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Seznam zkratek

AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired Immune Defficiency
Syndrome)

ATP — adenosintrifosfat

CVL — psi visceralni leishmanioza (cannine visceral leishmaniasis)

d — dublet

DCL — difuzni kozni leishmani6za

DCM — dichlormethan

ES+ — ionizace pomoci elektrospreje

eq — pocet ekvivalentt

HIV — virus lidské imunitni nedostate¢nosti (Human Immunodeficiency Virus)

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

ICso — polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace (1/2 inhibotory concentration)

J — Stépici konstanta

I.t. — laboratorni teplota

m — multiplet

ML — mukozni leishmanioza

MS — hmotnostni spektrometrie

NMR — nuklearni magneticka rezonance

PKDL — post kala azar dermalni leishmaniéza

ppm — pocet &astic na milion (parts per milion)

PSG — promastigotni sekrec¢ni gel

RVO — rotacni vakuové odparka

S — singlet

t — triplet

THF — tetrahydrofuran

TLC — chromatografie na tenké vrstvé

VL — visceralni leishmani6za

0 — chemicky posun



1. Uvod a cile prace

Od druhé poloviny 20. stoleti, spole¢né se vzrlstajici lidskou populaci, za¢ina narUstat
i globalizace nasi spoleCnosti, a pfidame-li k tomu i klimatické zmény a migraci
obyvatelstva, dochazi tak ve zvySené mife k rozsSifovani tzv. nepravem opomijenych
chorob (internetovy zdroj 12). Tyto choroby mohou byt zplsobeny rliznymi parazity,
bakteriemi €i viry a jsou Sifeny pomoci rdznych pfenasecu. Jedno maji v8ak spole¢né —
primarné postihuji tzv. zemé tfetiho svéta. Dusledkem této geografické lokace je jen
okrajovy zajem vyzkumnych tymu a farmaceutickych spole¢nosti o Ié¢bu a eradikaci téchto
chorob.

Leishmaniéza zaujima jedno z CcCelnich mist v FebfiCku téchto nepravem
opomijenych chorob. Jde o onemocnéni parazitického plvodu typické pro tropické
a subtropické oblasti latinské Ameriky a zapadni a stfedni Asie. Nové se diky klimatickym
zménam a migraci zacina objevovat i v jizni ¢asti Evropy. Celosvétoveé je postizeno 1,5 mil
osob a dalSich 350 milion( Zije v oblasti s vysokym rizikem nakazeni (internetovy zdroj
10). Lécba onemocnéni zpusobeného timto parazitem je komplikovana, protoze zde
existuje 22 raznych druhl parazitd a tudiz i nékolik rdznych projevl (visceralni, kozni
a slizni¢ni forma, kombinace a ko-infekce s jinymi nemocemi), je také finanéné naro¢na
a Casto neefektivni. (Ashford, 1999; Tiuman et al., 2011). V sou¢asné dobé s k |é¢bé téchto
parazitickych onemocnéni pouzivaji soli pétimocného antimonu (od roku 1960), Miltefosin
(od roku 2006) nebo antifungalni pfipravky na bazi imidazolu a triazolu (od roku 1990).
Standardné se vyuziva i 1éCba Amfotericinem B, ktery je kvuli svym velice zavaznym
vedlejSim ucinkl pouzivan jako pomysina ,posledni linie obrany* Tiuman et al., 2011).
V ramci své diplomové prace se zaméfim na pfFipravu Sanguinolignanu A, latku
s potencionalnimi antileishmanialnimi vlastnostmi (Cabanillas et al., 2010). Tato latka je
zaloZzena na struktufe rostlinnych sekundarnich metabolitd fenylpropanoidového typu,
o které se jiz del8i dobu v nasi skupiné zabyvame. Po pfipravé Sanguinolignanu A ovéfim
jeho navrzenou strukturu a o€ekavanou biologickou aktivitu na promastigotech L. turanica.
Také se pokusim pfipravit dalsi strukturné obdobné derivaty vhodné pro pfipadnou studii

porovnavajici aktivitu se strukturnimi modifikacemi.



2. Soucasny stav resené problematiky

Od pocatku rozvoje oboru tropické mediciny, jejimz jakymsi patronem je zakladatel
tropické mediciny sir Patrick Manson, ktery jako prvni objevil, Ze hmyz je schopen pfenaset
infek&ni agens, Iékafi a védci bojuji s Fadou zakefnych a mnohdy nevylécitelnych nemoci
HIV), malarie nebo ebola, jejichz problematika je intenzivné feSena. Vedle téchto medialné
znamych nemoci ale existuje skupina méné znamych chorob, ktera postihuje obrovsky
poCet obyvatel chudych a rozvojovych zemi. Z tohoto divodu svétova zdravotnicka
organizace vydala seznam tzv. 16 nejvice opomijenych chorob. Tyto choroby maji na
svédomi obrovsky pocet obéti a proporéné postihuji nejvétsi procento populace na zemi.
Na tomto seznamu 16 chorob je i leishmaniéza (Molyneux, 2012).

Leishmanioza, nékdy nazyvana jako Kala Azar, black sikness nebo black fever, je
parazitické onemocnéni charakteristické velkou Skalou druhu, které ji mohou zpUsobovat,
stejné jako komplexitou klinickych pfiznakd, které ji provazi (Herwaldt, 1999). Odhaduje
se, ze rocné pfibyde az 1,6 miliond novych pfipadl. V oblastech s vysokym rizikem
nakazeni zZije az 350 milionu osob v 98 zemich svéta (internetovy zdroj 12). Pocet pfipadl
nakazeni narusta kazdym rokem. Klimatické zmény poslednich let umoznily expanzi
leishmanie daleko za hranice jejiho pfirozeného ekotopu a zvySily tak riziko nakazy pro
Clovéka (Tiuman et al., 2011). Epidemiologicka, geneticka a etiologicka variability choroby,
klimatické zmény a migrace lidi a pfenaseCl redefinuji leishmaniézu v nestabilni
a nepredvidatelné onemocnéni. Pro prevenci a uspésnou IéCbu je tedy tfeba zvladnout jak
medicinalni stranku (zvySeni zdravotnické péce, pfistup k lékiim), tak i tu nemedicinalni
(koordinace technické i finan¢ni podpory, dat a spoluprace mezi odborniky z celého svéta)
(internetovy zdroj 16).

Cile WHO jsou prifadit leishmaniéze statut nemoci podléhajici kontrole WHO, dale
pak identifikace environmentalnich a socioekonomickych faktort, které usnadnuji jeji
prenos a také vytvoreni novych narodnich programu a siti laboratofi pro prevenci,
optimalizaci a zvySeni dostupnosti 1éCebnych postupd (internetovy zdroj 16). Tomuto
programu se v posledni dobé dostava vice pozornosti, nebot se onemocnéni zplisobené
témito parazity stale Castéji zaCina vyskytovat i ve vyspélych zemich. Z tohoto dlvodu také
zaznamenavame narust zajmu o tuto nemoc a jeji IéCbu (napf. nadace Melisy a Billa
Gatese, 2012) (Herwaldt, 1999).
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Obrazek 1: Mapa rozsSifeni kozni formy leishmanidézy ukazuje nejvyS$Si incidenci
onemocnéni v oblastech Jizni Ameriky, severozapadni ¢asti Afriky a Stfedniho vychodu.
Pfevzato z internetového zdroje 5.

to00

Number of new VL cases
reported, 2012

Il -1000
I 500 999

[0 100-488 [ No autachthonaus cases reparted
[ =100 [ Not available
[m— [ Notapplicable

Obrazek 2: Mapa rozSifeni visceralni formy onemocnéni. NejvyS$Si incidence je
soustfedéna do oblasti Brazilie (Jizni Amerika), Sudanu a jizniho Sudanu, Etiopie (Afrika)
a Indie (Asie). Pfevzato z internetového zdroj 6.
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2.1 Leishmania

Leishmania je eukaryotni jednobiCikaty mikroorganismus, ktery se dale fadi do tfidy
BiCivek (Kinetoplastida), fad Trypanosomy (Trypanosomatidae), rod Leishmania. Existuje
30 Leishmanialnich druhu, z toho 20 pfimo patogennich pro Clovéka, které se vyskytuji jak
ve starém svété (Evropa, Asie a Afrika) tak i v novém svété (S a J Amerika). RozSifeni
choroby je znazornéno v obrazku 1. a 2. Leishmania je délena do dvou podrodu
Leishmania (nachazejici se v novém i starém svété) a Viannia (pouze v JiZzni Americe)
(Lukes et al., 2007)

Vzhledem k parazitni formé Zivota je vyvoj tohoto organismu podminén pfitomnosti
hostitele. Vice nez 20 druhu leishmanie je schopno u ¢lovéka vyvolat nemoc, ale pouze
dva druhy (L. tropica a L. donovani) ¢lovéka pro svUj vyvoj pfimo vyzaduji. Do hostitele se
dostanou skrz kousnuti pise€nou muskou (sandfly) a vyvolavaji visceralni formu nemoci
(Santos et al., 2014). Leishmania je dimorficky organismus, coz znamena, ze je schopen
existovat ve dvou morfologickych stavech v pribéhu zivotniho cyklu. Prvni morfologicky
stav je forma amastigota, ktera se vyskytuje v mononuklearnim fagocytarnim systému
savciho hostitele. Druha forma - promastigoticka je pfitomna v zazivacim traktu pfenasece

(Bates, 2007). Zivotni cyklus leishmanie je znazornén v Obrazek 3.

2.2 Vyvoj

Dimorficky zivotni cyklus parazita je definovan ménicimi se podminkami v pribéhu
zivotniho cyklu. Pfenos parazita probiha skrze krev sajici samicky pise€né musky nalezici
do fadu diptera rodiny Psychodidae (Santos et al., 2014). V této rodiné je 700 druht musek
a z toho 10 z nich slouZi jako pfena$eci pro leishmanii (Bates, 2007).

NakaZena samitka pise¢né musky infikuje sav€iho hostitele metacyklickymi
promastigoty. Ty jsou fagocytovany burfikami imunitniho systému hostitele. Makrofagy jsou
nejdalezitéjSimi bufikami pro proménu parazita. Uvnitf makrofagu ve fagolysozomu
vzrista teplota a klesa pH, to indukuje proménu promastigota na amastigotni
(intracelularni) formu. Amastigot pak muze dale infikovat dal$i makrofagy a maze dojit ke
vzniku onemocnéni v zavislosti na virulenci parazita a na imunitnim stavu nakazeného
hostitele — lovéka. Dale mlze byt nasat zpét do traviciho traktu musky (Alvar et al., 1997).
V této fazi je parazit pfichycen ke sténé traviciho traktu musky. V travicim aparatu
amastigot diferencuje do  procyklického, NECTOMONADNIHO (neinfek&niho)
promastigota. Tato forma promastigota je migrujici formou a je schopna migrovat stfevem
piseCné musky smérem k anteriorni ¢asti. Tam zacCina tento promastigot diferencovat do
formy prodlouzeného silné pohyblivého a infekéniho LEPTOMONADNI PROMASTIGOTA.

Tato forma je zodpovédna za sekreci PSG gelu — promastigote secretary gel, ktery je

11



klicovy pro pfenos (Rogers et al., 2002). Paraziti tohoto stadia se v pfedni €asti traviciho
ustroji a v proboscisu hromadi a &ekaji, az budou pfeneseni do sav¢iho hostitele, kde
mohou pokracovat v jejich cyklu (Bates & Rogers, 2004; Kamhawi, 2006).
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Metacyklicky promastigot

- metacyklicti promastigoti se v hlavové éasti prenaseée hromadi
- tato forma je vysoce infekéni pro savéi hostitele

- pfenos na savéiho hostitele probéhne skrze sani krve

. . i _.__f-f"ﬁ:;&:h
Procyklicky | metacyklic remastigot

- z leptomenadniho procyklického promastigota se m"“'*cz:z:_,
stava metacyklicky promastigot

—
.‘i—‘%":""‘_—é '
-tento silné pohyblivi metacyklicky promastigot M‘Q-.}___: ~

migruje k anterierni asti téla, k proboscisu

romastigot ?
= procyklicti promastigoti transformuji do formy

Metacyklicky Promastigot
-muze aktivné vniknout do makrofagud &i granulocytd
-miufe byt pasivné fagocytovan makrofagy

JL
’ E"i:"'"\.-'
rr,...

Procykl
foc IJ b-' l . " moZna diagnostika
- nektomonadni (5tihla, diouha a neinfekéni forma) o %m ; promastigot se v makrofigu
- leptomonadni (dlouha, silné pohybliva forma) ! \ ““hmm‘p dI :' Amastigotni formy
- ai se zméni v metacyklické promastigoty ’( } - mnozi se prostym délenim
)IJ l 'T\‘\ - amastigotni forma je intracelularni a
\ e nepohybliva

- amastigoti z druhl zpasobujici viscerilni
formu nemoci maji faktory virulence, které jim
umoznuji migrovat do organd a prezit tam

Q =Y
0p A .

N\

Amastigot | procykll mastigot Amastigot

= amastigoti jsou transportoviani do stfeva muiky - Il'nl:ll[gb'li s ::d- mnoZi aZ zpasobi lyzi makrofagu
- ve stievé probiha transformace 4] & - po lyzi opousti makrofagy

- z amastigota se stava procyklicky promastigot 2] 2

- a mohou infiltrovat daléi makrofagy™
- kratka, ovoidni a lehce pohybliva forma

@@® B & ﬁ-gﬁg " moZna diagnostika
©

Amastigot

- amastigoti jsou skrz sani preneseni do hmyziho prenasece
- pii nasavani jsou obaleni slinami hmyzu

Obrazek 3: Zivotni cyklus Leishmanie. Pfekresleno a upraveno z internetovych zdrojt 2, 8 a 11.
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2.3 Patogenita

Existuji tedy 3 kliCové komponenty pro uspésny pfenos a Sifeni leishmanie. Jsou to
metacyklicka forma parazita, PSG gel a sliny produkované muskou. Posledni dvé
komponenty jsou duleZité zejména pro urychleni pfenosu a zvySeni patogenniho dopadu
pro hostitele. Pfitomnost PSG gelu zatim nebyla prokazana u vSech druhl (Rogers et
al., 2002). Velkou otazkou leishmaniézy je duvod pro¢ u nékterych druhl zuUstavaji
amastigoti pouze v kuzi a jiné migruji do organu (L. infantum, L. donovani). Pfes
15 — 100 milion0 let rozdilné evoluce zustava genom leishmanialnich druhl vysoce
konzervovany (obsahuje jen 1 % specifickych genu). Porovnavani téchto genomu
odkrylo 8000 gen(. Z toho pouze 14 genu specifickych pro L. major, 2 geny specifické
pro L. mexicana, 19 genl specifickych pro L. infantum a 67 gena specifickych pro
L. braziliensis (Rogers et al., 2011). Vyzkum druhové specifickych gent a jejich proteinQ
u leishmanie je slibnym nastrojem pro studium biologie a patogenity téchto parazitu.
Doposud se uvazuje nad nékolika geny/proteiny, které hraji vyznamnou roli ve visceralni
formé nemoci. Nejstudovanéjsi A2 gen pfedstavuje slibnou moznost vyvoje vakcinace
proti parazitim u psi leishmaniézy a tedy i moznou vakcinalizaci u lidskych onemocnéni.
(Santos et al., 2014). A2 je druhové specificky gen, jenz kdduje A2 protein, jeden
z faktoru virulence, ktery umoznuje preziti parazita ve visceralnich organech. Deficience
A2 protein(l za pouziti antisense RNA nebo genovym knock outem vede u L. donovani

k potlageni schopnosti pfezit ve visceralnich organech (Zhang et al., 2003).

2.4 Epidemiologie

Leishmanioza je endemicka v oblastech tropu, subtropt, dale v oblastech jizni Evropy
a destnych lesl Jizni Ameriky a predevSim pak v oblastech zapadni a stfedni Asie.
AZ na par vyjimek je ¢lovék nahodnym hostitelem. Kvili narGstajicimu poctu obyvatelstva
a vzrustajici migraci je tato incidence nahodného hostitele stale Castéjsi. (Herwaldt,
1999). V oblastech, kde se doposud leishmanidza nevyskytovala, byli nahlaseni pacienti,
ktefi v sobé s nejvétsi pravdépodobnosti nesli parazita, ale byly bez klinickych pfiznaku
a manifestace choroby nastala az v dobé potlageni imunity hostitele tfeba jinou nemoci
v fadech mésicu &i let po nakazeni (Alvar et al., 1997).

V Evropé byly detekovany epidemiologické zmény u pfipadd visceralni
leishmanibzy v poslednich par letech. V jihozapadni Evropé byla visceralni leishmaniéza
tradi€né chorobou déti (70 % pfipadu byla tato nemoc diagnostikovana u déti pod 15
let). Diky koinfekci s virem HIV ted postihuje pfevazné dospélé (pfevazné v rozmezi 31
— 50 let Zivota) (Desjeux & Alvar, 2003). Vice nez 90 % kozni formy onemocnéni se
objevi v Afghanistanu, Saudské Arabii, Alziru, Brazilii, Iranu, Irdku, Syrii a Sudanu. 90 %
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visceralnich pfipadl je lokalizovano v Indii a Sudanu. Pfiblizné 350 miliont osob Zije
v oblastech aktivniho vyskytu leishmanie. Z epidemiologického pohledu je leishmani6za
brana jako zoondza (nakaza zvifat pfenosna i na Clovéka) i jako antropondza (infekce

pfenosna pouze mezi lidmi) (Alvar et al., 1997).

2.5 Choroba

Parazité z rodu Leishmania zpUsobuiji tfi hlavni klinické formy onemocnéni — kozni,
visceralni a slizni¢ni. Tyto formy se mohou kombinovat mezi sebou nebo se pfidruzuji
ve velmi zavazné koinfekce s jinymi onemocnénimi (Herwaldt, 1999).

Vznik, Sifeni a projev nemoci je ovliviiovan mnoha faktory, které nastup a prabéh
nemoci ovliviiuji. Mezi tyto faktory se fadi geneticka vybava a variabilita hostitele
a prenasece, specifika imunitniho systému hostitele a jeho celkovy zdravotni stav,
variabilita a vnitini prostfedi pfenasecl a environmentalni prostfedi (oblast vyskytu).

1). Ostatni faktory pouze moduluji infekci (Peacock et al., 2007).
2.5.1 Visceralni forma

Visceralni leishmaniéza (VL), nebo také Kala Azar, je chronické onemocnéni a je tou
organul visceralni oblasti — sleziny, jater, ale také do kostni dfené. Jsou schopni zcela
potlacit imunitu hostitele a zplsobuji zavazné poskozeni organismu. Stav pacienta se
pfi neléCenych pfipadech zhorSuje, coz nasledné vyusti v jeho smrt (Tiuman et al., 2011,
Murray et al., 2005). VL je zplUsobena L. donovani a L. infantum a vzacné i L.
amazonensis (Barral et al., 1991; Almeida et al., 1996). | pfes uspé&Snou IéCbu ale mize
VL €asem znovu vzplanout v (PKDL) Post-kala-azar-dermaini leishmaniézu (Murray et
al., 2005).

2.5.2 Kozni forma

KozZni forma je charakteristicka lokalizovanymi samohojicimi se €i v horSim pfipadé tézko
hojicimi se koznimi l1ézemi (Obrazek 4), které vedou k nasledné imunité nakazeného
(Lynn & McMaster, 2008). Replikace parazita a formovani lézi zac¢ina do nékolika dn(
¢i mésicu v misté bodnuti. Kozni l1éze graduji z papull (pupink) do nodull (uzlikd)
a nasledné do vihkych ulceréznich viedl s typickym vulkanovitym vzhledem. Viedy jsou
obvykle samohojici, ovSem tento proces trva i nékolik mésicl az let. (Santos et al., 2014;
Murray et al., 2005; internetovy zdroj 12).

Difuzni kozni leishmaniéza (DCL) je anergickou formou nemoci u pacientd,

u kterych imunitni systém hostitele nereaguje specificky na antigeny parazita. Léze se
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nehoji a nereaguji na jakoukoli 1é¢bu. DCL je zplsobovana hlavné L. mexicana, L.
amazonensis (Jizni Amerika) a L. aethiopica (Evropa, Asie, Afrika) (Goto & Lauletta-
Lindoso, 2012).

HHIN!I i llH‘lHl‘H“lIlllllMlllIllllll'lmlllll‘!l“\“ ‘I\l‘H

Obrazek 4: l1éze pacienta trpici kozni leishmanidzou (internetovy zdroj 4)

2.5.3 Slizniéni forma

Sliznicné (mukozni) forma (ML) se nejdfive projevuje jako kozni leishmaniéza
s pritomnosti koZnich lokalizovanych |ézi, které mohou nasledné metastazovat jako
kozné-slizni¢ni léze s naslednym rozSifenim do sliznic. Tento proces muze trvat i nékolik
let. Rychlost a rozsahlost postizeni je zplUsobeno rychlou replikaci parazita
v makrofazich hostitele a tim pak v celém fagocytujicim systému, v kidzi a v naso-
orofaryngealnich sliznicich (Santos et al., 2014). Klinické symptomy zahrnuji ulceraci
sliznic nosu a ust, nasleduje perforace nosniho septa a destrukce sliznic a chrupavek
nosu, ust a krku (znazornéno v Obrazek 5 a 6). Pfekvapivé ke smrti u téchto pacientu ve
vétsiné pfipadu vede sekundarni bakterialni infekci. NejcastéjSim padvodcem této formy
je L. braziliensis, v mensi mife i L. panamensis a L. guyanensis (Viannia) (Murray et al.,

2005; internetovy zdroj 15).
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Obrazek 5: Fotografie pacientky, ktera
trpi  kozni a  slizniéné-kozni  formou
onemocnéni. Na obrazcich je nazorné viditelna
destrukce kOze a sliznic obliCeje parazity
(internetovy zdroj 1).

Obrazek 6: Fotografie pacienta, ktery
trpi kozni a slizniéné-kozni formou
onemocnéni. Na obrazcich je nazorné
viditeIna destrukce klze a sliznic obli¢eje
parazity (internetovy zdroj 3).

2.5.4 Koinfekce

Prvni hypotézy o koinfekci byly zaloZzeny na prevalenci pozitivni intradermalni reakce
u pacientu s leishmanii, ktefi jsou ale bez klinickych projevl. Tito pacienti jsou tedy
asymptomaticti a nesou v sobé& neaktivni L. infantum. Amastigoti L. infantum jsou necinni
az do okamZziku, kdy dojde k oslabeni imunitniho systému hostitele jinou nemoci,
nejCastgji virem HIV. Poté se nemoc plné vyvine a nastanou klasické pfFiznaky
visceralniho syndromu (Alvar et al., 1997). Pfenos leishmanie na HIV pozitivni pacienty
se déje skrz bodnuti pise€nou muskou nesouci parazita tak jako u normalni populace,
dale je ale mozny i pfenos skrz infikovanou jehlu tzv. umély pfenos. Jehla pak nahradi
samotné bodnuti hmyzem a metacyklogeneze pak neni nutna (Alvar et al., 1997).

Virus HIV, respektive nemoc AIDS, se velmi rychle rozSifuje v ruralnich oblastech
a visceralni leishmaniéza je mnohem vice béznéjSi v suburbannich oblastech Asie,
Afriky a Jizni Ameriky. Diky migraci se tyto oblasti stfetavaji a mira vzniku koinfekci se
neustale zvétSuje. Doposud byly hlaSeny pfipady z celkem 35 zemi svéta, nejvice vSak
z jihozapadni Evropy do roku 2003 bylo nahlageno 1911 pfipadd ve Spanélsku, Francii,
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Italii, Portugalsku a oCekavalo se, Ze incidence poroste a to hlavné v zapadni Africe
(Desjeux & Alvar, 2003).

Z Klinickych studii plyne, ze nejvice asociovana s virem HIV je pravé visceralni
leishmaniéza a to zejména v oblastech jihovychodni Evropy. Pfipady téchto koinfekci
narlstaji pravé kvuli narstajicim poctim pacientu s HIV a leishmanii a neustalého se
zvétSovani a prekryvani geografickych oblasti, kde se tyto nemoci vyskytuji. (Desjeux
& Alvar, 2003).

Tabulka 1: Shrnuti rznych klinickych manifestaci leishmaniézy. Upraveno dle
(Santos et al., 2014)

Forma nemoci Projevy Druh parazita Vyskyt
ulcerézni Cervené kozni = SIS ﬁmg::t:
Kozni ) e p L. amazonensis ;
Iéze v misté bodnuti L . Afrika,
. major .
Asie, Evropa
Amerika
destrukce sliznice a L. braziliensis A/ff"?lz"‘a
Slizniéné-kozni | okolni tkané Ust, nosu a L. guyanensis Asie. E rika,
krku lézemi L. aethiopica S, Evropa
. .y L. amazonensis Amerika
roztrousené chronické L ; Amerika
e o o . o1 o B . mexicana
Difazni kozni kozni léze pfipominajici o Afrika
o L. aethiopica ) '
lepromatézni granulomy Asie, Evropa
Afrika,
” e ex . Asie, Evropa
horeCka, ztrata télesné . P '
Visceralni hmotnosti, L. infantum Amerika
(Kala-azar) splenomegalie, otok (syn. L. chagasi)
. ', L. donovani Afrika,
jater a anemie. .
Asie, Evropa
Afrika,
Asie, Evropa,
L. infantum Amerika
Post-KALA- . .
azgftiermélni relaps choroby po lé¢bé (syn. L. chagasi) Afrika,
visceralniho syndromu L. donovani Asie, Evropa
syndrom L. infantum Afrika,
Asie, Evropa
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2.5.5 Leishmaniéza jako zooné6za

Psi jsou vysoce nachylni k infekci ve vétSiné pfipadl zpusobené L. infantum — psi
visceralni leishmaniéze (Canine visceral leishmaniasis — CVL), potencionalnimu velmi
zavaznému onemocnéni, ackoli ne u vsech infikovanych psi se choroba rozvine
(Solano-Gallego et al., 2001). Néktefi psi jsou schopni se kompletné uzdravit z infekce,
nektefi jsou nakazeni, avSak zUstavaji asymptomatiéti a u nékterych se rozvine infekce
s rGznou zavaznosti, od malych koznich lézi az po generalizovanou infekci se ztratou
srsti, kachexii a ledvinovym selhanim, coz muze vyustit ve smrt zvifete. (Costa et al.,
2003; Ordeix et al., 2005). Uzky vztah mezi psem a &lovékem zvy$uje riziko pfenosu
infekce z psa na lidského hostitele. V Brazilii pro snizeni rizika pfenosu zavedli nékolik
opatieni, mezi néz patfi i eutanazie séropozitivnich pst. Ov§em efektivita tohoto opatreni
je stale diskutabilni. (Shaw, 2007; Miro et al., 2008).

Kromé& psl existuje fada jinych pfirozenych rezervoarld pro leishmanii
(lenochodoviti, pasovcoviti, kockoviti, damani, hlodavci, primati, vacnatci, lichokopytnici)
(Dantas-Torres, 2007). U druhd L. arabica, L. major, L. tropica, L. peruiviana, L. donovani
byly zdokumentovany pfipady pst nositeld, ale jejich role v pfenosu je jen mala. (Dantas-
Torres, 2007).

2.6 Lécba

Pfenos parazitl leishmanie nemuze byt kontrolovan a doposud neexistuje zadna
vakcinace. V takovém pfipadé je tedy nutné alespor minimalizovat dopad a Sifeni
infekce rychlou detekci parazitt a spravnou terapii (Ashford, 1999).

Samotna IéCba leishmaniézy je délena na lokalni &i systémovou terapii. Vybér
jednoho ze dvou pfistupu Ié€ebného protokolu kozni formy leishmaniézy je ovlivnén
rizikem pfidruzeni dalSiho syndromu — rozvoje slizni¢ni formy onemocnéni. Slizniéni
syndrom je zpUsoben hlavné L. braziliensis, ale byl jiz popsan u L. panamensis,
L. guyanensis, L. amazonensis. Rozvoj slizni¢niho syndromu zalezi na geografické
oblasti a tudiz i druhu. (Blum et al., 2004).

Lokalni 1é¢ba je podavana pacientim s malymi izolovanymi Iézemi do praméru
5 cm. Systémova IéCba je pak nasazena v pfipadé zhorSujicich se symptoma, komplikaci
a lézi, které nereaguji na lokalni IéCbu a u lézi s vétSim pramérem. U té€hotnych Zen
a pacientl s kontraindikacemi, jako jsou kardiaci, se systémova lécba nedoporuCuje a je
nasazena lokalni lé¢ba koznich lézi. V pfipadé visceralni formy nelze nasadit lokalni

IéCbu a je rovnou zahajena systémova lécba (Blum et al., 2004).
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2.6.1 Klinicky dostupna medikace

Na trhu je nékolik variant pouZitelnych jak pro systémovou tak pro lokalni 1é&bu. Existuji
léky prvni volby u jednotlivych forem onemocnéni, volba vSak zalezi na vice faktorech.
Vybér |ékafe byva ovlivnén dostupnosti IéCiva, rizikem rozvoje dalsi formy, fazi
onemocnéni, vedlejSimi ucinky léCiva, cenou a formou podani a v neposledni fadé typem
onemocnéni (Blum et al., 2004).

Klasickym postupem pfi |éEbé leishmanidézy je v celosvétovém méfitku stale
aplikace soli antimonu (Sb*®), a to bud’ ve formé& Stiboglukonatu sodného (Pentosam)
nebo ve formé Megluminu antimonatu (Glucantime-Aventis Pharma, Suzano, Sp-Brazil).
Soli antimonu stale zuUstavaji lékem prvni volby, a to i pfes jejich velkou toxicitu,
dlouhodobou Ié¢bu a zavazné vedlejsi UCinky z toho vyplivajici. V poslednich letech bylo
dale povoleno pouziti dalSich preparatd pro lé¢bu jak kozni tak i visceralni formy
leishmaniézy. Jmenovité Paromomycin (Aminosidine), lipidova forma Amfotericinu B,
Miltefosin a Sitamaquine a dale pak latky standardné uzivané pro jina onemocnéni jako
jsou azoly, Itraconazol, Ketaconazol, Fluconazol. Bohuzel ani jeden z nové vyvinutych
nebo uznanych Iékl &i 1éCivych forem nedosahuje ucinkld nej¢astéji uzivanych —

Pentosamu™ a Glucantimu™ nebo IéCivych forem zaloZenych na Amfotericinu B
(Blum et al., 2004).

2.6.2 Derivaty antimonu

Derivaty antimonu jsou vyuzivany k léEbé kozniho syndromu jiz od 60. let 20. stoleti.
Mechanismus uc&inku je stale neobjasnén. Podle rdznych vyzkumnych praci je
parenteralni a ma mnoho vedlejSich uc€inkd (Herwald & Berman, 1992; Aronson et al.,
1998; Seaton et al., 1999).

Soli antimonu

Soli antimonu byly objeveny jako uc¢inna latka pro Ié¢bu leishmanidzy pfed sto lety (Croft
et al., 2006). Mechanismus jejich u€inku zlUstava zatim neobjasnén. Antimoglukonat
sodny Ci meglumin antimonu ma bud intramuskularni Ci intravendzni administraci
v davce obvykle 20 mg/kg po dobu 20 az 30 dni. VedlejSi ucinky jsou mirné zavazné az
zavazné. Projevuji se prfedevsim v podobé myalgie, artralgie, abdominalnich probléma,
bolesti hlavy &i zvySené hladiny aminotransferaz a amylaz a v nejhorSim pfipadé i smrt

pacienta (Vasquez et al., 2006).
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Antimonoglukonat sodny

Meglumin antimonu

2.6.3 Pentamidin

Chemicky se jedna o aromaticky diamidin, ktery vykazuje velkou toxicitu pro protozoa,
houby a pfedevsim leishmanii, dale také Pneumocystis carnii i pro africkou trypanozomu.
Stejné jako u soli antimonu je mechanismus uc&inku stale neznamy. Pentamidin se
pouziva jako alternativa pro soli antimonu, a to zejména pro kozni formu leishmaniézy
ve francouzské Guyané vyvolanou L. guyanensis, ktera je zodpovédna za 90 % pfipadu
nakazeni v této oblasti (Nacher et al., 2001). BohuzZel davka vys8i nad 2000 mg za den,
ktera je vyZadovana v pfipadech slizni¢ni formy, ma vedlejsi u€inky v podobé diabetu
mellitu (Amato et al., 1998).

O~ °
H2N\n/©/ \©\H/NH2
Pentamidin

NH NH
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2.6.4 Imidazoly/Triazoly

Na trhu jsou imidazoly a triazoly diky svym antimykotickym uc€inkim, ale vykazuji
i antileishmanialni aktivitu. Velkou vyhodou téchto pfipravkl je jejich oralni podani,

bohuzel jsou U¢inné pouze proti nékterym druhtim leishmanie (Alrajhi et al., 2002).

Vybrané azoly/triazoly

@ - o
A

N
& 77 Ketoconazol
N

2.6.5 Miltefosin

Miltefosin — alkylfosfolipid byl vytvofen jako oralni antineoplastické sérum proti kozni
formé rakoviny. Zjisténi jeho Gc&inku proti leishmanii vedlo k vytvofeni nové skupiny
antiprotozoalnich IéCiv. Miltefosin, schvalen jako Impavide™, se zda byt efektivni jak
u visceralni tak i u kozni formy onemocnéni. A to i v pfipadech antimon rezistentnich
forem onemocnéni (Tiuman et al., 2011). Davkovani je 133 — 150 mg/den po dobu tfi az
Ctyf tydnu. Télo pacienta po terapii nevykazuje zadné parazity a u 94 % pacientt
kompletni re-epitalizaci poSkozené kuze po 3 mésicich. Na druhou stranu Miltefosin
vykazuje fadu vedlejSich u€inku jako gastrointestinalni obtize, nevolnost, bolesti hlavy ¢i
zvySené hodnoty jaternich enzym(. Navic vykazuje teratogenni ucinky (Soto et al.,
2001).

0
Il_O LHs

P. N*-CH
NN 3
m\o 7 “CHs
CH

3 Miltefosin
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2.6.6 Amfotericin B / liposomalni forma Amfotericinu B

Antileishmanialni chemoterapie zaznamenala pokrok od objevu lipidové formy
amfotericinu B, ktera vykazuje sniZzenou toxicitu oproti klasické formé& Amfotericinu B.

Antimykoticky pfipravek Amfotericin B deoxycholate je aktivni témérf proti vSem
druhim leishmanie. Ale i zde jsou jeho nevyhodou silné vedlejsi Ucinky jako
hyperpyrexie (hore¢ka nad 40 °C), malatnost, hypotenze, zanét Zil provazen srazenim
krve, azotemie (zvySeny obsah dusiku v krvi nebilkovinné povahy), poskozeni renalnich
tubull, hypokalemie, anemie a hepatitida.

Pro odstranéni téchto vedlejSich ucinkd byly vyvinuty nové lipidové varianty
s 0 poznani niz8i toxicitou. Tyto formy léku jiz byly uspésné pouzity pfi lé€eni visceralni
leishmanie (Blum et al., 2004). Liposomalni formulace AmBisome™, lipidovy komplex
Abelcet™ ¢i disperzni smés Amphocil™ jiz byly uspésné testovany v klinickych studiich
pro visceralni a sliznicné-kozni formu leishmaniozy, av8ak vysoka cena komplikuje

vyuziti téchto 1€kl v zemich tfetiho svéta (Tiuman et al., 2011).

‘%, ot
Amfotericin B Q
HO™

2.6.7 Allopurinol

Allopurinol je analog hypoxantinu a jeho ucinnost je vazana se souc¢asnych pouZzitim soli
na bazi antimonu. V kombinaci s pentavalentem nebo stiboglukonatem zvysuje jejich
efektivitu z 36 — 39 % az na 71 — 74 %. Mechanismus U¢ink( neni znam, avsak dulezité

je, ze Allopurinol nezvys$uje toxicitu 1éCby (Martinez & Marr, 1992).

o

N -
l _J__NH Allopurinol
N

N"H
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2.6.8 Azitromycin

DalSi homogenni skupinou antimikrobialnich 1é€Civ jsou makrolidova antibiotika. Vykazuji
obdobné charakteristiky jako jiZ zminéna dostupna lé€iva, nicméné se liSi ve svém
farmakokinetickém profilu (Periti et al., 1993) NejuzivanéjSim makrolidem je Azitromycin,
jehoz vyhodou je rychlé Sifeni tkanémi a vysoka koncentrace uvnitf bunék,
a to i v makrofazich. Azitromycin se ukazal efektivni zbrani proti mnoha patogenim
zpusobujici respirac¢ni a sexualné prenosné infekce (Scheinfeld et al., 2004) a také proti
enteropatogenim (Zuckerman, 2000). Dale vykazuje aktivitu proti Plasmodium
falciparum, a to jak samostatné podané, tak i v kombinaci s antimalariky. Mechanismus,
kterym Azitromycin uGCinkuje proti leishmaniéze, je neznamy, avSak jeho efektivita,
snadné oralni podani a minimum vedlejSich U&ink( z n&j déla vhodnou variantu pro lécbu
leishmaniézy zejména v oblastech Jizni Ameriky (tzn. proti L. amazonensis,

L. braziliensis a L. (L). chagasi) (de Oliveira-Silva et al., 2008).

CHs; CHs
Azitromycin 0 OH

2.6.8 Paromomycin

Paromomycin je aminoglykosid s klinicky vyznamnou antileishmanialni aktivitou. Obé
formy, jak visceralni tak i kozni forma, mohou byt Ié€eny timto antibiotikem, avSak
nedostate¢na oralni absorpce je nevyhodou. V pfipadech pacientl Ié€enych hlubokymi
intramuskularnimi injekcemi Paromomycinem byl vysledek po 21 dnech intenzivni IéCby

srovnatelny s Ié¢bou Amfotericinem B podavanym po dobu 30 dni (Sundar et al, 2007).
OH

NH, O OH
cas
HO o Paromomyecin
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2.6.9 Sitamaquin

Sitamaguin je jednim z dalSich slibnych oralné podavanych 1éCiv pro 1éEbu visceralni
leishmanie v Africe. Klinické testy provadéné na pacientech (61 osob) v Keni ukazaly
efektivnost |éCby Sitamaquinem, avSak stale se zavaznymi vedlejSimi UCinky jako jsou

bolest hlavy, abdominalni bolesti a zavazné renalni postizeni (Wasunna et al., 2005).

\
o
N |\
hNL

Sitamaquin

2.7 Rezistence

Jiz pfes 60 let se soli antimonu vyuZivaji jako univerzalni 1€k pfi |éCbé leishmanidzy.
Av8ak zhruba pfed 15 lety se zacaly objevovat prvni rezistentni kmeny (Faraut-
Gambarelli et al., 1997; Lira et al., 1999; Palacios et al., 2001; Abdo et al., 2003; Croft et
al., 2006; Rojas et al., 2006). V soucasnosti je rezistence obrovskym problémem v Indii
a Nepalu, kde az 60 % pacientl neodpovida na Ié€bu solemi antimonu (Internetovy zdroj
tfimocny antimon. Ten pak interaguje rychleji s pravdépodobnymi cili parazita —
tripanothion reduktazou, glutation reduktdzou a s enzymy zucastniujici se (B-oxidace
mastnych kyselin a glykolytické drahy (Berman et al., 1982; Cunningham et al., 1994;
Wyllie et al., 2004). S narUstajici rezistenci se zacalo vyuzivat |éku druhé volby jako
Amfotericinu B a dalSich, u kterych je otazkou Casu dalSi rezistence (Internetovy zdroj
14).
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2.8 Sanguinolignan A

Zdlouhavost a nezadouci vedlejsi ucinky stavajicich léCebnych latek a postupl spolu
se vzrustajici rezistenci vuci existujicim lé¢ebnym postupim a léCivim nas nuti k hledani
novych lé€iv a klinickych postupl. Tradi¢ni 1éCba v latinské Americe zaloZzena na
rostlinnych extraktech mistnich rostlin obsahujicich mnoho sekundarnich rostlinnych
metabolitd s riznym chemickym sloZenim je tak relativné rychlou moznosti jak najit nova
IéCiva a leCebné postupy pro parazitarni ale i jind onemocnéni. Screening
extrahovanych, latek popfipadé jejich smési, ndm umoZznuje ziskat velké mnozZstvi dat
0 strukturné rdznorodych latkach. Tyto latky pak mohou byt testovany pfimo na
promastigotech, axenickych amastigotech i na intracelularnich amastigotech leishmanie.
Takto provadéné pokusy prokazaly, ze testy na axenickych amastigotech maji nejenom
manipulaci (Tiuman et al., 2011).

Zastupci z Celedi Piperaceae poskytuji extrakty s vysoce zajimavymi
a potencionalné vyuzitelnymi latkami. Fytochemicka analyza rostlin z rodu Piper odhalila
nékolik skupin antiprotozoalnich latek zahrnujici alkaloidy, lignany, chalkony,
dihydrochalkony. (Parmar et al., 1997; Jenett-Siems et al., 1999; Rukachaisirikul et al.,
2002; Lee & Ley, 2003; Rukachaisirikul et al., 2004). Kromé& obecnych antiprotozoalnich
ucinkd maji latky obsazené v rostlinach rdznych druhd Piper i antileishmanialni uc€inky
(Ovadie et al., 2014).

Jednou ze slibnych pfirodnich latek s in vitro leishmanicidnimi u€inky obsahuji listy
rostliny znamé jako Piper sanguineispicum Trel. Extrakty z této rostliny jsou vyuzivany
a vykazuji také leishmanicidni UCinky proti axenickym amastigotnim formam
L. amazonensis (Estevez et al., 2007; Odonne et al., 2009). Jednou z latek izolovanych
z Piper sanguineispicum Trel. je (-)-Sangunolignan A (1) (obrazek 4). Tato latka
vykazuje leishmanicidni aktivitu (Cabanillas et al., 2010).

Strukturné (-)-Sangunolignan A (1) (Tabulka 2) patfi do skupiny rostlinnych
sekundarnich metabolitd, lignanl. V rostlinach jsou syntetizovany dimerizaci dvou
zakladnich jednotek — fenylpropanoidd. Fenylpropanoidy jsou také sekundarni
metabolity a vznikaji z primarniho metabolitu, fenylalaninu. Obecné& se lignany
v rostlinach podili na obrannych mechanismech, pini roli antioxidantll nebo funguiji jako
biocidni latky (Gross et al., 2012).
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Tabulka 2: (-)-Sanguinolignan A a jeho publikované vlastnosti (internetové zdroje 9, 13
ar’).

(-)- Sanguinolignan A
((-)-(8S,7'S,8'R)-3,3',4,4"-bis(methylenedioxy)-7'-hydroxy-7-

oxolignano-9,9'-lactone)

Molekulova hmotnost 384.336234 g/mol
Sumarni vzorec C20H160s
Aktivita ICso: 36,7uM Antileishmanialni aktivita proti

L. amazonensis
Aktivita ICso: 109,4 uM Cytotoxicita proti fibroblastim
podobnym Green monkey Vero

bunkam.

Derivaty fenylpropanoidl jsou obecné biologicky aktivni latky s rdznorodymi
vlastnostmi a derivaty nékterych z nich (napf. derivaty podophillotoxinu) maji jiz vyuzity
v ramci [é€by nadorovych onemocnéni (Wang et al., 2015). Obecné vykazuji sekundarni
rostlinné metabolity lignanového typu protinadorové, antimitotické, antiviralni
a antiparazitarni vlastnosti (MacRae & Towers, 1984; Ayres & Loike, 1990; Umezawa,
2003).

Z naseho pohledu je struktura sanguinolignanu A zajimava nejenom z divodu jeho
leishmanicidnich vlastnosti, ale i z dlvodu jeho strukturni podobnosti s jinymi
sekundarnimi metabolity lignanového typu (Cho et al., 2001; Medola et al., 2007). Jiz na
prvni pohled je patrné, Ze dané latky maji spole¢ny zakladni skelet a nadale se liSi pouze
oxida¢nim stavem na uhlicich C-3 az 6 anebo 13. Tudiz i v pfipadé, Ze Sanguinolignan
A (1) nebude vykazovat publikované leishmanicidni vlastnosti, mdze nam jeho syntéza
otevfit prisloveCné dvefe do svéta biologicky aktivnich lignant se zajimavymi

biologickymi vlastnostmi.
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Tabulka 3: (-)-Sanguinolignan A a jemu strukturné podobné lignany (Cho et al., 2001;
Medola et al., 2007; Cabanillas et al., 2010).

Struktura Potencialni

ucinek

leishmanicidni

trypanocidni

protizanétlivy

(+)-Calocedrin (3)

Cilem této diplomové prace tedy bylo pfipravit Sanguinolignan A (1) a tim potvrdit
jeho strukturu (prozatim ur€ena pouze na zékladé NMR strukturni analyzy) a ovéfit zda

ma dana latka néjaké leishmanicidni vlastnosti.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Pro jednotlivé kroky byly pouZity tyto chemikalie: L- Valin, borohydrid sodny (NaBHa,),
I2, diethylkarbonat, uhli¢itan draselny (K>CO3), triethylamin (TEA), pivaloyl chlorid, LiCl,
ethyldiisopropylamin, piperonal, 2,6-lutidine, tert-Butyldimethylsilyl triflat, LiOH.H-O,
30% vodny roztok H»,O,, Na,SOs, BH3, siran sodny bezvody methanol, tetrahydrofuran
(THF), dichlormethan (DCM) atp. od firem Sigma-Aldrich, Merck, Lachner, Fluka a Alfa
Aesar. VSechny latky byly pouzity v takové Cistoté, v jaké byly dodany, paklize neni
uvedeno jinak. 20% vodny roztok KOH, 1 M vodny roztok HCI, nasyceny vodny roztok
NH4CI, nasyceny vodny roztok NaHCO3 a nasyceny vodny roztok NaCl byly pfipraveny

v Laboratofi Ristovych regulatort technickym personalem

3.2 Metody a material

3.2.1 Organicka syntéza

Prabéh reakci byl kontrolovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na hlinikovych
deskach pokrytych silikagelem 60 SIL G/UV2s4 s fluorescentnim indikatorem (Machery-
Nagel). Spektra nuklearni magnetické rezonance byla ziskana na pfistroji Jeol 500 JNM-
ECA 500 MHz pracujici pfi frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (*3C) a Bruker Avance
300 pracuijici pfi frekvenci 300 MHz (*H) a 75 MHz (*3*C). Pro mérfeni byla pouZzita
nasledujici deuterovana rozpoustédla: chloroform (CDCls), dimethylsulfoxid (DMSO-d6),
methanol (CD30OD) a aceton (CDsCOCDs). Kalibrace chemickych posuni byla
provedena na interni standard nebo signal rezidualniho nedeuterovaného rozpoustédla.
Syntéza pomoci mikrovinného reaktoru byla provedena na pfistroji CEM Discover SP
pracujicim s maximalnim vykonem 300 W. Finalni produkty byly purifikovany pomoci
kolonové chromatografie na silikagelu. Hmotnostni spektra byla ziskana na pfistroji
znacky Waters (Q-TOF MICRO).

Vizualiza¢ni roztoky
Zasadity roztok KMnO4 (9 g KMnOs, 20 g K2COs, 150 ml 10% NaOH),
Vanilin (2 g vanilinu, 100 ml ethanolu obsahujici 1 ml koncentrované H.SO4),

Hannesianlv vizualizani roztok (12 g fosfomolybdenové kyseliny v 250 ml ethanolu).
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3.2.2 Biologické testovani
Leishmanicidni aktivita

Pro testovani leishmanicidni aktivity byla pouzita kultura Leishmania turanica
(MRHO/MN/08/BZ18). Tento kmen je avirulentni (neschopny vyvolat onemocnéni).
Kultivace téchto promastigotd probihala v kultivaénim médiu RPMI-1640, které
obsahovalo 10 % fetalniho séra, 2 mM glutaminu a gentamicinu v koncentraci 80 ug/mi
(vSechny slozky kultivaniho média jsou ze Sigma-Aldrich) v inkubatoru (Biological
termostat BT 120M, Lab system Praha) pfi teploté 25 °C. Pfed samotnym experimentem
byl alikvot kultury zafixovan roztokem 2% formaldehydu v PBS a pomoci Burkerovy
komrky byla stanovena koncentrace leishmanii (poCet promastigotd na 1 ml). Poté byli
promastigoti preneseni do 96jamkové desky v poc¢tu 150.000 bunék na jamku
a nasleduijici den byli ovlivnéni vybranymi testovanymi latkami v koncentracich 50 a 100
MM. Po 72 hodinové inkubaci byl do jednotlivych jamek pfidan roztok alamarBlue®
(Invitrogen) a po dalSich 6 hodinach byla zméfena fluorescence pfi excitani a emisni
vinové délce 544 nm a 590 nm za pouZiti Fluoroskanu Ascent microplate readeru
(Labsystems).

Tato metoda stanoveni Zivotaschopnosti je zaloZzena na redukci molekul
oxidovaného nefluorescencniho barviva resazurinu (Alamar blue) pouze Zivymi burikami
na rGzové fluoreskujici resorufin, ktery po ozareni svétlem urcité vinové délky emituje
zareni (O Brien et al., 2000). Na zakladé zjisténych hodnot bylo poté stanoveno procento
prezivSich promastigotd po ovlivnéni testovanymi latkami v porovnani s neovlivnénou

kontrolou.

Viabilita lidskych nadorovych a nenadorovych bunék

Vliv na viabilitu lidskych nadorovych a nenadorovych lidskych bunék byl studovan na linii
MCF-7 (odvozena od prsniho adenokarcinomu), linii K562 (odvozena od chronické
myeloidni leukemie) a na lidskych koznich fibroblastech BJ. Burky byly kultivovany
v kultivaénim médiu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium) doplnéném o 10%
fetalni sérum, 2 mM glutamin, streptomycin (100 pg/ml) a penicilin (100 1U/ml) ( Sigma
Aldrich) v CO; inkubétoru (Sanyo) pfi teploté 37 °C. Pro potfeby experimentu byly buriky
vysazeny do 96jamkovych desek v koncentraci 5000 bunék na jamku. O 12 hodin pozdéji
byly aplikovany testované latky v riznych koncentracich. Po 72 hodinach byl k burikam
pfidan roztok Calceinu AM a zméfena fluorescence pfi excitani a emisni vinové délce
485 nm a 538 nm za pouZiti Fluoroskanu Ascent microplate readeru (Labsystems). Ze

stanovenych hodnot byla vypocitana hodnota ICsp.
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3.3 Organicka syntéza
3.3.1 Cilena syntéza (-)-Sanguinolignanu A

4-Methoxy-4-oxobutanoova kyselina (10)

O

CO,H
o —
MeOH, AT CO,Me
9% 95% 10

Dihydrofuran-2,5-dion (10 g, 1,0 eq) byl rozpustén ve 100 mL MeOH a roztok byl
refluxovan po dobu 12h. Poté byl roztok schlazen na I.t. a MeOH byl odpafen za
snizeného tlaku za vzniku bilé krystalické latky (12,5 g, 95%).

Bod tani: 56-57°C (litt.! 57°C); *H NMR (500 MHz, CDCls) d(ppm): 2.64 — 2.68 (m, 4H),
3.75 (s, 3H), 9.50 (broad s, H); *C NMR (125 MHz, CDCls) &(ppm): 29.8, 31.0, 173.8,
175.7.

(S)-4-isopropyloxazolidin-2-one (12)

o)
NH; J\
: " on 1D NaBHg I, THF, AT HN™ ~O
\r\[( > 3_/
O 2) K,CO3, AT, (MeO),CO N
1 12

L-Valin (11) (5,9 g, 1,0 Eq) byl pfidana do roztoku NaBHa4 (4,7 g, 2,5 eq) v suchém
THF (160 mL) za 0°C. Vysledna reakéni smés byla michana pfi 0°C po dobu 10 minut
a poté byl po dobu 1h pfidavan roztok I, (12.7 g, 1,0 eq) v THF (30 mL). Chladici lazen
byla odstranéna a reakcni smés byla ponechana ohrat se na I.t. Po 13h za I.t. byl opatrné
pfidan MeOH (do z&efeni reakéni smési), a vysledny roztok byl michan po dobu dalSich
30 min. THF byl odpafen a vysledny biloSedy odparek byl rozpustén ve 20% vodnym
roztokem KOH (roztok KOH pfidan az do uplného rozpusténi). Reakéni smés byla poté
michana za |.t. po dobu dalSich 4 hodin. Vodna faze byla poté extrahovana pomoci
CHCI; (3x 100 mL) a spojené organické extrakty byly promyty nasycenym roztokem
NaCl (50 mL), suSeny nad Na,SO., odfiltrovany a odpafeny za snizeného tlaku.
Vysledny surovy meziprodukt, valinol, byl poté pouzit v dalSim kroku bez dodate&ného
cCisténi.
Valinol: *H NMR (500 MHz, CDCls) &(ppm): 0.869 (s, H), 0.910 (s, 6H), 0.919 (s, 2H),
1.547-1.587 (m, H), 2.063-2.132 (m, H), 3.273 — 3.345 (m, H), 3.623-3.655 (m, H); *C
NMR (125 MHz, CDCls) &(ppm): 18.58, 18.59, 31.0, 60.0, 66.5.

1 Von Wantoch Rekowski, M.; Kumar, V.; Zhou, Z.; Moschner, J.; Marazioti, A.; Bantzi, M.;
Spyroulias, G. A.; Van Den Akker, F.; Giannis, A.; Papapetropoulos, A. J. Med. Chem. 2013, 56,
8948 - 8952
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Valinol z pfedchéazejici reakce (1,0 eq), K2CO3 (20,9 g, 3,0 eq) a dimethylkarbonat
(15 mL) byly smichany a refluxovany po dobu 4h. Reakcni smés byla poté ochlazena na
laboratorni teplotu a voda (50 mL) byla pfidana. Celd smés byla poté extrahovana
pomoci CH2Cl, (3x100 mL) a spojené extrakty byly vysuSeny nad Na.SO. a odpafeny
za snizeného tlaku. Separace surového produktu pomoci flash Kkolonové
chromatographie na silikagelu s pouzitim petrolether/EtOAc = 4:1 jako eluentu poskytlo
produkt 12 (3,71 g, 57%) jako bilou krystalickou latku.
Bod tani: 69-70°C (lit.2 70-71°C); [a]® +8.0 (c 1.0 in CHCI), (lit.2 +8.92) (c 1.11 in CHCly);
!H NMR (500 MHz, CDCl3) &(ppm): 0.80 (d, J = 6.8Hz, 3H), 0.87 (d, J = 6.8Hz, 3H),
1.57-1.69 (oct, J = 6.8Hz, 1H), 3.51-3.57 (m, 1H), 4.00 (dd, J = 8.6, 6.8 Hz, 1H), 4.35
(t, J = 8.6Hz, 1H), 7.43 (s, 1H); 3C NMR (125 MHz, CDCls) &(ppm): 17.8, 18.2, 32.9,
58.6, 68.8, 160.7.

Methyl (S)-4-(4-isopropyl-2-oxooxazolidin-3-yl)-4-oxobutanoat (13)

0
o O
COzH M 1) PivCl, EtsN, 10, THF
; 31N, ]
+ HN O > MeOzC/\)LN)J\O
CO,Me s 2) 12, LiCl, THF /

>
S

10 T\ 12 76% 13 —

Roztok karboxylové kyseliny 10 (3,0 g, 12,3 mmol, 1,0 eq) a EtsN (4,46 mL, 2,6
eq) v suchém THF (41 mL) byl ochlazen na -20°C. Do tohoto roztoku byl pomalu pfidan

Piv-CI (1,06 mL, 1,05 eq) a vysledna reakéni smés byla michana pfi -20°C po dobu 1h.
Ve vedlejsi barice byla smichana Evansova chiralni pomocna skupina 12 (13,5 mmol,
1,1 eq) s LiCl (27 mmol, 2,2 eq) v suchém THF (24 mL) a vysledna smés byla ochlazena
na -25°C. Tento roztok byl poté transferovan pod tlakem argonu na smés Piv-Cl
aktivované karboxylové kyseliny. Reakéni smés byla poté michana po dobu 3 hodin pfi
-20°C predtim nez byla reakce ukon&ena pfidanim 50 mL 1,0M vodného roztoku HCI.
Smés byla poté extrahovana pomoci EtOAC (3x100 mL) a spojené organické vrstvy byly
promyty nasycenym roztokem NaCl (100 mL), suSeny nad Na,SOg, filtrovany a odpareny
za snizeného tlaku. Odparek byl &istén pomoci flesh kolonové chromatografie na
silikagelu (petroleum ether/EtOAc = 10:1->4:1) a poskytl 2,27g (76 %) cilové latky 13.

Bod tani: 75-76°C; [a]o +19,2 (¢ 1.2 in CHCIg); *H NMR (500 MHz, CDCls) &(ppm): 0.80
(d, J =6.8Hz, 3H), 0.87 (d, J = 6.8Hz, 3H), 2.59 (oct, J = 6.8Hz, 1H), 3.17-3.21 (m, 1H),
3.65 (s, 3H), 4.05 (dd, J = 9.2, 2.9 Hz, 1H), 4.16-4,19 (m, 2H), 4.37 (dd, J = 9.2, 7.3 Hz,
1H), 4.36-4.42 (m, 2H); 3C NMR (125 MHz, CDCI3) d(ppm): 17.8, 18.2, 28.9, 30.1, 31.3,
51.8,59.7,67.8, 156.1, 166.8, 173.8; MS (ESI*) m/z: 243 [M*] (100%), 244 [M*+1] (15%).

2 Bégis, G.; Cladingboel, D. E.; Jerome, L.; Motherwell, W. B.; Sheppard, T. D. Eur. J. Org. Chem.
2009, 2009, 1532-1548.
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Methyl (3S,4S)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-4-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-
3-((S)-4-isopropyl-2-oxooxazolidine-3-carbonyl)butanoat (15)

0 OH O
LI 4
MeOzC/\)LN o)
\/ nBu,BOTY (1,2 eq) s
13 iProNEt (1,3 eq) ‘

J’
s,
’

CH,Cl,, -40°C MeO,C 14
2,6-lutidine (4,0 eq) )L
DMAP (0,2 eq) O
- <o 7

CH,Cl,, 5h, 0°C

MeO,C 1:i

Do roztoku substratu 13 (500 mg, 2,05 mmol, 1,0 eq) byla rozpusténa v suchém
CH.CI; (21mL, 0.1M) a ochlazena na -40°C. Do tohoto roztoku byl pfidan 1,0M roztok
nBu,BOTf (2,47 mL, 2,47 mmol, 1,2 eq) v CH2Cl>. Tento roztok byl michan po dobu 1h
pfi -40°C predtim nez iProNet (465 pL, 2,67 mmol, 1,3 eq) byl pfidan. Vznikla reakéni
smés byla i nadale michana pfi -40°C po dobu 1h pfedtim nez byl po kapkach pfidan
aldehyd 4 (432 mg, 2,88 mmol, 1,4 eq) v CHxCl> (5 mL). Vysledna reakéni smés byla
michana po dobu 3h pfi -40°C. P¥i téze teploté byl pfidan nasyceny vodny roztok NH.ClI
(25 mL) a reakéni smés byla ponechana ohfat se na I.t. Obé faze byly oddéleny a vodna
vrstva byla extrahovana pomoci CH»Cl, (3x50 mL). Spojené organické faze byly promyty
nasycenym vodnym roztokem NaCl (25 mL), suSeny nad Na,SO. a t€kavé organické
prvky byly odpafeny za snizeného tlaku. Abychom zamezili nezadoucimu
laktonizaénimu procesu (tvorba produktu 21), tak byla surova reakéni smés rychle
prefiltrovana pfes malou kolonku silikagelu (5 g, CH2Cl, jako mobilni faze). Filtrat byl
odpafen za snizeného tlaku a vznikly produkt aldolizace, adukt 14, byl okamzité
reagovan s TBSOTT( v pfitomnosti 2,6-lutidinu.

Produkt aldolizace 14 z pfedchazejiciho kroku byl rozpustén v CH.Cl, (20 mL)
a cela reakeni smés byla ochlazena na 0°C. Do této reakéni smési byly postupné pfidany
DMAP (90 mg, 0,1 mmol, 0,2 eq), 2,6-lutidin (927 uL, 8,0 mmol, 4,0 eq) a nakonec
TBSOTf (1,36mL, 6,0mmol, 3,0eq) a vysledna reakéni smés byla michana pfi 0°C po
dobu 5-12h (TLC). Nasyceny roztok NH4Cl (50 mL) byl pfidan a reakéni smés byla
ponechana ohfat na I.t. Vrstvy byly oddéleny a vodna faze byla extrahovana pomoci
CH2CIl; (3x100 mL). Spojené organické vrstvy byly promyty pomoci nasyceného
vodného roztoku CuSO. (2x50 mL, odstranéni 2,6-lutidinu), nasyceného vodného
roztoku NaCl (50 mL), suSeny nad Na>SOs, zfiltrovany a rozpoustédla byla odpafena za
snizeného tlaku. Vysledna kapalina byla precisténa pomoci flesh kolonové
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chromatografie na silikagelu (petrolether/EtOAc = 20:1). Vysledny TBS ochranény
produkt aldolovy adukt 14 byl izolovan ve formé viskézni kapaliny (675 mg, 65 % - dva
kroky, d.r. = 95:5).

[alo = +50.3 (c 1.2, CHCIs), *H NMR (500 MHz, CDCls) &(ppm): -0.22 (s, 3H), -0.05
(s, 3H), 0.11 (s, 6H), 0.82 (d, J = 6.5Hz, 3H), 0.86 (s, 9H), 0.88 (d, J = 6.7Hz, 3H), 2.36-
2.38 (m, 1H), 2.52 (dd, J=17.2, 3.2 Hz, 1H), 2.47 (dd, J = 17.2, 3.2 Hz, 1H), 3.06 (dd, J
=17.2,11.6 Hz, 1H), 3.56 (s, 3H), 4.03 (dd, J = 9.2, 2.9 Hz, 1H), 4.09-4.20 (m, 2H), 4.38
(dd, 3 =9.2, 7.3 Hz, 1H), 4.89 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 5,93 (s, 2H), 6.75 (d, J = 8.2Hz, 1H),
6.86 (dd, J = 8.2, 1.2 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 1.2 Hz, 1H); *C NMR (125 MHz, CDCls)
O(ppm): -5.4, -4.7, 14.6, 17.9, 18.1, 25.7 (3C), 29.0, 33.3, 48.3, 51.8, 59.2, 64.8, 74.0,
102.7, 107.01, 110.3, 120.50, 134.5, 148.2, 148.5, 153.6, 172.5, 172.7; MS (ESI*), m/z
(%): 507 [M*] (100), 508 [M*+1] (25), 509 (10).

(S)-2-((S)-benzo[d][1,3]dioxol-5-yl((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-4-

methoxy-4-oxobutanova kyselina (16)

TBSO O O

P LiOH (1,5 eq) TBSO O
© N o H20, (10 eq) 0 OH
$ \_/ - ¢
$ THF:H,0 = 5:1 o
MeO,C  \ 0°C do I, 10h 16 COMe
15

Latka 15 (250 mg, 0,49 mmol, 1,0 eq) byla rozpusténa v THF (5 mL, 0,1M) a ochlazena
na 0°C. Po 5 min byl pfidan 30 % vodny roztok H»,O, (4,9 mL, 4,9 mmol, 10,0 eq)
nasledovany roztokem LiOH.H.O (31 mg, 0,74 mmol, 1,5 Eq) v H2O (1 mL). Reakéni
smés byla poté ponechana ohfat na I.t. a pfi I.t. michana po dobu 10h. Po ochlazeni na
0°C, nasyceny vodny roztok Na>SOs (10 mL) byl pfidan a vodni faze byla extrahovana
pomoci EtOAc (25 mL, odstranéni chiralni pomocné skupiny). Vodni vrstva byla poté
okyselena pomoci 10% roztoku HCI na pH~6 a extrahovana pomoci EtOAc (3x25 mL).
Ethylacetatové vrstvy byly promyty nasycenym roztokem NaCl, suSeny nad Na,SO.
a odpareny na RVO. Po odpafeni byla izolovana kyselina 16 (160 mg, 82 %) jako bila
krystalicka latka. Bod tani: 124-125 °C; [o]o = -4.9 (c 0.9, CHCIz); *H NMR (500 MHz,
CDCIl3) 6(ppm): -0.19 (s, 3H), -0.01 (s, 3H), 0.88 (s, 9H), 2,32 (dd, J =17.1, 3.8Hz, 1H),
2.84 (dd, J = 17.1, 10.6Hz, 1H), 3.09-3.16 (m, 1H), 3.58 (s, 3H), 5.24 (d, J = 3.4 Hz, 1H),
5.95 (s, 2H), 6.75-6.78 (m, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCls) 3(ppm): -5.3, -4.5, 18.2, 25.7
(3C), 29.6, 50.6, 51.8, 74.2, 102.1, 109.2, 110.8, 118.4, 134.3, 148.5, 148.8, 172.9,
178.5; MS (ESI*), m/z (%): 396 [M*] (100), 397 [M*+1] (25).
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(R)-4-((S)-benzo[d][1,3]dioxol-5-yl((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)
dihydrofuran-2(3H)-one (18)

TBSO TBSO
TBSO O BH,.SMe, o
0
S e NIseRe,
e} THF, 0°C, 3h O CO,Me ¢}
81% laktonu 18
PPTS (0,2 eq), benzen,
60°C

Karboxylova kyselina 16 (250 mg, 0.63 mmol, 1.0 eq) byla rozpusténa v THF
(20 mL) a roztok byl ochlazen na 0 °C (voda/led). Do této smési bylo pfidano BHs.SMe>
(671 yL, 0.74 mmol, 1.5 eq) po kapkach a vysledna reakéni smés byla ponechana ohfat
na |.t. MeOH (5 mL) byl pfidan po 8 hodinach pfi I.t. a cela reakéni smés byla odparena
na RVO. Odparek byl rozpustén v EtOAc (20 mL) a cela smés byla Zfiltrovana pfes Celite
545®. Filtragni kolac¢ byl promyt pomoci EtOAc (3x25 mL) a spojené filtraty byly odpareny
na RVO. Odparek obsahoval smés alkoholu 17 a laktonu 18. Tato smés byla rozpus$téna
v benzenu (10mL) a odpaiena na RVO (azeotrop). Poté jesté jednou v benzenu (20 mL)
a do této smési byla pfidana PPTS (11 mg, 0.1 mmol, 0.2 eq). Cela reakéni smés byla
zahfivana na 70°C po dobu 8 hodin. Po ochlazeni na I.t. byla reakéni smés pfimo
nanesena na kolonu a lakton 18 (140mg, 81 %, bily prasek) byl izolovan pomoci flash
kolonové chromatografie (silikagel jako sorbent, petroleum ether/EtOAc = 20:1). Bod
tani: 68-69 °C; [a]o = -23.4 (c 1.1, CHCIls); *H NMR (500 MHz, CDCls) &(ppm): -0.22
(s, 3H), 0.00 (s, 3H), 0.86 (s, 9H), 2.42 (dd, J = 17.4, 8.8Hz, 1H), 2.61 (dd, J = 17.1,
6.6Hz, 1H), 2.76-2.78 (m, 1H), 4.07 (dd, J = 7.4, 6.1 Hz, 1H), 4.18 (dd, J = 9.2, 7.4 Hz,
1H), 4.56 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 6.01 (s, 2H), 6.71-6.85 (m, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCl5)
o(ppm): -5.0, -4.3, 18.2, 25.8 (3C), 30.3, 44.4, 70.4, 75.3, 101.3, 109.0, 110.9, 118.4,
134.9, 148.7, 149,2, 177.2; MS (ESI*), m/z (%): 350 [M*] (28), 351 [M*+1] (100), 352
(20).

(3S,4R)-4-((S)-benzo[d][1,3]dioxol-5-yl((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-
3-(benzo[d][1,3]dioxole-5-carbonyl)dihydrofuran-2(3H)-one (20)

(@]

TBSO LiN(SiMe3),

O (2,1 eq)

Cl ’
¢ o+ <

O _ )

o . 19 THF, -78°C
(@]

1 88%

Roztok laktonu 18 (100 mg, 0,29 mmol, 1.0 eq) v suchém THF (5 mL) byl ochlazen

na -78 °C a LiN(TMS). (1.0M roztok v THF) (480 uL, 0.48 mmol, 2.2 eq) byl pfidan po
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kapkach. Po 10 sekundach byl pfidan roztok acyl chloridu 19 (100mg, 0,52mmol, 1,05
eq) v THF (0.5 mL). Vysledna reakéni smés byla michana pfi -78 °C po dobu 30 min, pfi
0 °C po dobu dalSich 30 minut pfedtim nez byl pfidan vodny nasyceny roztok NH4CI
(10 mL). Vrstvy byly oddéleny a vodna vrstva byla extrahovana EtOAc (3x25 mL).
Spojené organické vrstvy byly promyty pomoci nasyceného roztoku NaCl (10 mL),
suseny nad Na,SO., Zfiltrovany a nasledné odpafeny pomoci RVO. Odpaiena reakéni
smés byla Cisténa pomoci flash kolonové chromatografie na silikagelu (petroleum
ether/EtOAc = 20:1->10:1->4:1) a poskytla TBS-ochranény Sanguinolignan A (199 mg,
88%) v podobé viskozni kapaliny. [a]o = -15.4 (¢ 1.0, CHCIs); *H NMR (300 MHz,
(CD3).CO) &(ppm): -0.18 (s, 3H), 0.02 (s, 3H), 0.91 (s, 9H), 3.33-3.40 (m, 1H), 4.29 (dd,
J = 9.1, 5.8Hz, 1H), 4.38 (dd, J = 9.1, 5.8Hz, 1H), 4.73 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 4.89
(d, 3 =6.0 Hz, 1H), 5.97 (dd, J = 5.2, 1.1Hz, 2H), 6.13 (s, 2H), 6.77 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
6.91 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.92 (dd, J = 7.6, 1.1 Hz, 1H), 6.93 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H),
7.28 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.54 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 1H); *3C NMR (75 MHz, (CD3).CO)
o(ppm): -4.7, -4.1, 18.2, 25.8 (3C), 49.0, 50.8, 70.2, 73.7, 102.1, 103.1, 107.1, 108.5,
108.6, 108.8, 120.3, 126.8, 131.6, 137.7, 148.0, 148.7, 149.2, 153.3, 174.0, 193.5; MS
(ESI*), m/z (%): 499 [M*] (18), 500 [M*+1] (50), 367 (100).

3.3.2 Cilena syntéza rac-sanguinolignanu A

(E)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ylDallyl 2,2,2-trichloroacetat (7)

M coicoct (1,0 eq) j\
MgBr <Om Et;N (1.0eq) <O:©N\o ccl,
< THF -78°C,1h  © Et,0, 0°C o) 7
0 8
95% 91%

Do roztoku pipenoralu 4 (2.0 g, 13.3 mmol, 1.0 eq) v bezvodém THF (50 mL)
ochlazeném na -78 °C byl pfidan Grignardav reagent (14.6mL, 1.0M roztok v THF, 14.7
mmol, 1.1 eq) a vysledna reakéni smés byla ponechana ohrat na I.t. Pfi |.t. byla reakéni
smeés michana po dobu 30 min a pak byla ochlazena na 0 °C. Reakce byla ukon¢ena
pfidanim nasyceného roztoku NH4CI (20 mL). Vrstvy byly oddéleny a poté vodna vrstva
byla extrahovana etherem (3x30 mL). Spojené extrakty byly promyty nasycenym
roztokem NaCl (20 mL), suSeny nad MgSQ., filtrovany a odpafeny na RVO. Odparek
poskytl alkohol 8 (2,27 g, 95 %), dostatecné Cisty aby mohl byt pouzity v dalSim kroku.
H NMR (300 MHz, CDCls) &(ppm): 3.00 (broad s, 1H), 5.07 (broad d, J = 6Hz, 1H), 5.18
(dt, J = 10.0, 1.5 Hz, 1H), 5.32 (dt, J = 16.0, 1.5 Hz, 1H), 5.94 (s, 2H), 5.96-6.06 (M, 1H),
6.76-6.88 (m, 3H).

Alkohol 8 (2.27 g, 12.6 mmol) byl rozpustén v suchém etheru (100 mL) a smés byla

ochlazena na 0°C. Do této smési byl pfidan EtsN (1.8mL, 12.8 mmol, 1,01 eq) okamzité
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nasledovany CCIzCOCI (1.4 mL, 12.8 mmol, 1.01 eq). Vysledna reakéni smés byla
michana pfi 0 °C po dobu 1 hodiny. H,O (30 mL) bylo poté pfidano a vysledné vrstvy
byly oddéleny. Vodni vrstva byla extrahovana etherem (3x30 mL) a kombinované
organické vrstvy byly promyty nasycenym roztokem NaCl (30 mL), suSeny nad MgSO4
a koncentrovany na RVO. Odpareni produktu poskytlo dostate¢né Cisty produkt 7
(4.04 g, 91 %) ve formé Zluté viskézni kapaliny. Produkt je nestaly na silikagelu a nemuze
tedy byt ¢istén pomoci kolonové chromatografie. H NMR (300 MHz, CDCls) &(ppm):
5.00 (dd, J = 7.0, 1.5 Hz, 2H), 6.00 (s, 2H), 6.20 (dt, J = 16.1, 7.2 Hz, 1H), 6.66 (broad
d, J = 16.2 Hz, 1H), 6.70-6.90 (m, 2H), 6.95 (s, 1H); 3C NMR (75 MHz, CDCls) 3(ppm):
70.2, 90.2, 101.7, 106.2, 108.6, 118.8, 122.3, 130.3, 136.8, 148.3, 148.4, 162.1; MS
(ESI"), m/z (%): 323 [M*-1], 325 [M*+1], 329.

4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ylchloromethyl)-3,3-dichlorodihydrofuran-2(3H)-one
(6)

o cl

H
o N JU CuCl (10 mol%) 0
Iy e . 0
0 7 bipy (10 mol%) (0]
DCE, 80°C 6 Char o

90%
Vyzihana Schlenkova barika pod argonovou atmosférou byla naplnéna postupné

nasledujicimi reagenty: CuCl (28 mg, 0.1 eq), bipyridin (95 mg, 0.1 eq) a bezvodym DCE
(3 mL). Vysledny roztok byl michan po dobu 10 minut za I.t., kdy cela smés se zbarvila
do hnéda. Tato smés byla ted degasovana pomoci klasického freez-pump-throw cyklu
(3x opakovano). Do degasovaného roztoku byla pomoci stfikaCky pfidan roztok
trichloroacetatu 7 (900 mg, 2.8 mmol, 1.eq) v DCE (1.0 mL). Cely cyklus degasovani byl
jesté jednou opakovan (3x) a peclivé uzaviena Schlenkova barnka pak byla umisténa
v olejové lazni predehraté na 90 °C. Po 3,5h pfi této teploté byla Schlenkova barika
ponechana ochladit na I.t., otevfena, a vesSkeré rozpoustédla byla odpafena na RVO.
Odparek byl pak purifikovan pomoci flash kolonové chromatografie na silikagelu
(petroleum ether/EtOAc = 20:1->15:1). Produkt 6 (810 mg, 90 %) byl izolovan jako smés
dvou diastereoizomer( syn-6/anti-6 = 3:2. Tyto izomery nebyly separovany, protoze to
nebylo nezbytné nutné pro dalsi syntézu. Syn-6: 'H NMR (300 MHz, CDCls) &(ppm):
3.59 (dt, J = 10.1, 8.2 Hz, 1H), 3.75 (t, J = 9.9 Hz, 1H), 3.90 (dd, J = 9.2, 7.8 Hz, 1H),
5.12 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.95 (s, 2H), 6.82 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.88 (dd, J = 7.6, 1.5 Hz,
1H), 6.93 (d, J = 1.5 Hz, 1H); 3C NMR (75 MHz, CDCls) 5(ppm): 57.8, 58.4, 67.5, 79.3,
102.0, 107.4, 108.8, 121.4, 130.6, 149.0, 149.1, 167.9; Anti-6: *"H NMR (300 MHz, CDCls)
&(ppm): 3.50-3.64 (m, 1H), 4.20 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 4.75-4.85 (m, 1H), 5.20 (d, J = 10.0
Hz, 1H), 5.95 (s, 2H), 6.72 (dd, J = 7.9, 2.1 Hz, 1H), 6.95-7.05 (m, 2H); **C NMR (75
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MHz, CDCls) &(ppm): 57.7, 60.5, 69.1, 78.8, 101.8, 108.2, 108.4, 122.5, 130.6, 148.4,
149.1, 167.8; Syn-6: MS (ESI*), m/z (%): 323 [M*] (10), 287 (20), 169 (100), 135 (40),
122 (40).

(S*)-4-((S*)-benzo[d][1,3]dioxol-5-yl(benzyloxy)methyl)-3,3-
dichlorodihydrofuran-2(3H)-one (25)

BnO H
m BnOH (2,0 eq) om
CH2C;;;0 C o) e c’ér o

Smés tnchlorolaktonu syn-6/anti-6 (560 mg, 1.73 mmol, 1.0 eq) a benzyl alkoholu
(374 mg, 3.46 mmol, 2.0 eq) v bezvodém CH.Cl. (2.5 mL) bylo zahfivano na 40 °C ve
Schlenkové barice po dobu 6h. Solvent byl odpafen na RVO a odparek byl precistén
pomoci flash kolonové chromatografie na silikagelu (petroleum ether/EtOAc = 15:1).
Benzyl lakton 25 byl izolovan v 615 mg (89 %) a d.r. = >95:5 (H NMR) jako bila crystalicka
latka. Bod tani: 155-156 °C; 'H NMR (300 MHz, CDCls) &(ppm): 3.20 (q, J = 7.2 Hz, 1H),
4.28 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 4.34 (dd, J = 9.2, 7.2 Hz, 1H), 4.48 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 4.62
(dd, J=9.2, 7.1 Hz, 1H), 4.80 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.05 (s, 2H), 6.85-6.95 (m, 3H), 7.22-
7.40 (m, 5H); *C NMR (75 MHz, CDCls) &(ppm): 57.1, 60.6, 68.1, 70.5, 79.1, 79.3, 101.6,
107.5, 108.7, 121.6, 128.0, 128.2, 128.8, 131.0, 137.2, 142.2, 148.4, 148.6, 168.3; MS
(ESI"), m/z (%): 394 [M*] (5), 324 (5), 287 (10), 241 (10), 149 (30), 91 (100).

(S*)-4-((S*)-benzo[d][1,3]dioxol-5-yl(benzyloxy)methyl)dihydrofuran-2(3H)-

one (26)
m Bu3SnH (2,0 eq) D)\Q
cl AIBN (0,2 eq)
Cl toluen 90°C

92%
Do roztoku laktonu 25 (1.04 g, 2.65 mmol, 1.0 eq) a AIBN (88 mg, 0.53 mmol, 0.2 eq)

v toluenu (35 mL) byl pfidan tri-n-butyltin hydrid (1.42 mL, 5.30 mmol, 2.05 eq). Vysledny

roztok byl zahfivan na 90 °C po dobu 12h. Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci RVO
a odparek byl c&istén pomoci kolonové chromatografie na silikagelu (petroleum
ether/EtOAc = 10:1->5:1), aby poskytla lakton 26 (795 mg, 92 %) jako bilou krystalickou
latku. Bod tani = 124-125°C; *H NMR (300 MHz, CDCls) 6(ppm): 2.28 (dd, J =17.8, 7.8
Hz, 1H), 2.32 (dd, J = 17.8, 7.9 Hz, 1H), 2.85-2.95 (m, 1H), 4.15 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.20
(d, J=10.7 Hz, 1H), 4.34 (dd, J = 10.2, 6.2 Hz, 1H), 4.42 (dd, J = 10.3, 6.2 Hz, H), 4.48
(d, J = 10.8 Hz, 1H), 6.00 (s, 2H), 6.75-6.78 (m, 3H), 7.22-7.40 (m, 5H); *C NMR (75
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MHz, CDCls) &(ppm): 31.3, 42.3, 70.3, 70.9, 81.7, 101.2, 106.7, 108.3, 120.9, 127.9,
128.5, 132.8, 137.4, 147.8, 148.4, 176.4; MS (ESI*), m/z (%): 326 [M*] (20), 219 (40).

(3R*,4S*)-4-((S*)-benzo[d][1,3]dioxol-5-yl(benzyloxy)methyl)-3-(benzo[d]
[1,3]dioxole-5-carbonyl)dihydrofuran-2(3H)-one (27)

BnO H (0]
o) o) LiN(SiMe3), (2,1 eq)
< o, < :©)J\C| 3)2 :
(0] (0] 19 THF, -78°C
26 S

96%

Roztok laktonu 26 (100 mg, 0.31 mmol, 1.0 eq) v suchém THF (5 mL) byl ochlazen na
-78 °C a LiN(TMS). (1.0 M roztok v THF) (670 pL, 0.67 mmol, 2.2 eq) byl pfidan
po kapkach. Po 10 sekundach byl pfidan roztok acyl chloridu 19 (59 mg, 0.32 mmol, 1,05
eq) v THF (0.5 mL). Vysledna reakéni smés byla michana pfi -78 °C po dobu 30 min, pfi
0 °C po dobu dalSich 30 minut pfedtim nez byl pfidan vodny nasyceny roztok NH4Cl (10
mL). Vrstvy byly oddéleny a vodna vrstva byla extrahovana EtOAc (3x25 mL). Spojené
organické vrstvy byly promyty pomoci nasyceného roztoku NaCl (10 mL), suSeny nad
Na:SO., Zfiltrovany a nasledné odpafeny pomoci RVO. Odpafena reakéni smés byla
Cisténa pomoci flash kolonové chromatografie na silikagelu (petroleum ether/EtOAc =
20:1->10:1->4:1) a poskytla Bn-ochranény Sanguinolignan A (140 mg, 96 %) v podobé
viskézni kapaliny. *H NMR (300 MHz, (CD3).CO) &(ppm): 3.36-3.42 (m, 1H), 4.20 (d, J
=10.7 Hz, 1H), 4.30 (dd, J = 9.1, 5.8Hz, 1H), 4.38 (dd, J = 9.1, 5.8Hz, 1H), 4.46 (d, J =
10.8 Hz, 1H), 4.73 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 4.89 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 5.97 (dd, J = 5.2, 1.1Hz,
2H), 6.13 (s, 2H), 6.77 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.92 (dd, J = 7.6, 1.1
Hz, 1H), 6.93 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.28 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.28-7.38 (m, 5H), 7.54
(dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 1H); ¥*C NMR (75 MHz, (CD3).CO) &(ppm): 32.1, 49.0, 50.8, 70.2,
73.7,102.1,103.1, 107.1, 108.5, 108.6, 108.8, 120.3, 120.9, 126.8, 127.9, 128.5, 131.6,
132.8,137.7, 148.0, 148.7, 149.2, 153.3, 174.0, 193.5.

Sanguinolignan A (rac-1)

H,, Pd/C (5 mol%)

EtOAc, L.t
85%
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Roztok Bn-chranéného Sanguinolignanu A 27 (100 mg, 0.21 mmol, 1.0 eq)
v EtOAc (5mL) byl hydrogenolyzovan za katalyzy 5% Pd/C (50mg) pfi |.t. a 1 barr Hz. Po

8h za L.t., reakéni smés byla filtrovana pfes Celite® a filtracni kola¢ byl promyt EtOAc

(3x20 mL). Zkombinované filtraty byly odpafeny na RVO a Cistény pomoci kolonové

chromatografie na silikagelu (DCM/MeOH = 20:1->10:1) a poskytly rac-1 jako bily prasek
(69 mg, 85 %).

Tabulka 4: Porovnani nami pfipraveného sanguinolignanu rac-1 s publikovanymi

vysledky.

Porovnani 'H NMR spekter; 300 MHz, (CD3),C=0

S .
-0
10

Porovnani '3C NMR spekter;

75 MHz, (CD3)20=O

Atomy rac-1 Cabanillas et al. 2010
[5, multip (Hz)] [, multip (Hz)] rac-1 Cabanillas et al. 2010

1 131.6 131.6
2 7.28,d (1.7) 7.29,d (1.8) 108.8 108.8
3 149.2 149.2
4 153.3 153.3
5 6.92,dd (7.6,1.1)  6.32,dd (7.5, 1.1) 108.6 108.6
6 7.54,dd (8.2, 1.8) 7.54,dd (8.2, 1.8) 126.8 126.8
7 193.5 193.5
8  4.73,d(6.1) 4.76,d (6.1) 50.8 50.8
9 174.0 174.0
10 6.13, s 6.13, s 103.1 103.2
1 137.7 137.7
2 6.91,d(1.9) 6.91, d (1.8) 107.1 107.1
3 148.0 148.0
4' 148.7 148.8
5 6.77,d (8.2) 6.77,d (8.2) 108.5 108.5
6' 6.92, dd (8.2, 1.9) 6.92, dd (8.1, 1.8) 120.3 120.3
7 4.89,d(6.0) 4.89, d (5.9) 73.7 73.8
8' 3.34-3.40 3.34-3.39 49.0 49.0
9'a 4.29,dd (9.1, 5.8) 4.29, dd (9.0, 5.9) 70.2 70.2
9b  4.38,dd (9.1,8.0)  4.38,dd (9.0, 8.0)

10'  5.97,dd (5.2,1.1)  5.97,dd (5.2, 1.1) 102.1 102.0
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3.3.3 Diverzitné orientovana syntéza
Syntéza Wittigovych ylid

Obecny postup pripravy. Suspenze stabilizovaného ylidu 30 nebo 33 (1,1 mmol, 1,1
eq) a aldehydu 35 (1,0 mmol, 1.0 eq) v toluenu (1 mL, 1,0M) byl umistén v mikrovinném
reaktoru a reakéni smés byla zahfivana na 150 °C (nastavené teplotni maximum, dalSi
nastavena maxima: 300W, 295 psi) po dobu 10 min. Reakéni smés byla poté ponechana
ochladnout na I.t. Rozpous$tédla byla odpafena na RVO. Odparek byl nasledné precistén
pomoci kolonové chromatografie na silikagelu s pouzitim petrol etheru/EtOAc jako
mobilni faze. Standardné bylo vyuzivano gradientu mobilnich fazi v pomérech: petrol
ether/EtOAc = 10:1->4:1->2:1->1:1->1:2.

Dimethyl (E)-2-(3,4,5-trimethoxybenzylidene)sukcinat MeO - CO2Me
(31d). 74 %, (E/Z) = 95:5. *H NMR (500 MHz, CDCls) I;/\[ 31d
o(ppm): 3.58 (s, 2H), 3.74 (s, 3H), 3.75 (s, 6H), 3.82 (s, OMe COMe
3H), 3.83 (s, 3H), 6.87 (s, 2H), 7.87 (s, 1H); MS (ESI), m/z (%): 324 [M*].

Dimethyl (E)-2-benzylidenesukcinat (31u). 72 %, (E/Z) = 95:5. CO,Me

IH NMR (500 MHz, CDCls) 5(ppm): 3.55 (s, 2H), 3.74 (s, 3H), 31u
3.83 (s, 3H), 7.30-7.45 (5H, m), 7.91 (1H, s). MS (ESI*), m/z CO:Me
(%): 234 [M"].

Dimethyl (E)-2-(3,4-dimethoxybenzylidene)sukcinat MeO - C02Me

(31v). 80 %, (E/Z) = 95:5. 'H NMR (300 MHz, CDCls) 31v
MeO CO,Me

O(ppm): 3.56 (s, 2H), 3.74 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.82 (s,

3H), 3.83 (s, 3H), 6.89 (s, 1H), 7.15-7.29 (m, 2H), 7.88 (s, 1H); MS (ESI*), m/z (%): 294

[M7].

Syntéza Kumarin(

Obecny postup pripravy. Suspenze stabilizovaného ylidu 33 (1,1 mmol, 1,1 eq) a 2-
hydroxy aldehydu 35 (1,0 mmol, 1.0 eq) v toluenu (1 mL, 1,0M) byl umistén
v mikrovinném reaktoru a reakéni smeés byla zahfivana na 220 °C (nastavené teplotni
maximum, dal$i nastavena maxima: 300W, 295 psi) po dobu 60 min. Reakéni smés byla
poté ponechana ochladnout na I.t. Toluen byl odpafena na RVO a odparek byl nasledné
precistén pomoci kolonové chromatografie na silikagelu s pouzitim petrol etheru/EtOAc
jako mobilni faze. Standardné bylo vyuzZivano gradientu mobilnich fazi v pomérech:
petrol ether/EtOAc = 10:1->4:1->2:1->1:1->1:2.
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2H-chromen-2-one (379g). 89 %. 'H NMR (300 MHz, CDCls) 3(ppm): N
6.37 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 7.16 — 7.34 (m, 2H), 7.37 — 7.56 (m, 2H), C((;\I\o 379
7.63 (d, J = 9.6 Hz, 1H); *3C NMR (75 MHz, (CDCls) &(ppm): 116.6,

166.8, 118.8, 124.4, 127.9, 131.8, 143.5, 154.0, 160.8; MS (ESI*), m/z (%): 146 [M']
(100), 127 (18), 118 (88).

7-methoxy-2H-chromen-2-one (37s). 85 %. *H NMR (300 MeO

MHz, CDCls) 5(ppm): 3.82 (s, 3H), 6.39 (d, J = 9.5 Hz, 1H), m a7e
6.89 (d, J = 2.9Hz, 1H), 7.07 (dd, J = 9.1, 2.9Hz, 1H), 7.22 o~ ~o

(d, J = 9.1Hz, 1H), 7.64 (d, J = 9.5Hz, 1H); *C NMR (75 MHz, (CDCls) &(ppm): 55.9,
110.1, 117.1, 117.9, 119.2, 119.5, 143.3, 148.5, 156.1, 161.1; MS (ESI*), m/z (%): 146
[M*] (100), 127 (18), 118 (88).

Stobbeho kondenzace

Obecny postup pripravy. Roztok dimethyl sukcinatu 31 (1,0 mmol, 1,0 eq) a
aromatického aldehydu 35 (1.0 mmol, 1,0 eq) v THF (4 mL) byl pfidan do roztoku tert-
BuOK* (120 mg, 1 mmol, 1,0 eq) v tert-BuOH (10 mL) za laboratorni teploty po kapkach.
Vysledna reakéni smés byla michana pfi I.t. po dobu 30 min. Vysledna smés byla nalita
na smés led/voda a promyta pomoci Et,O (25 mL). Vysledna vodna faze byla okyselena
pomoci 37% HCI, a extrahovana pomoci EtOAc (3x25 mL). Spojené organické extrakty
(jenom EtOAc vrstvy) byly promyty pomoci nasyceného roztoku NaCl (10 mL), suSeny
nad MgSOs, filtrovany a odpafeny na RVO. Odparek byl €istén pomoci kolonové
chromatografie na silikagelu.

Methyl hydrogen (2E,3E)-2,3-Dibenzylidenesukcinat CO,H
(28uu). Eluce pomoci petroleum etheru/EtOAc = 4:1; 75 28uu
X
%, (2E/Z,3E/Z) = 98:2, 98:2; Bod tani: 149-150°C, (lit3  MeOC

148-149°C); 'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 3.66 (s, 3H), 7.25-7.35 (m, 6H), 7.40-
7.50 (m, 4H), 7.85 (s, 1H), 7.90 (s, 1H); MS (ESI*), m/z (%): 308 [M"].

3 Sai, H. et al. Chem. Pharm. Bull. 54(12) 1686—1693 (2006)
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4. Vysledky a diskuze

Cilem této diplomové prace je syntéza (—)-Sanguinolignanu A (1), jeho strukturnich
analogll a ovéreni leishmanicidnich vlastnosti této skupiny latek. Abychom dosahli
téchto cilt tak musime zajistit (a) syntézu cilového Sanguinolignanu A (kapitola 4.1)
a jeho derivata (kapitola 4.2), a (b) otestovat biologickou aktivitu t&chto latek (kapitola
4.3). Z literatury je patrné (viz. kapitola 2.8), ze latky strukturné podobné lignanu 1, maji
velice zajimavé biologické vlastnosti (tabulka €. 3). Z tohoto divodu jsme se rozhodli
pripravit pfedpokladanou strukturu lignanu 1 uzitim dvou rdznych pfistupu: (1) pomoci
cilené orientované syntézy (Target-Oriented synthesis — TOS), a (2) pomoci diverzitné
orientované syntézy (Diversity-Oriented synthesis — DOS).

V prvnim pfipadé bylo nase usili zaméfeno na syntézu lignanu 1, a to jak
v enantiomerné Cisté formé, tak v racemické smési. Tento pfistup mél za ukol pfipravit
danou latku a aplikace tohoto pfistupu na budouci syntézu strukturnich analogu nebyla
planovana. DOS pfistup k 1 byl na druhou stranu koncipovan tak, aby vSechny riizné
stereoizomery a strukturni derivaty lignanu 1 mohly byt pfipraveny timto postupem.
VSechny pfipravené latky poté budou testovany na leishmanicidni aktivitu vUCi
amastigotdm L. turanica. Jejich aktivita vi¢i nadorovym a nenadorovym buné&nym liniim
bude také testovana. Schematické znazornéni naseho pfistupu je popsano nize
(Obrazek 7).
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Obrazek 7: Schematické znazornéni naseho pfistupu pfi syntéze sanguinolignanu A

a jeho derivatu. Pouze Cervené oramovana ¢ast je pfedmétem naseho vyzkumu.

4.1 Syntéza Sanguinolignanu A

Cestou cilené syntézy Sanguinolignanu A jsme se vydali, protoZe jeji struktura byla
prozatim navrZena na zakladé spektroskopickych metod, a to zejména NMR analyzy.
Tato metoda je a priori velice pfesna, ale neni to metoda absolutni. V dnesni dobé
existuji pouze dvé metody jak urCit nebo potvrdit strukturu izolované pfirodni latky, (a)
vypéstovat jeji monokrystal a zméfit jej pomoci RTG analyzy, nebo (b) pfipravit
navrzenou strukturu pomoci organické syntézy a porovnat jeji veSkera dostupna
spektroskopicka data s témi ziskanymi pfi navrhovani struktury ptivodné izolované latky
(NMR spektra, MS spektra, opticka rotace...).

Na zakladé retrosyntetické analyzy navrzené struktury lignanu 1 (Cabanillas et al., 2010)
jsme navrhli dva rGzné pfistupy k dané molekule. Prvni z nich by nam mél poskytnout
latku 1 v jeji (—)-formé a druhy jako racemickou smés obou enantiomerl rac-1 (Schéma
1).
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Schéma 1: Retrosynteticka analyza cilené syntézy Sanguinolignanu A

4.1.1 Cilena syntéza (-)-Sanguinolignanu A

TOS syntéza lignanu (—-)-1 je zaloZena na dvou zakladnich krocich, (a) diatereoselektivni
aldolové reakci a nasledné selektivni redukci chiralni pomocné skupiny, a (b) nasledné
acylaci vzniklého laktonu. Stereogenni centra vytvofené pfi aldolové reakci mezi
dikarbonylovou slou€eninou 5 a aldehydem 4, pak urCi vSechna nasledné vytvofena
stereogenni centra.

KliCovym krokem tedy je diastereoselektivni aldolova kondenzace mezi intermediatem
5 a aldehydem 4. Abychom tento krok dovedli do zdarného konce, rozhodli jsme se
vyuzit osvédCené Evansovi chiralni pomocné skupiny zaloZzené na oxazolidinech
v kombinaci s uzitim boronovych enolatd (Evans et al., 1981). Zna¢nou vyhodou tohoto
pFistupu je velka selektivita aldolové reakce zplsobena znaénou rigiditou tranzitniho

stavu reakce za zvolenych reak&nich podminek (Obrazek 8).
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TS 1

Obrazek 8: Model vystihujici stereoselektivitu u Evansovy aldoloveé reakce

Po dukladné literarni reSersi jsme navic nasli uziti tohoto typu chiralni pomocné

skupiny v

dibenzylbutyrolactonovy skelet (Hajra et al., 2013).
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Schéma 2
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Nase syntéza Sanguinolignanu A (1) zacala pfipravou chiralni pomocné skupiny
12 (pfipravena ve dvou krocich z L-valinu 11 (Evans & Mathre, 1985; McKennon
& Meyers, 1993) a ester-kyseliny 10, ktera byla pfipravena metanolyzou anhydridu
9 (Schéma 2). Karbonylova skupina v karboxylové kyseliné 10 byla poté in situ
transformovana na smésny anhydrid, ktery byl reagovan s amidem 12 v pfitomnosti
Lewisovy kyseliny (LiCl). Produkt 13 byl izolovan v 76%.

Je nutno podoktnout, Ze tato reakce je velice citliva na pfitomnost vody (Tabulka
4). Puvodné jsme si mysleli, Ze v prlbéhu reakce dochazi k hydrolyze methyl esteru,
a to tedy zpuUsobuje nizSi vytézky reakce. Abychom tedy zamezili tomuto jevu, tak jsem
se rozhodla pouzit tert-butylovou skupinu misto methylové (vstup 4). Bohuzel tato zména
nepfinesla zadany vysledek. Zda se, ze pfitomnost vody nhema na svédomi hydrolyzu

esteru, ale spiSe vede ke snizeni Lewisovy aktivity LiCl jeho hydrataci.

Tabulka 4: Optimalizace reakénich podminek pro syntézu ester-amidu 13

/\)OJ\ j.]\
CO-R HN O
HOzC/\/ 2 + \ / ROZC N (0]

S 12 S
N\

O

Y

Vstup R Podminky Vytezek [%]?
] ch. D PIVCI(1,5eq), EtsN (3,0 eq), THF, 0°C, 5h o5
3 2)12(1,0 eq), LiCl (1,5 eq), THF, -20°C, 2h
) CH. DPIVCI(3,0eq), EtsN (3,0 eq), THF, -25°C, 2h 15
3 2)12(1,0 eq), LiCl (2,6 eq), THF, -20°C, 1,5h
3 CcH 1) PivCl (3,0 eq), EtsN (3,0 eq), THF, -25°C, 2h 75
3 2)12(1,0 eq), LiCl (2,6 eq), THF, -20°C, 1,5h
4 By DPIVCI (3,0 eq), EtsN (3,0 eq), THF, -25°C, 2h o5

2) 12 (1,0 eq), LiCI (2,6 eq), THF, -20°C, 1,5h

a) Odpovida Cisté izolované latce. b) Pro tuto reakci LiCl bylo suseno ve
vakuu, aby doslo k desorpci molekul vody (vakuum, 60°C, 14h).

Ziskany amid 13, nam umoznil pfistoupit ke kliCovému kroku nasi syntézy,
diastereoselektivni aldolové reakci. Jednou z komplikaci, ktera provazi tuto reakci,
je retroadice vysledného produktu 14 na vychozi latky a laktonizace 13 na nezadouci
lakton 21 (Schéma 3). Tato laktonizace probiha spontanné, paklize je produkt 13
vystaven pusobeni Brgnstedovy baze nebo kyseliny. Abychom sniZili nezadouci vedlejsi
reakce, tak vysledny necisty produkt 14 byl okamzité reagovan s TBSOTTf v pfitomnosti
2,6-lutidinu a transformovan na TBS-chranény alkohol.

Abychom dostali produkt v co nejlepSim vytézku a diastereoselektivité, reakce byla
provadéna za ruznych reakénich podminek a s pouZitim rlznych Lewisovych kyselin
(Tabulka 5).
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Peroxolyza vysledného ochranéného produktu aldolové reakce 15 pomoci LiOH
(generovan in situ z LIOH a H:0,), poskytla karboxylovou kyselinu 16, ktera byla
okamzité redukovana pomoci BHs:.SMe, komplexu na odpovidajici alkohol 17. Tento
alkohol spontanné cyklizoval na odpovidajici lakton 18. Bohuzel, kdyz byla reakce
provadéna ve veétSim meéfitku (~500mg) tak reakce poskytovala smés laktonu
18 a necyklizovaného alkoholu 17. Proto byla smés latek 17 a 18 rozpusténa v benzenu
a za pritomnosti PPTS zahfivana pfi 60°C po dobu 8h. Za téchto reakénich podminek
doSlo k pfevedeni veSkerého alkoholu 17 na lakton 18, aniz by doslo k ochranéni Ci

migraci TBS chranici skupiny.

Tabulka 5: Optimalizace aldolové reakce mezi amido-esterem 13 a aldehydem 14

o)
! 10 TBSOTf (3,0 eq) TBSO O O
/\)OL )OL <O©/4 o T JI_ 26dutidine (40eq) J
o N” Yo  DMAP (0,2 eq) N" o
MeO,C N\_/O o~ 4 <O:©/7)L O > <o J
3 S $ CH,Cly, 5h, 0°C S
\\ M602C 14 MeOZC 1:\
o Vytszek
a
Vstup Podminky Vitezek 3 dukty d.r? aduktu®© d.r.c
14 [%] 15 [%]
n-Bu:BOTT (1,2 eq), iPr2NEt (1,3 eq), .
1 CH:Clz, -78°C az L., 12h 12 95:5 n.d. n.d.
n-Bu:BOTT (1,2 eq), iPr2NEt (1,3 eq), .
2 CH2Cly, -40°C a L.t., 14h 15 95:5 n.d. n.d.
n-Bu2BOTf (1,2 eq), iPr2NEt (1,3 eq), . .
3 CH:Cly, -40°C az L.t., 14h nd. 95:5 38 95:5
n-Bu:BOTT (1,2 eq), iPr2NEt (1,3 eq), .
4 CH2Cla, -40°C, 4h 27 95:5 n.d. n.d.
5 ”'BUZBOTC‘cljiéze‘{)é()'ngélﬁt (1.3 eq). n.d. 87:13 78 85:15
n-Bu:BOTT (1,2 eq), iPr2NEt (1,3 eq), . .
6 CHCly, '400_C’ 4h n.d. 95:5 65 95:5
7 CyC'HeXZB%HZ(Cllf o, PrenEt (L3 ea), n.d. 98:2 42 98:2
8 TiCls (1,0 eq), TMEDA (1,3 equiv), <5% nd. nd. nd.

THF, -78°C az 1.t., 12h

a) Odpovida &isté izolované litce b) Uréeno na zakladé analyzy *H-NMR spektra. ¢) Vytézek pies 2 kroky.
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Acylace laktonu 18 pak byla provedena pomoci acyl chloridu 19 v pfitomnosti
nadbytku LiN(SiMes)2 (2,1 eq). Tento typ reakce byl jiz v minulosti s uspéchem pouzit
nékolikrat v nasi skupiné a poskytl produkt 20 v 88% vytézku (Pospisil & Sato, 2011;
Pospisil et al., 2012). Tento krok bude proveden a optimalizovan pro nase podminky

v nasledujicim doktorandském studiu.
4.1.2 Cilena syntéza rac-Sanguinolignanu A

Stereoselektivni, ale ne enantiomerni syntéza rac-1, by méla byt robustni
a potencionalné aplikovatelna na multigramovou syntézu této latky. Pfipadné
enantiomery by poté mohly byt oddéleny napf. ko-krystalizaci, ale zejména pak
transformaci na estery opticky obohacenych karboxylovymi kyselinami. Vysledné
diastereoisomery by pak byli oddélitelné krystalizaci nebo separovany pomoci
chromatografickych separa¢nich metod. Hydrolyza téchto estert by pak vedla k uvolnéni
obou antipodd Sanguinolignanu A (1). Pfipraveny rac-1 by nam také umoznil otestovat
biologickou aktivitu 1 jako racematu.

V mnoha pfipadech se totiz stava, Ze lignany jsou tvofeny v rostlinach nejen jako
jednotlivé antipody, napf. (+)-1 nebo (-)-1, ale také jako racemické smési. V téchto
pfipadech muze dojit k tomu, Ze jednotlivé enantiomery maji rizné biologické aktivity,
jejich aktivita se nasobi, nebo anihiluje (Umezawa, 2014).

NaSe retrosyntéza rac-1 je zalozena na radikalové cyklizaci a byla inspirovana
biomimetickou syntézou africanalu 22 (Edlin et al.,, 2006). Pfi této syntéze je
v pritomnosti Lewisovy kyseliny intermediat 23 pfeménén v jednom kroku na zadany
skelet africanalu 24 (Schéma 4). A pfiprava tohoto intermediatu je aplikovatelna na nasi

syntézu rac-1.
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Dle navrzené retrosyntézy (Schéma 1), zaCala syntéza rac-1 adici vinyl
magnesium bromidu na aldehyd 4 (Schéma 5). Acylace s trichloroacetyl chloridem
vysledného alkoholu 8 nasledovana in situ Overmansovym presmykem poskytla
substituovany allyl alkohol 7, ktery byl podroben radikalové cycklizaci a poskytl lakton
6 ve formé dvou epimerl na nové utvofené vazbé uhlik-chlor. Substituce atomu chloru
na této pozici benzyl alkoholem vedla k tvorbé pouze jednoho stereocizomeru 25.
Nasledna radikalova reakce laktonu 25 s tributylcinhydridem poskytla des-chloro-lakton
26 v 92% vytézku. Kondenzace laktonu 26 s acylchloridem 19 za naSich standartnich
podminek (PospiSil & Sato, 2011; PospiSil et al., 2012) poskytla chranény
Sanguinolignan A 27. Debenzylace 27 potom poskytla kone€ny produkt rac-1 v 85%
vytézku.

Porovnani spekter produktu rac-1 s publikovanymi spektry (viz. experimentalni
Cast), ukazalo, Zze navrzena struktura Sanguinolignanu A odpovida nami pfipravené
latce. Bohuzel tuto latku mame pouze jako racemat, a tedy nemizeme potvrdit, jestli

také absolutni stereochemie molekuly je spravné pfifazena.
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Schéma 5

4.2 Diverzné-orientovana syntéza zakladniho skeletu Sanguinolignanu A

Hlavnim Ukolem nasi diverzné orientované syntézy (DOS) je prozkoumat moznost jak
rychle a hlavné versatilné pfipravit zakladni modul lignanového typu 28 (Schéma 6).
Tento zakladni skelet by mél nasi skupiné umoznit jednoduchy, rychly ale hlavné velice
modularni pfistup k dimerim fenylpropanoidového typu, zejména lignanového typu. Nas
obecny pfistup, ktery bude pouze nastinén v ramci mé diplomové prace, je zaloZen na
modularni syntéze zalozené na dvou zakladnich krocich — Wittigové olefinaci a Stobbeho

kondenzaci (Schéma 7).
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4.2.1 Wittigova olefinacni reakce — prvni klicovy krok

Nejprve jsme se zaméfili na Wittigovu olefinacni reakci. Syntéza tedy zacala pfFipravou
stabilizovanych fosforylovych ylidid 30 a 33 (Siebum et al.,, 2003). Tyto ylidy byly
pfipraveny z odpovidajicich a-bromo esterl 34 a trifenylfosfinu (Schéma 8). Z divodu
relativni nachylnosti téchto ylidd k reakci se vzduSnou vihkosti jsme se rozhodli provadét
tuto syntézu v multigramovém mnozstvi a poté skladovat dané ylidy za laboratorni
teploty v nepfitomnosti vzdusné vihkosti.

Generované ylidy byly pak reagovany s aromatickymi aldehydy a ketony (Tabulka
7). Na zakladé naSich predchozich zkuSenosti s olefinatnimi reakcemi (Marko
& Pospisil, 2009) a obecné termickymi reakcemi iniciovanymi mikrovinnym zafenim
(Pospisil & Potacek, 2007) jsme se rozhodli iniciovat tuto reakci mikrovinnym zafenim
(ylidy fosforu maji znaény dipdlovy moment, takZe jsou vhodnym substratem pro reakce
iniciované mikrovinnym zafenim (PospiSil & Potacek, 2007).
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Schéma 8

Abychom nalezli vhodné reakéni podminky pro olefinaéni reakci, nejprve jsme se
zaméfily na reakci ylidu 33 s aldehydem 35b (Tabulka 6). V literatufe se samoziejmé
vyskytuje celkem znaéné mnozstvi olefinaénich reakci stabilizovanych Wittigovych ylid(
s aldehydy. VétSina z nich, jak se bohuzel ukazalo, se neda aplikovat na nase substraty,
protoze tyto reakéni podminky vedly k nizkym vytézkdm nebo degradaci ylidu (Frattini
et al., 2001(ref 1); Rodrigues et al., 2012 (ref 2)). Domnivame se, Ze publikované reakéni
podminky, které byly vzdy optimalizovany na reakce s aldehydy substituované
elektronové deficitnimi substituenty (Frattini et al., 2001) nebo byly reagovany s aldehydy
nesoucimi chranéné fenolické skupiny (Rodrigues et al., 2012), byly naprosto nevhodné
pro reakce s aldehydy nesouci jednu nebo vice nechranénych fenolickych skupin (napf.
aldehyd 35b). Ale protoze my jsme potfebovali mit ve finalnich produktech jednu, ne vice
volnych fenolickych skupin (sekundarni metabolity fenylpropanoidového typu), chtéli
jsme zamezit prodluZovani syntézy téchto latek zavedenim a odstranénim chranicich
skupin (Trost, 1997).

Abychom dosahli pozadovanych vysledku, bylo v naSem pfipadé nezbytné pouzit
takové rozpoustédlo, které (1) neabsorbuje mikrovinné zafeni (nepolarni) a (2) ma vyssi
bod varu. V nasSem pfipadé se nejlépe osvédCil toluen. Pfedpokladame tedy, Ze role
toluenu jako rozpoustédla je v tom aby zamezila lokalnimu pfehfati smési a tedy
k degradaci vychozich latek a/nebo produktu. Nas teplotni ,mediator — toluen —
samoziejmé nerozpousti ani jednu z vychozich latek a ve vétSiné pfipadl ani produkty.
V naSich experimentech se ukazalo, ze ve vétSiné pfipadl byla reakce za optimalnich
podminek hotova jiz béhem 3 minut, ale protoze jsme neméli moznost kontrolovat
prabéh reakce (uzavieny systém), rozhodli jsme se ponechat reakéni Cas na
10 minutach. Za téchto podminek reakce vzdy probéhla s uplnou konverzi vychoziho

aldehydu.
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Tabulka 6: Optimalizace reakénich podminek Wittigovy olefinaéni reakce

H5;CO H o H3CO. X OCH,
+ PhaPe I o
HO 35b OCHj3 HO 36
OCHs 33 OCH; b

Vstup Podminky Vytezek [%]? Litt
1 35b (1,0 eq), 33 (1,1 eq), 150°C, 30 min, bez rozpoustedla  degradace ref 2
2 35b (1,0 eq), 33 (1,1 eq), 100°C, 30 min, bez rozpoustedla degradace ref 2
3 35b (1,0 eq), 33 (1,1 eq), THF (0,1M), 100°C, 60 min 20 ref 1
4 35b (1,0 eq), 33 (1,1 eq), EtOAc (0,1M), 100°C, 60 min <5 ref 1
5 35b (1,0 eq), 33 (1,1 eq), toluen (0,1M), 100°C, 60 min 35
6 35b (1,0 eq), 33 (1,1 eq), toluen (0,1M), 150°C, 60 min 42
7 35b (1,0 eq), 33 (2,0 eq), toluen (0,1M), 150°C, 60 min 85
8 35b (1,0 eq), 33 (2,0 eq), toluen (0,1M), 150°C, 10 min 40
9 35b (1,0 eq), 33 (1,1 eq), toluen (1,0M), 150°C, 10 min 95
10 35b (1,0 eq), 33 (1,1 eq), toluen (1,0M), 110°C, 10 min 85
11 35b (1,0 eq), 33 (1,1 eq), toluen (1,0M), 150°C, 6 min 93

a) Odpovida Cisté izolované latce.

Tyto optimalizované reakcni podminky byly poté aplikovany na komeréné
dostupné aldehydy a ketony (Tabulka 7). Ukazalo se, Ze pokud byly aldehydy pouzity
jako vychozi latky, produkty olefinace 36 byly izolovany ve vytézcich >90% a E/Z
selektivitou >90:10. Jedinou vyjimkou byla reakce salicylaldehydu 35g (vstup 7), kde
vytéZzek produktu 36g byl pouze 82%. Peclivou analyzou reakéni smési jsme objevili
stopy jiného produktu (1-5%), ktery jsme predbézné analyzovali na zakladé *H-NMR
spekter jako kumarin 37g (Schéma 9).

Nasledny pohled do literatury nam ukazal, Ze produkty typu 36 substituované
v ortho-poloze hydroxylovou skupinou podléhaji, jsou-li vystaveni dlouhodobé vysokym
teplotam (nad 190 °C), termické E/Z izomerizaci a nasledné cyklizaci (Narasimham et
al., 1979). Domnivame se tedy, Zze v naSem pfipadé doslo k lokalnimu pfehfati reakéni
smeési, ktera méla za nasledek tvorbu stopovych mnozstvi produktu 36g s kumarinovym
skeletem. Abychom potvrdili nasS prfedpoklad, tak byla rekce mezi aldehydem 35g
a ylidem 33 provedena jesté jednou, ale tentokrat za zvySené teploty (Tabulka 8).

Ukazalo se, ze pokud provedeme reakci pfi 220 °C po dobu 60 minut, dojde
k exkluzivni formaci kumarinu 37g a to s 89% vytéZkem. Stejného efektu jsme mohli

pozorovat, pokud aldehydy 35i, 350, 35s a 35t byly reagovany za stejnych podminek
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s ylidem 33. | v téchto pfipadech byly produkty kumarinového typu 37i, 370, 37s a 37t
pfipraveny v 86%, 72%, 78% a 68% vytézku.

Vysledky téchto experimentl znamenaji to, Ze mizeme za méné nez 2 hodiny
(v€etné purifikace) pfipravit z komeréné dostupnych vychozich latek substituované
kumarinové derivaty. Abychom jesté zvysili efektivnost této mikrovinami iniciované
transformace, rozhodli jsme se vyzkouS$et in situ selektivni tvorbu kumarinového skeletu
se selektivni substituci aromatického jadra nové vytvofeného kumarinu. Pokud by nas
predpoklad fungoval, tak by se nékteré biologicky aktivni kumariny mohly pfipravovat in
situ v jednokrokové syntéze (napf. kumarin Osthole (Hadecek et al., 1994)) (Obrazek 9),
cena v katalogu Sigma-Aldrich, 10 mg — 2 727 K&, internetovy zdroj 16). Nas navrh
vychazel z nasi pfedchazejici zkusenosti s mikrovinami iniciovanymi reakcemi (Pospisil
& Potacek, 2007).

HsCO 0" o

Osthol
\ J

Obrazek 9: Kumarin Osthol: potencialni cil nasi mikrovinné metody
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Tabulka 7: Syntéza fenylpropanoid-estertl 36 pomoci stabilizovanych ylidd a komeréné dostupnych aldehyda.

o
JLR2 + Ph3F’§)J\OCH3

—»
uW, 150°C,

RZ O

R1J\/B;OCH3

R1
10 min, 1.0M toluene
Vstup  Aldehyd Produkt Vytezek?) (E/Z)®  Vstup Aldehyd Produkt Vytezek?®) (E/Z)?)  Vstup Aldehyd/keton Produkt Vytezek?) (E/Z)
0o 0 0
S 82% 92:8 14 N 92% >95:1
1 H OCH3 06% 2951 . ©qu (:(\/'LOCH3 O)LH O/\)( A
HO 35a 359 OH OH 369 Z
OMe
0 R Q 95%  90:10 i
NS o :
2 M° H OCHa 98% 951 8 ©/\){H NN"ocH, 15 " OCH3 u%  >95:1
? : 35h 36h OH OH 360
HO 35b o o 350 O
OMe ~ 89% >95:1
o . dH OCHs /@)\)LOCHS 76%  80:20
MeO OH l: :]
3 H OCH3 92%  >95:1 Meo o 36i 16 35p
(] 35i le)
HO 35
oH ¢ H N-0CH N 0 .
10  91% 8119 OCHS 78% 8218
o o] OCHj OCHj 17 Bu Bu %
Me! 35j 1 35p P
4 H OCH3 98%  >95:1 36]
MeO 35d 1 /O\ o) /o\ ~° 84% 92:8 o] O\)OL 75% B}
OMe 18 x
M x OCHj O// OCHj,
o 35k 36 35 36q
H OCH 2 R
3 0, . NS
5 o a5 98%  >95:1 12 kaH OCH; 95% 92:8 0 PhYO Ph O 62% -
ONF o 361 Ph Ph OCHj,
R 351 | 35r 36r
: N o, .
MooN 35 Moo a6 o 13 H ocH,  %8% >95:1
cl 35m

a) Odpovida Cisté izolované latce.

b) Uréeno ze *H NMR spekter reakéni smési.
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o Q 0
A Ph3"3§)j\ocH X
H 3 OCH; ©\/1
o Yo >
toluen (1,0M
379 OH oluen (1,0M) OH 0”0
359

uW, 150°C, 10 min
369, 82%, E/Z =92:8 379 (stopy,
neizolovano)

0
A 190°C —~~OCHs A
OCH3 —~— o —_—
-CHZOH 0" 70
oH Ph,0, 4h OH
Schéma 9
Tabulka 8: Syntéza kumarina 37
0
X 0 XIryx
R'— H 4 phgpe — ’ R1_:<Il
A~ on OCHs |, w, 220°C, A~ 0
35 33 60 min, 1,0M toluen 37
Vstup Aldehyd Produkt Vyteieka)
0
N
1 H m 89%
OH 070
35g 37g
0
N
M
MeO” ~Z~OH 60r T 00
0
OH S
350 OH OH 370
0
MeO.
4 Meo\@f‘H T 78%
OH 00
35s 37s
0
HO.
5 HO\@\)LH m 68%
OH 00

35t

a) Odpovida Cisté izolované latce.

Predpokladali jsme, Zze pokud nechame reagovat o-allyl substituovany salicylaldehyd
35l s ylidem 33 za vySe zminénych podminek, tak by mélo dojit k olefinani reakci (36l),
ktera bude nasledovana Claisenovym pfesmykem ([3,3]-sigmatropnim pfesmykem) na
latku 38 a cyklizaci ,odchranéného” rearomatizovaného fenolu (Z)-39 na izomerizovany
metyl ester (Schéma 10). V ramci této transformace je tedy formalné jedna vazba pfrerusena
(znazornéna cervené) a Ctyfi vytvofeny (znazornéna )- Nas predpoklad se vyplnil
lépe, nez jsme Cekali a vysledny kumarin 40 byl za téchto podminek vytvofen v 85%

vytéZku.
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(6] o] s
Ph3P. :
dLH 3 vJ\OCH:,, : N COzMe m
> -~
uW, 220°C, E 0O o) COMe

\) 351 85min, 1,0M toluen v A (2)-361

85%
X COrMe
A
0O 0 OzMe
Z Z

l rearomatizace l

X COzMe = . ©\/ g
02Me : 0~ Yo
—_>
OH 39 P (z) 39 ﬁ 40
P ; |

in situ

Schéma 10

Po optimalizaci olefinaéniho kroku mezi aldehydy 35 a ylidem 33 jsme pfistoupili
k rozSifeni této metodologie na ylid 30. Aplikaci naSich ted jiz standartnich podminek se
nam podafilo pfipravit prekurzory pro Stobbeho kondenzaci v jednom kroku a vytézcich
pFesahujicich 59-88 % a selektivité >90:10 (Tabulka 9). Jedinou zménou bylo prodlouzeni
reakcni doby na 25 minut.

Timto jsme tak dokonCili prvni krok naseho syntetického pfistupu zaméreného
smérem k diverzitné orientované syntéze (DOS syntéze) lignanl sanguinolignanového typu
1.
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Tabulka 9: Syntéza prekurzori Stobbeho reakce — prvni klicovy krok

o) 0o
PhsP
RI N H + 00?3 > R1;\ A OC2H3
e 1
Z OR toluen (1,0M) Z OR
o) uW, 150°C, 25 min 31 0O
30a, R?=CHj,
30b, R?=Bn
Vstup  Aldehyd Produkt Vytezek?) (E/Z)®  Vstup Aldehyd Produkt Vytezek? (E/Z)®
0

I
o
;:O
T

mcozcm , @/\[COQCH3
7
72% 955 9 -
COCHy " ©)35u CO,CH, 2% 955
Q CO,CH
MeO H 2~ 8 O < Xy COLCHs ga9, 982
2 59% 955 <
HO 35b CO,CH3 o} CO,CH;

OMe Me
e 31b C|’
HO CO,CH, 9 X C0CHs 759, g2
8 " m 71% 9614
HO 3sc  HO CO,CHs ° ' w CO:CH;
OH c
o} COZCH3
MeO. H ~CO:CHs 10 ,©/\[ 98:2
4 74% 955 (:020H3
MeO' 35d CO,CH;
OMe OMe 31d
o CO,CHj
COLCH; 1 j@A m 81% 982
] /©)LH m 69%  92:8 COCH,
HO 35e CO,CH3
o CO,CH -CO2CHs
e 12 74% 955
H 69% 955 COB
6 Me,N CO,CH, MeO 28N
MeoN 35¢ 350 OMe OMe  314.8n
a) Odpovida Cisté izolované latce. b) Ureno ze *H NMR spekter reakéni smési.

4.2.2 Stobbeho kondenzace — druhy kli¢ovy krok

Druhym kli€¢ovym krokem DOS syntézy lignanu byla Stobbeho kondenzace mezi
diesterem 31 a vybranymi aromatickymi aldehydy 35 (Tabulka 10). Tato tzv. jmenna reakce
probihd za pfitomnosti nenukleofilni baze (tert-BuOK — aby nedoslo k hydrolyze esteru)
v pfitomnosti polarnich protickych rozpoustédel. V nadem pfipadé se nam osvédcilo pouziti
tert-BuOH jako rozpoustédla (protické) ve smési s THF (aprotické rozpoustédlo). V jejich
pritomnosti reakce probihala jiz za laboratorni teploty a Uplné konverze vychozich latek bylo
dosazeno béhem 1 hodiny. Po okyseleni reakéni smési pomoci konc. HCI jsme mohli
vyizolovat zadany produkt Stobbeho kondenzace — kyselinu 28 ve vytéZcich mezi 50 a 80
% v zavislosti na substituentech vychoziho aldehydu 35.

Konecny produkt, estero-kyseliny 28 tak mohou byt pouzity podle planovaného
schématu (Schéma 7) k pfipraveé jinych strukturné obdobnych lignand v ramci DOS syntézy

téchto latek a pfipadné i pfi syntéze strukturnich derivatli Sanguinolignanu 1.
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Tabulka 10: Stobbeho kondenzace mezi aromatickymi aldehydy a diesterem 31.

0
I CO,H
Ph/\[COQCHs | N o Ph/i/@ 5
+ > -
CO,CHjs X BuOK (1,5 eq) MeO,C XN
31u R tBUOH/THF = 1:1 (V/V) 28
20-25°C, 1h
Vstup Aldehyd Produkt Vytezek? (E/Z)P)
Q co,
1 ©)(H Ph" 75% 98:2
NS
35u MeO,C 28uu
o CO,H
NM
2 ©)LH Ph/m 2 62% 98:2
\S
Me,yN MeO,C 28uf
35f u
0 COH
3 C'D)LH th 73% 90:8
ol MeO,C (ol
35w 28uw
0
COH__om
4 MQOD)LH th ° s3% 955
MeO MeO,C~ OMe
35y 28uy
a) Odpovida Cisté izolované latce. b) Ureno ze *H NMR spekter reakéni smési.
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4.3 Biologické testy pripravenych latek

V okamziku sepisovani mé diplomové prace jsme se bohuZel dostali pouze k rac-1 derivatu
sanguinolignanu A. Enantiomerné& obohaceny (-)-1 bohuZzel jeSté nebyl k dispozici a tak
jsme se rozhodli otestovat alespori nami pfipravené derivaty fenylpropanoidt, kumarinu
a zejména intermediaty pfipravené pro syntézu Sanguinolignanu A. Nami vybrané latky byly
testovany zejména pro své leishmanicidni vlastnosti (L. turanica), ale ovéfili jsme si i jejich
cytotoxicitu na bunécnych liniich odvozenych od chronické myeloidni leukémie (MCf-7),
prsniho adenokarcinomu (K562) a na koznich fibroblastech (BJ).
Pro prvni kolo testovani jsme si vybrali velice jednoduché fenylpropanoid estery,
a otestovali jsme jejich aktivitu vaci L. turanica (Tabulka 11) a vySe uvedenym buné&nym
liniim (Tabulka 12).

Z vybranych testovanych latek pouze dvé vykazovali vy$Si leishmanicidni aktivitu.
Po 72 hodinové inkubaci s latkou 36g prezilo pouze 22 % parazitl v pfipadé 100uM
koncentrace a 44,2 % parazitl v pfipadé 50 pM koncentrace testované latky. Pro
testovanou latku 360 byla mira pfeziti promastigotd pro 100 a 50 uM koncentraci 33,4 %
a 36,4 %.
Dale jsme testovali nase jednoduché fenylpropanoidy na bunéénych liniich odvozenych od
chronické myeloidni leukémie (MCf-7), prsniho adenokarcinomu (K562) a na koznich
fibroblastech (BJ). Ani jedna z testovanych latek nevykazovala zadnou vyznamnou aktivitu.
Zajimavou se jevila pouze latka 36g, ktera vykazovala jednu z nejvysSich leishmanicidnich
aktivit (Tabulka 11) oproti ostatnim testovanym latkam, ale zarover nevykazovala toxicitu
pro lidské bunky (Tabulka 12). Tyto vlastnosti jsou pro latky potencialné vyuzitelné pro
léCbou leishmanidzy velice vhodné, jelikoZz se tak omezi sekundarné toxické efekty pro

organismus Vv prabéhu lécby.
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Tabulka 11: Vysledky biologickych testll na L. turanica pro vybrané testované latky. Latky
byly testovany v koncentraci 100 a 50 uM a byla zjiStovana zivotaschopnost promastigot
po 72 h inkubaci.

L. turanica L. turanica
Testovana latka __21\£o_t_a_s_c_h_qp_>r_19_sz_[‘:/o_]j__ Testovana latka __ii\igt_a_s_(:_rlo_r_)gg_sz_[i/g]f__
100 uM 50 uM 100 uM 50 uM
Q 0
A X
OCHs 420 61,2 OCH, 22,0 44,2
HO oH 369
OH 36¢c
T Cl O
MeO NS
OCH
o 3 514 64,3 ©\/§)LOCH3 798 697
e 36d
OMe Cl 36m
Q o)
N-NOoCH, 585 73,5 X

360 ® ’ ’ OCHs 334 36,4

HO OH 360
OH

* 72h inkubacni doba s testovanymi latkami * 72h inkubacni doba s testovanymi latkami

Tabulka 12: Vysledky biologickych testl na tfech bunéénych liniich (K562 - odvozeno od
chronické myeloidni leukémie, MCF-7 — odvozeno od prsniho adenokarcinomu a BJ — kozni
fibroblasty) pro vybrané testované latky. Latky byly testovany pro rlizné koncentrace

a vyhodnoceny po 72 h inkubaci.

IC50 (uM) IC50 (uM)
Testovana latka -—____bunecne linie____ Testovana latka ----._bunecne linie____
K562 MCF-7 BJ K562 MCF-7 BJ
(@]
(@]
H5CO X
]Q/\)(OCHs >100 81,2 >100 WOCHs >100 >100 >100
HO
36
OCHs 36b OH [¢]

p o)
~ NS
OCH;  >100 >100 >100 OCHs 44 140 37
HO 36e OH 360
OH
0 o)
X MeO. S
/©/\)LOCH3 645 556 57 OCHs 5100  >100 >100
HO 36¢ MeO 36d
OH OMe
o) cl 0
Woom >100 >100 >100 @(\)LOCHQ, >50 >80 >50
Me,N 36f Cl 36m
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Zavérem bych chtéla poznamenat, Zze hodnoty leishmanicidnich aktivit naSich latek
samoziejmé ani zdaleka nedosahuji aktivity doposud uzivanych antileishmanik (Blum et al.,
2004). Predpokladame ale, ze u naSeho finalniho produktu, (-)-Sanguinolignanu A (1),
nebo jeho derivatu by tato aktivita méla byt mnohem vy3si. Divodem naSeho predpokladu
pro vysSi aktivitu je fakt, Ze Sanguinolignan A byl jiz testovan proti axenickym amastigotim
Leishmanie amazonensis MHOM/BR/76/LTB-012 (internetovy zdroj 7) a jeho hodnota ICso
byla stanovena na 36,7 uM. Druhym dlvodem je jiz potvrzena trypanocidni aktivita
Hinokininu, lignanu se strukturou velmi podobnou struktufe (—)-Sanguinolignanu A.

Tim, Ze jsme si ted jisti relativni strukturou Sanguinolignanu A 1 a musime ,jen*
potvrdit jeji absolutni konfiguraci, nam dava dobry dlvod pfedpokladat, Ze leishmanicidni
aktivita z rostlin izolovaného Sanguinolignanu A (1) odpovida a my tak budeme moci na
zakladé této struktury pfipravit mnohem aktivnéj$i obdobu Sanguinolignanu A. VSechny
nase biologické testy, které méfime na veskerych intermediatech a strukturné podobnych
latkach, nam pak budou slouzit k tomu, abychom mohli navrhnout takové modifikace, které
nam umozni zvysit leishmanicidni aktivitu modifikovanych latek a zaroven snizit toxicitu vaci

lidskym bunkam.
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5. Zaver

V ramci této diplomové prace byly shrnuty poznatky dostupné do ledna 2015 tykajici se
parazitarniho onemocnéni leishmaniéza. Byl popsan mechanismus a dulezité faktory
pfenosu, epidemiologie nemoci a biologie infekéniho agens a jeho pfenasecu. V praktické
Casti se nam podafilo pfipravit racemickou smés Sanguinolignanu A a tim i potvrdit jeho
relativni stereochemii. Ta vS8ak bude UpIné potvrzena az po dokonleni syntézy
(-)- Sanguinolignan A od které nas déli pouze jeden krok.

Podafilo se nam navrhnout a zrealizovat obecny pfistup vedouci k zakladnimu skeletu
Sanguinalignanového typu. Nase DOS je slozena ze dvou kliCovych krok( z Wittigovy
olefinace a Stobbeho kondenzace. V ramci téchto kroku jsme pfipravili fenylpropanoidové
derivaty a kumariny. Vysledkem této prace je syntéza rGznych derivata fenylpropanoidd
a kumarinQ a intermediatd nezbytnych k syntéze Sanguinolignanu A. Vybranou skupinu
latek jsme otestovali na biologickou aktivitu va&i promastigotd L. turanica a dalSim
nadorovym i nenadorovym liniim.

Optimalizace nékterych krok(, dalSi ovéfeni jeho struktury, syntéza jeho derivat(
a Siroké spektrum biologickych testd, které jsou témito kroky umoznény, budou provedeny

v navazujicim studiu.
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