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1 Uvod a cile prace

Neduhy a riizna onemocnéni jsou neodmyslitelné spojena s lidskym zivotem, a tak lidé
odnepaméti hledali rtizné zpisoby, jak si od nich pomoci. Brzy si v§imli, Ze zvifata
v okolni pfirod¢ vyuzivaji okolnich bylin k sebelécbé. Zacali se tak obracet na piirodni
zdroje, a pfedevSim pak na zastupce v rostlinné ti$i. S rozvojem védy se podarilo objasnit
puvod a vlastnosti nékterych léCivych latek v rostlindch coz nam umoznilo vyvinout

efektivnéjsi pfinosy a uziti téchto latek.

Skupinou ptirodnich latek, které jsou zodpovédné za 1é¢ivé ucinky a kvili kterym
byly nékteré rostliny péstovany a sbirdny, jsou sekundarni metabolity. V rostliné hra;ji
sekundarni metabolity dalezitou roli zejména pii adaptaci na okolni prostiedi. Ackoliv
nejsou piimo zodpoveédné za zékladni fyziologické funkce jako rlst a rozmnozovani, Gzce

souviseji s metabolismem primarnich metabolitl a do jisté miry ho mohou 1 ovlivilovat.

Sekundarni metabolity se déli do tfech zakladnich skupin, které se od sebe 1isi jak
chemickymi vlastnostmi, tak funkcemi v rostlindch. Jednou ztéchto skupin jsou
fenylpropanoidy, kterymi se podrobnéji zabyvaji nésledujici stranky této préace.
Fenylpropanoidy vychazi z aromatick¢ aminokyseliny L-fenylalaninu. V rostlindch hraji
dalezitou roli pfi ochrané rostlin pted patogeny, ve velké mife jsou uvoliiovany pfi
zvySeném stresu, a jsou tak vyznamnymi stresovymi faktory. S blahodarnymi vlivy na
rostlinu jsou spojené i nepopiratelné vyhody pro ¢lovéka. Fenylpropanoidy jsou pro nas

vyznamnymi antioxidanty, ale také napomahaji pii 1é¢bé zdnétu a v boji s mikroby.

V soucasnosti jsou objevovany a identifkovany nové a nové latky rostlinného
puvodu, a u nékterych z nich je pak prokdzana zajimava biologické aktivita. Mezi takové
latky patfi i syzysamalakton, nov¢ izolovany lakton ze zralého plodu hiebickovce javského
(S. samarangense).! U této latky byla totiz prokdzana jeji neuroprotektivni aktivita. To
nasveédCuje tomu, Ze syzysamalakton mize byt vyznamnym hra¢em v boji proti demencim,

které patii k vyznamnym civilizaénim chorobam.

Cilem této bakalaiské prace je vypracovat literarni reSersi zabyvajici se tématem
sekundarnich metabolitdl, zejména pak fenylpropanoidd, a stru¢né popsat jejich vlastnosti,
a to jak z hlediska chemického, tak i biologického. V experimentalni ¢asti bylo mym cilem
vyvinout postupy vedouci v budoucnosti k laboratorni syntéze syzysamalaktonu, nasledné
otestovat cytotoxicitu pfipravenych intermediatii, a zdroven charakterizovat pfipravené

latky pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych metod.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Sekundarni metabolity rostlin

Sekundarni metabolity jsou latky produkované piisedlymi organismy, zejména pak
rostlinami. Zatimco primarni metabolity jsou malé organické latky, jez jsou nezbytné pro
pieziti kazdého zivého organismu, sekundarni metabolity naopak zvysuji kvalitu Zivota
téchto organismu (obrana pted herbivory, reakce na stres, interakce s ostatnimi organismy
v okoli apod.) V pievazné vétSing piipadii nami uvazovanych jde pak o rostliny. V tomto
kontextu je také diilezité si uvédomit, ze vyskyt sekundarnich metaboliti (mnozstvi a typy)
je uzce spjata sjejich geografickym vyskytem. Tedy slozeni a vyskyt jednotlivych
sekundarnich metabolitl v rostlindch nezéavisi pouze na typu (¢eled’, rod, druh) rostliny, ale
i na tom, kde roste a kdy dany vzorek zkoumame. Odpovéd’ rostliny na lokdlni podméty
(stres, atak herbivorl, vegetativni obdobi atd.) je totiz lokéaln& specificka. Produkce a
ucinek sekundarnich metabolitli pak obecné zvySuje kvalitu Zivota rostlin a tyto latky pak
mimo jiné plni funkci atraktanti a repelentd, déale funkci ochranou, stres redukujici a
komunikac¢ni (dorozumivani se s ostatnimi rostlinami v okoli ¢i se symbiotickymi
organismy).?> V soucasnosti je popsana Siroka $kéla pfirodnich latek tohoto typu a jejich
biologickych uc¢inkid. Obecné lze sekunddrni metabolity rozdélit do tfi zédkladnich skupin:
alkaloidy, terpeny a fenylpropanoidy. Posledni zminované skupin€ je pak vénovéna tato

prace jak z pohledu teoretického, tak praktického.
Alkaloidy

Alkaloidy tvoti zhruba 20 % vSech rostlinnych sekundarnich metabolit, a
z pohledu jejich vlastnosti to jsou latky, jeZ obsahuji alespon jeden ,,bazicky* atom dusiku
navazany v heterocyklu.> Biosyntéza alkaloidii je velice rozli¢n4, alkaloidy jsou
klasifikovany podle prekurzorl, z kterych jsou nasledné biosyntetizovany. Pro ptedstavu
zminim prekurzory jako L-tryptofan (Trp), ktery je vychozim produktem pro syntézu
indolovych alkaloidli (tzv. ndmelové alkaloidy), zatimco isochinolinové alkaloidy jako
napf. morfin (1) a kodein (2) (Obr. 1) vychéazeji z L-tyrosinu (Tyr). Trp a Tyr jsou
v rostlin€ biosyntetizovany Sikimatovou drahou, kterd je konkrétnéji popsana dale v této
kapitole (Obr. 13).* Z aminokyselin L-argininu (3) a L-ornithinu (4) vychazi spole¢ny
prekurzor putrescin (5) (Obr. 2), zkterého jsou naslednymi enzymatickymi reakcemi
biosyntetizovany tropanové alkaloidy, jako napf. skopolamin (6) a atropin (7), nebo

pyridinové alkaloidy, napf. nikotin (8). >
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Obr. 1. Alkaloidy: isochinolinové alkaloidy morfin (1) a kodein (2) s modre vyznacenym isochinolinovym systémem,
tropanové alkaloidy skopolamin (6) a atropin (7) se zelené vyznacenym tropanovym kruhem, koniin (8), nikotin (9) a

kofein (10)
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Obr. 2. Aminokyseliny L-arginin (3) a L-ornithin (4) a z nich vychazejici prekurzor putrescin (5) pro biosyntézu
tropanovych alkaloidii

V rostlinach alkaloidy obecné zastavaji nejCastéji obrannou funkci proti
herbivortim. Biologické G¢inky alkaloidl na ¢lovéka jsou zname uz tisice let. Jiz ve 14.
stoleti pt. n. 1. byl ve vychodnim Stfedozemi pouzivan odvar z maku setého obsahujici
morfinové alkaloidy jako napi. morfin (1) a kodein (2).” Roku 399 pi. n. I. Sokrates vypil
extrakt bolehlavu plamatého, obsahujici mimo jiné alkaloid koniin (9), ktery byl
zodpovédny za jeho smrt.® Kleopatra pro zvétseni o¢nich zornic pouzivala extrakt blinu
cerného. Blin Cerny patii do celedi lilkovitych, u kterych se vyskytuji tropanové alkaloidy
jako skopolamin (6) a atropin (7). V soucasnosti jsou alkaloidy vyuZzivany zejména jako

narkotika (jiZ zmiflovany morfin (1)), stimulanty, napt. kofein (10) a nikotin (8), ¢i jedy.
Terpeny a terpenoidy

Terpeny a terpenoidy jsou nejvétsi skupinou sekunddrnich metabolitd a v rostlinach
jsou biosyntetizovany drdhou 2-methyl-D-erythriol-4-fosfatu (11) v plastidech a drahou
kyseliny mevalonové (12) v cytosolu.” Obg dréhy jsou detailn&ji vyobrazeny na Obr. 3.
Konecné produkty jsou v obou piipadech stejné — prekurzory izopentenyldifosfat (13) a
dimethylallyldifosfat (14), které jsou ndasledné¢ enzymaticky kondenzovany a
defosforylovany do C5 izoprenové jednotky.!® Izoprenova jednotka, tedy
2-methylbuta-1,3-dien (15) (Obr. 4), je pak zékladni jednotkou, z které se skladaji terpeny
a terpenoidy.
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Obr. 3. Schematické znazornéni biosyntézy hlavnich prekurzorii pro syntézu terpenii a terpenoidi v rostlindch:
v plastidech via drahu 2-methyl-D-erythriol-4-fosfatu (11). Glyceraldehyd-3-fosfat GAP, [-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat
DXP, 4-(cytidin-5 *-difosfo)-2C-methyl-D-erythritol CDP-ME, 4-(cytidin-5 ‘-difosfo)-2C-methyl-D-erythritol-2-fosfat
CDP-MEP,2C-methyl-D-erythritol-2,4-cyklodifosfat ~ MEcDP,  (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyldifosfat ~ HMBDP.
Enzymy: 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat ~ synthasa  DXS,  I-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat  reduktoizomerasa  DXR,
2C-methyl-D-erythritol-4-fosfat  citidyltransferasa MCT, 4-(cytidyn-5 -difosfo)-2C-methyl-D-erythritol kinasa CMK,
2C-methyl-D-erythritol-2,4-cyklodifosfat ~ synthasa ~ MDS,  4-hydroxy-3-methylbut-2-enyldifosfat  synthasa HDS,
4-hydroxy-3-methylbut-2-enyldifosfat reduktasa HDR. V cytosolu via drahu kyseliny mevalonové (12) — koenzym A CoA,
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA HMGCoA. Enzymy: acetoacetyl-CoA thiolasa AACT, hydroxymethylglutaryl-CoA
synthasa HMGS, hydroxymethylglutaryl-CoA reduktasa HMGR, mevalonat kinasa MVK, fosfomevalonat kinasa PMK,
fosfomevalonat dekarboxylaza PMD, mevalonat-5-fosfat dekarboxylaza MVD, nudix hydrolasa NDX, isopentylfosfat
kinasa IPK, izopentenylfosfat kinasa IDI. 'V obou pripadech konecné produkty izopentenyldifosfat (13) a
dimethylallyldifosfat (14).
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Obr. 4. 2-methyl-1,3-dien (15)

Pocet izoprenovych jednotek a zplsob jejich skladani je pak odrazen v jejich
klasifikaci. Terpeny jsou latky, jeZ obsahuji pouze vazby C-H vychazejici piimo
z biosyntézy. Jako terpenoidy pak znac¢ime latky nasledné (mono)oxidace, jez maji alespon
jednu vazbu C-0O. S poctem izoprenovych jednotek souvisi i jejich biosyntéza — drahou
2-methyl-D-erythriol-4-fosfatu (11) jsou syntetizovany monoterpeny (obsahuji dvé
izoprenové jednotky), diterpeny (Ctyfi izoprenové jednotky) a tetraterpeny (osm
izoprenovych jednotek), zatimco seskviterpeny (tfi izoprenové jednotky), steroly a

triterpeny (Sest izoprenovych jednotek) vychazi z drahy kyseliny mevalonové (12).!!

Obr. 5. Strukturni znazornént artemisininu (16), mentholu (17), tetrahydrokanabinolu (18), kanabidiolu (19) a
paklitaxelu (20)

Terpeny a terpenoidy vykazuji rozmanité biologické vlastnosti. U rostlin se pak
nékteré terpenoidy podileji jak na riistu, tak na antimikrobialni ¢i antifungélni funkci.’
Izoprenové jednotky se nachazi i1 v nékterych fytohormonech, napt. v giberelinech
(diterpeny) ¢i brassionosteroidech (triterpeny). Ve farmacii se terpeny a terpenoidy
vyuzivaji jako antimalarika (artemisinin (16), za jehoz objev byla ud€lena Nobelova cena
Cinské védkyni Tchu Jou-jou), analgetika (menthol (17), kanabinoidy jako
tetrahydrokanabinol (THC, 18) a kanabidiol (CBD, 19)) a cytostatika, napft. paklitaxel (20)
izolovany ztisu tichomoiského, obchodné prodavan pod jménem Taxol (Obr. 5).!
Terpeny jsou také charakteristické vyraznou fragranci, diky ¢emuz jsou hojné vyuzivany

v kosmetice a potravinaiském primyslu.
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2.2 Fenylpropanoidy

2.2.1 Charakteristika

Fenylpropanoidy jsou podskupinou fenolickych sloucenin, jsou vyznamnou a velice
rozmanitou skupinou sekundarnich metabolitl, a to jiz zpohledu jejich struktury,
zastoupeni v rostlinné tis$i nebo z pohledu jejich biologické aktivity. Uvadi se, ze zhruba 40
% uhliku nachazejiciho se v rostlindch v organickych slouceninach je vazano pravé ve
fenolickych sloudeninach.” Fenylpropanoidy jsou, co se tyka jejich variability, velice
rozmanitou skupinou, ale vSechny ve své struktufe obsahuji aromatické jadro (C6)
s alesponn jednou hydroxylovou skupinou a postranni propylovy fetézec (C3), anebo
alespoit obsahuji fenolickou skupinu.'? Hydroxylova skupina na benzenu je v porovnani
s alifaticky vazanymi hydroxylovymi skupinami ,,kyselejsi®, respektive ma nizsi disociacni
konstantu pKa, protoze aromatické jadro stabilizuje vznikly anion — konjugovanou formu
puvodniho fenolu. Fenolické latky pak obecné snadno podléhaji oxida¢nim reakcim
(oxidace pomoci vzdusného kysliku) a v ptipad¢ fenylpropropanoidii pak tato vlastnost
témto molekulam umoznuje diky postrannimu fetézci jesté dalSi typy reaktivity —
dimerizaci spojenou s naslednou oligo- a polymerizaci.'® A tak si rostliny vytvéieji svoji

ligninovou opérnou soustavu.

2.2.2 Struktura fenylpropanoidi

Z hlediska struktury se v zdkladni fenylpropanoidové jednotce nachazi fenyl, jak bylo jiz
diive ptedestfeno, na kterém je pfipojen propanovy fetézec, jedna se o tzv. C6-C3 skeleton
(Obr. 6). Biologicka aktivita fenylpropanoidi je pak uzce spjata s pozici propylového
fetézce vici pritomné hydroxylové skupiné, stupném nasycenosti tohoto fetézce stejné jako
s pritomnymi funkénimi skupinami a dal$imi substituenty na fenylovém jadie. '> Pravé na
zakladé téchto modifikaci lze rozdélit do nékolika podskupin jako jsou flavonoidy,

monolignoly, stilbeny a kumariny.

fenylpropanoidova flavonoidy monolignoly stilbeny kumariny
jednotka

Obr. 6. Obecné strukturni vyobrazeni zakladni fenylpropanoidové jednotky C6-C3 a podskupin fenylpropanoidii
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Flavonoidy

Flavonoidy jsou nejrozsifendjsi skupinou fenylpropanoidd v rostlinach.'?
Strukturné jsou zalozeny na uhlikovém fetézci o patnacti uhlicich ¢lenénych do dvou
benzenovych jader spojenych heterocyklickym pyranovym kruhem (C6-C3-C6).
Flavonoidy se dale d€li do podskupin, jimiz jsou anthokyany, proantokyanidy
(kondenzované taniny), chalkony, flavony, isoflavony, flavanony a flavonoly.'* O jakou
podskupinu se jednd, rozhoduje poloha, ve které je pfipojen druhy benzenovy kruh, ale
také stupenl nasyceni a oxidace heterocyklického kruhu (Obr. 7). Flavonoidy jsou ve formé
glykosidli skladovany ve vakuolach, bézné se vyskytuji v kvétech, listech a semenech.
Mezi jejich hlavni funkce v rostlindch patii zbarvovani kvéti a plodi, ¢imz plni roli

atraktantli, neméné dilezité jsou pii absorpci UV svétla a ochrané rostliny pted abiotickym

stresem.’
CL v
flavonoidy
( N\
g J ey
2 L ° 40
98 ' ' ®
Z > oH o
(6] (6]
anthokyany chalkony flavony izoflavony
Soadls
(0]
flavanony flavonoly
\ J
Obr. 7. Obecné strukturni vzorce flavonoidii a podskupin flavonoidii
Monolignoly

Monolignoly jsou charakteristické C6-C3 strukturnim prvkem obsahujicim alespon
jednu hydroxylovou skupinu a propionovy postranni fetézec zakoncCeny alifatickym
uhlikem s navazanou hydroxylovou skupinou.'? Rozli$uji se tfi zdkladni typy monolignold,

a to p-kumarylalkoholy, koniferylalkoholy a sinapyalkoholy (Obr. 8).
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Obr. 8. Obecné strukturni vzorce monolignolit a podskupin monolignolii

Monolignoly jsou dilezitymi sekunddrnimi metabolity, a to nejen z hlediska jejich
biologické aktivity, ale pfedev§im protoze slouzi jako zdkladni stavebni kameny pro
syntézu lignandi a neolignanti (dimery monolignoll) a zejména ligninu (polymer).”:!2
Lignin je po celuléze druhym nejvice zastoupenym biopolymerem v pfirod¢ a ve své
struktufe vaze okolo tficeti procent fixovaného uhliku v rostlin€é. Ze strukturniho pohledu
pak tvori dlouhé fetézce monolignoli a v rostling zastava dilezitou roli pfi jejim rustu,
hlavné pak dfevin. Lignin totiz zpeviiuje sténu bunék cévniho svazku. Lignany nedosahuji
takového stupné polymerizace jako ligniny, jedné se primarné o dimery, jez se skladaji ze
dvou jednotek monolignolu, které jsou navzijem spojeny v pozici C8-C8¢ (Obr. 9).13

V ptipadé¢ jiného typu vazani se pak takové latky nazyvaji neolignany.

Neolignany

Lignany

Obr. 9. Obecné strukturni vzorce lignanii a neolignanii

Kumariny

Zakladni struktura kumarinti je zaloZena na kondenzovaném benzenovém a
a-pyronovém kruhu (tzv. a-benzopyran se strukturou C6-C3, Obr. 10).!> Mezi zékladni
kumariny se tadi napt. eskuletin (21, Obr. 11), vyskytujici se mimo jiné ve Fraxinus ornus
(Jasan zimnaf), u kterého byla prokdzéna antioxidani a protizanétliva aktivita skrze

5 Dale mohou byt na benzenovém kruhu

inhibici cyklooxygendz a lipoxygendaz.
nakondenzovany pyran ¢i furan. Takové slou€eniny jsou pak nazyvany pyranokumariny a
furanokumariny (Obr. 10). Posledni podskupinou jsou kumariny se substitu¢ni skupinou

piimo v pyronovém kruhu.
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Obr. 10. Zakladni struktura kumarinii, furanokumarinii a pyranokumarinii
V rostlinnych bunkach jsou kumariny skladovany ve vakuolach v podobé
glykosylovanych konjugatii. Z hlediska jejich biologické aktivity jsou kumariny skupinou
fenylpropanoidd, u kterych byla prokazana jejich schopnost vazat a mobilizovat Zelezo,
¢ehoz rostliny vyuzivaji hlavné v ptidach s nedostatkem Zeleza.'® Kumariny jsou z tohoto
divodu lokalizovany pfevazné v kofenovém systému, avsak jejich vyskyt byl potvrzen i

v ostatnich rostlinnych organech. Mezi kumariny se fadi napt. warfarin (22) vyuzivany

HOm OH o
X
b e

o~ 0
21 22

Obr. 11. Strukturni vzorce kumarinit eskuletinu (21) a warfarinu (22)

jako antikoagulant.”

Stilbeny

Stilbeny, také nazyvané 1,2-difenylethyleny, obsahuji dvé benzenova jadra spojena
dvouuhlikatym ethenovym fetézcem (C6-C2-C6).!> Dale se odlisuji poétem a pozici
hydroxylovych skupin na nich pfipojenych. Podili se na ochrané rostliny pfed patogeny,
herbivory a oddaluji kli¢eni semen.” Vyznamnym zéastupcem je napf. resveratrol (23), ktery
je vyuzivan jako doplnék stravy kvili svym antioxidaénim, kardioprotektivnim a
protirakovinnym vlastnostem.!” Dal$im hojné testovanym stilbenem je pterostilben (24)
s podobnymi vlastnostmi jako resveratrol (23) (Obr. 12). Hlavni zdrojem stilbeni je ovoce

jako hrozny, bortivky, kokos a arasidy.

OH OH
HO. O 0 S O
K <8 A
‘ c2 Cs6
OH 23 2N 24

C6

Obr. 12. Zakladni strukturni vzorce stilbenii se strukturou C6-C3-C6 a stilbebii resveratrolu (23) a pterostilbenu (24)
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2.2.3 Biosyntéza fenylpropanoidi

2.2.3.1 Sikimatova draha

Fenylpropanoidy vychézeji z aromatickych aminokyselin syntetizovanych prostfednictvim
Sikimatoveé drahy, ktera tvoii soucdst metabolismu spole¢nou pro mikroorganismy a
rostliny.'®!” Z aromatickych aminokyselin jsou v rostlinaich dile syntetizovany mnohé
sekundéarni, a 1 n¢které primarni metabolity. Z pohledu rostlin pak vypichnéme zejména
fytohormony: auxiny, kyselinu indol-3-acetatovou a kyselinu salicylovou. Kli¢ovou roli

v Sikimatové draze hraji chloroplasty, kde se odehravaji vSechny reakce této drahy.

Sikimatova biosyntetickd dréha je souborem sedmi enzymatickych reakci
(Obr. 13)." Vprvni znich dochazi ke kondenzaci fosfoenylpyruvatu (PEP, 25) a
erythrosa-4-fosfatu (E4P, 26) za vzniku 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfatu
(DAHP, 27) a anorganického fosfatu. Této reakce se UcCastni enzym DAHP synthasa
(DAHPS), u rostlin konkrétné DAHPS druhého typu. V nasledujicim kroku dochézi za
pifitomnosti enzymu 3-dehydrochinat synthasy (DHQS) k eliminaci fosfatu z DAHP a
k cyklizaci za vzniku 3-dehydrochinatu (DHQ, 28), jenz tvoii jadro konecnych
aromatickych aminokyselin. Pfi tfeti reakci je latka 28 dehydratovan na 3-dehydroSikiméat
(DHS, 29) a dochazi ke vzniku prvni dvojné vazby v kruhu. Enzym katalyzujici tuto reakci
se nazyva 3-dehydrochinat dehydratasa nebo také Sikimat dehydratasa a u€astni se 1 Ctvrté
reakce. DHS 29 je nasledné v dalsi reakci redukovéan za vzniku Sikimatu (30). V patém
kroku dochazi diky sikimat kinase k fosforylaci Sikimatu (30) a vzniku Sikimat-3-fosfatu
(S3P, 31) za spotieby ATP. V nasledujici Sesté reakci je tfeba ptitomnost druhé molekuly
PEP (25), ktera kondenzuje S3P (31) za vzniku 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfatu (EPSP, 32)
a fosfatu, pficemz i tato reakce probiha za enzymové katalyzy, konkrétné se jedna o EPSP
synthasu (EPSPS). V posledni sedmé reakci dochazi v ptitomnosti chorismat synthasy

(CS) k 1,4-trans-eliminaci fosfatu a molekuly vodiku z EPSP (31).
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Obr. 13. Schematické vyobrazeni Sikimatové drahy. Fosfoenylpyruvat (25), erythrosa-4-fosfat (26), 3-deoxy-D-arabino-
heptulosonat-7-fosfat (27), 3-dehydrochinat (28), 3-dehydrosikimat (29), sikimat (30), sikimat-3-fosfat (31),
S-enolpyruvylsikimat-3-fosfat (32), chorismat (33). Enzymy. DAHP synthasa DAHPS, DHQ synthasa DHQS,
3-dehydrochinat dehydratasa DHSDT, Sikimat kinasa SK, EPSP synthasa EPSPS, chorismat synthasa CS.

Koneénym produktem drahy je chorismat (33), ktery dale vstupuje do Ctyt rliznych
metabolickych drah, vedouci k syntéze L-tryptofanu (Trp), L-fenylalaninu (Phe),
L-tyrosinu (Tyr), kyseliny salicylové (34), fylochinonu (35), a naposled kyseliny listové
(36) (Obr. 14).* Enzymy vézajici se v této fazi na chorismat jsou chorismdt mutasa (CM),
anthranilat synthasa (AS), isochorismat synthasa (ICS) a aminodeoxychorismat synthasa
(ADCS). AS katalyzuje prvni ze sedmi reakci vedouci k syntéze Trp, z kterého jsou
nasledné syntetizovany napt. indolové alkaloidy. Z ICS je syntetizovan fylochinon (35) a

kyselina salicylova (34). ADCS vede k syntéze kyseliny listové (36).
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Obr. 14. Schematické znazornéni syntézy L-tryptofanu Trp, L-fenylalaninu Phe, L-tyrosinu Tyr, kyseliny salicylové (34),
fvlochinonu (35) a kyseliny listové (36) z chorismatu (33). Enzymy.: aminodeoxychorismat synthasa ADCS, chorismat
mutasa CM, anthranilat synthasa AS, isochorismat synthasa ICS

2.2.3.2 Biosyntéza L-fenylalaninu a L-tyrosinu

Syntéza Phe a Tyr se stejn¢ jako Sikimatova draha odehrava v chloroplastech (Obr. 15). Po
vazbé CM na chorismat (33) vznikd prefendt (37), znéhoz je arogenatovou nebo
fenylpyruvatovou (popfipadé 4-hydroxyfenylpyruvatovou) cestou syntetizovan Phe a
Tyr.* U rostlin pfevazuje arogenatova drdha, ¢imZ se lidi od enterobakterii a kvasinek,
v nichz probihd syntéza sekundarnich metaboliti vychézejici z Phe a Tyr skrze drdhu

fenypyruvatovou.’

V arogenatové draze dochézi k transaminaci prefenatu na L-arogenat (38) za tiCasti
enzymu prefendt aminotransferasy (PPT-AT).* Timto enzymem je pienasena
aminoskupina z L-glutamatu ¢i L-asparatu. Arogenat (38) je dale dehydratovan a
dekarboxylovan na Phe. Této reakce se UCastni arogendt dehydratasa (ADT). Ve
fenylpyruvatové draze se reversné odehravaji stejné reakce. Prefenat (37) je nejprve
prefendat dehydratasou (PDT) dehydratovan/dekarboxylovan za vzniku fenylpyruvatu (39),
poté az nasleduje transaminace na Phe. Tato reakce je katalyzovana fenylpyruvat

aminotransferasou (PPY-AT).
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Syntéza Tyr probiha shodné a lisi se az od faze vzniku arogenatu (38). Zde dochazi
vlivem arogendt dehydrogenasy k dekarboxylaci arogenatu (38) za redukce NADP' na
NADPH a vzniku Tyr. Ackoliv Tyr obsahuje reaktivni hydroxylovou skupinu a mohl by
se tak jevit jako vyhodnéj$i prekurzor pro pokracujici syntézu sekundarnich metabolita,
bylo prokazano, Ze u rostlin je ve vétsiné piipadech jako prekurzor upiednostiiovan Phe.’

Biosyntetickd drdha je nasledné autoregulovana tvorbou Phe, nebot” jeho vysokéd hladina

pak inhibuje tvorbu prefenatu (37) a arogenatu (38).2°
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Obr. 15. Schematické znazornéni biosyntézy L-tyrosinu (Tyr) a L-fenylalaninu (Phe) via fenylpyruvatovou a
arogendtovou drahu v chloroplastu v rostlinach. Chorismat (33), prefenat (37), arogendt (38), fenylpyruvat (39) Enzymy:
chorismat mutasa CM, prefendt aminotransferasa PPT-AP, arogenat dehydrogenasa ADG, arogenat dehydratasa ADT,
prefenat dehydratasa PDT, fenylpyruvat aminotransferasa PPY-AT

2.2.3.3 Fenylpropanoidova a fenylprapanoid-acetatova draha

Metabolicka drdha vedouci k syntéze fenylpropanoidl je lokalizovana v cytosolu. Valna
vétSina fenylpropanoidi je syntetizovana fenylpropanoidovou a fenylpropanoid-acetatovou
drahou, které jsou do wurcité miry propojeny, shoduji se v procesech syntézy
hlavniho produktu p-kumaroyl-CoA (40) z Phe.”** Z p-kumaroyl-CoA (40) jsou nasledné
syntetizovany ostatni fenylpropanoidy, a to at’ jiz s C6-C3-C6 strukturnim motivem (via
fenylpropanoid-acetatovou drahu), anebo s C6-C3 motivem (via fenylpropanoidovou

drahu). Produktem fenylpropanoid-acetatové drahy jsou pak flavonoidy a stilbeny.
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V ptipadé fenylpropanoidové drahy dochdzi k biosyntéze monolignolit (lignani a

neolignantll), kumarint a nasledné€ i ligninu (polymer).

Schematické zndzornéni biosyntézy fenylpropanoidii je pak zachyceno na Obr. 17.
Biosyntéza vychazi z L-fenylalaninu (Phe), ktery je v prvnim kroku konvertovan na
trans-cinamat (41) pomoci fenylalanin amonium liasy (PAL).2! Pfi této reakci dochazi
k deaminaci za uvolnéni amoniaku, ktery je pomoci PAL transportovan do cytosolu, kde

dochazi k jeho uvolnéni ve formé pteméné amonného kationtu.

Nasleduje hydroxylace cinamatu (41) pisobenim cinamdat-4-hydroxylasy (C4H) za
vzniku p-kumaratu (4-kumaratu) (42), ten je mj. syntetizovana i z Tyr deaminaci pomoci
tyrosin amonium liasy (TAL). C4H patii do rodiny monooxygenas P450 a pro svoji funkci
vyzaduje pfitomnost molekularniho kysliku.” C4H pak z enzymli vykazuje nevétsi afinitu
vici cinamatu (41) jako substratu a v pripade jeho potlaceni pak dochézi k syntéze dalSich
obecné minoritnich latek. Enzym 4-kumarat-CoA ligasa (4CL) katalyzuje transformaci

p-kumaratu (42) na p-kumaroyl-CoA (40) za spotieby ATP.
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Obr. 16. Strukturni vzorce kyseliny skoricové (41) a jejich derivatii kyseliny kumarové (42), kavové (43), ferulové (44) a
sinapove (45).

Kyselina skoficova (41) je pak transformovana nésledujicimi enzymatickymi
oxida¢nimi reakcemi mimo kyseliny kumarové (42) také postupné i na kyselinu
kavovou (43), ferulovou (44) a sinapovou (45). Tyto kyseliny se od sebe liS§i poctem
navazanych hydroxyli, respektive jejich methylovanych forem (Obr. 16). Tyto derivaty
kyseliny skoficové (41) slouzi jako mezikroky pfi biosyntéze nékterych fenylpropanoidi
(napf¥. monolignolt).”*! Nejedna se oviem o intermediaty piitomné ve vSech rostlinach,

vétSina rostlin syntetizuje pouze cinamat (41) a p-kumarat (42).
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Obr. 17. Schematické znazornéni priibehu biosyntézy fenylpropanoidii. L-fenylalanin (Phe), L-tyrosin (Tyr), cinamat
(41), p-kumarat (42), p-kumarat-CoA (40), malonyl-CoA (46),p-kumaroylaldehyd (47), p-kumarylalkohol (48), p-feruoyl-
CoA (49), 2,4-dihydroxycinamoyl-CoA (50). Enzymy: fenylalanin amonium lyasa PAL, tyrosin amonium lyasa TAL,
cinamat-4-hydroxylasa C4H, 4-kumarat-CoA ligasa 4CL, polyketid synthasa PKS, cinamoyl-CoA oxidoreduktasa CCR,
cinamylalkohol dehydrogenasa CAD

Fenylpropanoid-acetatova drdha je napojend na metabolismus mastnych kyselin.’
p-Kumaroyl-CoA (40) nasledné¢ reaguje s malonyl-CoA (46) a vznikaji jednoduché
polyketidy, z nichZ jsou néasledné syntetizovany flavonoidy a stilbeny. Syntéza polyketidi
je umoznéna enzymem polyketid synthasou (PKS), kterd zuZzitkovavd p-kumaroyl-CoA
namisto acetyl-CoA. Ve fenylpropanoidové draze je v ptfitomnosti cinamoyl-CoA
oxidoreduktasy (CCR) z p-kumaroyl-CoA (40) vytvoien p-kumaroylaldehyd (47), ktery je
nasledné zredukovan cinamylalkohol dehydrogenasou (CAD) na p-kumarylalkohol (48).
Z tohoto monolignolu jsou dale syntetizovany lignany a neolignany, respektive lignin.
Kumariny jsou syntetizovany piimo z p-kumaroyl-CoA (40) konverzi na p-feruoyl-CoA

(49) ¢i 2,4-dihydroxycinamoyl-CoA (50).
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2.2.4 Biologicka aktivita fenylpropanoidi

Z definice se biologicky aktivni latkou rozumi takova latka pfirodniho anebo syntetického
charakteru, jenz je schopnd interakce s buiikou, tkdni (pletivem) ¢i organismem bez ohledu
na to, jestli je tento efekt pozitivni anebo negativni.’? Doposud bylo objeveno mnoho
fenylpropanoidll s rozlicnou biologickou aktivitou, jeZ se pohybuje od antiproliferacnich,
mykotoxickych, antivirotickych az po fungicidni Gi€inky, a proto nelze ziskat uceleny obraz
o jejich vlastnostech a ucincich. Dale plati, ze U¢inek rtznych fenylpropanoidi je
specificky a nelze tak piikladat konkrétni vlastnost celé tfidé¢ latek. V nasledujicich
odstavcich jsou zminény pouze nejvyznacnéjsi z doposud objasnénych funkci
fenylpropanoidi. Mezi nejzajimavéjs$i G€inky fenylpropanoidi pro clovéka patii jejich
antimikrobialni, antioxida¢ni, protizanétlivy a neuroprotektivni u¢inek, mimo jiné byl také

prokazany vliv na ledviny, jatra, proti rakoviné a diabetes mellitus.

2.2.4.1 Antimikrobialni aktivita

Jak jiz bylo zminéno vySe, fenylpropanoidy plni v rostlindich mj. obranou funkci vici
rozliénym patogentim a plisnim, jejich G¢inek byl pak potvrzen jejich inhibi¢nim G¢inkem
vii¢i nékterym bakteriim, houbam a kvasinkdm.?! Podle Svétové zdravotnické organizace
(WHO) jsou infekéni onemocnéni zplisobena mikroorganismy stale globalni hrozbou, a to
hlavné v rozvojovych zemich, coz spolu s problémy s pojenymi s rostouci rezistenci viici

antibiotiklim tvoii z latek s témito vlastnostmi zajimavy cil pro jejich studium. 3

Jako prvni skupinu s antimikrobialni aktivitou je nutné zminit skupinu flavonoidi;
taniny, neboli tfisloviny, které primarné chrani rostlinu pfed patogeny, a to hlavné
houbami.'* Nizké minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) v rozmezi 0,012 az 1 g/L
vykazovaly taniny vici zastupcum Bacillus subtilis, Clostridium botulinum, Proteus
vulgare, Staphylococcus aerus a dalsim. Taniny se ve velkém mnozstvi nachéazeji v €aji,
kakau, ¢iroku a karobovych luscich. V pritomnosti kysliku podléhaji taniny autooxidaci,
pficemz vzniké velké mnozstvi peroxidu vodiku, které zapfic¢inuje usmrceni bakterialnich
bun¢k. Velky rozsah hodnot MIC je pak zplsoben riiznymi mechanismy oprav
oxidativniho stresu v prokaryotnich bunikach. Mezi taniny se fadi i prokyanidin (51) a
prodelphinidin (52), jedna se o kondenzované taniny neboli tzv. proanthokyanidiny (Obr.
18).2* Proanthokyanidin 51 se sklad4 konkrétné z kyanidinu (53), proanthokyanidin 52 se
pak sklada z jednotek katechintl, a to epigallokatechinu (54) a epigallokatechin-3-galatu
(EGCG, 55).7%
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Obr. 18. Struktura anthokyanidinii prokyanidinu (51) a prodelphinidinu (52) skladajicich se z jednotek kyanidinu (53)
v pripadé latky 51 a z epigallokatechinu (54) ¢i epigalokatechin-3-galatu (55) v pripadé latky 52.

Ani vyzkum antimikrobidlni aktivity lignanii a neolignani neziistava upozadén.
Z bézn€ dostupného kotfeni stoji za zminku napt. muskatovy ofiSek z muSkatovniku
vonného (Myristica fragrans), v némz se nachazi lignan verrukosin (56) (Obr. 19.), ktery
vykazuje aktivitu proti Streptococcus penumoniae zpusobujicimu zéapal plic a
meningitidu.!*> Mechanismem téinku je v tomto pfipadé inhibice sialidazy, jez v koneé¢ném
dusledku vede k zabranéni adherze, a tudiz i kolonizace.
OH
HO <J\
: 56
Obr. 19. Strukturni vzorec verrukosinu (56).
Zavaznym nevylécitelnym virovym onemocnénim je AIDS, které je zplsobeno
HIV, jimz bylo podle WHO ke konci roku 2022 nakazeno 29 milioni lidi. V sou€asnosti
jsou HIV pozitivni pacienti l1éceni azidothymidinem (AZT, 57) (Obr. 20), jenZ inhibuje
reverzni transkriptdzu a diky tomu zabrafiuje mnoZeni viru v téle.?® Avsak stale neustava
vyzkum latek, které by vykazovaly stejnou ¢i vyssi aktivitu, ptipadné i s méné zavaznymi
vedlej§imi U¢inky. Mezi takové latky patii naptiklad patentiflorin A (58) izolovany

z Justicia gendarussa, ktery vykazuje vy$si aktivitu nez AZT proti kmenu HIV-1.%7
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Obr. 20. Strukturni vzorec azidothymidinu (57) a patentiflorinu A (58).

2.2.4.2 Antioxidaéni aktivita

Akumulace oxida¢niho stresu vtéle milze nejenom v pokrocilém veéku vést
k degenerativnim onemocnénim jako rakovina, kardiovaskularni onemocnéni, osteoporoza
a nemoci spojené se starnutim.?® P¥i oxidaénim stresu se v bufice nachazi reaktivni formy
kysliku (ROS), méné reaktivni formy dusiku (NOS), které dale poSkozuji membranu a
zpisobuji i poskozeni v DNA ¢&i aktivuji onkogeny.?>'* ROS mohou mit podobu
singletniho molekularniho kysliku, superoxidu, peroxidu, a hydroxylového radikalu.
Antioxidanty vychytavaji volné radikdly nékolikero zpusoby, mezi néz patii piimé
vychytavani ROS, inhibice peroxidace lipidii, chelace kovovych iontll a vazani proteinu.?!
Antioxidacni potencidl fenylpropanoidnich lignanti pak zavisi na vice faktorech, jako je

pocet hydroxylovych skupin, pfitomnost aromatického jadra apod.

Vyznamnymi antioxidanty zfad flavonoidl jsou theaflaviny (59) pfitomné
v ¢erném Caji a katechiny pfitomny v zeleném ¢aji, ale i v mnoha druzich ovoce (Obr. 21).
Jejich vysokd antioxidacni aktivita je =zapfiinéna pfitomnosti velkého poctu
hydroxylovych skupin. VySe byly jiz zmiflovany katechiny epigallokatechin (54), jenz se
hojné vyskytuje v kakau a EGCG (55), jenZ je hlavnim katechindl v zeleném &aji.” Dale pak
napt. kvercetin (60), jenz je jednim znejbéznéjSich flavonoidli nachazejicim se
v dostupnych potravindch; cibuli, jablku a ¢aji. Hesperetin (61) je obsazen v citrusech a

kyanidin (53) v barevnych plodech jako rybiz, bortivky, maliny a jahody.'*?
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Obr. 21. Obecna struktura theaflavinii (59), struktury epigallokatechinu (54),
epigallokatechin-3-galatu (55), kvercetinu (60), hesperetinu (61) a kyanidinu (53).

2.2.4.3 Protizanétliva aktivita

Zanét je odpovédi imunitniho systému na infekci zpisobenou mikroby, zranénim nebo
napi. iritaci UV radiaci.’® Chronické zanéty mohou vést k vaznym degenerativnim
onemocnénim jako je napiiklad Alzheimerova choroba nebo ke vzniku rakoviny. Latky
s protizanétlivou aktivitou byvaji ¢asto zaroven vyznamnymi antioxidanty, jelikoZ k zanétu
znaén€ pfispiva piitomnost ROS, které aktivuji transkripéni faktor nuklearniho faktoru
kappa B (NFkB)."* NFxB je dilezity pfi regulaci zanétu a tim také pro adaptivni a
vrozenou imunitu. Je aktivovan prozanétlivymi mediatory, mezi néz se fadi latky
indukované lipopolysacharidem pfitomnym v bunécné sténé gramnegativnich bakterii;
napf. oxid dusnaty, prozanétlivé cytokiny jako tumor nekroticky faktor TNFa,

interleukin-1, ainterleukin-6 a cyklooxygenasa-2.!"1

Mezi latky dostupné jako dopliiky stravy patii flavonoidy genistein (62), luteolin
(63), kvercetin (60) a apigenin (64), které inhibuji primarné prozanétlivy cytokin TNFa
(Obr. 22). V ferveném viné je prFitomen stilben resveratrol (23), ktery v prvni fadé

zabranuje translokaci NFxB do jadra a tim expresi prozanétlivych mediatort. '
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Obr. 22. Struktura genisteinu (62), luteolinu (63), kvercetinu (60), apigeninu (64) a resveratrolu (23).
2.2.4.4 Neuroprotektivni aktivita

V pokrocilém veéku dochdzi k neurodegenerativnim procesim vedoucim k rozvinuti
neékterych zévaznych nemoci jako napt. Parkinsonova choroba (PD), Alzheimerova
choroba (AD), stafeckd demence a jiné. K rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni
znacné prispiva oxidacni stres, ktery se kumuluje zejména v mozkové tkéni. U mnoha
neurodegenerativnich onemocnéni, véetné PD a AD, byly prokdzany nckteré spolec¢né
znaky v mozku nemocnych, a to zvySeny oxidacni stres a defekt v mitochondrialni
funkci.’? U mysi, kterym byl poddvan extrakt z Ginkgo biloba obsahujici flavonoidy
véetné kvercetinu (60) a myricetinu (65) (Obr. 23), byla prokdzdna vys$si ochrana proti
toxicité f-amyloidniho peptidu podilejiciho se na vzniku AD. Dalsi studie naznacuji vliv
v podavani ovoce a zeleniny bohatych na polyfenoly a antokyany s antioxidacni aktivitou

na zlepSeni kognitivnich funkei a transdukci neuronovych signalt u potkant.?®

OH O

OH
Obr. 23. Struktura flavonoidii kvercetinu (60) a myricetinu (65).

Alzheimerova choroba je nejrozsifenéjsi neurodegenerativni onemocnéni. Uvadi se,
7ze az osmdesati procentim pacientdl trpicich né&jakym typem demence bylo
diagnostikovano pravé toto onemocnéni.’® AD neni v soucasnosti vylé&itelna, projevuje se
poruchou kognitivnich funkei, charakteristickd je ztrdta paméti, porucha osobnosti a
chovani. Patologicky stav je zpiisoben ztratou cholinergnich neuront, ktera je zapti¢inéna
ukladanim B-amyloidu (a tim vzniku senilniho plaku) a agregaci neurofibrilarniho klubka

hyperfosforylovaného proteinu 1. Mnohé studie naznacuji, zZe neurotoxicita f-amyloidniho

proteinu je zplsobena ROS.?* Neuroprotektivni aktivita byla prokdzdna mj. u lignanu

28



arctigeninu (66) vyobrazeného na Obr. 24, konkrétné u mysi bylo pozorovani zmirnéni

deficitu paméti a u¢eni.*!

Parkinsonova choroba je druhym nejcastéjSim neurodegenerativnim onemocnénim,
jedna se o typ demence s poruchami motorickych funkei, typicky se u pacientli objevuje
neovladatelny tfas. Patologicky dochazi ke ztraté dopaminergnich neurond.*? Lignan
sesamin (67) (Obr. 24) vykazuje neuroportektivni aktivitu u potkanl s lézemi

6-hydroxydopaminu, a to snizenim oxida¢niho stresu a potladenim apoptézy.*?

O
66 67
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Obr. 24. Strukturni vzorce lignanit arctigeninu (66) a sesaminu (67).
2.2.4.5 Protirakovinna aktivita

Rakovinné bujeni je specifické nadmérnou a nekontrolovatelnou proliferaci abnormalnich
bunék bez diferenciace, které jsou dale schopny napadat okolni tkdn€ a organy. V soucasné
dobé¢ je rakovina lécena riznymi pfistupy, avSak v pokrocilém stadiu, kdy v téle dochazi
k tvorbé metastdzi se stavd vétSina  souCasnych  chemoterapiich neaktivnich.
Rakovinotvorné bujeni vznika v téle z mnohych na sob& naprosto nezavislych pficin, jako
napt. vystavovani se karcinogenim ¢i chemickym latkdm nebo napf. plsobenim
ioniza¢niho zafeni nebo nékterych mikroorganismi (HPV aj.), z ¢ehoz vyplyva, Ze latky
pro 1é¢bu rakoviny jsou nejriznéjSiho charakteru. Protirakovinnd aktivita byla prokdzana u
isoflavonoid, lignanti, kumarint a jinych fenylpropanidi. 2!

Dtive byla jiz zminéna antioxidaéni a stim souvisejici protizdnétliva aktivita
katechinli v zeleném ¢aji, avSak mnohé studie naznacuji jejich vliv i pfi prevenci rakoviny
a jeji 1écbé. Nejvyraznéji zastoupenym katechinem v zelenim ¢aji, jak bylo jiz zmifiovano,
je EGCG (55), jehoz protirakovinné ucinky byly testovany 1 v klinickych studii a v in vitro
testech byl prokazan jeho cytotoxicky vliv pfi prevenci, ale i pfi rozvoji rakoviny razného
typu, a to indukci apoptdzy a pozastavenim bunééného cyklu rakovinnych bunék.>* Dale
byly s pozitivnim vysledkem testovany polyfenoly jako kvercetin (60), polyfenoly
z Serveného vina, resveratrol (23) ¢i kurkumin (68) (Obr. 25).28 Mezi moZné mechanismy
ucinku patii inhibice iniciace ovlivnénim metabolismu prokarcinogenti skrze cytochromy

P450 (rodiny CYP1 a CYP2), inhibice buné¢né proliferace a tim omezeni rlistu a tvorby
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nadort, vyvolani apoptdézy nadorovych bunck aj. Mezi lignany s protirakovinnou aktivitou
patii vySe zmin&ny arctigenin (66), lignany obsazeny v druzich Inu a jalovce, v ofe$aku

mandzuvském a dalsi.

Obr. 25. Strukturni vzorce stilbenu resveratrolu (23), epigallokatecin-3- galatu (55), kvercetinu (60), arctigeninu (66) a
kurkuminu (68).

2.2.4.6 Lécba diabetu

Diabetes mellitus je onemocnéni dvojiho typu. Cukrovka prvniho typu je autoimunitnim
onemocnénim, které je zplisobeno nefunkcnosti B-bun€k pankreatu produkujicich insulin.
Cukrovka druhého typu je populacni onemocnéni zpisobené ziskanou rezistenci vici

insulinu kviili jeho vysoké koncentraci v krvi pii ¢asté hyperglykémii.®

Nékteré sekundarni metabolity fenylpropanoidniho typu vykazuji snizeni glykémie
v krvi, a to bud’to inhibici funkce pankreatického transportéru glukozy GLUT-2, supresi
enzymi glukoneogeneze v jatrech ¢i zabranéni absorpce glukézy ve stievé. Dochdzi také
ke snizeni glykovaného hemoglobinu a sniZeni resistence vi¢i insulinu.?'?® Latky se
zna¢nou antidiabetickou aktivitou byly izolovany napf. z plodu hotké okurky, listu bazalky
posvatné, citronu, kari a skofice. Ovoce jako ananas, dyné, olivy, dale pak bataty, zeleny
¢aj, a jiné obsahuji latky snizujici rezistenci vii€i insulinu. Mezi latky s antidiabetickou
aktivitou patii také kvercetin (60), kurkumin (68) a katechiny v ¢aji, jako napt. EGCG 55
(Obr. 26).
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Obr. 26. Struktura kvercetinu (60), kurkuminu (68) a epigallokatechin-3.galdatu (55).

2.3  Syzygium samarangense

2.3.1 Charakteristika

S. samarangense neboli hiebiCkovec javsky je zastupcem rodu Syzygium z celedé
myrtovité (Myrtaceae). Myrtovité jsou dvoudélozné stalezelené stromy a ketfe vyskytujici
se v subtropickém a tropickém pasmu. Ackoliv je rod Syzygium pavodné z Afriky, byl
roz$ifen do Asie a Jizni Ameriky a v soucasné dob¢ dosahuje nejvetsi diverzity v Malajsii
a v Australii. Tato celed’ je v zemich jizni Asie velmi oblibena, a to nejen pro chutné
plody, ale i pro Siroké vyuziti v tradi¢ni medicing. NejzndméjSim zastupcem je bezpochyby
hiebickovec kotenny (S. aromaticum), jehoz nerozvita susend poupata se do Evropy zacala
dovazet po hedvéabné stezce jako kofeni a nyni je hiebi¢ek vyuzivan snad v kazdé kuchyni,
a to nejen kvuli svému piijemnému aroma. Aromatickym olejem ze S. aromaticum jsou
totiz 1éCeny napft. spaleniny a drobné ranky, v zubnim lékafstvi ulevuje od bolesti pii

infekci a bolesti zubt.>°

S. samarangense je nejvice rozSifen v Malajsii a Indii. Na Taiwanu je hojné
vyuzivan v tradi¢nim lé€itelstvi, a to hlavné pro 1é€bu diabetu, dysentérie, zanétu, horecky
a prijmu.> Pfitomnost sekundérnich metabolitl s biologickou aktivitou byla prokizana u
kotene, klry, listu a plodu. Z pohledu zastoupeni biologicky aktivnich sekundarnich
metabolitl byly z hiebickovce javského izolovany mnozi zastupci sekundarnich metaboliti
fenylpropanoidniho typu (flavonoidy, chalkony), ale i dalsi latky jako seskviterpeny,
diterpeny a terpenoidy.

Nedavno byly z ¢erstvého plodu S. samarangense izolovany dvé latky, u nichz byla
detekovana neuroprotektivni aktivita.! Jedna se o jiz zndmy 6-pentyl-a-pyron (69) a lakton

pojmenovany syzysamalakton (70) (Obr. 27).
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Obr. 27. Strukturni vzorec 6-pentyl-a-pyronu (69) a syzysamalaktonu (70)

2.3.2 Bioaktivita latek v S. samarangense

Z extraktu listu v methanolu bylo charakterizovano asi devadesat dva flavonoidd, u Ctyt
znich byla v hexanovém extraktu zjiSt€éna spasmolyticka aktivita (s pomérné velkym
rozpétim minimalni hodnoty koncentrace) a to potvrzuje vyuziti hiebickovce javského pfi
1é¢bé prijmu.®® Spasmolyticka aktivita je zptsobena ovlivnénim proudéni draselnych a
vapenatych kationti. Dale jsou v listu hojné zastoupeny katechiny, vcetné¢ (EGCG 55), u
antidiabetickd aktivita. Esencidlni olej z listi vykazoval antibakteridlni aktivitu vuci
gramnegativnim 1 grampozitivnim bakteriim. Hepatoprotektivni aktivita byla potvrzena na

jaterni poskozeni indukované tetrachlormetanem u krys.?’

Vyznamnou roli hraji chalkony pfitomné v plodech S. samarangense. Ty totiz
obsahuji hydroxylové skupinu a né¢kolik nenasycenych vazeb, jez zplisobuji jejich vysokou
antioxida¢ni a cytotoxickou aktivitu.®® Dale byla z extraktli prokdzéna protizanétliva
aktivita a antidiabetickd aktivita skrze vychytdvani insulinu v plasmé¢ u krys a snizeni
insulinové resistence u na insulin-resistentnich mysi.*>*¢ Vyznamna biologicka aktivita
byla prokazana naptiiklad u chalkont 2',4’-dihydroxy-3’,5'-dimethyl-6’-methoxychalkonu
(71), stercurensinu (72) a kardamoninu (73) izolovanych z duZiny a semen plodu, a které
byly prokazatelné cytotoxické konkrétn€ proti lidské bunécné linii rakoviny stteva SW-480

s hodnotami ICso = 10 uM pro 71, 35 uM pro 72, a 35 uM pro 73 (Obr. 28).3®
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Obr. 28. Struktura chalkonu 2',4'-dihydroxy-3',5"-dimethyl-6'-methoxychalkonu (71), stercurensinu (72) a kardamoninu
(73)

Kvéty S. samarangense jsou pouzivany k 1é¢bé hore¢ky a prijmu.’® U extraktu
zkiry byla potvrzena vyznamna anthelmintickd aktivita vac¢i vlasovce slezové

(Haemonchus contortus).*
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2.3.3 6-pentyl-a-pyron (69)

Z cerstvého plodu hiebickovce javského byl noveé izolovan 6-PAP (69), ktery byl poprvé
izolovan z broskvoné typu Red Globe a pozd¢ji také z Trichoderma viride neboli zelenatky
obecné a vyznacCuje se svym charakteristickym aroma podobné maslovému dortu ¢i
kokosu.*'** Nasledné byl objeven lakton 69 i u jinych zastupct rodu Trichoderma.
U broskvi je pak spolu s jinymi laktony, estery a monoterpeny zodpovédny za chut a

aroma.*?

69

Obr. 29. Chemicka struktura 6-pentyl-a-pyronu
2.3.3.1 Struktura laktonu 69

Zékladem této latky je a-pyronovy kruh vychazejici z pyranu, heterocyklické slouceniny
obsahujici atom kysliku. Pyron se pfirozené vyskytuje ve dvou izomerickych formdch,
bud’to 2-a-pyron, nebo 4-a-pyron, pfiCemz u laktonu 69 se nachdzi pravé ve své
2-a-pyronovém stavu (6-laktonovy kruh). Laktony jsou cyklické derivaty karboxylovych
kyselin. Recké pismeno znaé&i velikost laktonového kruhu; nejmensimi laktony jsou
tticlenné kruhy, tzv. a-laktony, B-laktony obsahuji ¢tyf¢lenny kruh a tak dale. Dale je na

laktonovém kruhu pfipojen pentyl na uhliku CS5. Struktura je vyobrazena na Obr. 29.

2.3.3.2 Biologicka aktivita laktonu 69

Laktonu 69 jsou pficitany biologické vlastnosti jez ptredurcuji mikroorganismy rodu
Trichoderma jako idedlni partnery pro vyuziti v zemédélstvi.** Razné druhy rodu
Trichoderma jsou pak vyuZzivany jako biokontrolni ¢inidla protoZe maji vyznamnou
antifungédlni aktivitu, kterou si zachovavaji i1 v kompetitivnim prostfedi s jinymi
mikroorganismy a zaroveii nejsou fytotoxické.*® Konkrétn& ptitomnost 7. viride,
T. harzianum a T. koningii v pud¢ prokazatelné stimuluje rist rostlin a chrani je pied
nékterymi plisnémi.

Lakton 69 pak v piipad¢ ¢lovéka ma zajimavy potencial hned z né€kolika pohledt.
Lakton 69 vykazuje totiz baktericidni aktivitu proti rodu Enterobacterales, jez zpisobuje

zandty mocovych cest.*

Dale byl lakton 69 uspésné podroben testu na neuroprotektivni
aktivitu proti neurotoxinu 6-hydroxidopaminu (6-OHDA) v bunééné linii lidského

neuroblastomu SH-SYS5Y. Lakton 69 je pak spolu s neddvno izolovanym
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syzysamalaktonem 70 prvnim laktonovym derivatem s prokazatelnou neuroprotektivni
aktiviotu.! Efektivni koncentrace ECso, tedy koncentrace nutna k 50% inhibici rastu &i
usmrceni, byla stanovena na 1,28 + 0,06 pM. Bunécna linie SH-SYSY je vyuZzivana
k in vitro testovani Parkinsonovy choroby, ale v mensim méftitku také napt. Alzheimerovy

choroby, neurotoxicity, amyotrofni lateralni sklerézy a ischemie.*’

2.3.4 Syzysamalakoton (70)

Jak jiz bylo zminéno, spolu s laktonem 69 byl ze zralé¢ho jablka javského izolovan i nové
popsany fenylpropanoid syzysamalakton (70). Jméno této nove izolované latky je slozeno
z prvnich dvou slabik latinského rodového a druhového jména rostliny, z které byla tato
latka izolovana, a pfipojenim ke slovu lakton, ktery odkazuje na dominantni chemickou

funkéni skupinu ve struktufe této latky.
OH
3 4 9
isea
. 7
0707y
70
Obr. 30. Chemicka struktura syzysamalaktonu!

2.3.4.1 Chemicka struktura syzysamalaktonu

Ze strukturniho hlediska je latka 70 derivat 6-laktonu o jedenécti atomech uhliku (Obr. 30).
Yan-Ping Liu a jeho vyzkumny tym z Hainan Normal University v Ciné uréili chemickou
strukturu syzysamalaktonu pomoci dvoudimenziondlni nukledrni magnetické rezonance
(2D NMR) s vyuzitim HSQC, 'H-'H COSY, HMBC a ROESY 2D korela¢nich spekter.!
Bylo zjisténo, Ze lakton 70 se skldda zjednoho Sesti¢lenného laktonového kruhu a
z kondenzovaného SestiClenné¢ho kruhu spolecného s laktonovou casti na d strané¢ mezi
uhliky C4 a C5. Pomoci '"H-'H COSY byla zjisténa piitomnost dal$i dvojné vazby mezi
atomy uhliku C2 a C3 a pfitomnost etylu na uhliku C8 a hydroxylové skupiny na uhliku
C11. Na atomech C8 a Cl11 jsou ptfitomny dvé chirdlni centra, z ¢ehoz vyplyva, ze by
teoreticky mohly existovat pravé Ctyii prostorové stereoizomery laktonu 70. Po porovnani
naméfenych ECD-spekter izolovaného laktonu 70 s vypocitanymi (DFT) byla urcena

absolutni konfigurace laktonu 70 jako (8S,11S)-syzysamalakton.

2.3.4.2 Biosyntéza syzysamalaktonu (70)

Z pohledu biosyntézy (Obr. 31) je syzysamalakton 70 pravdépodobné piipraven
z 6-pentyl-a-pyronu 69.' Je piedpokladano, Ze kondenzaci péti jednotek acetyl-CoA
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vznikne kyselina kaprinova (74), jez je nasledné¢ podrobena sérii dehydratacnich a
oxidacnich kroku, jez ptfes dihydroxylovy intermediat (75) poskytnou lakton 69. Tento
aromaticky lakton 69 by pak mél podlehnout stereoselektivni methylaci na lakton 76,
oxidaci methylové jednotky na aldehyd 77, jez po stereoselektivni nukleofilni adici
poskytne kyzeny syzysamalakton 70. Doposud nejsou znamy enzymy ucastnici se téchto

vyse zminénych krokti biosyntézy vedouci laktonu 70.
dehydratace OH dehydratace

z
o” oH id > /l/f/\/”\/\/\
oxidace
(0] OH 1) 0

74
75 69

lmethylace
OH OI
nukleofilni adice :
oxidace
(o) o70 0~ 0 0”0
77 76

Obr. 31. Schematické znazornéni biosyntézy syzysamalaktonu (70).!

2.3.4.3 Biologicka aktivita syzysamalaktonu (70)

Jak jiz bylo zminéno vySe, u laktonu 70 byla prokdzdna neuroprotektivni aktivita.
Z pohledu mechanismu u latky 70 bylo prokdzano, Ze inhibuje 6-OHDA, jez indukuje
bun&énou smrt v SH-SYS5Y.! U syzysamalaktonu 70 pak byla prokdzéna na stejném
systému

ECs0 = 0,29 = 0,03 uM. V piipad¢ laktonu 69 byla ECso = 1,28 + 0,06 uM (jako pozitivni
kontrola byl zvolen kurkumin 68, u n&jz ECso = 5.29 + 0.12 uM). Dalsi testovani laktonu
70 vSak zatim nebylo provedeno z diivodu jeho malé dostupnosti z ptirodnich zdroji. Toto
je divod proc se o tuto konkrétni latku zajimame: ma relativné zna¢ny potencial z pohledu
jeji biologické aktivity (neuroprotekce) a navic jeji struktura potencidlné umoziuje dalsi
strukturni modifikace, jez by umoznovaly jak vyvoj dalSich aktivnich latek, tak studium

mechanismu neuroprotekce.
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3  Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie a rozpoustédla byly pouzity ve stavu v jakém byly zakoupeny.

U Zadné nebylo vyuzito dodate¢ného €iSténi a ani Cistota nebyla dodate¢né stanovovana.
3.2 Metody a material

3.2.1 Obecné informace

Vsechny reakce citlivé na vzdusnou vlhkost byly provadény v pfedem vyzihanych bankach
pod tlakem inertniho plynu (argon). PouZita rozpoustédla byla komer¢ni kvality a nebyla
precistovana.

Pribézné TLC analyzy (thin layer chromatography = chromatografie na tenké
vrstveé) byly provadény na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 F2s4 znacky

Merck. K detekei bylo vyuzivano UV zéteni (A =256 nm) a vizualiza¢nich roztok.

K ¢isténi latek bylo vyuzivano sloupcové chromatografie s vyuzitim silikagelu jako
staciondrni faze a smési hexan:EtOAc (V/V) jako mobilni fadze. Frakce byly eluovany
pomoci koncentracniho gradientu, ktery spocival ve zvySovani procentudlniho zastoupeni
polarngjsi slozky smési (EtOAc). Jednotlivé frakce byly sbirany do zkumavek, jejichz
obsah byl monitorovan pomoci TLC analyzy. Zkumavky obsahujici stejné produkty byly

spojen¢ a piebytkové rozpoustédlo bylo odpateno pomoci rota¢ni vakuové odparky.

K méfeni NMR spekter byly pouzity spektrometry JEOL 40011 (1H: 400 MHz;
13C: 101 MHz) a JEOL 500 JNM-ECA 500 MHz (1H: 500 MHz; 13C: 125 MHz). Vzorky
byly rozpoustény a meéteny bud v deuterovaném CDCIz ¢i DMSO. Spektra byly
kalibrovana na stfed signalu pouzitého zbytkového nedeuterovaného rozpoustédla (CDCl3
7,26 ppm pro 'H; DMSO 2,50 ppm pro 'H) nebo na stied pouZitého rozpoustédla (CDCl3
77,16 ppm pro *C; DMSO 39,52 ppm pro 13C).*

Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometru TSQ Quantum ACCES (Thermo
Fisher Scientific, USA) s APCI jako ioniza¢nim zdrojem. K méfeni HRMS byl pouzit

spektrometr Agilent 6230 s ionizacnim zdrojem Dual AJS ESI s moédem Full scan

v rozsahu 100-1700 m/z.
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3.2.2 Vizualizaéni roztoky pro TLC

e Zasadity roztok KMnOs byl pfipraven rozpusténim 9 g KMnO4 a 20 g K2CO3
ve 150 ml 10% NaOH.
e Vanilinovy roztok byl pfipraven rozpusténim 2 g vanilinu ve 100 ml EtOH

obsahujici 1 ml koncentrované H2SOa.

3.3 Organicka syntéza

3.3.1 Priprava aduktu 80

(0]

0 o
O KF (1.0 ekviv)
oNNet - O
o o DMF, 80°C
0]
79 78 80

Diketon 79 (10 g; 89,1 mmol, 1.0 ekviv.) a methyl akrylat 78 (8.83 mL, 98,1 mmol,
1.1 ekviv.) byly rozpustény v DMF (590 mL, 0.15M). Do vysledného roztoku byl piidan
KF (5.18 g, 89.1 mmol, 1.0 ekviv.) a vysledny roztok byl michan pii 80 °C po dobu 26 h.
Reakéni smés byla ochlazena na 0 °C (led/voda) a nasledné nalit do studené¢ho (0 °C,
led/voda) roztoku vody (600 mL). pH roztoku bylo upraveno na pH = 6 pomoci 1.0M aq.
HCl (pfidano opatrn€é po kapkach; detekce pomoci pH papirku) a cely roztok byl
extrahovan pomoci EtOAc (3x50 mL). Spojené organické vrstvy byly promyty solankou
(50 mL), suSeny nad NaxSOs, zfiltrovany a odpaieny na RVO. Surovy produkt byl ¢istén
pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; hexan:EtOAc = 1:1->0:100) za vzniku kyZeného

produktu 80 (8.9 g, 50%).
Produkt je pritomen ve formé obou keto/enol tautomeri.

'"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 9.45 (s, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.70 — 3.59 (m,
2H), 2.61 — 2.55 (m, 2H), 2.54 — 2.49 (m, 2H), 2.47 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.36 — 2.31 (m,
2H), 1.95 - 1.87 (m, 2H).

13C{'H} NMR (126 MHz, Chloroform-d) 8 (ppm): 209.48, 206.10, 178.36, 177.32, 173.36,
173.29, 172.88, 89.12, 52.19, 52.01, 38.51, 37.48, 33.79, 33.02, 31.16, 29.27, 29.18, 28.96,
28.85,27.59, 19.79, 18.69.

HRMS vypoéteno pro CioHi1s04" [M+H]™: 199.0965; nalezeno 199.0969.
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3.3.2 Priprava kyseliny 81

o) 0 0 0
LiOH (5.0 ekviv.)
o~ > OH
THF/H,0, 0 °C
o 0

80 81

Roztok esteru 80 (200 mg, 1.01 mmol, 1.0 ekviv.) v THF (10 mL, 0.1M) byl ochlazen na 0
°C (voda/led) a H20 (2 mL, 0.5M) byla ptfidana. Po 5 min, LiOH (212 mg, 5.04 mmol, 5.0
ekviv.) byl pfidan a vysledny roztok byl michan pfi RT po dobu 1,5 h. 1.0M aq. HCI
(7 mL) byl pfidan tak aby vysledné pH roztoku bylo pH = 2. Celd smés byla nasledné
extrahovana pomoci EtOAc (3x25 mL) a spojené organické vrstvy nyly suSeny nad
NaxS0s4, zfiltrovany, odpafeny na RVO a poskytly surovou kyselinu 81 (141 mg) ve
vytézku 76 %. Vysledny produkt byl okamzité pouzit v dal§im kroku.

Produkt pritomen v enol forme

"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 9.37 (broad s, 2H), 2.69 — 2.63 (m, 2H), 2.56
—2.49 (m, 2H), 2.42 (t, J= 6.5 Hz, 4H), 1.93 (p, J = 6.5 Hz, 2H).

HRMS vypoéteno pro CoHi304 [M+H]": 185.0808; nalezeno 185.0812.

Elementarni analyza vypoctena pro CoH1204: C, 58.69 %; H, 6.57 %; O, 34.74 %; nalezeno
C, 58.69 %; H, 6.61 %; O, 34.70 %.

3.4 Biologické testovani

Testovani bylo provedeno v laboratofi Dr. Lucie Rarové (katedra Experimentalni biologie,

UPOL) pod jejim vedenim.

Cytotoxicita vybrané latky byla testovana in vitro na bunééné linii lidskych
epitelovych buné€k maligniho karcinomu dé€loZzniho ¢ipku HeLa. Ty byly kultivovany
v Petriho miskéach s kultivaénim médiem DMEM. Nejdiive byly promyty 3 ml EGTA a
poté byl pro uvolnéni bunék ze dna jamek piidan 1 ml roztoku enzymu trypsinu (0,5 g.1™")
v EGTA. Nasledné byly buiiky proplachnuty médiem a poté preneseny do zkumavky, ve
které¢ byly posléze pii pokojové teploté centrifugovany po dobu 5 minut pii otackach
1200 rpm. Vznikly supernatant byl odsan a usazeny pelet, obsahujici buiky, byl
resuspendovan pomoci 5 ml DMEM média. DalSim krokem bylo umisténi bunék do
Biirkerovy komirky, ve které byly pod mikroskopem spocitdny. Tato smés byla poté
prenesena do 96jamkové mikrotitraéni desticky v objemu 80 pl pfi priblizné koncentraci

5000 bun¢k na jamku. Naésledovala kontrola pfitomnosti bunék pod svételnym
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mikroskopem, nacez byly desticky ponechany do dal§iho dne v inkubatoru s 5 % CO:2

atmosférou pii teploté 37,5 °C.

Naésledujici den byla k buitkdm pfiddna testovana latka ve formé pfedem pfipravené
sestupné koncentracni tfady, jejiz jednotlivé koncentrace byly 50 uM; 16,6 uM; 5,5 uM;
1,9 uM; 0,6 uM a 0,2 uM. Zasobni roztok latky, ze které byla tato fada pfipravena,
mél koncentraci 10 mmol-L!. Testovani moznych uginkd bylo provadéno v triplikatu po

dobu 72 hodin.

K vyhodnoceni cytotoxicity bylo vyuzito alamarBlue assay. Po uplynuti testovaci
doby bylo do jamek s bunkami pfidano 10 pl roztoku resazurinu (4 mg v 16 ml 10%
DMEM). Resazurin, komerénim ndzvem alamarBlue, je modré nefluorescencni barvivo,
které je zivymi buitkami oxidovano na rtizovy resorufin. Vznikly resorufin je fluorescenéni

a po ozafeni svétlem o specifické vinové délce emituje zareni.

Mikrodesticky byly poté umistény do inkubatoru a po tfech hodinach byla méfena
fluorescence pomoci spektrofotometru Tecan. VIinové délky byly zvoleny jako 544 nm
pro excita¢ni spektrum a 590 nm pro emisni. K vyhodnoceni hodnot ICso byla pouZita

ziskana data a program Prism 8 (GraphPad Software, Kalifornie, USA).
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4  Vysledky

4.1 Syntéza syzysamalaktonu

V literarni Casti je zminéna pouze izolace syzysamalaktonu 70 ze zralého plodu
hiebickovce javského a jeho biosyntéza, doposud ale nebyl pfipraven laboratorné.
V experimentalni casti jsme se tedy zaméfili na jeho laboratorni syntézu a zaroven
optimalizaci jednotlivych kroki. Postupovala jsem dle syntézy navrzené doc. PospiSilem
(Obr. 32). V této casti jsou shrnuty veskeré dosazené vysledky. V nasledujici podkapitole

jsou uvedeny vysledky biologického testovani piipravenych intermediata.

o
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Obr. 32. Navrzena syntéza vedouci k syzysamalaktonu (70).

4.1.1 Syntéza syzysamalaktonu — jedeme podle planu

Na zaklad¢ tohoto ndvrhu tedy syntéza zacind adici methylakrylatu (78) na komeréné
dostupny cyklohexan-1,3-dion (79). Nejprve jsem postupovala podle literarnich postupi,
ale jiz zde jsem narazila na problém, nebot’ literarni poznatky se mi nedafilo reprodukovat,
respektive moje vytézky nedosahovali téch publikovanych. V Tab. 1 jsou zaznamenany
jednotlivé kroky optimalizace této adice, kde maximalni vytézek mého cilového produktu,

latka 80, byla v nejlepsi piipadé izolovana s vytézkem 50 %.
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Tab. 1. Optimalizace adi¢ni reakce diketonu 79 na ester 80.

0} O O

O
(e} @]
79 78 80
Navazka
1% 3] vtéZ a)
Radek LAtka78 Podminky VYRZEK™  15iky 79 Ref.
(ekviv.) (%) (@)
NaH (2,0 ckviv.), DMF, -
! 1 4 hod 80 °C, 12 h RT = 2
NaH (1,0 ekviv.), DMF, “
2 1 1 hod RT, 16 h 80 °C >3 0,5
C52C0s (0,6 ckviv.), DMF,
3 1 1 hod RT, 16 h 80 °C >3 0,2 -
Cs2C03 (1,1 ekviv.), DMF,
4 1 1 hod RT, 16 h 80 °C >3 0,2 -
K2COs (1,1 ekviv.), DMF, .
5 1 1 hod RT, 16 h 80 °C 20 0,2
KF (1,0 ekviv.), DMF, 49
6 L1 1 hod RT, 24 h 80 °C a4 0.2
7 1’1 KF (1,0 eleV.), DMF, 50 10 49

1 hod RT, 24 h 80 °C

3 Jednd se o izolovany vytézek po precisténi pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu.

S esterem 80 k dipozici nasledovala jeho bazickd hydrolyza (Obr. 33), jeZ ndm
méla poskytnout ptisluSnou kyselinu (81). Reakce byla nasazena pfi teploté 0 °C z divodu
zamezeni moznych nechténych vedlejSich produkti a reakéni smés byla poté ponechana
reagovat po dobu 2,5 hodiny pfi laboratorni teploté. Po zpracovani reakéni smési jsem

ziskala cilovou molekulu v 76% vytézku.

o o THF, LiOH (5 equiv), H,0 o o

0 °C, poté 2 h pfi RT H
@\/‘LO/ - &\)‘\Oz
O 6]

70%

80 81

Obr. 33. Bazickd hydrolyza esteru 80 na jeho kyselinu 81.
Cyklizace latky 81 na bicyklus 82 byla kone¢nym krokem v navrzené syntéze (Obr.
32). Latka 81 byla rozpusténa v anhydridu kyseliny trifluoroctové, reakce byla zahtivana
pod zpétnym chladicem pti 38 °C nejprve 2,5 hod, v nasledujicim pokusu po dobu 72
hodin, avsak d-lakton 82 se nepodafilo izolovat. Dalsi testované experimenty (viz Tab. 2)

také nevedly ke kyzenému cili.
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Tab. 2. Pokusy o cyklizaci diketo kyseliny 81.

o) o) 0
i‘I\A'H ‘Dﬁi
o >
o 0”0

81 82
-, , Vytézek?®
Radek Podminky (%)
1 TFAA (0.1M), 38 °C, 2,5 h >5
2 TFAA (0.1M), 40 °C, 2 dny >5
3 TFAA (0.1M), 60 °C, 2 dny >5
4 Ac20 (0.1M), 60 °C, 2 dny >5
PPTS (3 ekviv.), toluen, 100 °C,
5 >5
2 dny
Ac20 (0.1M), PPTS (5 ekviv) 60
6 S >5
C, 2 dny
7 Ac20 (20 ekviv.), PPTS =5
(3 ekviv.), toluen, 100 °C, 2 dny
2 TFAA (100 ekviv.), PPTS =5

(3 ekviv.), toluen, 100 °C, 2 dny

3 ZaloZeno na analyze 'H NMR spektra surové reakéni smési.

4.1.2 Syntéza syzysamalaktonu — funguje cycklizace?

V nésledujicim kroku jsem odstoupila od navrzené syntézy a snazila jsem se pfipravit
ekvivalent intermediatu 88, jez by byl ve form¢é methyl esteru a bez postranniho
ethylového fetézce (latka des-ethyl-Me-88), abych mohla otestovat, zdali cyklizace bude
fungovat (Obr. 34).

o /\n/o\ o 0 Ac,0 0
? 0 78 Etozc\/jjj Loy HOL PTSA _ m
---------- » LRt o
o) 10) MeOH O 0”0
80 :

81

LDA
Ethyljodid
AN
o o} e o
o NaHCO, r NBS
ol Y €t eO €
o 0O @) (0]
, 89
® | des-ethyl-Me-88 87
"y
o OH
= CBS redukce =
[ ] oS -
0 >0 o0~ O
70
90

Obr. 34. Alternativni pristup k cilovému laktonu 70.
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Byla tedy vyzkouSena transformace esteru 80 na des-ethyl-Me-88 pomoci
N-bromsukcinimidu. Bohuzel ani tato transformace neprobihala a cilova latka

des-ethyl-Me-88 nebyla izolovéna.

Tab. 3. Pokusy o piipravu bromo-derivatu des-ethyl-Me-88.

O O O O

Br
&\)‘\O/ - &\/U\O/

O g0 O ges-ethyl-Me-88
< , Vytézek®
Radek Podminky (%)

1 NBS (1,2 ekviv.), DCM, RT, 2,5 h >5
2 NBS (3,5 ekviv.), DCM, RT, 2,5 h >5
3 NBS (1,2 ekviv.), CHCI3, RT, 2,5 h >5
4 NBS (3,5 ekviv.), CH3CN, RT, 5 h >5
5 NBS (5,5 ekviv.), CH3CN, 0 °C, 15 h >5

a) Zalozeno na analyze '"H NMR spektra surové reakéni smési.

4.1.3 Syntéza syzysamalaktonu — alternativni pristup

Po téchto netispésnych pokusech jsme se tedy rozhodli zménit strategii a navrhli jsme jiny
pristup k syzysamalaktonu 70, jez byl zalozen na dvou kliCovych krocich, tvorbé
pyranového kruhu’?> a nésledné reduktivni cyklizaci.® Prvni kli¢ovy krok, syntéza
pyranového skeletu, byl nejprve testovan na zkuSebnich substratech, ketoesteru 97 a
alkynu 98 (Tab. 4). Bohuzel se ukazalo, ze za danych podminek, a to ani pfi jemné

optimalizaci reakénich podminek, kli¢ovy produkt 99 nevznika.
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Obr. 35. Alternativni pristup k syzylaktonu 70.

Tab. 4. Testovani prvniho kli¢ového kroku — syntéza modelového pyranového heterocyklu 86.

0
o o O
o)
)J\/U\O/\ + ///J\O/\ - ~ |
97 98 99
~o0" o
Yy , Vytézek®
Radek Podminky (%)
1 DABCO (0,02 ekviv.), DMF =5
-20°C,2h
) DABCO (0,1 ekviv.), DMF =5
-20°C,5h

a) Zalozeno na analyze 'H NMR spektra surové reakéni smési.

4.2 Biologické testovani pripravenych latek

Bohuzel jsem neméla svoje vlastni latky k testovani, ale 1 tak jsem si chtéla vyzkouSet
biologické testovani latek. Otestovala jsem tedy pod dozorem Dr. Lucie Rarové latku 81
pfipravenou v ramci nasi vyzkumné skupiny (Graf 1). Molekula 81 nevykazovala zadnou

cytotoxicitu.
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Graf 1. Vysledek biologického testovani latky 81.
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Smérodatna odchylka byla vypoctena ze tii riznych hodnot viability, jelikoz méfeni pro kazdou koncentraci
bylo provedeno v triplikatu. Jde o technicky triplikat.
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5 Diskuse

Cilem této bakalaiské prace bylo piipravit syzysamalakton (70) (Obr. 36) a zaroven
optimalizovat jednotlivé korky vedouci k jeho pfipravé. V kontextu prace nds nasledné
zajimala biologickd aktivita pfipravenych latek, a to konkrétné¢ neuroprotektivni a

anthelminticka.

Obr. 36. Struktura syzysamalaktonu 70

Ackoliv se syzysamalakton povedlo izolovat z Cerstvého plodu S. samarangense,
v literatufe neni znam postup jeho laboratorni pfipravy. Ani v naSich podminkéch, a ptes
znaéné usili, se nepovedlo takovy postup prozatim objevit a optimalizovat. Pro nasledné
testovani tak mohlo byt vyuzito pouze jediné latky, a to latky 81. V této Casti budou
podrobnéji diskutovany vysledky uvedené v ptedchozi kapitole.

5.1 Organicka syntéza

Jako vychozi produkt syntézy byl zvolen cyklohexa-1,3-dion (79), ktery je vhodny kvuli
své komer¢ni dostupnosti. Uz v prvnim kroku syntézy, adici methylakrylatu (78) na
vychozi latku, kolidovaly vysledky s pouzitou literaturou.** Nejprve byl jako katalyzitor
pouzit hydrid sodny, ktery v organické syntéze slouzi jako silnd baze. I po pozménéni
reakénich podminek® (Tab. 1, fadky 1 a 2) byl vytézek cilové latky pod limitem detekce.
Vliv mnozstvi vychozi latky na pribéh reakce nebyl pozorovan. Lepsiho vysledky nebylo
dosazeno ani po vyméné anorganické baze slabsi uhli¢itan cesny ¢i draselny (fadky 3 az 5).
Predpokladali jsme, Ze vyuzitim téchto bazi dojde k ustaveni rovnovahy mezi enolatem a
enol etherem (Obr. 37) a tim spiSe dojde k adici na akrylat, kterd je vratnd. Ukazalo se
vSak, ze pouze za pouziti 1,1 ekvivalentu uhliitanu draselné¢ho doslo k tvorbé cilového
produktu 80 a to pii vytézku 20 %. Pozorovani tvorby produktu pii vyuziti jesté slabsi
baze, nez Cs2CO3 invokovalo, ze je tfeba pouZzit slabs$i bazi, jez umoziiuje ustanoveni
termodynamické rovnovahy mezi jednotlivymi reaktanty reakce. Tudiz jsem vyzkousela
jesté slabsi bazi, fluorid draselny. V tomto piipad€ probihala reakce s vytézkem 44 %

fadek 6) a pfi pouziti vys$$i navazky vychoziho diketonu 79 (10 ak 50 % (tadek 7).
prip Y Yy vy g)p
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Obr. 37. Reakcni mechanismus adice enolatu 100 generovaného z diketonu 79 s esterem kyseliny akrulové 78.

Spokojena s timto vysledkem jsem pfistoupila k dalSimu kroku syntézy, kde bylo
zamerem transformovat esterovou skupinu latky 80 na karboxylovou kyselinu 81.
Hydrolyza esteru 80 na kyselinu 81 probihala s vyuzitim LiOH (standartni reakéni
podminky>®) v MeOH za vytézku 76 %.

S karboxylovou kyselinou 81 vruce jsem pak zkouSela cyklizaci kyseliny na
o-lakton 82. Jak se ukazalo, tato cyklizace probihala, ale bohuzel jsem nebyla schopna
izolovat cilovy produkt, bicyklus 82. Pii jakékoliv formé ukonceni reakce, ktera byla
vyzkousena, to vedlo k jeho hydrolyze. Tuto hypotézu prokazal jednoduchy experiment,
kdy jsem ponechala reakci reagovat dle podminek Tab. 2, fadek 2 a reakéni smés jsem
pouze odpafila. Analyza surového odparku reak¢ni smési prokazala, ze zde jiz neni zadna
vychozi latka 81. Jakmile vSak doslo k pfidani vody anebo k purifikaci produktu
s vyuzitim sloupcové chromatografie na silikagelu, tak se okamzité veSkery (s nejvetsi
pravdépodobnosti) produkt 82 hydrolyzoval zpét na vychozi kyselinu 81. Jak jsme pozdéji

zjistili, toto pozorovani je v souladu s literaturou, kde velmi podobny substrat®®

je také
velmi nestabilni a snadno podléha rozkladu. Bez bicyklu 82 vsak nebylo mozné dale

pokracovat v syntéze vyobrazené na Obr. 32.

I ptesto jsme se ale rozhodli pokracovat v mirné poupraveném schématu (Obr. 34).
Rozhodli jsme pieskoc€it cyklizaci a naslednou ethylaci a zkusili jsme pfimo ester 80
nabromovat abychom nésledné mohli vyzkouSet spirocykliza¢ni krok. Bromace méla
probihat pomoci N-bromsukcinimidu.’” BohuZel vSechny nase kroky sméfujici k tomuto
produktu se ukazali jako marné a cilovy produkt 83 nebyl za zadnych testovanych

podminek detekovan.

Nezbyvalo tedy neZ navrzenou syntézu opustit a zkusit jiny postup (Obr. 35).

Navrhli jsme alternativni ptistup k latce 70, jez vyuziva dvou klicovych krokt, tvorby
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pyranového kruhu®? a nasledné reduktivni cyklizace.®® Jak prvni, tak druhy krok jsou
zaloZzeny na dvou formaln€ (jednodussi substraty) zndmych krocich. Abychom si ale
doptedu ovérili, ze funguji (majice Spatnou zkuSenost s piredchazejicimi reprodukcemi
literatury), snazila jsem se nejprve piipravit ester s laktonovym kruhem 99 (Tab. 4).
Bohuzel ani po opakovanych pokusech se mi nepodafilo tento publikovany vysledek

zopakovat (reakce je publikovana s 49 % vytézkem).

5.2 Biologické testovani

Karboxylova kyselina 81 byla nasledné vybrana jako intermediat, u kterého byla in vitro
otestovdna biologicka aktivita (cytotoxicita) na nddorové bunécné linii lidskych
epitelovych bun¢k maligniho karcinomu d€lozniho ¢ipku HeLa. Latka vSak cytotoxicitu
vuci témto nadorovym bunkam nevykazovala, jeji hodnota ICso byla zjiSténa jako vyssi nez

50 umol/L v jamce (Graf 1).
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6 Z.aveér

V pribehu své bakalarské prace jsem se zaméfila na vyvoj syntetickych metod, jez mély za
ukol ndm pomyslné vydlazdit cestu k latce 70, syzylaktonu. Tato latka, jeZ byla nedavno
izolovana z hiebickovce javského, totiz vykazovala zna¢nou neuroprotektivni aktivitu na
modelovych substratech. Mym cilem tak bylo pokusit se vyvinout syntetickou cestu, jez by

nam umoznila pfipravu nejenom této latky, ale také jejich potencialnich derivata.

Bohuzel se ukazalo, Ze nami navrzend syntéza neni schiidnd. Jiz prvni krok byl
obtizné optimalizovatelny a cilovy adukt 80 byl ziskan az po dlouhodobé optimalizaci
primarné literarnich protokolli, které se mi nedatilo reprodukovat. V okamziku, kdy jsem
pripravila ester 80 a néasledné z néj vytvoftila odpovidajici karboxylovou kyselinu 81, jsme
pozorovali, ze produkt intramolekuldrni cyklizace, bicyklus 87, je nestabilni, a 1 kdyz se
tvori, tak pfi pokusech o jeho izolaci dochéazi k jeho znovuotevieni na vychozi latku. Po
dikladném zkoumani literatury jsme zjistili, Ze u obdobného substratu bylo pozorovano to
sam¢. Nasledné pokusy, jak zachranit danou retrosyntézu (testovani piistupu pies
odpovidajici bromovany intermediat), resp. navrh nového piistupu zaloZzen¢ho také na
literarnim precedentu, ktery neSel reprodukovat, pak jiz nevedl k Zadnému cili a projekt tak

zustal ve slepé ulice. Jinymi slovy, nami navrzené pristupy k 70 se ukazaly jako zcestné.

Z pohledu biologické aktivity jsem tak mohla otestovat pouze latku 81, kterd
nevykazovala zadnou cytotoxicitu na buiitkach nadorové bunécné linie lidskych

epitelovych bun¢k maligniho karcinomu délozniho ¢ipku HeLa.
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8.2 Kopie '"H NMR spektra kyseliny 81
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