji v
tradiéni ¢inské a japonské mediciné k 1é€bé GIT poruch, nadort a zanétlivych

onemocnéni.*?
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OGlc

isodonosid IV

Glc = glukéza

Obr. 18. Isodon japonicas® a struktura isodonosidu 1V4°

U isodonosid IV byla zjisténa predev§im ochranna funkce, zejména z pohledu
prevence oxidac¢niho stresu a poSkozeni DNA. N¢ekteré vyzkumy také naznacuji, Ze tento

neolignan také mize hrat kli¢ovou roli pii prevenci karcinomu plic.1%4°

Eupomatenoid-5

Tento neolignan byl nalezen u nékolika druhti Piper jako jsou P. regnellii, P.
solmsianum, P. decurrens, P. abutiloides, P. kadsurai a P. rivinoides. U téchto extraktii
obsahujicich tyto latky pak byly zjistény ucinky proti rakovinovym buiikdm. Nasledné
testy samotného eupomatenoid-5 nasledné vykazali vysokou miru apoptézy a je
pozoruhodné, ze experimenty in Vivo s pouzitim Ehrlichova modelu solidniho tumoru u
mysi prokazaly, ze podavani této latky snizilo objem tumoru o 30 % bez jakychkoliv

pozorovatelnych nezadoucich G¢ink® u mysi.>!

| OMe

eupomatenoid-5

Obr. 19. Struktura eupomatenoidu-5°!

2.2 Anthelminticka a leishmanialni aktivita

Anthelmintickd aktivita, tedy aktivita proti parazitim (Cervim) je velice dulezitou
biologickou aktivitou zkoumanou v dnesnich dnech. Cileni parazité jsou totiz nebezpecni
ne pouze pro nas lidi a pro hospodaiské zvifata, ale hlavné pro kulturni plodiny jako jsou
naptiklad brambory.

Na zemi existuje velké mnozstvi parazitickych druht, které jsou méné ¢i vice
nebezpecné. V mnohych piipadech na n€é zndme lécbu a v mnohych piipadech ne.
Mnohdy se také stava, ze jednotlivé parazitické kmeny se stavaji vici nejpouzivanejSim
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lé¢ebnym metodam a latkam rezistentni.® Na nasledujicich nékolika strankach bych chtéla
Ctenafi mé bakalarské prace priblizit nékteré z t€chto nebezpecnych paraziti a 1écebné

prostiedky jez jsou vyuzivany pii jejich 1€cbe.
2.2.1 Vybrané typy parazitii a anthelmintikych léciv

Sti‘evni parazitarni hlistice — nematody

Tito parazité i v soucasnosti predstavuji problém v huménni i veterindrni medicing.
Parazitarni hlistice u lidi spadaji do dvou Sirokych kategorii: stfevni hlistice a tkanové
(krevni) hlistice. Stfevni parazitické hlistice, které jsou nejcast&jSimi a nejtrvalejSimi
parazitickymi hlisticemi u lidi, infikuji pfiblizn¢ dvé miliardy lidi na celém svéte, zejména
pak v rozvojovych zemich. Tyto parazitické infekce mohou neblaze pisobit na lidsky
rast, vyzivu, poznavani, pracovni produktivitu, a i pfi téhotenstvi. VétSina stievnich
parazitickych infekci se vyskytuje u déti. Bylo zjisténo, ze infekce neptimo zplsobuji
poskozenim imunitniho systému z diivodu zna¢né zatéze, jez mu zpusobuji. Disledkem
této zatéze je pak zvysena nachylnosti napadeného organismu napadeni dal§imi parazity,
jez zpusobuji napt. malarii, HIV/AIDS ¢i tuberkulézu.

Krom¢ toho maji gastrointestinalni hlistice velky hospodaisky dopad i na
hospodarska zvitata (v€etné ovci, koz, skotu, koni a prasat). Ro¢ni ekonomické ztraty
zpusobené parazitickymi hlisticemi u hospodatskych zvitat se odhaduji celosvétove na
desitky miliardy dolart.

Pocet anthelmintickych 1éki je 1 pfes vazny dopad jednotlivych parazitickych
nemoci na zdravi velmi maly. K 1éébé stievnich hlistic se pouzivaji Ctyfi hlavni
anthelmintika: pyrantel pamoat, albendazol, mebendazol a levamisol. Bohuzel vsak tyto
1é¢iva jiz nejsou velmi ucinna diky vzrustajici a vSudypiitomné rezistenci. Na rozdil od
humannich anthelmintik byly ve veterinarni mediciné v poslednich nékolika letech
komercializovany téi nové anthelmintika: emodepsid, monepantel a derquantel. Odolnost
i vici témto latkam se vSak celosvétove velmi rychle rozsifila a jejich celosvétovy impakt
na chov hospodaiskych zvitat je tak relativné maly. Toto jen ukazuje na obecny trend
nastupu rezistence na jednotlivé latky. Napftiklad, rezistence vii¢i mebendazolu se
objevila pouhé tfi roky po jeho uvedeni na trh. A to je diivod pro¢ je potieba novych
anthelmintikych 1ékt, zejména pak téch jejichz ucinnost je spojena s doposud

nepopsanymi mechanizmy t¢inku.%?
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Trypanosoma cruzi
Tento parazit je pivodcem tzv. Chagasovy choroby, ktera jenom v Jizni Americe ro¢né
nakazi vice nez 18 miliont lidi a usmrti vice nez 50 000 lidi. Dosud nebyla nalezena
zadna GCinna 1éCba proti této nemoci. Nifurtimox a benznidazol (), latky, které se
pouzivaji k 1é¢bé akutniho stddia Chagasovy choroby, jsou sice t¢inné vic¢i nemoci, ale
pacienti je velmi Spatné snasi (Spatna tolerance) a jejich uZiti je spojené s Castymi
vedlejSimi ucinky, jez jsou zpuisobeny jejich inherentni toxicitou.

Bylo prokazano, ze n¢které neolignany inhibuji infekci T. cruzi. Touto studii byl
zkouman licarin A a burchelin jako alternativni chemoterapeutické Ccinidlo proti

Chagasové chorobég.*

S0 N/§\ \)CJ)\
0N O N \7/'\‘ N
U/\ O,N H
Nifurtimox Benznidazol

Obr. 20. Struktura léciv pouzivanych vi¢i Chagasovée nemoci.>*

Had’atka
Mezi vyznamné a v praxi bohuzel casto piehlizené Skidce polnich plodin patii
fytoparaziticka had’atka (zastupci kmene Nematoda — hlistice). Hlavnim divodem tohoto
nepiiznivého stavu je naro¢na diagnostika téchto Zivogichii.>® Had’atka jsou drobni (do
1,5 mm) Cervi, ktefi poskozuji rostlinna pletiva jednak sanim (parazitismus) a jednak
fytotoxickymi produkty své latkové premény.>® Had’atka pak parazituji na zemédélskych
1 okrasnych rostlindch. Jde pfedevS§im o brambory a cukrovou fepu, oves, chmel,
cibuloviny ale i jinou kofenovou zeleninu V zavislosti na druhu had’atka. Mezi
hospodatsky vyznamné cizopasné druhy na izemi CR patii: had’atko bramborové (Obr.
21) (Globodera rostochiensis, Globodera pallida a Globodera ellingtonae), had’atko
fepné (Heterodera schachtii), had’atko ovesné (Heterodera avenae), had’atko severni
(Meloidogyne hapla) a nékteré dalsi druhy rodu Meloidogyne.5” 58

Poskozeni rostlin se projevuje zaostavanim v rustu bez jinych patrnych vnéjsich
pii¢in, Zloutnutim a odumiranim. Na kofenech se vyskytuji cysty, nadory & tmavé 1éze®.
Mira vyvinuti symptomu u napadenych rostlin zavisi na druhu had’atka a jeho popula¢ni
hustoté, na druhu rostliny (tzn. odridé a stupni rezistence nebo tolerance vuci
patogeniim), typu a druhu pldy a ptidnich podminek (teplota, vlhkost apod.). Z diivodu
poklesu turgoru vzhledem k nedostatecnému piisunu vody a Zivin rostlina chfadne a
vadne. Napadené hlizy bramboru mohou mit na povrchu (nad vyvijejicimi se had’atky)
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malé vyvysSené zduieniny. Pletivo pod pokozkou je v okoli ptisedlé samice zahnédlé,
nekrotické. Jak samice dozrdva a umira, jeji télo, tvofici vak s vajickem, postupné hnédne
a tmavne. Poskozené rostliny potom snizuji trzni hodnotu brambor v disledku vnitini

nekrdzy a vnéjsi tvorby halek na hlizach.>®

Obr. 21. Had'dtko bramborové a jimi poskozeny brambor®

U okrasnych rostlin mize byt nepiimou ochranou mnozeni pouze ve zdravém
materidlu a dodrZovéani &istoty substratu; tzn. propafeni substratu®®, u zemédélskych
negativniho vlivu na Zivotni prostfedi a finan¢ni ndro¢nost pouziva jen vyjimecné.
Jedinym preventivnim opatfenim je pouziti rezistentnich odriid rostlin, zaméfeni se na
zamezeni pfenosu had’atka kontaminovanou ptidou, zdvlahovou vodu nebo ¢astmi rostlin.
Dale pomaha preventivni stfidani plodin a pravidelné obdé&lavani pidy s vysokymi
davkami organickych hnojiv. Lze tedy konstatovat, ze v piipad¢ fytoparazitickych

had’atek se jedna o $ktidce, jejichz vyznam pro praxi by nemél byt podceiiovan.®!

Leishmania

Jedna se o bicikaté prvoky, kteti spadaji do téidy Kinetoplastea, ¢eledi Trypanosomidae
a rodu Leishmania.®®2% Z pohledu biologického cyklu, leishmania je parazit jenz
neustale méni dva hostitele, aby umoznil plné rozvinout sviij cyklus. Prvnim hostitelem
je obratlovec a druhym bezobratly organismus, ve vét$iné piipada krev sajici dvoukiidly
hmyz — samice piseénych musek®. Na zékladé druhu piseéné musky se leishmaniéza déli
na leishmaniozu starého svéta (Asie, severni Afrika a jizni Evropa), kdy pienasecem jsou
pisecné musky rodu Flebotomus (Obr. 22), ktefi ziji spiSe v Stepnich oblastech nez v
lesich; a na leishmaniézu Nového svéta, kde pienase¢em je rod musek Lutzomyia (Obr.
22). Tyto druhy se nachazeji predevs§im v lesnich oblastech ve Stfedni a Jizni Americe. U
druhti Luzomyia se vyskytuji Siroké morfologické variace u ptenasecu jeZ jsou nasobné
v&tsi, néZ u druht starého svéta.®
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Flebotomus pappatasi Lutzomyia
Obr. 22. Flebotomus pappatasi®® a Lutzomyia®®
V zivotnim cyklu Leishmanii (obrazek 30.) se stfida mezi prodlouzenymi formami
promastiogti (obrazek 29.), ktefi jsou pfizplsobeni pro extracelularni existenci ve
stfevech pise¢nych musek, a poté vejcovitymi amastigoty (obrazek 29.) specializovanymi

na intracelularni pfeziti uvnitf savéiho magrofaga.®’

Obr. 23. Vzhled promastigotu (a) a amastiogotu (b)

Zivotni cyklus zagina u piseénych musek rodu Phlebotomus a Lutzomia, ktefi
ziskaji parazita ve form¢ amastigoty od infikovaného savce (hlodavci nebo psi) anebo
také od infikovanych lidi. Amastiogoty se transformuji nékolika vyvojovymi stadii ve
stievé musek na promatigoty (Obr. 24), ktefi jsou poté prenaseny na hostitele.’

V sav¢im hostiteli jsou promastiogty rychle pohlceny fagocytarnimi buitkami v
misté infekce a v nich podlehnou pfeméné na amastigoty®. Velikost promastiogtil i

amastiogti je v fadech um.®
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Obr. 24. Vyvoj druhii Leishmania ve vektoru pisecnych musek. a) Morfologie amastigotit a promastigotii. Kazda
forma ma jadro (N), kinetoplast (K) a bicik (F). Kinetoplast je mitochondridlni genom. Bicik v amastigotech je vnitini
a nefunkcni; u promastigotii bicik vybiha z téla bunky, bije a tahne organismus v uvedeném smeru, vychdzejici z
priedniho konce buiiky. (b) Vyvojova sekvence péti hlavnich forem promastigotii. (pievzato z ref 8),

vnitrobunééné

amastigoty

5
o6

procyklické
promastigoty

Obr. 25. Schématicky ndkres Zivotnino cyklu Leishmanie (prevzato a upraveno z ref.’)




Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) se leishmanidza (soubor
onemocnéni zpusobenych prvoky rodu leishmania) fadi mezi 10 nejvice zanedbavanych
onemocnéni na svété a zaroven je po malarii nejvyznamnéjSim onemocnénim
prenasenym krev sajicim hmyzem. Nemoc je délena na 3 hlavni formy onemocnéni a to
visceralni, kozni a mukokutanni. Onemocnéni zptsobené¢ druhy Starého svéta
(Leishmania major nebo Leishmania tropica), anebo druhy Nového svéta (Leishmania
mexicana) obecné zpusobuji lokalizované kozni 1éze, které se obecné samy hoji. Po této
nakaze pak existuje celozivotni imunita. Infekce druhy jako Leishmania braziliensis,
Leishmania panamensis nebo Leishmania guyanensis se projevuje nejprve koznimi
1ézemi, které se pak mohou §ifit anebo metastazovat a zptisobovat mukokutanni 1éze,
které jsou cCasto rezistentni na léCbu anebo vyléfeni. Infekce zpisobena prvoky
Leishmania donovani, Leishmania infantum (nebo Leishmania chagasi pro Novy svét)
muze vést k chronickému §ifeni viscerdlniho onemocnéni — tzv. visceralni leishmanidze
(VL; také znama jako kala-azar) a post-kala-azarova dermalni leishmanioze (PKDL)." 70

Podle WHO je nemoc Casto spojena s podvyzivou, vysidlenim populace, $patnym
bydlenim a slabym imunitnim systémem, mulze vSak postihnout i1 lidi zdravé.
Leishmaniéza souvisi také se zménami zivotniho prostfedi, jako odlesniovani, budovani
prehrad a zavlazovaci schémata, ale také s oteplovanim klimatu. Podle WHO se odhaduje,
7e ro¢né se vyskytne 700 000 aZ 1 milion novych pripadi.’?

Visceralni forma (VL) znama také jako kala-azar, je zplsobena dvéma
leishmanialnimi druhy, L. donovani nebo L. infantum, v zavislosti na zemépisné oblasti
vyskytu. L. infantum infikuje pievazné déti a osoby s oslabenou imunitou, zatimco L.
donovani infikuje vSechny vékové skupiny. Je odhadovano, ze kazdy rok ptibude 500 000
novych piipadl a vice nez 50 000 umrti. tento poCet mezi parazitickymi nemocemi
pfekonava v imrtnosti pouze malarie. Oba udaje jsou pouze piiblizné, protoZze VL Casto
neni zavCas rozpoznana anebo nahlasena. Nejvice se VL vyskytuje v nasledujicich Sesti
zemich (Bangladés, Indie, Nepal, Sudan, Etiopie a Brazilie), kde ptipady nakazy Cini vice
nez 90 % ze vSech detekovanych onemocnéni. Inkubaéni doba je obvykle dva az Sest
mésicti. Béhem tohoto obdobi se u pacientli projevuji pfiznaky jako horecka, inava,
slabost, ztrata chuti k jidlu a hubnuti. Vlivem parazitické invaze do krve a retikulo-

endotelidlniho systému dojde poté k zvétSeni lymfatickych uzlin, sleziny a jater.”
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Obr. 26. Porovndni stavii hiasenych pripadii viscerdlni leishmaniézy v roce 1998 a v roce 2018 (zdroj WHO).

Kozni forma (CL) se ziskava kousnutim infikovanou pise¢nou muskou a obvykle
se tak vyskytuje na nepokrytych castech téla, tedy piedev§im na obliceji, krku a pazich.
Leishmani6za Nového svéta se pak bézné projevuje osamélou primarni 1ézi, zatimco u
onemocnéni Starého svéta se Casto vyskytuje vice primarnich 1ézi.

Po primérné inkubacéni dobé 1 tydne az 3 mésict Se pak objevi ¢ervena papule,
ktera se zvétsi na plak nebo uzlik. Z 1éze se tak casto vyvine vied, ktery je dobie ohrani¢en
fialovym okrajem.”® Viedy spontinné ustupuji mezi 1-36 mésici, v zavislosti na
pacientovi a infikujicim organismu. I kdyz CL neni oproti VL smrtelnd zanechava po

zahojeni jizvy, které mtizou vést k nepiijemné socialni a fyzické zatéZi pro pacienty. >’

33



«

0

<100

B 100-999
W 1000-4599
W --500

Nelze pouzit
Nebyly hldgeny 23dné autochtonni pipady

Z&dna data

Obr. 27. Stav hlasenych pripadii kozni leishmaniozy z roku 2017 (zdroj WHO)

Mukokutanni leishmaniéza zplsobena L. braziliensis je charakterizovana
slizni¢nimi 1ézemi v oblasti nosu, st nebo hrtanu. Vyviji se mésice po uzdraveni
primérnich koZnich 1ézi. Po slizni¢ni tkéni nasleduje ulcerace a perforace septa. Je to také
nefatdlni onemocnéni, ale destrukce tkani muze mit velmi silny socialni dopad na
pacienta.® Vice nez 90% piipadti mukokutanni leishmaniozy se vyskytuje v Bolivii,
Brazilii, Etiopii a Peru.”®

Diftzni kozni leishmaniéza (DCL) je anergicka varianta CL, ve které se §ifi léze,
pfipominajici lepromatézni malomocenstvi. Infekci mize zpusobit Leishmania
aethiopica anebo Leishmania amazonensis. Onemocnéni obvykle zacina pocate¢nimi
primarnimi 1ézemi a poté se §ifi tak, aby zahrnovalo co nejvétsi oblasti kiize. Léze jsou
neulcerativni uzliny plné parazitii, ktefi jsou €asto rozptyleni po koncetinach, hyzdich a
obli¢eji. Na rozdil od lepry nedochazi k nervovému postizeni. Nemoc nenapada vnitini
organy, ale reaguje jen ¢aste¢né na 1é¢bu a Casto recidivuje, a stava se tak chronickou.*

Nutno zminit Post-kala-azarovou dermalni leishmaniéozu (PKDL), ktera je
obvykle pokra¢ovanim visceralni leishmaniozy zpusobené L. donovani. Je endemicka ve
vychodni Africe a Indii. Africkd varianta PKDL se vyskytuje az u 50 % pacientd, kteti se
zotavuji z VL. PKDL se projevuje vyrdzkou papirové zbarvenych papuli na tvafich,
bradé, usich a predlokti. VéEtSina 1ézi je spontanné zahojena béhem nékolika mésict. Na
rozdil od africké PKDL se indicka PKDL vyskytuje u 20 % pacientl ptiblizné 1-2 roky
po uzdraveni. Prvnim projevem PKDL jsou obvykle mal¢ makuly, které¢ se zvétSuji a
vytvareji velké nepravidelné skvrny. Makuly se vyvijeji dale ve formé nazloutlych uzlik1,
které nejCastéji postihuji oblicej, usni boltce, trup a genitalie a méné Casto se vyskytuji na

rukou a nohou. Piipady PKDL je obtizné 1é¢it, a vyzaduji deli a systémovou 1é&bu.”
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Pienos leishmanialnich paraziti zavisi na vektorech (muskach), a proto by jeho
Sifeni melo byt v zasadé ,kontrolovatelné®. Bohuzel hlavni ohniska této nemoci jsou v
nejchudsich oblastech svéta. Podvyziva a nedostatek odpovidajici zdravotni péce a
dalSich nejzakladnéjSich komodit (Cistd voda, drogy, ochranné sité¢ atd.) jsou tedy
hlavnimi divody, pro¢ dodnes selhavaji vSechny preventivni akce a programy na kontrolu
Sifeni.>

V soucasné dob¢ neexistuje vhodnd vakcina ani chemoterapie pro lidi, ktera by
vedla k UpIné eradikaci leishmaniozy. Na trhu jsou dostupné 4 registrované vakciny
urCené pro psy (Leishmune®, Leish-tec®, Canileish® a LetiFend®), ktetfi jsou
vyznamnymi pfirozenymi rezervoarovymi hostiteli v mnoha oblastech.

Pouziti 1€kil je nedostate¢né piredevSim kvili narlstajici rezistenci, jejich vysoké
cen¢ a nezadoucim ucinktim, jako jsou srde¢ni arytmie, hepatitida ¢i dysfunkce ledvin.
Nejstarsi pouzivanou 1é¢bou jsou antimonové slouceniny (pentosam, glucantim, Obr. 28)
s predpokladanym uc¢inkem zaloZenym na interferenci komplexu antimonu s enzymy
podilejicimi se na oxidaci mastnych kyselin a glykolyze. BohuZzel byla u téchto preparati
pétimocnych antimonid zjiSténa vzrlstajici rezistence, ktera byla objevend i1 u
pentamidinu, ktery u¢inkuje proti DNA parazita. Navic je jejich velkym problémem jejich
vysokd toxicita. Pouzivani amfotericinu B, ktery zvySuje propustnost parazitické
membrany a cili na ergosterol na povrchu promastigotii a amastigotd ¢imzZ zvySuje
membranovou propustnost a piiliv iontd do parazita a jeho explozi. Podani latky vsak
vyzaduje hospitalizaci a ptekazkou je i jeho vysoka cena a toxicita vyskytujici se pii
dlouhodobém podavani. DalSim registrovanym preparatem proti kozni 1 visceralni
leishmanioze je miltefosin, ktery byl ptivodné uveden na trh jako protinadorovy
prostfedek. Jeho vyhodou je peroralni zplsob podani a celkové kratkodobé uzivani,
nicméné zaroven byla popsana vznikajici rezistence proti tomuto léku a navic byly
zaznamenany u tohoto 1éku teratogenni uginky.> 7/

Naléhavost vyvoje novych antileishmanialnich 1é¢iv neustale vzrista z divodu
rozsifeni leishmaniozy do Evropy, Ciny s jizniho USA. Rozsifovani souvisi s globalnimi
zménami klimatu (oteplovani) a socioekonomickou migraci lidi z oblasti s endemickym
vyskytem leishmaniozy. Kromé toho se zvySuje rezistence na léCiva prvni volby, a proto
se dramaticky zvySuje potieba hledat nové zpiisoby 1€cby. Z tohoto diivodu si myslime,
ze cilené hledani novych latek s leishmaticidnimy ucinky zaloZenymi na pfirodnich

latkach (napiiklad na fenylpropanoidovych skeletech) je velice diileZité.
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Obr. 28. Struktury léciv vyuzivanych pro lécbu leishmaniozy.
2.2.2 Neolignany a anthelminticka aktivita

V disledku nedavnych klimatickych zmén jsou parazitdirni nemoci, jako je
trypanosomiaza, malérie a leishmanidza, ale i rozsifeni riznych nematomut (had’atek)
léciv a léCivych postupt dochézi k hledani novych biologicky aktivnich latek
s podobnymi biologickymi efekty, které by ale vyuzivali jinych mechanismi G¢inku.
Mnoho rostlinnych sekundarnich metabolitl je tedy testovano na jejich leishmaicidni a
anthelmintickou aktivitu. A neolignany pak vykazuji v této oblasti velice slibné
vysledky.®

Jako piiklad bych uvedla neolignany vyskytujici se v Myristicaceae a dalSich
primitivnich rostlindich a obecné¢ maji Sirokou Skalu biologickych ucinkd, vcetné
antifungélnich, protizanétlivych, neuroleptickych, antihepatoxickych, protirakovinnych a
anthelmintickych aktivit. V rdmeci série studii byly popsany napiiklad neolignany
izolované z list Virola surinamensis (Myristicaceae). Endemicky tyto rostliny pochazi z
amazonského deStného pralesa v Brazilii a obsahuji Sirokou paletu fenylpropanoidnich
latek. Jednou z takovychto latek je napf. surinamensin (Obr. 29), ktery vykazuje anti-
schistozomalni aktivitu. Bylo prokazano, ze tato latka je 0¢inna in vitro proti
promastigotim Leishmania donovani (ICso = 50uM), ale pfi testovani proti amastigotim
L. donovani v mysim modelu bohuZzel nevykazovala Zadnou aktivitu. Syntetické analogy
surinamensinu oznac¢ené A, B, C se sulfidovym mistkem byly aktivni jak proti
amastigotim tak 1 promastigotim a vykazovaly 1 vétsi selektivitu (snizeni

zat&Zze/poskozeni u jater testovanych mysi).”
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Obr. 29. Struktura surinamensinu a jeho syntetickych deriviti™

V dalsi studii byly testovany neolignany izolované ze stromu z rodu Ocotea
(Lauraceae). V daném rodé¢ je asi 350 druht stromd, které se primarné vyskytuji v
tropickych a teplych oblastech Ameriky, Afriky a na Madagaskaru. Obecné stromy rodu
Ocotea jsou bohatymi zdroji neolignant, a to v¢etné takovych jako jsou bicyklo (3,2,1)
oktanoidni neolignany ocobullenony, iso-ocobullenony, sibyllenony, ocophyllaly A a
B a také benzofuranovy skelet obsahujici neolignany rtizné biologické aktivity.

Novy, doposud nepojmenovany 8-O-6'-neolignan, dihydrobenzofuranoid
(ococymosin) a bicyklo [3.2.1] oktanoid (Obr. 30) vykazovali in vitro aktivitu proti Aedes
aegypti (komar tropicky) s umrtnosti > 80 % pii 4 mg/ml. Ococymosin byla nejaktivné;si
antiparazitarni latka mezi testovanymi latkami s 1Cso = 0,45uM vici DD2 z Plasmodium

falciparum (zimnicka tropicka).”
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Obr. 30 Testované latky izolované ze stromii rodu Ocotea vykazujici aktivitu viiéi zimnicce a jejimu pienaseci.™

Mnoho neolignani a lignant bylo také na jejich anthelmintickou aktivitu. Napf.
neolignan nyasol (Obr. 31), izolovany z kofent rostliny Asparagus africanus, (dfevnaty
ket z Keni, ktery je po staleti vyuzivan v tradi¢ni mediciné k 1écbé splenomegalie —
klinického projevu infekci leishmanidzy, nebo pii reinfekce malarii), vykazoval
antimalarickou aktivitu a u¢inné inhiboval rust promastigoti Leishmania major s ICso =
12 uM, a mirné inhiboval schizonty Plasmodium falciparum s 1Cso = 49 uM. Navic pfi
nizkych koncentracich pouze nepatrné ovliviioval proliferaci lidskych lymfocytu.

Muzanzagenin, neolignan také izolovany z kofene rostliny Asparagus africanus,
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vykazoval in vitro aktivitu (ICso = 70 uM) vici promastigotim leishmanie a proti
schizontéim &tyt riznych kment malérie (ICso= 16, 163,23 a 16 uM)>%°. Pirodni lignany
justicidin E a sesamin (Obr. 31) izolovany z Justicia hyssopifolia nebyli aktivni, zatimco
diastereoizomerni smés syntetického prekurzoru justicidonu vykazoval ze vsech
testovanych sloucenin nejvyssi leishmanicidni aktivitu ICso = 99,27 uM (Leishmania
braziliensis) a ICso = 181,75 uM (L. amazonensis).5!

sesamin O jusiticidin E synteticky prekurzor justicidonu
OH O
) L, O

o0~ O (0] OH

O
0 propiofenon
W, o
OH Yo W
; 10
HO o OH

(+)-nyasol klaivanolid licochalcoe A

Obr. 31. Struktury lignanii a neolignanii s & zajimavymi leishmaicidnimi a antimalaritickymi viastostmi®®

Klaivanolid pak vykazoval in vitro antileishmantickou aktivitu vici L. donovani
citlivé na amfotericin B (ICso = 1,75uM) a i pro kmeny rezistentni na amfotericin B
(ICso = 3,12 uM). Neolignan propiofenon pak prokéazal vyznamnou antileishmantickou
aktivitu vaci L. donovani (in vivo) se schopnosti snizit jaterni amastigoty o 42 % po 5
dnech. Naopak licochalcone A prokazal selektivni schopnost inhibice fumarat-reduktazy
a dalsich enzymu dychaciho fetézce parazita. Jeho mechanizmus ucinku tedy je s velkou
pravdépodobnosti inhibice parazitniho mitochondrialniho dychani.®

Vyse uvedené neolignany a lignany jsou jen fizenou namatkou vybrané
neolignany s cilenou anthelmintickou a leishmaicidni aktivitou jez v posledni dobé
zaujali mnoho vyzkumnych skupin ve svéte. Lze tedy predpokladat, Ze nové typy latek
spojené s ptirodnimi latkami neolignanového typu budou v budoucnu pifedstaveny jako

nove¢ léky a Ié¢ivé formy. v boji proti parazitim.
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2.3 Syntéza neolignanii — vybrané postupy

V této kapitole bych ¢tenaie mé bakalaiské prace chtéla seznamit s nékolika metodami
umoziujici syntézu licarinu A a jeho derivati. Ve druhé ¢asti se pak zamétuji na metody

vyuzivané anebo vyvinuté v nasi skupiné v ptredchazejicich letech.

2.3.1 Oxidacni dimerizace styrylfenoli zprostiedkovana dusi¢nanem
cericito-amonnym - syntéza substituovanych (¥)-trans-
dihydrobenzofurant

Tato metoda byla primarné inspirovana popsanou oxidativni dimerizaci isoeugenolu a ji

ptibuznych latek pomoci enzymatickych biokatalyzatort. Cilem bylo navézat na tuto

studii a vyfeSit mnoho nedostatki spojenych s reakénimi  podminkami a

stereoselektivitou. Vyvinuté podminky pro CAN (dusi¢nan ceri¢ito-amonny) mediovany

coupling nasledné¢ umoznili diastereoselktivni pripravu 2,3-substituovanych

dihydrobenzofurantt (Obr. 32), jmenovité (+)-conocarpan, (+)-licarin A a dalsich 13

prikladu.
R2
R? . 2
=z CAN (1-1,5 ekviv) R %
> " OH
OH THF, 0 °C, 30 min o
R’ R R’
1a, R' = H, R? = CH,4 2a (85 %), R' = H, R? = CHj; (canocarpan)
1b, R' = OCH3, R? = CH,4 3a (87 %), R' = OCH3, R? = CHj (licarin A)

celkové 15 prikladd s vytézky 84-95 %
Obr. 32. Oxidativni coupling alkenylfenolit mediovany CAN katalyzdtorem.

Optimalizace reak¢énich podminek ukazalo, ze v pfipadé licarinu A (3a) je
optimalni pouzit 1,5 ekvivalentu CAN, ktery je pfidavan postupné v prubéhu 30 minut.

Z mechanistického pohledu reakce probiha nasledovné (Obr. 33). Nejprve
dochazi k oxidaci fenolu na kation radikal A, ktery nasledné reaguje s dalsi molekulou
styrylfenolu 1 za vzniku intermediatu C. Tento nasledné podléha dalsi oxidaci za vzniku
fenolu D jez po intramolekularni cyklizaci a nasledné deprotonaci dava vzniknout

cilovému dihydrobenzofuranu.®?
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Ce4+ Ce3+
z Rins Rise X

+-
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o OH an OH
O+ O
E H R
R R R

Obr. 33. Navrhovany mechanismus pro tvorbu trans-2,3-substituovanych nebo 2-substituovanych
dihydrobenzofuranii z alkenylfenolii pomoci CAN.#2

Rozsitenim této studie pak byla prace zabyvajici se syntézou 8,9-disubstituovanych
licarindiolt 3 jez byly ptipraveny z (£) Licarinu A (3a). Tato syntéza byla zalozena na
predbéznych studiich latek izolovanych z Aristolochia pubescens strukturné obdobnych
S (-)-licarinem A (Obr. 34). Syntéza licarindiolti 4 a 5 byla provadéna z racemického
licarinu A 3a piipraveného pomoci diive zmynéného couplingu (E)-izoeugenolu 1b.

Sharplessova dihydroxylace nasledné ptipravila odpovidajici dioly, licarindioly 4 a 5.

HO

OH

MeO W
o
HO 4

W MeO W o
O e T
HO

gz EZ z;z (-)- licarin A (-)-3a

Obr. 34. Struktury (+)-likacarinu A ((+)-3a) a dalsich neolignanii izolovanych z Aristolochia pubescens.
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2.3.2 Priprava licarinu A pomoci enzymatickych reakci

Syntéza licarinu A 3a byla také uspésné zakoncena pomoci enzymatické reakce,
konkrétné s vyuzitim HRP peroxidazy. Vysledkem reakce byla latka 3a piipravena ve
form¢ racemické smési. Oxidativni coupling z isoeugenolu 1b probihal s 98 % vytézkem
a poskytoval cilovou latku v 97 % ¢&istot¢ (HPLC, C NMR) ve formé jednoho
diastereoizomeru (d.r. = >98:2, HPLC, *C NMR).

HRP (5000 U, typ II) CH,
z H,0, (10 ekviv)
> 13ONZ
OH  K,HPO,/MeOH = 10:1 (V/V) s OH
OCH, 4n,RT
OCH, CHj

1b
licarin A (3a), 98 %, d.r. =>98:2

Obr. 35. Syntéza licarinu A pomoci enzymatické reakce.
2.3.3  Vliv stereochemie u licarinu A na biologickou aktivitu

(%) -Licarin A (3a) byl ziskan pomoci oxidativniho couplingu. Tato racemicka smés byla
nasledné podrobena chiralni separaci a poskytla oba mozné enantiomery, (—)-licarin A ((—
)-3a) a (+)-licarin A ((+)-3a), pomoci semipreparativni HPLC separace na chiralnich
nosicich. Schistosomicidni a trypanocidni aktivita téchto latek pak byla hodnoceny v in
vitro testech na dospélym cervech Schistosoma mansoni a trypomastigotnim formam
Trypanosoma cruzi. Racemicka smés latky 3a vykazovala vyznamnou schistosomicidalni
aktivitu LCso = 53,57uM a trypanocidal aktivitu s ICso = 127.17 uM. (-)-3a enantiomer
pak vykazoval LCso = 91,71 uM vici S. mansoni a (+)-3a enantiomer nevykazoval
zadnou vyznamnou biologickou aktivitu. V trypanocidalnim testu pak (—)-3a enantiomer
vykazovaly vyznamnou t¢innost (ICso = 23,46 uM) zatimco u (+)-3a enantiomeru byla
zjisténa pouze hodnota 1Cso = 87,73 uM. Tyto vysledky tak naznacuji ze (-)-3a
enantiomer licarinu A 3a je mnohem biologicky aktivnéjsi nez jeho (+)-3a enatiomer
(Obr. 36). Dalsi studie jez by prokéazali mechanizmus ucinku danych latek jsou nyni

provadény.
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S
MeO A\
o b
HO
(-)- licarin A (-)-3a (+)- licarin A (+)-3a
\_ D,

aktivnéjsi forma licarinu A

Obr. 36. Strukturni vzorce obou enantiomerii licarinu A (3a).

2.4 Syntéza neolignanii v kontextu nasi

vyzkumné skupiny

Jak jiz bylo zminéno, neolignany zkoumame z diivodu naseho zajmu o jejich biologickou
aktivitu v nasi skuping jiz po del$i dobu. V minulosti jsme se hlavné¢ zaméfovali na
studium neolignanii s cilem najit pfedev§im aktivni latky s antileishmaicidni aktivitou.
848 V/ posledni dobé se ale zaméfujeme zejména na anthelmintickou aktivitu (probihajici
prace na dané téma). Jeden z naSich hlavnich cili je nalézt nejoptimalnéjsi a nejobecnéjsi
postup vhodny k pfipravé latek s benzofuranovym skeletem jez by nam umoznovali
jednoduchou a modularni syntézu mnohych piirodnich latek s timto motivem.

Ne ironicky, prvnim fenylpropanoidnim dimerem pfipravenym v nasi skupiné byl
lignan s nazvem Sanguinolignan A (Daniela Konradova, Diplomovd prace 2015). Tato
metoda byla dale rozpracovana a vedla k obecnéjsimu piistupu k latkam tohoto typu.8®
Dalsi prace v nasi skupin€ se pak vénovali syntéze neolignant patiicich do skupiny latek
obecné nazyvanych boehmenany. Cilené jsme se pak vénovali pfipravé boehmenani H,
D a X (Obr. 37).

| O
boehmenan R{=H; R, = OMe
boehmenan D R4, R, =OMe

o
WO
HO
. boehmenan H Rj = H, des-feruloyl
boehmenan X R4,R,=H
HO—<‘; >—/ so‘

Obr. 37. Struktury boehmenanii na néz cilili syntetické studie v nasi skupiné.

Témito neolignany se zabyvaly ve svych pracich okrajové zabyvali Mgr. Hana
Kozubikovd a Mgr. Daniela Konrddov4, Ph.D., ale hlavné¢ pak Mgr. Zuzana
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Barbuséakova (Obr. 38).2 V ramci téchto studii byl vyvinut Fe"-mediovany radikalovy
coupling, ktery vSak poskytoval cilové latky pouze ve velmi nizkych vytézcich. Pokud
tedy produkt poskytl viibec. O obecném natoz pak modularnim pfistupu se tedy nedalo

vubec mluvit.

(0]
OCHj FeCls (10 mol%)
=z 3
HaCo)‘\/\@ N5 oo
OH DTBP (2.5 equiv)
+ -
O O

DCE, 70°C

..................................

OCH;

MOMO
OCH,

o]
/
(@]

Obr. 38. Radikdlovy coupling zaloZeny na vyuziti Fe"" iontii (Z. Barbus¢akova).
Na tuto studii se snazili jesté navazat ve svych bakalatskych pracich Bc. Eliska
Lachetova®” a Bc. Pavol Tuna® ale bohuzel se ukazalo, Ze substituéni moZnosti na

aromatickych jadrech obou reaktant jsou velmi omezené (Obr. 39).

HO HO
2N _O

Obr. 39. Radikadlovy kiizeny dehydrogenacni coupling (CDC) — jakdkoliv jina substituce jez se lisi od té na Obr. 37
neumoznuje reakci.

Na zékladé téchto poznatkii se ve své bakalaiské praci Be. Denisa VyslouZilova®®
zaméfila na novy piistup k neolignanovému skeletu, jeZz byl zaloZen na adici
diazosloucenin na salicyl aldehyd, jeZ po pfesmyku a nasledné eliminaci poskytl
benzofuranovy skelet vhodny pro nasledné zavedeni kyseliny borité — nezbytné funkéni
skupiné¢ pro zamysleny Suzukiho coupling. Suzukiho coupling pak poskytl kyzeny
benzofuranovy skelet (Obr. 40).
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H NZQ)J\OEt

@O (1.0M roztok v CH,Cl,)
H HBF4-OEt, (0.1 ekviv.)

O
CH,Cly, rt
O,
OEt
LDA

\ —_—

d THF, -78°C

O,

OEt MeO
OH + D
/
N B\ Br
(6] OH

Obr. 40. Nejnovejsi pristup k benzofuranovym skeletiim vyvinuty v nasi skupiné, jez je zaloZen na Bronsdetové

S
70

0 :
OEt : Q
A\ : \/}F‘ iPr
! FN 7N
5 : QJ} ’
(70 %) ! XPhos
:\
(0]
OEt OEt
B(OMe); A\ o /OMe Li aqg. HCI
Li B~
7 ~OMe o
O  OMe -78°C->rt
K,CO3 (2,00 ekviv.) o
XPhos (0,02 ekviv.) OEt

XPhos Pd G2 (0,01 ekviv.)

EtOH, H,0 B \
s M2 o

135°C/300 W "
a7 %) ¢

cyklizaci a Suzukiho couplingu.®®
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3. Vysledky a diskuze

Jak jiz bylo zminéno, cilem mé bakalaiské prace je ovéfit hypotézu, Ze metoda syntézy
benzofuranovych skeletii, jez byla vyvinuta Bc. Denisou Vyslouzilovou v ramci jeji
bakalarské prace muze byt rozsifena na substituované diazoslouéeniny (). V nasledujicich
podkapitolach bych vas pak rada seznamila s tim, jestli se tato hypotéza ukazala schidna

a relevantni a jak moje syntetické pokusy v této oblasti dopadli.

Prace D. Vyslouzilové o
OEt
H
° OEt
{\/ o > OH
(0]
Hypotéza

o]
NZ /U\ OH OEt
OEt @ OH
i H@ OEt
OEt —>N o) e OH
f -Ny .

1"

Bude diazosloucenina dostate¢né nukleofilni? Dojde k intramolekularni migraci?
Nebude atak nemozny z divodu sterické narocnosti? Budou orbitaly nezbytné k migraci dobre natoceny?

Obr. 41. Zakladni hypotéza mé bakalarské prdce. Bude dochazet k adici/presmyku také se stericky ndrocnéjsimi
substraty nez je pouze diazoderivat kyseliny octové?

3.1 Navrh reak¢nich partneri

Cilem mé prace je tedy najit reakéni podminky vhodné k ptipravé benzofuranového
intermediatu 13. Na§ pfistup je zaloZzen na reakci mezi salicyl aldehydem 6 a
a-substituovanymi diazoslouc¢eninami (Obr. 42). Abych tedy mohla vyzkouset tento
cykliza¢ni krok, tak jsem si nejprve musela pfipravit odpovidajici a-substituované
diazoslouceniny. Jiz od poc€atku jsme planovali vyzkouSet tfi rGzné typy o-
substituovanych  diazosloucenin, a-alkylované dizoslouceniny 14, [-alkoxy
dizoslouceniny 15, a B-keto dizoslouceniny 16. Pfedpokladali jsme, Ze diazoslouceniny
14-16 budou mit rizny vliv na adi¢ni, resp. cyckliza¢ni krok kondenzac¢ni reakce, a to
z dtivodu jejich razné reaktivity vici aktivovanému aldehydu (sterické a elektronické

vlivy).
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Ry CE OH o
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N2 OEt nebo sz\)‘\oa . Nzj\)kOEt
R
14 RO™ 'R 15 0~ R 16

Obr. 42. Retrosyntetickd analyza benzofuranu 13. Predpokladané i typy diazosloucenin vybrané k testovani
cyklizace.

3.2 Priprava diazosloucenin

Nejprve jsem se tedy zaméfila na pfipravu diazosloucenin. Nejprve jsem se zabyvala
syntézou dizoslouceniny 14 (Obr. 43). Nejprve jsem se pokusila piipravit tuto latku
jednoduchou benzylaci komeréné dostupného ethyl diazoesteru kyseliny octové 17
Vv bazickém prostiedi (Obr. 43A). Bohuzel ani v jednom z testovanych piikladi nedoslo
k tvorbé cilového diazoesteru 14 a ve vSech piipadech byl detekovan pouze rozklad
vyzhozi latky 17. Z tohoto divodu jsem se zaméfila na sice komplikovanéjsi ale jiz
popsanou reakci diazotransférového ¢inidla pABSA s ketoderivatem 21a (Obr. 43B).
Latku 21a jsem piipravila pomoci 3 krokové syntézy z kyseliny skoficové 18. Nejprve
jsem kyselinu 18 transformovala na odpovidajici ester pomoci Fisherovy esterifikace,
nasobnou vazbu ve vzniklém ester 19a jsem pak redukovala s pouzitim Hz Vv pfitomnoti
Pd-katalyzatoru a vysledny nasyceny ester 20a jsem pak reagovala v pfitomnosti TiCls
s benzoyl chloridem za vzniku ketoesteru 2la. Nasledny diazotransfer spojeny
s deacylaci se bohuzel ukazal jako pon¢kud problematicky a déaval cilovy diazoprodukt
14b pouze ve 27% vytézku. Ale protoze jsem méla dostatek latky k naslednému
vyzkouseni cykliza¢niho kroku, tak jsem od dalsi optimalizace protokolu upustila.
Obdobnym zptisobem pak byl pfipraven diazoester 14c, ktery se od 14b lisil
ptritomnosti methoxy skupiny na benzenovém jadie (Obr. 43C). V tomto pfipad¢ syntéza
ketoesteru 21b zacala z p-methoxybenzaldehydu 22, ktery byl ponechan reagovat
s Wittigovym ylidem 23 za standartnich podminek vyvinutych jiz dfive v nasi skuping!?
(uziti mikrovinného reaktoru) za vzniku nenasyceného esteru 19b. Nenasyceny ester 19b

byl pak hydrogenovan na nasyceny derivat 20b, ktery byl ponechan reagovat s benzoyl
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chloridem v pritomnosti TiCls. Nasledny diazotransfer s pABSA pak zakoncil

transformaci ketoesteru 21b na diazoslou¢eninu 14c.

(A. Pfiprava pfimou aIkyIaci)

BnBr (1,5 ekviv)
DBU (1,5 ekviv)
CH3CN, 0 °C az RT
N

-
v

0
H
j‘)J\OEt

7N
nebo

Ny BnBr (1,5 ekviv) N
17 NaH (1,05 ekviv)
THF, 0 °C az RT
(B_ Nepfima pfiprava latky 14b pomoci diazo transféru )
0 AcCI (1,2 ekviv) 0
C! ,2 eKVIV
Ph/\)LOH > Ph/\)LOMe

0O

Ph/\erOEt

> 14a

O

Ph/\)j\OMe

Hs (1 atm)

-

10 mol % Pd/C

MeOH, 0 °C
18 ° 192(99%)  EtOAcTHF =3:1 (viv) ~ 208(96 %)
RT, 4h
o)
pABSA 0 Ph)LCI
- (1_ekviv) L (3 ekviv)
DBU (1 ekviv) PN OMe TiCl, (3 ekviv)
CH4CN, 0 °C, 1h o ph EtsN (6 ekviv)

14b (27 %)

CH3CN, At, 30 min

21a (93 %)

..........

(C. Nepfima pfiprava latky 14c pomoci diazo transféru ) : $02Ns ;
PPhs (1 ekviv) 5 ;
10) toluen, RT 24h CO,Et ! E
B » ph.p=/ i NHAc .
r\)LOEt pak ’ ! ABSA :
2M ag. KOH 23 (kvant.) L PABSA '
Et,0/H,0 = 1:5 (VIV)
|O (0]
uW, 300 W X OEt
H3CO 150 °C, 10 min ~ H3CO
22a 19b (97 %)
(0]
N Q
Ph” ~Cl Hy (1 atm)
(3 ekviv) OEt -€

TiCly (3 ekviv)

10 mol % Pd/C

Et;N (6 ekviv)  H3CO 20b (90 © EtOAC/THF = 3:1 (V/IV)
CH5CN, At, 30 min (90 %) RT, 4h
Q o
PABSA
OFt (1 ekviv) - OEt
H5CO 07 > Ph DBU (1 ekviv) N,

CH4CN, 0 °C, 1h
21b (90 %)

HsCO
14c (29 %)

Obr. 43. Priprava a-alkyldiazosloucenin 14. (A) Syntéza primou alkylaci.
neprimé metody zaloZené na diazotransféru z pABSA. (B) Priprava diaz

(B) Priprava diazoslouceniny 14b pomoci
oslouceniny 14C pomoci neprimé metody

zalozené na diazotransféru z pABSA.
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Nasledn¢ jsem se zaméfila na pripravu B-alkoxy diazosloucenin 15 (Obr. 44).
Syntéza byla zalozena na DBU mediované adici diazoesteru 17 na benzaldehyd 22b.
Cilovy produkt 15a byl pfipraven ve 40% vytézku a nasledné acetylovan resp.
benzoylovan pomoci odpovidajiciho acyl chloridu. Cilem tohoto postupu bylo pfipravit
také analoga diazoslouCeniny 15a, kterd by nemeéla ve své struktuie hydroxylovou
skupinu. Skupinu, jez by mohla potencionalné¢ soutézit s fenolickou hydroxylovou

skupinou pfi planované cykliza¢ni reakci.

DBU OH O
(2 ekviv)
\ﬂ)J\OEt CHLCN OEt
0 °C->RT, 24h N2 45 (40 %)
OAc O AcClI
- (1,2 ekviv)
Ph OEt < "%55C 6h
N2 15b (64 %)
OBz Q BzCl
(1,2 ekviv)
Ph OEt ) pyr’ OOC, 6h
P

15¢ (60 %)
Obr. 44. Syntéza p-alkoxy diazosloucenin 15.

Poslednim typem diazoslouceniny, kterou jsem chtéla ptipravit pied planovanymi
pokusy s cykliza¢nimi reakcemi vedoucimi potencionalné k benzofuranovému skeletu 13
byly B-keto estery 16. V mém piipadé jsem se zaméfila pouze na jediny produkt 16, ktery
byl lehce ptipravitelny z odpovidajiciho P-keto esteru 23 pomoci diazo transferu
z pABSA (Obr. 45). Jak je z uvedeného tématu patrné, reakce probihala bez vétSich

problémt a poskytla cilovou slouc¢eninu 16 v 95% vytézku.

O O pABSA 0o O

(1,2 ekviv) TN '

OEt - OEt . AcHN—@—SOzNg,E

EtsN (1,4 ekviv) MeO N, , !

MeO 23 CH,Cl,, RT, 3dn e ' '
e Y 16(95%) i PABSA

Obr. 45. Syntéza fketo diazo esteru 16.

3.3 Kilicovy krok — cyklizacni reakce

Majice k ruce vSechny planované diazoslouCeniny, pustila jsem se s chuti do

optimalizace cyklizacni reakce (Tabulka 1).
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Tabulka 1. Optimalizace cyklizacni reakce mezi aldehydem 6 a diazoslouceninami 14-16.%)

0 (0]
0 OR
H ,
. O\")J\OR podminky oH +
OH N, o
13

EtO

(0] (0] (6] o) 0
OEt . OEt
HO
OH O
24 25 OCHg

6 14-16
ik iy G O I ponan i
(ekviv) (%]
! 2,11:I?viv l(_:)BlF;IE\)/F\})Z 7umin  <5: <5:100 1k40t;] \(/t(r’zoe"f _
s o e Tume s (SN m
3, fgfviv Z')’Bng'kc\’/iE\})z 7 ul/min 000 69+ 1529 _
4 2,11e5IE)viv g?fgg,?&; 7 ul/min 0:0:0 69+ 15299 -
° 2,11e5ISviv gBng;f\),F\})z 7 uwl/min 0:0:0 69+ 1539 _
6 2,1 t?(viv tcl)?ngl(c\)/F\f)z 7 wl/min 0:0:0 69 + 169 _
1 i e Tame s JE0E o
8 2,11§l(<:viv (ggf 4e'Ein;[IZ) 7pl/min - <5: <5:100 iﬁcnst?gg? 6%
o 2,11:kcviv (o,gTeieiV) 10 pl/min  0:0:0 69 _
10 2,11e5kcviv (o,qTeiCiv) 10 w/min ~ 0:0:0 69+ 15399 -
1 2,11:vaiv (0,1T eFlﬁ/iV) 10 pl/min  0:0:0 69 _
12 2,11e5kcviv (0,1T eFkAviv) 10 pl/min ~ 0:0:0 69 + 1509 -~
3, 1164;“\/ (éj’l)'eckflﬁ/) 10 Wmin ~ 0:0:0 69 5
14 2,11e5lfviv ((()+1) _g(iﬁ\,) 10 pl/min 0:0:0 69+ 15a 99 -
157 2,11§I§viv Z'fff;@i‘; 7 wmin  <5: <5:100 t;cm(/t?i’g" 5%
167 2,11:vaiv g?fg@%; 7 ul/min  <5: <5:100 }(‘Lcm(/t?%" 2%
i 2,11:l(<:viv I(-(l)iFéf\),liE\f)z 7 ul/min  <5: <5:100 i‘g"n\(’t?;’g" 12 %
17 2,11e4lfviv g?f;@?&; 7 ul/min  <5: <5:100 i‘(‘)cm(/le?g:;" 20 %
a) Standartni reakéni podminky: Do roztoku aldehydu 6 (0,25 mmol) v bezvodém CH,Cl, (0,1M) byl pridana kyselina a vychozi

smés byla michana pti 0 C po dobu 5 min. Odpovidajici diazoslou¢enina 14-16 (0,52 mmol, 2,1 ekviv) v bezvodém CH,Cl, (1M
roztok, 520 pL)) byla postupné piidana pomoci injekéni pumpy. Vysledna smés byla ponechana michat po dobu 24 h pii RT.
Uréeno na zaklad& analyzy *H NMR spektra surové reakéni smési (bez pouZiti vnitiniho standardu)

Pro izolovanou ¢istou latku

Odpovidajici vychozi latky byly reizolovany ve vice nez >85% piivodni navazky

Doslo k deacylaci a pouze latka 15a misto acylovanych ekvivalent 15b a ¢ byly izolovany

Reakce byla provadéna v THF

Reakce byla provadéna v Et,0

Reakce byla provadéna v DCE (dichlorethan)

Reakce byla provadéna pii -10 °C

pTSA = p-toluensulfonova kyselina; TFA = trifluoro octova kyselina; (+)-CSA = kampfor sulfonova kyselina
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Predpokladala jsem, Ze testované reakce budou probihat podle dfive navrzeného
reakéniho mechanismu popsaného v bakalafské praci Bc. Denisy Vyslouzilové (Obr.
46A). Také jsem uvazovala, Ze pfi reakci mize vzniknout o¢ekavany vedlejsi produkt 24
(Obr. 46B).

A. Ocekavana reakce dle prace Bc. Vyslouzilové

o
@
OH o N2 o OH y-okt
H® OEt
H H ———— _— OH
[ © H® (S
6 O LGN 12 \ 7X@ 13

1
H

B. Tvorba ogekavaného vedlejsiho produktu 24

................................................

o H H
N
I \ ® 2 OEt
/ o  EO /~$Et ogt
HO HO HO. : HO HO
B enol-24 ,:

2

EtO

O OHOQ
26

C. Schematické znazornéni vzniku latky 25

@
N, 8 H co,et EtO,C, Et0,C
0®
: -------- > H H -------- >
OH

H
N2 OH e d ?
3 H

0]
COH CO,Et CO,Et
migrace H > H
-N
2 OH

Obr. 46. Navrzené reakcni mechanismy pro vybrané trannsformace. (A) Ocekavand reakce u nasich diazosloucenin
14-16 pri reakci se salicyl aldehydem 6. (B) Ocekdvany mechanismus formace vedlejsiho produktu 24. Zndzornéna je
i nasledujici intramolekularni cyklizace (24 na 26), ktera ovsem dle nasich simulaci s vysokou pravdépodobnosti
nemiize ze sterickych ditvodii probihat. (C) Predpokladany mechanismus tvorby neocekdavaného produktu migrace
hydridu. Tento produkt je totozny s produktem tzv. Roskampovy reakce.

O alkylovy zbytek (benzyl)

Za téchto predpokladii jsem tedy ponechala reagovat vsechny piipravené diazoslou¢eniny
14-16 s aldehydem 6 za ptivodnich podminek vyvinutych Be. Vyslouzilovou (Tabulka 1,
fadky 1 az 6). K mému velkému piekvapeni ani u jedné z reakénich smési jsem nebyla
schopna detekovat (*H NMR spektra) zadny z o¢ekavanych produktil 13 anebo vedlejsich
produktli formovanych z téchto aduktii, latek obecného vzorce 24. Pouze v ptipadé reakce
diazoslouceniny 14c s 6 doslo k tvorbé nového produktu, latky 25 (fadek 2). Z tohoto
divodu jsem si vybrala diazoslouceninu 14c¢ jako vhodny vychozi bod pro optimalizaci

kondenzacéni reakce.
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Jak jsem jiz zminila, v pfipadé diazoslouceniny 14c¢ doslo k reakci s aldehydem 6 a vznikl
produkt 25. Z mechanistického pohledu vznikla latka 25 pomoci migrace hydridového
atomu misto zamys$lené migrace arylového zbytku (Obr. 46C). Tato skute¢nost mtize byt
zpusobena né¢kolika riznymi divody mezi néz patfi napiiklad vhodnéa orientace
arylu/hydridu viaci odstupujici skupiné Nz (antiperiplanarni) anebo pouze rozdil
Vv reaktivitach.

Nejprve jsem se pokusila ovlivnit reaktivitu systému. Nejprve jsem tedy vyzkousela
reakce s riznymi mnozstvim HBF4 (fadky 7 a 8) a nasledné jsem vyzkousela i jiné
Bronstedovvské kyseliny (fadky 9, 11, a 13). Bohuzel v Zddném ptipadé nevznikla cilova
molekula 13. Abych ohodnotil reaktivitu ostatnich Bronstedovskych kyselin i vii¢i jinym
substratum, reakce diazoslou¢eniny 15c¢ s aldehydem 6 v ptitomnosti pTSA, TFA a (+)-
CSA byla vyzkousena (fadky 10, 12, a 14). Diazosloucenina 15c byla vybrana jako
vhodny substrat, protoze v predchazejicich experimentech (fadek 5) tato latka, obdobné
jako jeji ekvivalent latka 15b, nepodléhala cyklizaci ale pouze deacylaci. Pfedpokladala
jsem tedy, ze v pfitomnosti jiné kyseliny mozna dojde k adici diazo slou¢eniny na aldehyd
rychleji nez k jeji deacylaci. Deacilovany produkt 15a se ukazal v reakci nelcinny.
Bohuzel ani v téchto ptipadech formace cilové latky 13 nebyla pozorovéana. V téchto
pripadech nebyla pozorovéna ani tvorba produktu migrace hydridového vodiku jez by
poskytla latku podobnou produktu 25.

Nakonec jsem se zaméfila na otestovani vlivu rozpoustédla (testovany byl Et:O, THF a
DCE) stejné jako teploty (fadky 15 az 17). BohuZel ani v téchto ptipadech nedoslo
k tvorbé cilového produktu 13 a pouze produkt migrace hydridového vodiku, latka 25,
byl izolovan zreak¢nich smési. V optimalizované podobé tak bylo mozno pfipravit
produkt 25 ve 25 % vytézku.

Na zékladé¢ téchto zkuSenosti jsme dalsi optimalizacni reakce této cyklizace opustili se
zaveérem, ze a.-substituované diazoslouceniny 14-16 nejsou vhodnymi substraty pro tento
typ cykliza¢ni reakce. Pfedpokladame, Ze toto pozorovani je zpusobeno nevhodnou
orientaci migrujicich skupin (arylova nemigruje viibec, hydridovy vodik pouze v malém

mnozstvi) vi¢i odstupujici molekule dusiku.
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3.4 Roskampova reakce

V predchazejici podkapitole jsem popisovala moji neuspeSnou snahu o cyklizaci
diazosloucenin 14-16 s aldehydem 6. Ukazala jsem, Ze za testovanych podminek vznika
pouze Vv piipadé diazoslouceniny 14c n&jaky produkt reakce. A tento produkt neni
o¢ekavany produkt migrace arylu ale produkt migrace hydridového atomu. Tedy reakce
jeZ je v literatufe znama pod jménem Roskampova reakce.® Piekvapivym faktem, na
ktery jsme pfisli pii studiu literatury, je ale fakt, Ze Roskampova reakce je obecné
provadéna za katalyzy pomoci Lewisovych kyselin, typicky pomoci SnClz (Obr. 47A). A
V nasem piipad¢ jsme pozorovali tuto reakci v piitomnosti Bronstedovi kyseliny (Obr.

47B).

A. Roskampova reakce - katalyza pomoci Lewisovy kyseliny

(e}
(e} O O
N
2§)LOEt
H : OEt
SnCl, (0,1 ekviv)
22b CH,Cl,, RT 27 (98%)

B. Bronstedovou kyselinou katalyzovana Roskampova reakce

0 0
CH,Cly, RT -
N, 2Cl2,
H5CO
6 ° ° 14c

H

Obr. 47. (A) Roskampova reakce katalyzovand pomoci Lewisovy kyselilny. (B) Bronstedovou kyselinou katalyzovanda
Roskampova reakce.

Na zaklad¢ tohoto pozorovani jsme se rozhodli porovnat reaktivitu vybranych aldehyda
s diazoslouc¢eninami 14c a 17 (standartni diazoslouCenina pro Roskampovu reakci).

Cilem bylo porovnat zejména reaktivitu derivati salicyl aldehydu s témito substraty.

3.4.1 Syntéza aldehydi pro Roskampovu reakci

Jak jiz bylo zminéno, hlavnim cilem bylo porovnat reaktivitu diazosloucenin 14c a 17
s aldehydy odvozenymi od salicyl aldehydu. Jako cilové substraty jsem si tedy vybrala
salicyl aldehyd 6 (neni potieba syntetizovat), acetylovany salicyl aldehyd 28a
(elektronové deficitni aldehyd), a O-methylovany salicyl aldehyd 28b (elektronove
bohaty aldehyd). Pozadované aldehydy 28 tak byly pfipraveny s vyuzitim standartnich
protokolt a za vysokych vytézku (Obr. 48).
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AcClI (1,7 ekviv)
Et3N (2,2 ekviv)
DMAP (0,1 ekviv)

Y

<o\

28a (98 %)
K2003 (3 ekviv)

OH OCH3
@o ©/\¢O
6 DMF, 108 oRT 28b (96 %)

OH
99

CH,Cl, RT, 16 h

CHl (3 ekviv)

Y

Obr. 48. Priprava aldehyd pro Roskampovu reakci.
3.4.2 Roskampova reakce

Cilem porovnani reaktivity jednotlivych elektronové rliznorodych aldehydt 6 a 28
s diazoacetatem 17 za Lewisovou kyselinou a Bronstedovou kyselinou katalyzovanych

podminek byla motivace, Ze =ziskand data nam pomohou s moznou

modifikaci/optimalizaci reakénich podminek pro dfive testovanou cyklizaci. Ziskané

vysledky jsou shrnuty v Obr. 49.

A. Reakce desaktivovaného aldehydu 28a

O . 0}
0O O ! (0] N o O
OEt : | ZQ)l\OEt
> OEt | o > OEt

1]

nCl, ekviv 1 4'OEt; (0,1 ekviv,

)J\ SnCl, (0,1 ek OAc : O)J\ HBF, OEt; (0,1 ekvi OAC
CH,Cl, RT °C -
2Ll2, 20a E 28a CHyCl, 0 °C -> RT 29a

Ll

SnCl, (0,2 a 0,5 ekviv) byly testovany se shodnym vysledkem

B. Reakce salicyl aldehydu 6

0 . o
o N o o : o N o o
| ZQ)I\OEt E | 2§)l\0Et
- OEt | - OEt
1
OH Sng:-z| (gl’l L;lfl\_/iv) OH g OH HBF4 OEt, (00,1 ekviv) OH
6 2-2, 29b (34 %) : 6 CHzCl,, 0°C > RT 29b (12 %)
1
C. Reakce elektronovi bohatého aldehydu 28b
0 , o
0} N o O ' O N o O
| ZQ)J\OEt : | 2Q)J\OEt
- OEt |} - OEt
)
) H . .
OCHj4 Snglf| (gi‘l Elfl\_nv) OCH,4 E OCHj HBF,4 OEt, (00,1 ekviv) OCHs
28b 22, 29¢ (57 %) : 28b CHzClp, 0°C -> RT 29¢ (37 %)
)

Obr. 49. Testované podminky Roskampovy reakce s riiznymi aldehydy. (A) elektronové chudym aldehydem 28a. (B)

Se salicyl aldehydem 6. (C) S elektronove bohatym methoxy benzaldehydem 28b.

Ukézalo se, ze za danych podminek reaguji mnohem Iépe elektronové bohaté

aldehydy 6 a 28b v porovnani s acetylovanym aldehydem 28a (reakce neprobihd).

Zaroven se také ukézalo, Ze katalyza pomoci SnClz dava vzdy lepsi vysledky nez katalyza

pomoci HBF3.
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V mé bakalarské praci jsem nejprve pripravila 6 typu diazosloucenin 14 az 16, které
jsem nasledné otestovala v cykliza¢ni reakci s aldehydem 6. Cilem této cykliza¢ni reakce
méla byt tvorba nového benzofuranového skeletu jez by byl opatfen velmi netradi¢nim
kvarternim centrem v pozici 3 benzofuranového kruhu. Bohuzel se ukazalo, Ze tento typ
cyklizace neprobihd bez ohledu na to jaké reakéni podminky byly testovany.

Jedinym produktem, ktery byl v pribéhu testovanych reakénich podminek
pozorovan, byl produkt 25. Tento produkt byl za optimalnich podminek ptipraven ve
25 % vytézku. Ze strukturniho pohledu je tato nové vytvorena latka B-keto ester.
Formaln¢ tedy jde o produkt migrace hydridového vodiku. Tento typ transformace je
z literatury znam pod nazvem Roskampova reakce. Ve své ptivodni formé je Roskampova
reakce provadéna za pritomnosti Lewisovy kyseliny, ptesnéji SnClo.

Chtéli jsme tedy nasledné zjistit, jestli Roskampova reakce muze byt také
provadéna za pritomnosti Bronstedovi kyseliny. M¢é vysledky naznacuji, Ze ano ale pouze
pokud je pouzit aromaticky aldehyd s elektron donorni skupinou. V tomto piipadé
dochazi k ofekavané reakci. Myslime si, Ze elektronové bohaty aromaticky kruh
urychluje migraci aryl aniontu, respektive hydridového atomu vodiku.

Zaroven se domnivame, Ze ofekavana cyklizacni reakce neprobihd na naSich
substratech, protoze migrujici (aryl aniont, hydrid) a odstupujici skupina (molekula
dusiku) se nemohou umistit do antiperiplanarni orientace v ramci molekuly. Migrace
elektronového paru tedy neni mozna z divodu nedostatecného prekryvu reagujicich
orbitaltl.

Zavérem tedy fici, Ze originalni hypotéza navrhujici pfipravu velmi strukturné
zajimavého benzofuranového intermediatu s kvarternim stereogennim centrem se

bohuzel ukézala jako lich4 a neproveditelna.

54



5. Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné informace

Veskeré reakce byly provadény, paklize neni uvedeno jinak, v bezvodém prostiedi.
Aparatury byly Zzihany plamenem pod tlakem inertniho plynu (argon). Veskera
rozpoustédla pouzita pro reakce byla, pokud neni uvedeno jinak, zbavena vlhkosti pomoci
standartnich suSicich kolon dle protokolu vyvinut¢ho H. C. Grubsem a jeho
spolupracovniky.

Pro sloupcovou chromatografii (CC) bylo vyuZito silikagelu jako stacionarni faze
a smeési hexanu (Hex.):EtOAc (V/V), paklize neni uvedeno jinak, jako mobilni faze.
Eluované frakce byly jimany po 5-30 ml frakcich a jejich obsah byl monitorovan pomoci
TLC. Frakce obsahujici stejny produkt byly spojeny a nasledné odpafeny na rotaéni
vakuové odparce (RVO).

K méteni NMR spekter byl, pokud neni uvedeno jinak, pouzit spektrometr JEOL
ECA400II pracujici pti frekvenci 399,78 MHz (*H) a 100,53 MHz (*3C). Méteni byla
provadéna za laboratorni teploty, pficemzZ vzorky byly rozpuStény a néasledné méteny
v jednom z nasledujicich rozpoustédel, CDCls nebo aceton-ds. chemické posuny
zbytkového signdlu nedeuterovaného, resp. ne zcela deuterovaného rozpoustédla slouzily
ke kalibraci méfenych *H NMR spekter. Chemické posuny zbytkovych nedeuterovanych
resp. ¢asteCné deuterovanych rozpoustédel v daném rozpoustédle jsou nasledujici: CDCl3
(7,26 ppm) a aceton-d6 (2,05 ppm). Ve spektrech C bylo vyuzito ke kalibraci
charakteristického signalu atomu *C substituovaného atomem vodiku ?H. Chemické
posuny jsou nasledujici: CDCls (77,23 ppm, prostfedni signal) a aceton-des (29,84 ppm).
Finalni produkty byly purifikovany pomoci kolonové chromatografie na silikagelu (viz
vyse).

Me¢éteni hmotnostnich spekter bylo realizovano na pfistroji znacky Waters (Q-TOF
MICRO). Elementarni analyzy byly provedeny na pfistroji EA1112 Flash analyser
("Thermo-Finnigan). Teploty tini byly méfeny na piistroji SMP 30 (Stuart®) a nejsou

korigovany.
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Prabéh reakci byl monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na
silikagelu. Pro tento typ operace byly pouzity aluminiové desky pokryté silikagelem 60
SIL G/UV254 s fluorescentnim indikatorem (Machery-Nagel). Jednotlivé slouceniny

pritomné v reakcni smési byly dale vizualizovany pomoci vizualiza¢nich roztok.

5.1.1 Vizualiza¢ni roztoky pro TLC

Metody piipravy:
a) Zasadity roztok KMnOjs byl pfipraven rozpusténim 9 g KMnO4 a 20 g KoCOs ve
150 ml 10 % NaOH
b) Vanilinovy roztok byl pfipraven rozpusténim 2 g vanilinu ve 100 ml ethanolu
obsahujici 1 ml koncentrované HoSO4
€) Hannesiantv vizualiza¢ni roztok byl pfipraven rozpusténim 12 g kyseliny

fosfomolybdenové v 250 ml ethanolu

5.2 Syntéza diazosloucenin

5.2.1 Syntéza diazoslouCenin 14b a 14¢

O 0
Ph/\rHLOMe Moa
H,CO 2
14b
14c

5.2.1.1 Ester 19a synthesis

o) 0
AcCI (1,2 ekviv)
Ph/VLOH > Ph/VI\OMe

18 MeOH, 0 °C 19a (99 %)

Kyselina skoficova (18) (10 g, 66,8 mmol, 1 ekviv.) se rozpusti v MeOH (270 ml, 1
ekviv.) a reakéni smés se ochladi na 0 °C. Poté se prida po kapkach AcCl (6 ml, 80,2
mmol, 1,2 ekviv.) a reak¢éni smé€s se ponecha ohfat na RT. Po 24 h se provede kontrolni
TLC (Hex:EtOAc = 2:1, KMnOg) a reakce se ukonc¢i odpafenim rozpoustédla pomoci
RVO. Odparek obsahuje produkt (11,7 g, 99 %) ve formé bilé krystalické latky.
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IH NMR (400 MHz, Chloroform-d) § = 7.70 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.57 — 7.48 (m, 2H),
7.44 —7.32 (m, 3H), 6.45 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d ) § = 167.55, 144.99, 134.53, 130.41, 129.01, 128.19,
117.95, 51.81 ppm.

MS (ES*), m/z (%): [M+H]* 163

tr = 33-35 °C

5.2.1.2 Syntéza esteru 19b

PPhs (1 ekviv)

o) toluen, RT 24h CO,Et

»  ph,p=/
Br\)J\OEt pak s
2M aqg. KOH 23 (kvant.)
Et,O/H,0 = 1:5 (VIV)
(I) 0
/@2 WW, 300 W /@Moa
HsCO 150 °C, 10 min  H3CO

22a 19b (97 %)

Pfiprava Wittigova reagentu

PPh3 (39,3 g, 150 mmol, 1,5 ekviv.) se rozpusti v toluenu (200 ml, 100 mmol, 1 ekviv.,
0,5 mol/l) za stalého michani. Nasledn¢ se ptida po kapkach ethyl bromoacetat (16,6 ml,
150 mmol, 1,5 ekviv.) a v roztoku se postupné vytvoii bild srazenina. Reakéni smés se
pfi laboratorni teploté necha michat po dobu 24 h. Béhem této doby doslo k pfeméné bilé
srazeniny na hustou bilou kasi. Po 24 h se kase odfiltruje pomoci Biichnerovy nalevky a
filtrat se promyje 75 ml toluenu a 75 ml Et2O. Bila pevna latka se v baiice umisti do vakua
na 2 h a poté se rozpusti ve 450 ml H20. Pfida se fenolftlaecinovy indikator (200 pl) a za
stalého michani se po kapkach ptfidava 2M roztok NaOH do riiZového zbarveni. Vodna
vrstva se extrahuje 3x200 ml DCM a spojené organické vrstvy se promyji 400 ml
nasyceného roztoku NaCl a susi se nad bezvodym MgSOas. Po filtraci se rozpoustédlo
odstrani na RVO. Vysledny husty olej se rozpusti ve 20 ml Et.O a koncentruje se znovu
na RVO. Naslednym suSenim ve vakuu se ziska produkt (35 g, kvant.) ve form¢ bilé
pevné latky.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § = 7.69 — 7.61 (m, 6H), 7.57 — 7.50 (m, 3H), 7.48 —
7.40 (m, 6H), 3.96 (s, 2H), 2.87 (s, 1H), 1.30 — 0.73 (m, 3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & = 171.48, 133.15, 133.05, 131.98, 131.96, 128.84,
128.72, 127.66, 57.94, 14.98 ppm.
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3P NMR (162 MHz, Chloroform-d) § = 18.29 ppm.

MS (ES™), m/z (%): [M+H]" 349.

Kondenzace

V mikrovinné vialce opatiené michadlem se v toluenu (10 ml, 1 mol/l) se rozpusti p-
anisaldehyd (22a) (1,2 ml, 10 mmol, 1 ekviv.) a ptida se Wittigav ylid (3,83 g, 11 mmol,
1,1 ekviv.). Vialka se umisti do mikrovinky a je ozafovana (300 W) po dobu 10 min pfi
150 °C (maximalni teplota). Rozpoustédlo se odstrani pomoci RVO a odparek se
purifikuje pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 6:1 -> 3:1), ktera
poskytne produkt (2,0 g, 97 %) jako Zluto-bilou krystalickou latku.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.64 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.52 — 7.44 (m, 2H), 6.94
—6.85 (m, 2H), 6.30 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 4.25 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.83 (s, 3H), 1.33 (t,
J=7.1Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-D) § 167.44, 161.47, 144.35, 129.80, 127.36,
115.92, 114.45, 60.44, 55.49, 14.49.

MS (ES™), m/z (%): [M+H]" 207.

tr =39-43 °C

5.2.1.3 Hydrogenace esteri kyseliny skoricové 19. Priprava dihydro

esteru 20

o]

o)
H, (1 atm)
Ph/\)LOMe > Ph/\)LOMe

10 mol % Pd/C

19a EtOAC/THF = 3:1 (VIV) 20a (96 %)
RT, 4h
o)
A 0 H, (1 atm)
OEt > OEt
10mol % PUC
HaCO 196 EIOACITHF = 3:1 (v1v) s 20b (50 %)

Uvedeno na pfikladu reakce methyl esteru 19a

Methyl ester kyseliny skoticové (19a) (11,7 g, 72,1 mmol, 1 ekviv.) se rozpusti ve smési
EtOAc a THF v poméru 3:1 (144 ml EtOAc + 48 ml THF) za laboratorni teploty a stalého
michéani. K této smési se ptida Pd/C (768 mg, 0,72 mmol, 0,01 ekviv.), aparatura se
zazatkuje, zatky a kohouty banky se utésni parafilmem a do takto utésnéné banky se

vpusti vodik (balon vodiku, 1 atm). Reak¢éni smés se micha za laboratorni teploty po dobu
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4 h. Nasledné¢ se provede kontrolni TLC (Hex:EtOAc = 2:1) a reakce se ukonci
odfiltrovanim Pd/C pies kiemelinu. Filtraéni kola¢ se nasledn¢ promyje pomoci EtOAC
(3x50 mL). Rozpoustédlo se odpaii na RVO a odparek obsahuje produkt (11,4 g, 96 %)

ve formé svétle zluté kapaliny.
Pro redukci ethyl esteru 19b
Odpateni filtratu poskytlo latku 20b (2,2 g, 90 %) jako bezbarvou kapalinu.

Experimentalni data pro ester 20a

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.32 — 7.27 (m, 2H), 7.23 — 7.18 (m, 3H), 3.68 (s,
3H), 2.99 — 2.92 (m, 2H), 2.64 (dd, J = 8.5, 7.2 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 173.46, 140.64, 128.63, 128.39, 126.39, 51.73,
35.83, 31.08 ppm.

MS (ES™), m/z (%): [M+H]" 165.

Experimentalni data pro ester 20b

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.12 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.83 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
412 (q, J =7.1Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 2.92 — 2.87 (m, 2H), 2.58 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 1.23
(t, J=7.1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 173.30, 158.40, 133.00, 129.57, 114.22, 60.68,
55.57, 36.58, 30.47, 14.54 ppm.

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

5.2.1.4 Acylace esteru kyseliny dihydroskoricové (20). Vznik

acylovanych estert 21

o)
0 Ph)LCI o

/\)j\ (3 ekviv)
Ph OMe Ticl, (3 ekviv) > Ph OMe
20a EtsN (6 ekviv) o pPh

CH3CN, At, 30 min

21a (93 %)
0

0 A o

Ph” ~Cl
(3 ekviv)
/@MOH TiCl, (3 ekviv) > OEt
HsCO Et3N (6 ekviv) HyCO o Ph

20b CH4CN, At, 30 min

21b (90 %)
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Obecny postup demonstrovany na pfipravé ketoesteru 21a

V CH3CN (30,4 ml, 1 mol/l) se postupné rozpustil benzoyl chlorid (10,6 ml, 91,3 mmol,
3 ekviv.), methyl ester kyseliny dihydroskoficové (26) (5 g, 30,4 mmol, 1 ekviv.) a EtsN
(25,4 ml, 183 mmol, 6 ekviv.) za 0 °C. V reak¢ni smési se vytvorila husta kase. Po 5
minutach se k reak¢ni smési postupné ptidala v pribéhu 30 min po kapkach TiCls (45,7
ml, 45,7 mmol, 1,5 ekviv.). Béhem ptidavku TiCls se hnédo-Seda srazenina méni na
¢ernou. Po piidani veskerého TiCls se reakéni smés uvede k varu a pod refluxem se necha
po dobu 15 min. Reak¢ni smés se ochladi na pokojovou teplotu a ptida se 60 ml H2O.
Potom se provede extrakce pomoci EtOAc (3x100 ml) a organické faze se nasledné
promyje pomoci nasyceného roztoku NaCl (150 ml) a susi nad bezvodym MgSOs.
Rozpoustédlo se odstrani pomoci RVO a odparek se purifikuje pomoci sloupcové
chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc:AcOH = 50:0:0,1->20:1:0,1->10:1:0,1->5:1:0,1-
>2:1:0,1), ktera poskytne oc¢ekavany produkt (7,63 g, 93 %) ve formé Zlutooranzového
sirupu.

Pfiprava ketoesteru 21b

Surova reakéni smés byla purifikovana pomoci sloupcové chromatografie (SiOa,
Hex:EtOAc:AcOH = 90:10:1, 80:10:1, 50:10:1, 30:10:1, 20:10:1) a poskytla o¢ekavany
produkt 21b (1,15 g, 90 %) jako zluty ole;.

Experimentalni data pro ketoester 21a. Latka pfitomna jako keto-enol tautomery

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § = 7.94 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 2H), 7.58 — 7.52 (m,
1H), 7.46 — 7.40 (m, 2H), 7.27 — 7.15 (m, 5H), 4.65 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 3.63 (s, 3H), 3.33
(dd, J=7.3, 4.8 Hz, 2H) ppm.

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & = 194.54, 169.85, 138.48, 136.25, 133.71, 129.00,
128.86, 128.78, 128.68, 126.79, 56.04, 52.66, 34.99 ppm.

MS (ESY), m/z (%): [M+H]" 269.

Experimentalni data pro ketoester 21b. Latka pfitomna jako keto-enol tautomery

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § = 7.95 (dd, J = 8.5, 1.3 Hz, 2H), 7.59 — 7.53 (m,
1H), 7.47 — 7.42 (m, 2H), 7.19 — 7.11 (m, 2H), 6.79 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.58 (t, J = 7.3
Hz, 1H), 4.10 (qd, J = 7.1, 4.5 Hz, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.27 (dd, J = 7.3, 1.9 Hz, 2H), 1.12
(t, J=7.1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § = 194.74, 169.46, 158.46, 136.41, 133.60, 130.59,
130.08, 128.81, 128.61, 114.07, 61.59, 56.61, 55.35, 34.08, 14.08 ppm.

MS (ES™), m/z (%): [M+H]" 313.
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5.2.1.5 Diazo-pienos/transacylace esteru 21 na diazoslouceninu 14

o 0
PABSA
Ph OMe (1ekviv) o Ph/ﬁ#OMe
DBU (1 ekviv) N e,
0% >Ph CH4CN, 0 °C, 1h 7 SO,N;
14b (27 %) : :
21a ' ;
0 : :
0 PABSA : NHAC
O/IJ\OB (1 ekviv) > OFt \_PABSA :
DBU (1 ekviv) N,
HACO o7 pPh CHCN,0°C, 1h  HsCO
14c¢ (29 %)
21b

Typicky protokol pro transformaci esteru 21a na diazoslouceninu 14b

Methyl 2-benzyl-3-0x0-3-fenylpropanoat (21a) (400 g, 1,5 mmol, 1 ekviv.) byl rozpustén
v CH3CN (15 ml, 0,1 mol/l) za 0 °C vysledna smés byla michana pii 0 °C po dobu 5
minut. pABSA (358 mg, 1,5 mmol, 1 ekviv.) byl pfidan a vysledna reakéni smés byla
michana po dobu dalSich 5 minut p#i 0 °C. Nasledné DBU (223 pl, 1,5 mmol, 1 ekviv.)
bylo pfidano v rozmézi 30 min za stalého michani. Po 1 h se reakce ukon¢i ptidavkem 20
ml H20. Nasledné se provede extrakce pomoci EtOAC (3x30 ml) a spojené organické faze
se promyji pomoci 50 ml nasyceného roztoku NaCl a pak susi nad bezvodym MgSO4. Po
filtraci se rozpoustédlo odstrani na RVO a odparek se purifikuje pomoci sloupcové
chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 10:0->7:1->5:1->2:1), ktera poskytne produkt 14b
(76,6 mg, 27 %) jako Zluty ole;.

Pfiprava diazoesteru 14c

Odparek se purifikuje pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 10:0->7:1-
>5:1->2:1), ktera poskytne produkt 14c (28 mg, 29 %) jako Zluty ole;.

Experimentalni data pro diazoester 14b

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 7.35 — 7.30 (m, 2H), 7.28 — 7.22 (m, 3H), 3.79
(s, 3H), 3.64 (s, 2H) ppm.

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & = 167.53, 144.98, 134.53, 130.41, 129.01, 128.19,
117.96, 51.81 ppm.

MS (ES™), m/z (%): [M+H-N2]" 163.

Experimentalni data pro diazoester 14c

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § = 7.19 — 7.12 (m, 2H), 6.89 — 6.82 (m, 2H), 4.24
(9, J=7.1Hz, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.57 (s, 2H), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3H) ppm.
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13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § = 159.05, 129.79, 129.55, 114.52, 61.22, 55.61,
28.89, 14.85 ppm.
MS (ES™), m/z (%): [M+H-N2]* 207.

5.2.2 Syntéza diazosloucenin 15
5.2.2.1 ethyl 2-diazo-3-hydroxy-3-fenylpropanoatu (15a)

IO 0 DBU OH O
H (2 ekviv) |
©) + WHJ\OEt CHCN WOB
22b N2 47 0 °C->RT, 24h N2 15a (40 %)

Ethyl 2-diazoacetat (17) (1,84 ml, 15,1 mmol, 1 ekviv.) se rozpusti v CH3CN (75 ml, 0,2
mol/l) a reakéni smés se ochladi na 0 °C. Posléze se ptidda DBU (4,6 ml, 30,1 mmol, 2
ekviv. Po 2 min michani za stalych 0 °C se ptida benzaldehyd (22b) (1,74 ml, 16,6 mmol,
1,1 ekviv.). Reak¢ni smés postupné prechazi ze Zluto-oranzové barvy reak¢éni smési na
oranzovou. Po smiseni v§ech komponent se reakéni smés ohieje na laboratorni teplotu a
ponechd michat za RT po dobu 24 h. Reakce se ukon¢i pfidavkem 50 ml NaHCOs a
organicka smé&s se extrahuje pomoci CH2Cl> (3x60 ml). Nakonec se spojené organické
frakce promyji pomoci 50 ml nasyceného roztoku NaCl a nasledné susi nad MgSO4. Smés
se odfiltruje a filtrat je zahustén na RVO. Odparek se nasledné purifikuje pomoci
sloupcové chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 4:1), ktera poskytne produkt (15a) (1,7 g,
40 %) jako Zluto-zelenou sirupovitou kapalinu.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 7.46 — 7.36 (m, 4H), 7.35 — 7.30 (m, 1H), 5.92
(d, J=3.5Hz, 1H), 4.28 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.95 (s, 1H), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § = 166.51, 138.94, 128.92, 128.50, 125.88, 68.95,
61.33, 14.62 ppm.

MS (ES*), m/z (%): [M+H-N2]* 193.

HRMS vypocitano pro C11H14KO3" ([M+K-N2]): 231,0418, nalezeno 231,0422.

62



5.2.2.2 Acylace diazoslouceniny 15a

OH O AcCl OAc O
(1,2 ekviv)
OEt > Ph OEt
N2 154 pyr, 0°C, 6h N2 15p (64 %)
OH O BzCl OBz O
(1,2 ekviv)
OEt >  Ph OEt
N2 454 pyr, 0°C, Bh N2 15¢ (60 %)

Standardni protokol — Reakce ukazana pro acetylaci latky 15a na 15b

Ethyl 2-diazo-3-hydroxy-3-fenylpropanoat (15a) (500 mg, 2,27 mmol, 1 ekviv.) se
rozpusti v bezvodém pyridinu (16,2 ml, 0,14 mol/l) a reakéni smés se ochladi na 0 °C. Po
kapkach se pak ptida acyl chlorid (194 pl, 2,72 mmol, 1,2 ekviv.) a reakéni smés se necha
za stalého michani pii 0 °C reagovat po dobu 3 h. Reakce je ukonéena ptidavkem 25 ml
NaHCOs. Vysledna reakéni smés je pak extrahovana pomoci CH2Cl2 (3x40 ml). Spojené
organické faze se promyji pomoci 50 ml nasyceného roztoku NaCl a pak susi nad
bezvodym MgSOa. Po zfiltrovani se vznikly roztok zahusti na RVO a odparek se nasledné
purifikuje pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc:EtsN = 99:0:1->90:9:1-
>50:49:1), ktera poskytne ocekavany produkt 15b (380 mg, 64 %) jako Zlutou olejovitou
kapalinu.

Pro benzoylaci latky 15a na 15¢

Odparek se nasledné¢ purifikuje pomoci sloupcové chromatografie (SiOp,
Hex:EtOAC:EtsN = 99:0:1->90:9:1->50:49:1), kterd poskytne ocekdvany produkt 15¢
(445 mg, 60 %) jako zlutou olejovitou kapalinu.

Experimentalni data pro diazoester 15b

'H NMR (400 MHz, Acetone-ds) & = 7.45 — 7.41 (m, 3H), 7.40 — 7.34 (m, 1H), 6.80 (s,
1H), 4.24 (qd, J = 7.1, 0.7 Hz, 2H), 2.79 (s, 1H), 2.14 (s, 3H), 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 3H)
ppm.

13C NMR (101 MHz, Acetone-dg) & = 170.11, 165.11, 137.96, 129.90, 129.52, 126.77,
71.04, 62.02, 20.94, 14.83 ppm.

MS (ES™), m/z (%): [M+H-N2]" 235.

HRMS vypoéitano pro C13H14KO4™ ([M+K-N2]): 273,0524, nalezeno 273,0520.
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Experimentalni data pro diazoester 15¢

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 8.20 — 8.02 (m, 2H), 7.59 (ddt, J = 8.1, 6.9, 1.3
Hz, 1H), 7.53 — 7.29 (m, 7H), 7.09 (s, 1H), 4.27 (9, J = 7.1 Hz, 2H), 1.27 (t, J = 7.1 Hz,
3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & = 165.28, 136.68, 133.48, 129.98, 129.89, 129.10,
128.78, 128.64, 125.88, 71.17, 61.50, 14.57 ppm.

MS (ES*), m/z (%): [M+H-N2]* 297.

HRMS vypocitano pro C1gH16KO4" ([M+K-N2]): 335,0680, nalezeno 335,0678.

5.2.3 Syntéza ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)-3-
oxopropanoatu (16)
0 0 PABSA O O .l

(1,2 ekviv) / :

OFEt - OEt AcHN@—SOZN3E

EtsN (1,4 ekviv) N, , !

MeO 23 MeO ; :

CH,Cl,, RT, 3 dny

_______________________

Ethyl 3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanoat (23) (3 ml, 15,3 mmol, 1 ekviv.) se rozpusti
ve smési CH2Cl> (30 ml, 0,5 mol/l) a EtsN (3 ml, 21,5 mmol, 1,4 ekviv.) za laboratornich
podminek. Po 5 min za stalého michani se pfida po 10-ti ¢astech p-ABSA (7) (4,42 g,
18,4 mmol, 1,2 ekviv.) a z reak¢ni smésy se zacne postupné vylucovat bila srazenina. Po
3 dnech se ukonci reakce odpafenim rozpoustédla a odparek je purifikovan pomoci
sloupcové chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 9:1), ktera poskytne cilovou latku (16)
(3,6 g, 95 %) jako svétle zelenou viskdzni kapalinu.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § = 7.17 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
4.25(q,J = 7.1 Hz, 2H), 3.80 (s, 3H), 1.29 (t, J = 7.2 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & = 158.93, 129.66, 129.43, 114.40, 61.08, 55.47,
28.76, 14.71 ppm.

MS (ES*), m/z (%): [M+H-N2]* 221.

HRMS vypocitano pro C12H12KO4" ([M+K-N2]): 259,0367, nalezeno 259,0369.
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5.3 Cyklizace za katalyzy HBF:— tvorba
produktu 25

0 o]
H OEt HBF, - OEt, (0,1 ekviv) _
N, CH,Cly, RT =
HsCO
6 O ’ 14c

Do roztoku salicyl aldehydu (6) (25,7 ul, 0,244 mmol, 1 ekviv.) v bezvodém CH2Cl> (2
ml, 0,1 mol/l) se ptida HBF4'OEt> (3,32 ul, 0,0244 mmol, 0,1 ekviv.) pfi¢emz dojde ke

Zlutému zbarveni reakéni smési. Diazolatka (14c) (120 mg, 0,512 mmol, 2,1 ekviv.)

v CH2Cl> (0,5 mL) se pak ptidava rychlosti 7 pl/min. Béhem pfidavku dochazelo
K uvoliovani bublin a zméné barvy do oranzové. Po 24 h za RT se reakce ukonci
piidavkem 1 ml NaHCO3 a vznikla smés se extrahuje pomoci EtOAC (3x2 ml). Spojené
organické faze se promyji pomoci 5 ml nasyceného roztoku NaCl a nasledné susi nad
bezvodym MgSOs4. Rozpoustédlo se odstrani pomoci RVO a odparek se nasledné
purifikuje sloupcovou chromatografii (SiO2, Hex:EtOAc = 50:1->20:1->10:1->5:1->2:3),
ktera poskytne produkt (20 mg, 25 %) jako bézovou kapalinu.

Produkt pritomen jako smées keto-enol tautomerii

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § = 7.95 (dd, J = 8.5, 1.3 Hz, 2H), 7.59 — 7.53 (m,
1H), 7.47 - 7.42 (m, 2H), 7.19 — 7.11 (m, 2H), 6.79 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.58 (t, J = 7.3
Hz, 1H), 4.10 (qd, J = 7.1, 4.5 Hz, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.27 (dd, J = 7.3, 1.9 Hz, 2H), 1.12
(t, J=7.1 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & = 194.74, 169.46, 158.46, 136.41, 133.60, 130.59,
130.08, 128.81, 128.61, 114.07, 61.59, 56.61, 55.35, 34.08, 14.08 ppm.

MS (ES*), m/z (%): [M+H]* 313.
HRMS vypo¢itano pro C19H20KO4™ ([M+K]): 351,0993, nalezeno 351,0995.
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5.4 Roskampova reakce

5.4.1 Syntéza aldehydi 28
5.4.1.1 Syntéza acetyl salicylaldehydu 28a
AcCI (1,7 ekviv)

0
EtsN (2,2 ekviv) |
oH DMAP (0,1 ekviv) 0
, 1 eKVIV
©/\¢O g OJ\

CH,Cly, RT, 16 h
6 vz 28a (98 %)

\

V bezvodém DCM (8 ml, 0,5 mol/l) za laboratorni teploty se rozpusti salyciladehyd (6)
(0,431 ml, 4,01 mmol, 1 ekviv.) a piida se postupné EtsN (1,23 ml, 8,83 mmol, 2,2 ekviv.),
DMAP (50 mg, 0,401 mmol, 0,1 ekviv.) a AcCl (0,487 ml, 6,82 mmol, 1,7 ekviv.).
Reakéni smés se necha michat pii RT po dobu 16 h neZ se reakce ukonci ptidavkem 20
ml H20 a dvou kapek konc. HCI. Organicka faze je poté promyta roztokem 10 % HCl a
vodna faze extrahovana pomoci CH2Cl> (20 ml). Spojené organické faze se potom
promyji 40 ml nasyceného roztoku NaCl a susi nad bezvodym MgSOs. Rozpoustédlo se
odpaii na RVO a odparek obsahuje ocekavany produkt (646 mg, 98 %).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & = 10.11 (s, 1H), 7.90 — 7.86 (m, 1H), 7.63 (ddd, J
=8.1,7.4,18Hz, 1H), 7.42 -7.38 (m, 1H), 7.20 — 7.17 (m, 1H), 2.39 (s, 3H).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § = 188.85, 169.35, 151.63, 135.42, 131.43, 128.20,
126.57, 123.62, 20.99.

MS (ES™), m/z (%): [M+H-OAc]* 122,99

5.4.1.2 Syntéza o-anisaldehydu 28b
OH CHl (3 ekviv) OCHj
@;/O > @(/O
Z KoCOj (3 ekviv) Z

6 PMF, 0 7oRT 28b (96 %)

V DMF (1,5 ml, 1,6 mol/l) se rozpusti salicylaldehyd (6) (0,262 ml, 2,41 mmol, 1 ekviv.)
a reak¢ni smeés se ochladi na 0 °C. Po ochlazeni se ptida K2CO3 (998 mg, 7,22 mmol, 3

ekviv.) a reakéni smés se micha po dobu 5 minut pii 0 °C. CHal (0,459 ml, 7,22 mmol, 3
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ekviv.) se pfida za 0 °C a poté se ponechd reakéni smés samovolné ohfat a miché se po
dobu 18 h. Reakce se ukonci pfidavkem 5 ml H2O a 20 ml Et,O. Extrakce se provadi
pomoci 5x10 ml Et20 a spojené organické faze se pak promyji pomoci 5 ml nasyceného
roztoku NaCl a susi nad bezvodym MgSOa. Rozpoustédlo se odstrani na RVO a odparek
se dosusi pomoci lyofilizatoru. Cilovy produkt 28b (315 mg, 96 %) je ziskan ve formé
svétle zluté pevné latky.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § = 10.48 (s, 1H), 7.91 — 7.76 (m, 1H), 7.55 (ddd, J
=8.4,7.3,1.9 Hz, 1H), 7.06 — 6.94 (m, 2H), 3.94 (s, 3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § = 189.90, 161.96, 136.04, 128.66, 125.00, 120.78,
111.76, 55.75 ppm.

MS (ES*), m/z (%): [M+H]* 137,07

tr =35-37°C

5.5 Roskampova reakce

Protokol A Protokol B
(e} O O
| OEt OEt
OEt
SnCl; (0,1 ekviv) HBF, OEt; (0,1 ekvw)
o CH,Cl, RT o CH,Cl,, 0 °C -> RT o
6 29b (34 %) 2~ 29b (12 %)
O (6] (0]
) OEt OEt
- OEt
SnCl, (0,1 ekviv) HBF4 OEt; (0,1 ekviv)
OCHa " CH,Cly, RT OcHs OHs CHaCl, 0 °C -> RT octs
28b 29¢ (57 %) 28b 272 29c¢ (37 %)

5.5.1 Protokol A — SnCl, katalyza

Obecny postup ukazan na prikladu produktu 29c¢

O
0] N O O
| ZQLOEt
- OEt
SnCl, (0,1 ekviv)
OCHj; CH,Cl,, RT OCHj
28b 29c¢ (57 %)

V bezvodém CHCl; (14,7 ml, 0,04 mol/l) se rozpusti 0-anisaldehyd (28b) (100 mg, 0,734
mmol, 1 ekviv.) a SnCl> (142 mg, 0,734 mmol, 1 ekviv.). Do vzniklého roztoku je za RT
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ptidan ethyl 2-diazoacetat (17) (0,108 ml, 0,881 mmol, 1,2 ekviv.) v pribéhu 1. Reakéni
smés se pii piidavku 17 zabarvuje do svétle Zluté a nasledné se postupné odbarvuje. Po 6
h dojde k opétovnému celkovému odbarveni. Reakce se ukon¢i piidavkem 20 ml
nasyceného vodného NaCl. Nasledné se provede extrakce pomoci Et20 (3x30 ml) a
spojené organické faze se promyji pomoci 50 ml nasyceného roztoku NaCl a nasledné se
susi nad bezvodym MgSQs. Po zfiltrovani se odpafi rozpoustédla na RVO a odparek se
purifikuje pomoci sloupcové chromatografie (SiO2, Hex:EtOAc = 50:0->25:1->10:1-
>5:1), ktera poskytne ocekavany produkt (94 mg, 57 %) velmi svétle Zluté kapaliny.

5.5.2 Protokol B — HBF4:OEt; katalyza

Obecny postup ukazan na prikladu produktu 29¢

]

O N 0O O
I 2§)J\OEt

- OEt
OCH; HBF 4 OEt, (0,1 ekviv) OCHs

28b CHClz, 0°C > RT 29¢ (37 %)

Do roztoku aldehydu (28b) (100 mg, 0,734 mmol, 1 ekviv.) v bezvodém CH2Cl> (7 ml,
0,1 mol/l) se ptida HBF4 OEt (10 pl, 0,0734 mmol, 0,1 ekviv.) pficemz dojde ke zlutému
zbarveni reakéni smési. Diazolatka (17) (360 mg, 1,54 mmol, 2,1 ekviv.) v CH2Cl> (1,5
mL) se pak pfidava rychlosti 7 pl/min. Béhem piidavku dochazelo k uvoliiovani bublin a
zmeéné barvy do oranzové. Po 24 h za RT se reakce ukonci pfidavkem 1 ml NaHCOg3 a
vznikla smés se extrahuje pomoci EtOAc (3x2 ml). Spojené organické faze se promyji
pomoci 5 ml nasyceného roztoku NaCl a nasledné suSi nad bezvodym MgSOa.
Rozpoustédlo se odstrani pomoci RVO a odparek se nasledné purifikuje sloupcovou
chromatografii (SiO2, Hex:EtOAc = 50:0->25:1->10:1->5:1), ktera poskytne o¢ekavany
produkt (60 mg, 37 %) jako béZovou kapalinu.

5.5.3 Experimentalni data jednotlivych produktii 29
5.5.3.1 Experimentalni data pro keto ester 29b

o O

OH
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IH NMR (400 MHz, CDCls) & = 11.85 (s, 1H), 7.67 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.50 (m, 1H),
7.00 (d, J=8.0 Hz, 1H), 6.92 (m, 1H), 4.23 (m, 2H), 4.00 (s, 2H), 1.27 (m, 3H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls) § 193.12, 169.81, 157.74, 129.82, 125.61, 121.52, 110.38,
102.63, 61.82, 55.35, 14.27 ppm.

MS (ES*), m/z (%): [M+H]" 209.
HRMS vypo¢itano pro C11H12KO4" ([M+K]): 247,0367, nalezeno 247,0370.

5.5.3.2 Experimentalni data pro keto ester 29¢c

o O

OCHj

Produkt je pritomen ve smési keto-enol tautomerii (enol forma oznacena jako minor).
'H NMR (400 MHz, CDCls3) § = 12.74 (s, 0.07H, minor), 7.87-7.83 (m, 1H), 7.49 (t, J =
8.0 Hz, 1H), 7.38 (t, J = 7.6 Hz, 0.07H, minor), 7.31 (s, 0.03H, minor), 7.02-6.95 (m, 2H),
6.04 (s, 0.07H, minor), 4.24 (q, J = 7.2 Hz, 0.15H, minor), 4.15 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.96
(s, 2H), 3.88 (s, 3H), 1.32 (t, J = 6.8 Hz, 0.25H, minor), 1.22 (t, J = 7.2 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3) = 192.8, 173.5 (minor), 168.6 (minor), 167.9, 158.9, 157.8
(minor), 134.5, 131.7 (minor), 130.7, 129.1 (minor), 126.0, 120.5, 120.3 (minor), 111.4,
111.2 (minor), 91.9 (minor), 60.6, 60.0 (minor), 55.3 (minor), 55.1, 50.4, 14.1 (minor),
13.9 ppm.

MS (ES*), m/z (%): [M+H]" 223
HRMS vypocitano pro C12H1aNaO4* ([M+Na]): 245,0784, nalezeno 245,0781.
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Ethyl 2-(trifenyl-A>-fosfan-yliden)acetét 23
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Methyl ester kyseliny 4-methoxy skoficové 19b
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Methyl 3-fenylpropanoat 20a
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Ethyl 3-(4-methoxyFenyl)propanodt 20b
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Methyl 2-benzyl-3-oxo-3-fenylpropanoat 21a
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Ethyl 2-(4-methoxybenzyl)-3-oxo-3-fenylpropanoat 21b
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Methyl 2-diazo-3-fenylpropanodt 14b
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Ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)propanoat 14c
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Ethyl 2-diazo-3-hydroxy-3-fenylpropanoat 15a
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Ethyl 3-acetoxy-2-diazo-3-fenylpropanodt 15b
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2-diazo-3-ethoxy-3-oxo-1-fenylpropyl benzoat 15¢

JP-SAM-01-10-01
single_pulse

_ _/
B/ ON_TON\
m.m /mHm\ /Om\AA No

Fav

TFooz

L9
T

0.0

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

1 (ppm)

€9PT —

1819 —

YT L—

JP-SAM-01-10-01

S6'SZT
[4A:14% I\

S8'8Z1
“

81621
L6'6ZT
S0'0ET

9S'EET
9L'9ET \

€691 —

single pulse decoupled gated NOE

T
150

160

170

130 120 110

140

180

f1 (ppm)

93



Ethyl 2-diazo-3-(4-methoxyfenyl)propanoat 16
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Ethyl 2-(4-methoxybenzyl)-3-oxo-3-fenylpropanoat 25
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2-formylfenyl acetat 28a
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2-methoxybenzaldehyd 28b
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