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1. Uvod do problematiky

Latky prirodného pdévodu vyuziva l'udstvo vskutku od nepamiti. Prvé archeologické dokazy
0 vyuziti rastlinného materialu k lie¢be siahaju do dob spred 60 000 rokov, kedy sa v hrobkach
paleolitickych T'udi nasli pozostatky rastlin vyuzivanych dodnes ako liecebné byliny (Solecki, 1975).
Z dob prvych civilizacii (5000 p.n.l.), v oblasti Mezopotamie, sa nasli hlinené tabul’ky obsahujlice viac
ako sto lieCebnych rastlin (Sumner, 2000). No napriek tomu, ze 'udia uz v tychto davnych ¢asoch vedeli,
ktoré byliny liecia, a ktoré kory stromov dokazu zmiernit’ zépal, nebolo im po d’alSie tisicrocia zname,
¢o za tymito skoro zazracnymi ucinkami lie€ivych rastlin stoji. Az v 19. stroci, s nastupom novych
vedeckych metodd, umoznujicich vyizolovat a identifikovat jednotlivé zluceniny zodpovedné za lieCivé
uCinky rastlin, zacala byt moderna medicina zalozena na farmaceutickych liecivach odvodenych
Z liecivych rastlin.

Nie je pochyb o tom, ze l'udstvo bolo dobre oboznamené s lieCivymi schopnost’ami rastlin pocas
celej svojej historie a ze rastliny zastavali a dodnes zastavaju ddlezita poziciu na poli vyskumu a vyvoja
lieCiv.

V dnesnej dobe umoziiuji najnovsie bioanalytické metddy cielene izolovat’ a identifikovat’ nové
chemické individua zprirodnych materialov s fascinujicou variabilitou chemickych Struktar
(Magoulas a Papaioannou, 2014). Stadium tychto litok nisledne dovoluje nie len pochopit ich
vyznam pre samotny organizmus, ale umoziiuje stanovit’ ich biologickt aktivitu a sposob ako a kde tieto
latky posobia, a tym ich pripadné vyuzitie vo farmakologickom a kozmetickom priemysle. Do skupin
latok s dlhou histériou v oblasti aplikovaného vyskumu lieciv patria aj sekundarne metabolity. Tieto
latky s extrémne variabilnou Strukturnou rozmanitostou nachadzame prevazne v rastlinnej risi, no len
V nepatrnych mnozstvach a v obmedzenych casovych obdobiach. Preto patri laboratorna syntéza danych
zlucenin, ku zékladnym oblastiam vyskumu novych potencionalnych latok. MéZeme sa tak viac zamerat’
na Studium ich ucinkov vratane sekundarnych, resp. neziaducich ucinkov. Okrem iného, nam
laboratorna priprava umoziiuje aj ich cielenti ipravu a tym syntézu ich analogov, ktoré mézu vykazovat’
este lepSie farmako-chemické vlastnosti ruku v ruke s mensimi neziaducimi vedl'ajsimi i¢inkami.

Medzi nové biologicky aktivne latky zo skupiny sekundarnych metabolitov, sa zaradzuje aj skupina
prirodnych latok s nazvom neolignany, ktora je stcastou rozsiahlej podskupiny sekundarnych
metabolitov, a to fenylpropanoidov.

Predmetom nasho zaujmu st konkrétne 8,5 -dimery fenylpropanoidovych jednotiek, ktoré vznikaju
fenolovym oxida¢nym couplingom (Shahidi a Chandrasekara, 2010; Fuss, 2003) a obsahuju typicky
benzofuranovy skelet (Schéma 1). Tento Struktiirny motiv oplyva Sirokymi biologickymi vlastnostami,
preto sa latky s touto kostrou vyuzivaja napriklad ako antimykotika (Masubuchi a spol., 2003), anti-
psychotika, ale aj pri lie¢be diatebetu a rakoviny (Radadiya a Shah, 2012).
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Schéma 1: Vznik zakladnej kostry podskupiny neolignanov obsahujucich benzofuranovy skelet 2 (vyznaceny

modrou farbou) pomocou 8,5 -fenolového oxidaéného couplingu dvoch fenylpropanoidovych jednotiek 1.

V mojej diplomovej praci sa zaoberam dvoma skupinami substituovanych benzofuranovych
zlucenin. Prvi z nich reprezentuji neolignany benzofuranového typu, spadajice do jednej skupiny latok
s nazvom boehmenany (Obrazok 1; Xia aspol., 2014). Tieto latky boli identifikované na zaklade
biologickych aktivit riadené¢ho skreeningu vybranych rastlin, vyuzivanych v tradi¢nej ¢inskej medicine
—ibisek konopovity (Hibiscus cannabinus; Seca a spol., 2001). Druhou skupinou latok st neolignanové
konjugaty s glukézou, tzv. dehydrodikoniferyl alkohol-4-B-D-glukosidy (DCG; Obrazok 1) izolované

z tumoru barvinkovca ruzového (Catharanthus roseus; Teutonico a spol., 1991)

s 7
Boehmenany

R'=H, R?=0OMe boehmenan (3a)
R'=H,R?=0Me  Z-boehmenan B (3b)
R'=H,R?=0OMe  Z-boehmenan C (3c)
R!, RZ= OMe boehmenan D (3d)
R'=H, des-feruloyl  boehmenan H (3e)
R'=H,R?=0Me,  boehmenan K (3f)
dvojita vazba

R, R?=H boehmenan X (3g)
-
HO OH
HO
N
O F N O OH
O O o Dehydrodikoniferyl alkohol glukosid
e} (DCG)
OMe OMe

Obrazok 1: Skupiny substituovanych benzofuranovych zluc¢enin nasho zdujmu (boehmenany 3a-g,

dehydrodikoniferyl alkohol glukosidy (DCG) 4).

Dovod hlbsieho Studia tychto prirodnych latok tkvie v ich vyraznej biologickej aktivite
(Obrazok 6) a ich moznej funkcii. Boechmenany vykazovali modulaciu Wnt/B-katenin signalnej drahy,
ktora moduluje mnohé biologické procesy. Jej nadmerna aktivacia, s velkou pravdepodobnostou,

posobi ako spistaci mechanizmus mnohych patologickych pochodov v organizme (Pan a spol., 2016).
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Derivaty DCG vykazovali podobny mechanizmus pdsobenia v rastlinnych signalnych drahach ako
fytohormony cytokininy (Teutonico a spol., 1991).

Z biosyntetického hl'adiska pochédzaju prekurzory oboch tychto skupin prirodnych latok z tzv.
Sikimatovej drahy, ktord pripravi jednotlivé monoméry fenylpropanoidovych jednotiek (Schéma 2;
Weng a Chapple, 2010). Nasledna 8,5’-homodimerizacia monomérov fenylpropanoidovych jednotiek
(Schéma 1) vytvori zakladni benzofuranovt kostru oboch typov latok, DCG aj boehmenanov (Obrazok
1; 3a-g, 4). Nasledujuce post-dimeriza¢né sekvencie enzymatickych redoxnych reakcii daju za vznik
skupine boehmenanov (Magoulas a Papaioannou, 2014)

Ciel'om mojej diplomovej prace je vyuzitie cielenej syntézy (Target-Oriented Synthesis — TOS)

pri syntéze vybranych neolignanov, menovite bochmenanu X a DCG (Obrazok 1; 3f, 4).

1.1 Ciele prace

1) Vypracovat’ teoreticku reSerS§ na téma "syntéza benzofuranovej kostry v kontexte syntézy
neolignanov".

2) Vypracovat’ reSer$ na téma "Vyskyt, biologicka aktivita a priprava boehmenanov a
dehydrodikoniferyl alkohol-4-f -glukosidov".

3) Vyvinat nové moznosti pripravy neolignanového skeletu boehmenanu X a dehydrodikoniferyl
alkohol-4-betaglukosidov. Otestovat’ pripravené latky na ich biologické vlastnosti.

4) Charakterizacia pripravenych latok pomocou dostupnych fyzikalne-chemickych metod

Boehmenan X (3g) DCG-A (8a)

Schématické znazornenie Struktir cielovych zlicenin (boehmenan X (3g) a dehydrodikoniferyl alkohol-4-B-D-
glukosid (DCG-A).

11



2. Teoreticka Cast’

2.1 Neolignhany — rastlinné sekundarne metabolity fenylpropanoidového typu

2.1.1 Zakladna charakteristika

Neolignany (v niektorej literatire ozna¢ované aj ako dilignany (Xia a spol., 2014) st prirodné latky,
ktoré patria do rozsiahlej skupiny sekundarnych metabolitov (Teponno a spol., 2016). Ta zahfna latky
nebielkovinovej povahy, ako st napriklad hormény alebo pigmenty, ktoré nie s priamo zahrnuté v raste
a vyvoji organizmu, no ich nepritomnost’ znac¢ne ovplyviiuje kvalitu jeho Zivota. Sekundarne metabolity
st Siroko zastGpené predovSetkym u rastlin, ktoré ich vyuzivaju napriklad na ochranu proti
bylinozravcom a na zvySenie atraktivnosti pre opelovaoCov. Tieto dve protichodné funkcie mozu
sekunddrne metabolity vykonévat’ hlavne vd’aka Struktiirnej rozmanitosti ich jednotlivych podskupin,
do ktorych patria napriklad alkaloidy, terpeny, glukosidy alebo fenylpropanoidy (Hartmann, 2007).

Funkcia neolignanov vskutku spociva v ochrane rastlin proti bylinozravcom a mikroorganizmom a
charakterizované su prave na zaklade ich kostry. Ta je zaloZena na roznorodom a nesymetrickom spojeni
dvoch fenylpropanoidovych jednotick odvodenych od aminokyseliny fenylalaninu, ¢im spadaju do
jednej z hlavnych podskupin sekundarnych metabolitov, do skupiny fenylpropanoidov (El-Seedi a spol.,
2012). V tejto skupine sa neolignany nenachadzaji samotné. Rozne spojenia fenylpropanoidovych
jednotiek davaju za vznik réznym skupinam zlicenin, z ktorych najznamejsie su napriklad lignany
a lignin. Pre dané nazvoslovne ucely sa zakladny skelet fenylpropanoidov ¢isluje od 1 do 6 od
propylovej jednotky skrz benzénové jadro, samotna propylova skupina je o¢islovana od 7 — 9 (Obrazok

2). V niektorej literatire sa uhliky na poziciach 7-9 oznacuju a,  a y (Magoulas a Papaioannou, 2014).

/s
s f C3
ce S 1’
4 2

Obrazok 2: Cislovanie zakladnej fenylpropanoidovej C6-C3 jednotky.

Spojenim dvoch fenylpropanoidovych jednotiek medzi uhlikmi C8-C8" vznikaji zakladné kostry
pre lignany (Obrazok 3; Teponno a spol., 2016).

O OOY e
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Obrazok 3: Zakladné kostry lignanov vytvorené dimerizaciou fenylpropanoidovych jednotiek medzi uhlikami

C8-C8’ (prevzaté z Teponno a spol. 2016).

Spojenia medzi vSetkymi inymi uhlikmi ako medzi uhlikmi C8-C8" poskytujii naozaj r6znorodé
moznosti spojenia dvoch fenylpropanoidovych jednotiek a davaju za vznik zakladnym kostram pre
neolignany. Rozli¢né stupne oxidécie postranného retazca a substiticie na aromatickych jadrach davaja

za vznik este SirSiemu rozsahu moznych zakladnych kostier neolignanov (Obrazok 4; Teponno a spol.,

2016).
O 0L T O

Ar

Ar

Ar

Obrazok 4: Vybrané kostry neolignanov vytvorené dimerizaciou fenylpropanoidovych jednotiek medzi uhlikmi

inymi ako C8-C8" (prevzaté z Teponno a spol. 2016).

Polymerizaciou fenylpropanoidovych jednotiek pomocou vSetkych védzbovych kombinacii
vznika jeden z najvyznamnejSich fenylpropanoidov, a to lignin. Je to vysokomolekularna polyfenolicka
latka kovalentne viazana na polysacharidy s nepravidelnou struktirou. Tato zli¢enina zabezpeluje
nepremokavost’ bune¢nej steny, ¢im umoznuje transport vody a rozpustenych latok do cievneho
systému. Poskytuje aj fyzick ochrannu bariéru pred fytopatogénmi a inym environmentalnym stresom.
Taktiez zabezpecCuje drevnatenie bunecnych stien dreva, ¢im sa stava nenahraditelnou sucastou

vsetkych drevin. (Weng a Chapple, 2010).

2.1.2 Biosyntéza monolignonov

Biosyntéza neolignanov, tak ako aj inych sekundarnych metabolitov, zahfiia len nepatrné mnozstvo
metabolitickych drah, ktoré¢ veda k obmedzenému poctu kI'ic¢ovych metabolitov, z ktorych nasledne
vznika ohromné kvantum derivatov Specifickymi enzymovym transformaciami (Harmatha, 2002).

Fenolickych latok je vo vyS8ich rastlinach syntetizovanych niekol’ko tisic (Cai a spol., 2004) no
biosyntéza vietkych z nich zalina z rovnakej biogennej cesty nazyvanej Sikimatova draha (Hermann,
1999; Umezawa a spol., 2009). Tato draha je pomenovana podla Sikimovej kyseliny, ktora je prvy
a zakladny kIa¢ k biosyntéze nie len vSetkych fenolickych, ale aj mnohych inych prirodnych latok. (Yu
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aJez, 2008). Biosyntéza samotnych neolignanov pokracuje syntézou prekurzorov fenylpropanoidovych
jednotiek. Tie su tvorené aminaciou Sikimatovej kyseliny za vzniku aminokyseliny fenylalaninu
a tyrozinu. Za pomoci fenylalanin amonium lyazy (PAL) je z fenylalaninu v cytoplazme vytvorena
kyselina skoricova a z tyrozinu za pomoci tyrozin amonium lyazy (TAL) kyselina p-kumarova (El-Seedi
aspol., 2012), ktora moze vzniknut’ priamo z kyseliny $koricovej za pomoci 4-hydroxy lyazy (C4H;
Shadle a Chen, 2007). Kyselina p-kumarova a ostatné metabolity vznikajuce jej biogenetickou
premenou, sa nazyvaju hydroxyskoricové derivaty (tzv. monolignoly). Su to napriklad jej metoxy a
hydroxy derivaty (kyselina kavova, ferulova a sinapova), pripadne redukciou vznikaju estery, aldehydy
(p-kumaraldehyd), alkoholy (koniferyl alkohol) a alkény (izoeugenol).

Prvy medziprodukt v priprave monolignolov, tzv. p-kumarat koenzym A je vytvoreny z Kyseliny
kumarovej za pomoci 4-kumarat koenzym A ligazy (4CL). Z neho méze v jeho prvej metabolickej ceste
vzniknit p-kumaraldehyd za pomoci $koricoat koenzym A reduktazy (CCR) a nasledne p-kumaryl
alkohol za pomoci skoricoat alkohol dehydrogenazy (CAD; Van Parijs a spol., 2015, Varbanova a spol.,
2011). Z p-kumarat koenzymu A moéze v jeho druhej metabolickej ceste vzniknit viackrokovou
syntézou cez medziprodukt kyseliny kavovej, kyselina ferulova. Z nej sa za pomoci CAD vytvara bud’
koniferyl alkohol, alebo za pomoci koniferyl aldehyd 5-hydroxylazy (Cald5H; Osakabe 1999) 5-
hydroxy ferulova kyselina. Ta sa za pomoci kavova kyselina 3-O metyl transferazy (COMT) premeni
na kyselinu sinapovi. Za pomoci CAD sa kyselina sinapova méze premenit’ na sinapyl alkohol, ktory
mozeme ziskat’ aj ipravou koniferyl akoholu na 5-hydroxy koniferyl alkohol, za pomoci Cald5H a jeho
naslednou Upravou za pomoci COMT na spominany sinapyl alkohol. Inou viackrokovou upravou

koniferyl alkoholu, ziskavame izoeugenol (Schéma 2; Magoulas a Papaioannou, 2014).
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Schéma 2: Biosynteticka draha monolignonov vychadzajtica zo Sikimatovej drahy (prevzaté z Magoulas

a Papaioannou, 2014).

Vsetky tieto monolignony st oznaCované aj ako C6-C3 trieda (Obrazok 2) metabolitov kyseliny
Skoricovej (Geissman aspol., 1969) a vietky znich su silné prirodné antioxidanty (Magoulas a
Papaioannou, 2014). AvSak tu ich cesta nekonli, v prirode st totizto d’alej dimerizované
a polymerizované za pomoci fenol oxidacného couplingu (POC; Erdtman, 1933; Lewis, 1998). Ten
vyuziva peroxidazy a lakkazy, ktorymi sa v prirode vytvaraju medzi jednotlivymi monolignonmi nové
C-C pripadne C-O vizby. Peroxidazy a lakkazy st dve rozne rodiny enzymov liSiace sa kovovym
kationom nachadzajicom sa v aktivnom centre enzymu. Peroxidazy obsahujii Fe** zatial' ¢o lakkazy
Cu*. Obe sprostredkuji  jednoelektronovy  POC, ktory zagina tvorbou  radikéalu
4-hydroxyfenylpropanoidovej jednotky, ktora po strate elektronu vytvori odpovedajtci radikal, ktory sa

moze vystihnut’ 5-timi rezonanénymi formami (Schéma 3; Magoulas a Papaioannou, 2014).
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Schéma 3: Jednoelektronova oxidacia 4-hydroxyfenylpropanoidovej jednotky tvoriaca 5 mezomernych foriem (I-
V) fenoxidového radikalu (prevzaté z Magoulas a Papaioannou, 2014).

Nasleduje homodimerizicia medzi r6éznymi uhlikmi akyslikmi na danych C6-C3
fenylpropanoidovych jednotkach, ¢im sa vytvara vskutku ohromné mnozstvo rozlicnych biologicky
aktivnych regioizomérnych dimérov (vyuzitie lakkaz; Wang a spol., 2013), ako napriklad uz spominané
lignany, neolignany a polymérov ako napriklad ligniny (vyuzitie peroxidaz; Wang a spol., 2013). Pomer
moznych regioizomérov tvorenych pri POC zavisi na stereoelektronovych efektoch vyskytujicich sa na
fenoxidovom radikale, oxida¢nom ¢&inidle a podmienkach reakcie. Co sa tyka biosyntézy neolignanov,
najpocetnejsie Struktary st medzi uhlikmi C8-C5” a C8-O-C4’. Dimerizacia medzi C8 a C5" je mozna
jedine, ak je tato pozicia nesubstituovand. Na druhu stranu, vizby medzi kyslikmi, pripadne uhlikmi na
prvej pozicii na oboch monolignonoch neboli nikdy pozorované. Suvisi to s vytvorenim vysoko
nestabilnych peroxy dimerov v prvom pripade a stérickym branenim v pripade druhom (Setélé a spol.,
2008).

Nasledujacim coupligom a post-dimerizanymi sekvenciami enzymatickych redoxnych reakcii
vznikajt celkové kostry neolignanov (Obrazok 4; Teponno a spol., 2016).

V prirode je vécSina neolignanov syntetizovana ako zmes stereoizomerov ato v zavislosti na
podmienkach bud’ ako &isté enantioméry alebo ako racematy. Stereoselektivita syntézy v rastline
nezalezi len na druhu zlG¢eniny, ale aj na konkrétnej rastline, v ktorej je syntetizovana. Jeden neolignan
moéze byt syntetizovany v roznych izomernych formach, v réznych rastlinach rovnakého druhu.
(Umewaza, 1997).

V mojej diplomovej praci sa okrem zakladnej charakteristiky a biosyntézy neolignanov,
zameriavam konkrétnejSie na dve skupiny latok (boehmenany a DCG; Obrazok 1) benzofuranového

typu. Obecné zname postupy syntézy budu d’alej detailnejsie pokryté.
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2.2 Teoreticky uvod do $tadia boehmenanov

2.2.1 Vyskyt boechmenanov

Cinska medicina je znama po celom svete. Je to druh alternativnej mediciny, pri ktorej sa okrem
iného vyuzivaju aj rastliny dobre zname pre svoje hojivé a lie¢ebné tginky. Co sa za tymito, na prvy
pohl'ad, zazra¢nymi vlastnost'ami skryva, nam mozno bylinkarky nepovedia, no bioanalytické metody
ano. Pozoruhodny vyvoj v spriahnutych analytickych technikach Vv poslednych rokoch vyrazne rozsiril
hranice a aplikacie tychto technik v analyze prirodnych produktov (Teponno aspol., 2016). Tieto
metody su zalozené na spojeni separacnych technik s on-line spektroskopickymi metédami, ako
napriklad GC-MS, LC-MS, LC-FTIR, LC-NMR, CE-MS atd. Vyuzivaji sa hlavne v kontexte
preizolaénych analyz surovych extraktov alebo frakcii z rozli¢nych prirodnych zdrojov, izolacii, on-line
detekcii prirodnych latok, hemotaxonomickych studii, chemickych ,.fingerprintintov*, kontroly kvality
rastlinnych produktov, de-replikacie prirodnych produktov a metabolomickych $tadii. (Patel a spol.,
2010). V nasom S$pecifikom priklade prispelo ku kvantitativnemu aj kvalitativnemu vyhodnoteniu
extraktov auréeniu Struktury a ucinku novych neolignanov hlavne vysokou¢inna kvapalinova
chromatografia (HPLC) s detektorom fotodiodového pol'a (PDA) v spojeni s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (MS") a plynova chromatografia (GC) v spojeni s detektorom elektronového zachytu
(ECD). Tieto vysoko senzitivne metody dokazu zachytit Specifické molekuly v komplexnych
matriciach v pikogramovych a femtogramovych mnozstvach (Teponno a spol., 2016).

Rastliny pouzivane v tradi¢nej Cinskej medicine podstupili pomocou spomenutych modernych
izola¢nych a identifikacnych metéd mensi ,,vysluch® a poskytli okrem inych latok aj latky noveé, a to
konkrétne boehmenany. Tym sa podarilo odhalit’, aspofi do urcitej miery, risko tajomstva nielen rastlin

pouzivanych v tradi¢nej ¢inskej medicine ale aj d’alSich inych (Obrazok 5).
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Obrazok 5: Nakresy jednotlivych vybranych prirodnych zdrojov boehmenanov.
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Prva zmienka o vyizolovani nového neolignanu pochadza z roku 1975 z rastliny Boehmeria
tricuspis (Takemoto a spol., 1975). Z jej metanolického extraktu korena bol po chromatografickom
precisteni ziskany boechmenan a boehmenan D (Obrazok 1; 3a, 3d) . Az o celych tridsat’ rokov neskor
je o tejto latke d’alsia zmienka. Roku 1995 Paula a spol. vyizolovali boehmenan B, C a D (3b, 3c, 3d)
z etanolického extraktu jadrového dreva Ochroma lagopus. Tato rastlina vykazovala zaujimavé
biologické vlastnosti a pochadza z juzného Mexika, ¢im ako jedind nezapadé do nasej zbierky 4zijskych
rastlin. Nasledne bol boehmenan H aboehmenan K (3e, 3f) vyizolovay z extraktu duziny
dvojkli¢nolistovej byliny, znamej ako kenaf (ibisek konopovity; Hibiscus cannabinus; Seca a spol,
2001). V Azii je tato rastlina znama predovietkym ako protilatka pri otrave jedovatymi hubami, je
taktieZ rezistentna proti hubovym patogénom a jej olej vykazuje antimikoticku aktivitu (Moujir a spol.,
2007). Vyskumy chemického zlozenia metanolickych roztokov azijskych rastlin Drypetes littoralis
a Alchornea davidii franch poskytli u oboch boehmenan (3a; Cui aTan, 2004), u Drypetes I.
aj boehmenan D (3d; Lin aspol., 2001). U dalSej rastliny patriacej do rodu ibiskov, Hibiscus
taiwanensis, v Azii znamej predovietkym ako protizapalovy, antifungéalny, antipyreticky a protihlistovy
agent, bol vyizolovany mimo inych aj boehmenan (3a; Wu a spol., 2004). Rovnako bol boehmenan po
fytochemickom prieskume vyizolovany aj zo stromu Durio zibethinus, ktory produkuje jedno
Z najoblibenejsich sezonnych ovoci v juznej Azii — durian. Tento strom bol v Azii vyuZivany aj pre
svoje lie¢ebné ucinky. Verilo sa napriklad, ze dzus z listov a korena pdsobi antipyreticky (Rudiyansyah
a Garson, 2006). V rovnakom roku doslo ku izolacii a identifikacii boehmenanu a boehmenanu H (3a,
3e) z Helicteres hirsuta, za pomoci metody delenia buniek podla cytotoxicity (Chin a spol., 2006). Tato
rastlina bola pouzivana v tradi¢nej medicine proti malarii a v liebe diabetes. Boehmenan a boehmenan
X (34, 3g) boli ziskané z kory stromu Durio carinatus. Tento strom ma §iroké vyuzitie v potravinarskom
priemysle aj stavebnictve. Jeho ovocie je V juznej Azii oznadované aj ako ,.kral’ ovocia“ (Rudiyansyah
a spol., 2010). Dalsia zndma rastlina obsahujiica boehmenan (3a), Sambucus andata (Sasaki a spol.,
2011), je v tradi¢nej ¢inskej medicine vyuzivana na liecbu rubeoly a zapalu obli¢iek (Jiangsu a spol.,
1977). Roku 2014 Xiong a spol. vyizolovali boehmenan (3a) z etanolického extraktu Clematis armandii
vyuzivanej hlavne ako protizapalova agent. V rovnakom roku vyizoloval Ying a spol. boehmenan X
(3g) z Okry (Abelmoschus esculentus L.) a Rudiyansyah a spol. (+)-boehmenan a boehmenan X (3a, 3g)
z etanolického extraktu kory stromu Durio affinis Becc. O rok neskor bol delenim na zaklade aktivity z
metanolického extraktu Hibiscus ficulneus vyizolovany boehmenan aj boehmenan D (3a, 3d; Shono a
spol., 2015). Ako poslednd znama rastlina obsahujiica boehmenan (3a), vystupuje Macaranga
denticulata, ktorej korene boli vyuZzivané v tradi¢nej ¢inskej medicine na liecbu hepatitidy (Yang a spol.,
2015). Vybrané rastliny su schématicky namal'ované na Obrazku 5.

Fytochemicky prieskum vsetkych spominanych rastlin nasledovany identifikaciou a izolaciou
novych prirodnych latok, mimo inych aj boehmenanov (Obrazok 6; 3a-3Q), tak poskytol nové
potencialne biologicky aktivne latky a tym voditko ku vyrieSeni pdvodu lie¢ivych ucinkov skiimanych

rastlin. Izolacia boehmenanov z lieivych rastlin sice indikuje ich moznu biologick aktivitu, no
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jednoznacne ju nepotvrdzuje, preto je ich hlbsie §tidium o ich Strukture a vlastnostiach velmi vyznamné
a perspektivne. Naviac sa nepodarila urcit’ absolutna stereochémia chirdlnych centier boehmenanov a uz
teraz je isté, ze niektoré rastliny produkuju opaéné antipody danych latok (napr. Durio affinis Becc =

boehmenan (3a); Helicteres hirsuta = boehmenan (3a)).
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Obrazok 6: Nazorné vyobrazenie vsetkych doposial’ vyizolovanych zastupcov skupiny boehmenanov (3a-3g).

2.2.2 Zakladna charakteristika a biologické vlastnosti boehmenanov

Vsetky boehmenany (3a-3f) ziskané izolaciou zextraktov roznych ¢&asti rastlin, boli
charakterizované pomocou 'H-NMR, 3C NMR a HRESIMS (Rudiyansyah a spol., 2014), IC
spektroskopie, kvapalinovej chromatografie a hmotnostného spektrometru. Po vyrieSeni Struktary
boehmenanov obsahujlicej benzofuranovi kostru, ktora vznikla dimerizaciou a fenol oxida¢nym
couplingom dvoch fenylpropanoidovych jednotiek (Schéma 4), boli tieto latky zaradené do rozsiahlej
skupiny sekundarnych metabolitov ato ku fenylpropanoidom. KonkrétnejSie boli zaradené ku
substituovanym benzofuranovym neolignanom. Post-dimerizaéné redoxné enzymatické reakcie

pomohli pripojit’ ku zakladnej benzofuranovej kostre d’alSie dve fenylpropanoidové jednotky, ¢im
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vznikla celkova kostra boehmenanov, ktora je v kone¢nom doésledku tvorena polymerizaciou Styroch
fenylpropanoidovych jednotiek. Substituciou postrannych retazcov sa vytvara paleta réznych

boehmenanov, ktoré sa na zaklade toho d’alej delia na boehmenan a boehmenan B-X (Obrazok 6; 3a-g).

2 7
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Schéma 4: Biosyntéza boehmenanov poc¢inajica dimerizaciou a fenol oxidaénym couplingom dvoch
fenylpropanoidovych jednotiek, nasledovanou pripojenim d’al§ich dvoch fenylpropanoidoych jednotiek pomocou

enzymatickych redoxnych reakcii.

Preco sa ale prave tato skupina latok stala predmetom zdujmu mnohych vedeckych skupin? Jeden
z faktorov je ich uz spominany vyskyt v lieivych rastlinach, d’alsi jeich samotna kostra.
Benzofuranovy motiv totiz vykazuje Siroku Skalu biologickych aktivit (Shono a spol., 2015), pre ktory
sa aj tato skupina latok, jednoznac¢ne zaradila ku novym kandidatom potencialne biologicky aktivnych
latok. (Obrazok 7).

Ked'Ze sa ale boehmenany, tak ako véac¢sina sekundarnych metabolitov, vyskytuju v rastlinach vo
vel'mi nizkych koncentraciach, je potrebné pri izolacii zamedzit stratovost’ izolovanej latky. Preto sa na
izolaciu latok, ktoré st nasledne testované na biologicka aktivitu, vyuziva vysoko rychlostna
protipradova chromatografia (HSCCC) s kontinudlnou metdédou delenia medzi dvoma kvapalnymi
fazami a s vel'mi nizkou stratovost’ vzorky. Pomocou tejto metddy boli vyizolované aj niektoré
boehmenany (Ying aspol. 2014). Napriek vsetkym snaham nebolo ziskané dostatoéné mnozstvo

k urceniu absolutnej konfiguracie tychto latok.
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Obrazok 7: Vybrané biologické vlastnosti benzofuranovej kostry (prevzaté z Khanam a Shamsuzzaman; 2015).

Boehmenany podstapili, v prvom rade biologické testy ich cytotoxickych aktivit vo¢i vybranym
druhom T'udskych karcinomov. VzhI'adom na vysoky vyskyt nadorovych choréb u 'udi, patria tieto testy
ku vyrazne najbeznej$im $tadiam potencialne biologicky aktivnych latok. Namerané hodnoty EDsg a
ICs0 jednotlivych testov st zhrnuté v Tabulke 1. Boehmenan (3a) a boehmenan H (3e) boli testované
proti l'udskym nddorovym linidm karcinému plac (Lul), karcindmu prostaty (LNCaP) a liniam nadoru
prsniku (MCF-7), vo¢i ktorym vykazoval boehmenan H (3e) vyssiu aktivitu. Linia HUVEC vystupovala
ako kontrolna linia zdravych buniek (Chin a spol., 2006). Boehmenan (3a) bol testovany aj proti
Pudskym placnym nadorovym liniam (A549; Wu a spol.., 2004) a 'udskym nadorovym liniam krcku
maternice (HeLa), vo¢i ktorym vykazoval nizku biologicka aktivitu (Rudiyansyah a spol., 2014). Vo¢i
lini l'udského nadoru prsniku (T47D) vykazoval boehmenan vysSiu aktivitu a voci kontrolnej linii vero,
bol netoxicky (Rudiyansyah a spol., 2014). Boehmenan H (3e) a boehmenan K boli testované voci
nadorovym linidm v dvoch $tadiach. V log stadiu prebiechalo bune¢né delenie, zatial’ ¢o v lag stadiu ku
deleniu buniek nedochadzalo. Boehmenan H (3e) vykazoval vysoku aktivitu vo¢i HeLa linii v oboch
fazach. Voc¢i A549 linidm a nadorovym liniam larynxu (Hep-2) len v log faze, ¢o znamena, Ze sa u tychto
linii zvySuje aktivita boehmenanu H pri exponencialnom raste buniek. Boechmenan K (3f) vykazoval
nizku aktivitu voc¢i HeLa, A549 aj Hep-2 nadorovym linam. (Moujir a spol., 2007). Boehmenan X
(39) bol testovany na jeho antiproliferaénu aktivitu vo¢i 'udskym bunkovym liniam rakoviny vajeéniku
(HO8910), nadoru prsniku (MCF-7), myeloidnej leukémii (HL-60) a epitelovym bunkovym liniam
I'udského plicneho adenokarcinomu (A590; Ying a spol. 2014), voéi ktorym vykazoval velmi nizku

biologicku aktivitu.
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Mechanizmus antiproliferaéneho a cytotoxického pdsobenia bol blizsie studovany u boehmenanu
voci liniam nemalobunkového plicneho karcinomu (A549 NSCLC; Pan a spol., 2016) a voci liniam
Pudského epidermalneho karcindému (A431; Pan aspol., 2017). U tychto bunkovych linii totiz
boehmenan vykazoval vysSiu cytotoxicku aktivitu (Tabul’ka 1).

Prietokova cytometria preukazala, Ze mechanizmus anti-proliferaéného G¢inku boehmenanu (3f) na
A549 NSCL suvisi s uvdznenim buniek v G1 bunkovej faze. Uvédznenie bolo sprevadzané redukciou
migracie a zvySenim apoptdzy, ktord bola spustend po modulacii proteinov s fiou spojenych (ako
napriklad p53 a p21). Indukcia apoptdzy, ¢ize programovanej bunkovej smrti, je jedna zo zakladnych
cielov terapie nadorovych chorob. Moze byt vyvolana skrz tzv. mitochondrialnu drahu (Liu a spol.,
2010), ktorej hlavny mechanizmus tkvie v disipacii mitochondridlneho membranového potencidlu A¥m.
Po jeho kolapse dochadza ku rozvolneniu membrany, z ktorej sa do cytozolu uvolnuje cytochréom C
a iné pro-apoptické molekuly. Nakoniec su aktivované DNA repara¢né enzymy ako kaspaza 3 a poly
(ADP-ribozyl) polymeraza (PARP), ¢o vylstuje v apoptozu bunky (Pan a spol., 2013). Bolo dokazané,
ze boehmenan (3f) indukuje kolaps AWm, ¢o sptsta kaskadu reakcii a vyastuje v apoptézu A549
bunec¢nych linii.

Dal§im délezitym cielom lieby rakoviny je deaktivéacia receptoru epidermalneho rastového faktoru
(EGFR). Tento transmembranovy tyrozin-kinazovy receptor aktivuje mnohé kinazy ako je napriklad
MAP kinaza, ¢o vyustuje v stimulaciu rastu tumoru (Freudlsperger a spol., 2011). Treti preukazany
mechanizmus antitumorovych vlastnosti boehmenanu (3f) vo¢i A549 NSCL liniam stvisel prave s
deaktivaciou EGFR, spolu s jeho ,,downstream® signalnou drdhou (Pan a spol., 2016).

Inhibicia rastu A431 bunkovej linii bola sprostredkovana boechmenanom (3f) , v zavislosti na jeho
koncentracii a ¢ase pdsobenia. Boehmenan (3f) blokoval bunkovy cyklus v G2/M féaze a tak, ako u A549
NSCL bunkovych linii, boehmenan indukoval apoptdézou ako skrz moduldciu proteinov s fiou
stvisiacich (p21, Stiepiaca kaspaza-3, Stiepiaca poly (ADP-rib6za) polymeraza atd’.), tak skrz zmenu
mitochondridlneho membranového potencidlu A¥m. Tato zmena bola v pripade A431 bunkovej linii
vyvolana indukciou reaktivnych foriem kyslika (ROS). Boehmenan dalej vykazoval aj deaktivaciu
EGFR s jeho ,,downstream‘ signalnou drahou, ktora vyrazne prispela k jeho cytotoxickym vlastnostiam
(Pan a spol., 2017).

Mimo cytotoxickych vlastnosti vykazovali boehmenany (3a-g) aj iné biologické aktivity. Jedna
Z nich suvisi s modulaciou Wnt/B-katenin signalnej drahy. T4 vystupuje v mnohych biologickych
procesoch ajej aktivicia pdsobi ako spstaci mechanizmus viacerych patologickych pochodov
v organizme. Spustatom Wnt signalnej drahy je Wnt protein, v pritomnosti ktorého dochadza ku
rozpadnutiu destrukéného komplexu B— kateninu. To vedie ku jeho stabilizacii, naslednej akumulacii
a presunu do jadra, kde vytvara komplexy s koaktivatormi. Tym v kone¢nom ddsledku spusta expresiu
génov spojenych s Wnt signalnou drahou. Pri absencii Wnt proteinu st hladiny —kateninu regulované

destrukénym komplexom. Ten obsahuje kinazové domény fosforylujuce f—katenin, ¢im sa spusta jeho
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nasledna degradacia sprostredkovana ubiqutin proteazomovym komplexom. Reguldcia Wnt signalne;j
dréhy je vel'mi prisna. Jej nadmernd aktivacia je totiz spojend s mnozstvom l'udskych chordb vratane
rakoviny. Preto jedna z moznych stratégii pri prevencii chorob spojenych s Wnt signalnou drahou je jej
inhibicia sprostredkovana zamedzenim akumulacie f—kateninu, pripadne vzniku komplexu B—kateninu
s kotranskripénymi faktormi v jadre.

Boehmenan (3a) a boehmenan D (3f) vykazovali inhibi¢nt aktivitu vo¢i Wnt signalnej drahe s 1Cso
hodnotami 1,0 a 1,9 uM. Boehmenan vykazoval cytotoxicka aktivitu vo¢i rakovinovym bune¢nym
liniam zavislych na Wnt signalnej drahe, rovnako ako voci linidm nezavislych na tejto drahe. Bolo
dokazané, ze boehmenan indukuje znizenie hladin cytozolického aj nuklearneho B—kateninu, podla
¢oho sa da usudzovat na fakt, Ze inhibicia Wnt signalnej drahy sprostredkovana boehmenanom stvisi
so znizovanim koncentracie f—kateninu. Presny mechanizmus posobenia boechmenanu zatial’ ale ¢aka
na odhalenie (Shono a spol., 2015).

Poslednou zistenou biologickou aktivitou boechmenanov je inhibi¢na aktivita protein-tyrosin
fosfatdzy 1B (PTP1B), vystupujucej ako zakladny clen rodiny protein tyrozinovych fosfatdz (PTP).
PTP1B posobi ako negativny regulator signalnej drahy inzulinu, ¢im sa znej stdva potencidlny
terapeuticky ciel’ pri liecbe diabetes 2 typu. Okrem toho vystupuje tato kindza aj pri vyvoji rakoviny
prsniku, ¢im sa z nej stava potencialny terapeuticky ciel aj tohto ochorenia. Sasaki a spol. zistili, ze (£)
-boehmenan vykazoval vo¢i PTP1B inhibi¢nu aktivitu s ICso hodnotami 43,5 uM (Sasaki a spol., 2011).

Napriek faktu, Ze boehmenany najdené v prirode maju potencialne uplatnenie vo farmaceutickom
priemysle, ich absolutna konfiguracia a Struktira esSte neboli na pociatku tohto projektu potvrdené

syntetickou cestou. A prave kvoli tejto skuto¢nosti sme sa zacali o bochmenany bliZSie zaujimat’.
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Lul LNCa MCF HUVEC A549 HelLa Hep-2 T47D Vero Ab549 HO8910 HL-60 A431
P 7 (lag) (log) (lag) (log) (lag) (log) NSCLC
(-)-boehmenan 10,4 9,5 10,0 9,0 18,4 93,5 13,4 790 6.48* 1.6*
Doxorubicin 9,4 9,5
(-)-boehmenan 5,3 7,7 10,2 6,2
H
Paclitaxel 0,002 0,001 0,006 0,008
boehmenan K >20 >20 >20 >20 >20 >20
boehmenan H 145 42 26 1,7 >20 10,7
Actinomycin NA NA 001 0,00 0,24 0,008
D 4 2
boehmenan X 32,5 36,5 25,7 28,1
Adriamycin 0,55 0,82 0,66 0,39

Tabulka 1: Vysledné hodnoty cytotoxickej aktivity vybranych boehmenanov a kontrolnych latok (doxorubicin, paclitaxel, Actinomycin D a Adriamycin) vo¢i vybranym nadorovym liniam

(Lul, LNCaP, MCF-7, A549, HeLa, Hep-2, T47D, HO8910,HL-60 a A431) a vybranym kontrolnym liniam HUVEC a vero) v hodnotach EDso (ug/ml); *ICso (ng/ml)

25



2.3 Uvod ku dehydrodikoniferyl alkohol-4-B-D-glukosidom

Do druhej skupiny latok, o ktoré som sa zaujimala patria cukerné konjugaty neolignanov, konkrétne
alkohol-4-B-D-glukosidy (DCG; Obrazok 1). Tato latka bola izolovana 2z rastlinného tumoru
barvinkovca ruzového (Catharanthus roseus) spolu s d’al§imi 5-timi Struktarnymi derivatmi. (Obrazok
8, 8a-8f)

OH

OMe

OMe

OMe

G (+) F()
8e 8f

Obrazok 8: Struktury charakterizovanych DCG izomérov (8a-f; prevzaté z Binns 1987).

Rovnako ako boehmenany, aj DCG spadaju do skupiny substituovanych benzofuranovych
neolignanov. Identicky je pravdepodobne aj ich vyznam pre rastlinu, ktory spociva v obrannom
mechanizme (Teutonico a spol., 1991).

Dovodom naSeho zaujmu o DCG derivaty st vysledky biologickych testov pri ktorych bol skimany

vplyv tychto latok na rast rastlin. Zistilo sa, Ze niektoré izoméry su schopné ,,nahradzovat™ fytohormony
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cytokininy. Konkrétne sa jednalo o tabakovy (Nkotiana tabacum) kalus, ktory v pritomnosti DCG rastol
aj bez dodania exogénnych cytokininov.

Najsignifikantnejsi vplyv na delenie buniek kalusu mali izoméry DCG-A a B (8a, 8b). Zda sa preto,
ze tieto latky maju pri vyvoji kalusu podobny vplyv ako cytokininy. Latky DCG-E,D,G a F (8c-8f)
neboli u€inné ¢o nasvedcuje na fakt, ze poloha naviazanej glukozy ma zrejmy vplyv na aktivitu DCG
na bunkové delenie. Naopak, enantiomérna forma latky na fiu vplyv nema. Samotny priebeh posobenia
DCG-A a B (8a, 8b) na delenie buniek tabakového kalusu bol prekvapujuci a nekoreloval s priebehom
bunkového delenia cytokininov. Na pociatku experimentu bol totiz pozorovany jav ,,auxinoveho
zvacSovaia®, pri ktorom sa bunky nedelia ale zvacsuju. Tento typ chovania je zndmy pri posobeni auxinu
na buneéné kultary, z ¢oho vyplyva aj jeho nazov. Po 4-8 diioch sa zacali bunky delit’ a dali za vznik
kalusu, morfologicky nerozoznatelnému od vzorku kalusu, ktory bol oSetreny cytokininmi. (Binns
a spol., 1987).

Tento experiment viedol ku zaveru, ze derivaty DCG-A a B (8a, 8b) posobia v rastlinnych
signalnych drahach cytokininov. Presnejsi mechanizmus spociva v cytokinmi stimulovanej akumulacii
DCG (8a, 8b) a naslednej iniciacii bunkového delenia. Z ¢oho vyplyva, Ze citokininy sprostredkujt
bunecné delenie skrz regulaciu a akumulaciu skupiny molekul, medzi ktoré patria aj DCG (8a, 8b). Do
tychto komponentov regulacie bunkového delenia sprostredkovanej cytokinmi (Binns a spol., 1987;
Attoumbrea a spol. 2006) najcastejsie patria molekuly pritomné v bunecnej stene (Binns a spol., 1987).
Tie nasledne priamo pdsobia na bune¢né delenie.

U d’alsich experimentov DCG-A a B (8a, 8b) nevykazovali totozné vlastnosti s cytokininmi.
Neposobili napriklad na rast korefia a indukciu syntézy betakyaninu v klickoch laskovca (Amaranthus),

z ¢oho vyplyva, ze DCG nie st schopné nahradit’ cytokininy v plnej $kale (Teutonico a spol., 1991).

2.3.1 Biosyntéza DCG

Prvy predpoklad vzniku DCG (8a-8f) v rastlinach, nezahfiial priamu syntézu ale fragmentaciu
bunecnej steny. Experimenty tento predpoklad zavrhli a bolo dokazané, ze tak, ako je to v pripade
ostatnych neolignanov, st aj oni priame produkty Sikimatovej drahy (Orr a Lynn, 1991). Konkrétne st
to produkty koniferyl alkoholu, ktory po polymerizacii za ¢asti peroxidaz a oxidaéného couplingu,
dava za vznik zakladnej kostre pozostavajicej z boehmenanového jadra (Schéma 1). Nasledne prebieha

glykozylacia DCG na fenolovom kysliku (Schéma 5; Orr a Lynn, 1991).
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koniferyl alkohol aglykon DCG-A a DCG-B 8a, 8b

bunecéna stena rastlinnej bunky

Schéma 5: Biosyntéza DCG vychadzajica zo Sikimatovej drahy (modrou), fragmentaciou buneénej steny
(ruzovou), pripadne cez medziprodukt aglykon (ruzovou; prevzaté z Orr a Lynn, 1992)

Rozklad DCG (8a-8f) je urastlin ve'mi pomaly aich koncentracia je prisne kontrolovana skrz
dostupnost’ koniferyl alkoholu (Teutonico a spol., 1991).
Bohuzial’ vetky d’alSie informacie o DCG konjugétoch nie st zname, ¢o nés viedlo ku rozhodnutiu

zahrnut' syntézu DCG-A a B (8a, 8b) do naseho projektu.

2.4 Priprava prirodnych latok so zameranim na pripravu benzofuranového jadra

2.4.1 Od izolacii ku priprave

Ako bolo na zadiatku prace spomenuté, je izolacia, syntéza a Stidium biologickej aktivity
prirodnych latok dolezité z viacerych dévodov. Z farmaceutického pohladu je honba za novymi
prirodnymi latkami vyhodna z hladiska moznosti najdenia novej biologicky aktivnej zliCeniny
a Vv kone¢nom dosledku nového terapeutika. Z chemického hl'adiska ide hlavne o najdenie cesty
pripravy danych latok.

Aktivne Studovanou oblast'ou pre nachadzanie novych prirodnych latok je skupina sekundarnych
metabolitov rastlin. Ta poskytuje Siroka skalu zla¢enin s eSte SirSou variabilitou v ich Struktarach

a funkciach. Preto uz samotné extrakty z rastlin poskytuji dolezité informacie o pritomnosti alebo
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nepritomnosti zlucenin s potencialnou biologickou aktivitou. Po nasledovanej a hlavne tspesnej izolacii
sa jednotlivé latky testujii na biologicktl aktivitu. Tie s najvysSou aktivitou, ¢akd ich laboratorna
priprava, ktora je pri hlbsich Stadidch Casto nevyhnutnd. Dévodom je hlavne skutocnost’, Ze mnohé
sekunddrne metabolity sa v rastlinach vyskytuja v prili§ nizkych koncentraciach. Preto by bola
potencidlna izolacia konkrétnej latky V potrebnych mnozstvach prili§ neefektivna. Z hl'adiska
aplikovaného vyskumu a priemyslu by bolo ziskavanie zluc¢enin s potvrdenou a charakterizovanou
biologickou aktivitou, vzhladom na spominané nizke koncentracie a celkovi narocnost,
nerealizovatel'né. Ciel'om totdlnej syntézy je preto ziskanie pozadovanej latky ¢o najrychlejsSou, a tiez
cestou, ktora by umoznila syntézu prirodnych syntetickych homolégov. Tym mame moznost’ zvysit’
aktivitu, pripadne zlepsit' chemicko-fyzikalne vlastnosti zIu¢enin. A tak, ako v zivote, aj v organickej
syntéze niekedy plati, Ze cesta je dolezitejSia ako ciel’. V neposlednom rade totiz navrhovanie a samotna
realizacia syntéz prirodnych latok prinasa okrem mnohych uskali, aj nové moznosti syntézy a poznatky.
Predsa len, pripravit' prirodna latku podobnou, pripadne, lepSou cestou ako ju vytvorila priroda, je
dostato¢ne vel'kou vyzvou pre kazdého chemika i experimentalneho biologa. Preto §tadium prirodnych
latok nie je perspektivne len z farmaceutického ale aj chemického pohladu.

Pri samotnej priprave prirodnych latok sa vyuzivaji poznatky z biosyntézy danych zli¢enin, ktort
sa pomocou organickej chémie snazime imitovat. V prvom kroku navrhovania syntézy zlozitej$ich
prirodnych latok sa vyuziva retrosyntéza. Tento teoreticky pristup je zalozeny na pomyselnom rozdeleni
molekuly na mensSie, jednoduchsie celky, ktorych priprava je realizovatena. V druhom kroku sa
navrhuji vhodné prepojenia jednotlivych celkov ¢i pripadne d’alSie upravy molekul. Pritom sa vyuZzivaju
overen¢ alebo novo navrhnuté postupy, ktoré zvicsa napodobnuju biosyntézu danych latok. To da
v konecnom désledku za vznik celkovej kostre prirodnej latky. Nasledne neostava nic, len teoretick

syntézu overit’.

2.4.2 ROzne pristupy pripravy benzofuranoveij kostry

KTIacovy krok v syntéze neolignanov benzofuranového typu je samotna priprava benzofuranovej
kostry. Tento typ Strukturného motivu ma obecne znamu biologicka aktivitu a preto je jeho syntéza
V literatare Siroko obsiahnuta (Khanam a Shamsuzzaman; 2015; Abu-Hashem a spol., 2014) a zahffia
rozne pristupy. Vela znich je tzv. biomimetickych, ¢o znamena Ze st zalozené na napodobiniovani
prirodnej cesty. Zahfnaji preto 8-5'homodimerizaciu dvoch fenylpropanoidovych jednotiek
nasledovant fenolovym oxida¢nym couplingom.

Mechanizmus dimerizacie fenylpropanoidovych jednotiek s nasledovanym fenolovym oxidaénym
couplingom tkvie vprvom rade vreakcii dvoch roznych radikalovych mezomérov 4-
hydroxyfenylpropanoidovej jednotky (Obrazok 3). Jeden s vol'nym elektronom na benzénovom jadre

V polohe 5', druhy na alifatickom ret’azci v polohe 8. Ich dimerizaciou tak vznika medziprodukt s novou
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8-5" vizbou. V kyslom prostredi sa okamzite spusta kaskada stabilizacnych reakcii a medziprodukt

podlieha intramolekularnej cyklizacii, za vzniku benzofuranového cyklického produktu (Schéma 6).
Jednoelektronovy POC je najcastejSie sprostredkovany pomocou enzymov, biomimetického

radikdlového homocouplingu alebo couplingovych reakcii za pouzitia tranzitnych kovov. Prehlad

jednotlivych reakcii s podmienkami je zhrnuty v Tabulke 2.

MeO X COOMe MeO X -COOMe MeO = COOMe
o == O T
HO \1 O < O

5
H* e

J MeOH/H*

OMe

MeO
+Z
oD
H 9
MeOH, H*
MeO OMe
O
o~ _
8 5 COOMe

MeOOC

Schéma 6: Mechanizmus priebehu jednoelektronového POC prebiehajiiceho cez radikalové mezoméry, ktoré po
vzajomnej dimerizacii (9) podliehajti intramolekularnej cyklizacii za vzniku benzofuranovej kostry (prevzaté
z Magoulas a Papaioannou, 2014).

Priprava benzofuranovej kostry za pouZitia enzymov

Prva vyuzivana cesta za pomoci enzymov sa tyka hlavne peroxidaz a lakkaz. Peroxidazy a lakkazy
su dve rozne rodiny redoxnych enzymov (Witayakran a spol., 2007) sprostredkujucich jednoelektronovy
oxidacny coupling. LiSia sa v type kovu nachadzajucom sa v aktivnom centre a v donore elektronu a tym
padom vo svojej reaktivite (Wang a spol., 2013). Peroxidazy obsahuji v aktivnom centre zelezity zati
al’ ¢o lakkazy med’naty komplex. Ako donor elektronu vyuzivajia peroxidazy jeho produkciu pri redukeii
peroxidu vodiku na vodu. Samotny peroxid vodiku je produkovany bud’ z molekuly kysliku pomocou
NADPH oxidazy, pricom vznika najprv superoxidovy radikal, ktory prechadza na produkt za katalyzy
superoxid dizmutazy (SOD).
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Schéma 7: Mechanizmus jednoelektronovej oxidacie peroxidazou vyuzivajucej peroxid vodiku a lakkazou
vyuzivajucej molekularny kyslik (prevzaté z Wang a spol, 2013).

Alebo priamo zo superoxidu, ktory sa v bunke mohol vytvorit' inym mechanizmom. Lakkazy
vyuZivaju ako donor elektronu kyslik, ktory sa tak redukuje na vodu. Co sa tyka substratu, peroxidazy
vyuzivaji pri POC ako substrat monolignany aj oligoméry lignanov. Lakkazy len monolignany (Wang
a spol., 2013). Mozné podmienky reakcie POC vyuzitim peroxidaz a lakkaz pri tvorbe benzofuranovej

kostry st zhrnuté v Tabul’ke 2.

Biomimetick4 oxidacia a priprava benzofuranovej kostry za pouzitia kovov

Ind cesta ku benzofuranovej kostre vyuziva biomimetick(l oxidaciu fenylpropanoidov. Ta je
zalozenad na vyuzivani environmentalne prijatelnych oxida¢nych c¢inidiel, medzi ktoré patri hlavne
molekularny kyslik, peroxid vodiku a elektrochemicka oxidacia (Nishiyama a spol. 1983).

Priroda ale in§piruje v mnohych smeroch a prispela aj ku novym oxidaénym systémom. Vyuzitim
tranzitnych kovov sa preto vyvinuli mnohé oxida¢né systémy ktoré imituju katalytické systémy

nachadzajuce sa v zivych organizmoch (Kurosawa a spol., 2004).

Iné pripravy benzofuranovej kostry

Okrem tychto troch najhlavnejSich priprav  benzofuranového jadra mechanizmom
jednoelektronového fenolového oxidacného couplingu, sa vyuZzivaju aj iné alternativne stratégie.
Napriklad UV v bezkyslikatom prostredi (Chiang a Li, 1978) alebo v pritomnosti farbiva proflavinu
(methylénova modréa; Kuo a spol. 1991). Dalej oxidacia pomocou kyseliny dusitej (Ziodrou a Fruton,
1957), dusi¢nanov (pH 1; Cotelle a Vezin, 2001), stabilnych radikalov (Miller, 1972), pripadne
organokovovymi zluceninami jodu v oxidacnom stave +5 (hypervalentny jod; Juhasz a spol., 2000).
Mozno najprekvapivejSia oxidacia prebehla za pouzitia huby Caldariomyces fumago (Whitlock, 1976)
a baktérie Bacillus megaterium, (Torres a Rosazza, 2001), ktoré ju sprostredkovali vyuZzitim vlastnych

peroxidaz.
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latka oxida&. Cinidlo, katalyzator rozpustadlo vytazok referencie

Radikalové reakcie bez pritomnosti

kovov

Caf 0] voda, pH <7 Cilliers

Et-Fer elektrochemicky POC acetonitril 13% Neudorffer

Et-Fer anodicka elektrolyza, acetonitril-tetramethylammonium hydroxid 13% Neudorffer
LiClO4

HCA methylester hypervalentny I, MnTTPCI benzen-aceton 36% Maeda

Tranzitné kovy

Et-Fer PhH-H20; Ks[Fe(CN)¢] pH <7 84% Wang

Me-Fer Mn(1I1)TPPOAC metanol, pH 3.0 22% Chioccara
H202 s MnTPPCI 25%

Me-HCA Ag:0 benzen-aceton 15% Maeda

Me-p-Cou Ag.0 PhH-aceton bezvody 23% Pieters

Me-Caf |- —11- 33% —|]-

Me-Fer —||- —|- 50% —||-

Me-Fer FeCls aceton 34% Kuo a Wu

Me-Fer Ag.0 toluen-aceton (2:1) 45% Rakotondramanana

Me-Fer Ag:0 PhH-aceton bezvody 29% Subbaraju

Et-Caf Ag.0 PhH-THF 20% Antus

Et-Caf a ConAll Ag20/A;CO3 benzen-aceton 6%/8%

Me-Fer Ag.0 benzen-aceton 38%

CAPE Ag.0 chloroform 58% Daquino

Me-Fer CH;COOAg toluen 20% Snyder a Kontes

Me-CafA +Me-SinA MnO2zin CH2Cl2 dioxan, pH 3.2 14% Saliu

Me-FerA +Me-SinA —1]- —|- 24% —|]-

Enzymova katalyza

FerA lakaza etanol, pH 6.0 Carunchio

Evans 2-oxazolidinonamid FerA HRP-H.0> aceton, pH 3,5 Bruschi

Et-Fer + ConAl HRP-H,0, urea komplex aceton, pH 5.0 6,4% Zhang

CafA + FerA APP/HRP-H,0, fosfatovy pufr pH 6.1 Arrienta-Baez a Stark

CafA + SinA

Me-CafA +Me-SinA HRP- H,0, dioxan, pH 3.2 12% Saliu
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latka oxida¢. Cinidlo, katalyzitor rozpustadlo vytazok referencie
Me-FerA +Me-SinA 19%
Me-CafA +Me-FerA 32%
Spm-CouA hybrid (S)- Oo; extrakt zo semena ja¢mena metanol 17% Nezbedova
dihydroxyverbacin
kumaroylagmatin extrakt zo semena jaémena metanol 19% —||-
CafA + (R)-DplA
Iné pripravy
UV/ bez O, Chiang a Li
UV, proflavin Kuo
HNO; Ziodrou a Fruton
NOy Cotelle a Vezin

Caldariomyces fumago
Bacillus megaterium

TabuPka 2: Podmienky reakcie fenolového oxidaéného couplingu (POC).

Whitlock
Torres a Rosazza
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2.5 Priprava boehmenanu

COOH

COOMe

-0 I j»CHO metylmalonat /O]@/\/COOMG MOMCI /O]@/\/COOMG NaOH /0]@/\/000"'
—_—
HO CoHsNICsHuN oy 93%  momo 9% momo

89%

vanilin 10 1" 12
OMe OMe
10 Ag,0 o DHP
acetone/toluene O O OH PPTS O O O
45% MeOOC™ X 85%  MeoOCTN
COOMe COOMe
13 14

LiAIH4 DCC/DMAP
e O O O ;
7% HO 47/0 OMOM

OH
OMe 16

2) HCl
T 75%
o)\/\Q\OH

OMe

15

Boehmenan 3a

Schéma 8: Priprava boehmenanu (prevzaté z Xia a spol., 2014).

Zo skupiny boehmenanov je V literatire popisana len jedna celkova priprava, ato samotného
boehmenanu v jeho racemickej forme (Xia aspol., 2014). KIaéovy krok syntézy spociva v tvorbe
benzofuranovej kostry. Ta bola pripravena pomocou oxidacného couplingu metylesteru kyseliny
ferulovej katalyzovanym oxidom striebornym. Celkova priprava je zaznamenana na Schéme 8.

Prvym krokom syntéznej cesty bola Knoevenagelova kondenzacia vanilinu s methyl malonatom
adala za vznik zlicenine 10 svytazkom 89%. Naslednym naviazanim protektivnej skupiny
methylmethyletheru (MOM) za pomoci chlormetylmetyleteru (MOMCI) na 4-hydroxylova skupinu sa
vytvori produkt 11 (93%), ktory hydrolyzou prechadza na zlG¢eninu 12 (95%; methylester kyseliny
ferulovej). Biomimetickym oxidacnym couplingom zluceniny 10 v pritomnosti Ag20O sa tvori zakladna
kostra benzofuranového neolignanu (13). Vytaznost reakcie sa lisi v zavyslosti na podmienkach
reakcie. Cerstvo pripraveny Ag,O poskytoval adukt 13 s vy$§im vytazkom ako komeréne dostupny
alebo recyklovany Ag,O. Systém rozptstadiel mal len maly efekt na vytazkok zluceniny 13. Znizovanie
reakénej teploty zvysilo vytaznost’ zluceniny 13 a znizilo mnozstvo vedlajSieho produktu. Navyse, ak

vyt'azok dosiel do maxima no reakcia nebola pozastavena, zacal vytazok klesat. Optimalne podmienky
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boli nasledné: Eerstvo priraveny Ag,O, bezvody aceton a toluen, 30 h a -20 °C. Pri tychto podmienkach
bol vytazok zliceniny 13 45%. Konverzia zla¢eniny 13 na intermediat 15 bola prevedena v dvoch
krochoch. Prvym krokom bolo ochranenie hydroxylovej skupiny pomocou dihydropyranu (DHP) za
vzniku zltéeniny 14. Druhym krokom nasledna redukcia esterovych skupin a nasobnej vizby v latke 14
pomocou LiAIHs Latka 15 bola ziskana vo vytazku 77%. Dalsi krok zahriiuje kondenzaciu
s methylesterom kyseliny ferulovej v pritomnosti DCC a DMAP za izbovej teploty za vzniku zluc¢eniny
16 (47%). Globalne odstranenie ochrannych skupin za vyuzitia PPTS a HCI dalo za vznik kone¢nej
Struktire boehmenanu 3a.

Boehmenan (3a) bol tak pripraveny v deviatich krokoch s vytazkom posledného kroku 75% (Xia
a spol., 2014).

2.6 Priprava DCG

Rovnako ako v pripade skupiny boehmenanov, je aj pri DCG v literatire popisana len jedna
priprava, a to konkrétne priprava izomérov DCG A a B. Celkova syntéza dehydrodikoniferyl alkohol-
4-B-D-glukosidu (DCG) je zaznamenana na Schéme 9 (Teutonico a spol., 1991).

Priprava vychadza z metylesteru kyseliny ferulovej 10, ktora v prvom kroku podstupuje oxidativnu
dimerizaciu za pouzitia KsFe(CN)s v chloroforme za vzniku zliéeniny 17. Nasledovana Misunobu
glykosylacia v pritomnosti DEAD, PhsP aacetylovanej glukozy v dichlormetane dala za vznik
intermediatu 18 . Po odchraneni glukézy a simultannej redukcie methyleteru na alkohol v pritomnosti
DIBAL, vznikli kone¢né produkty DCG-A 8a a DCG-B 8b. Latky boli identifikované na zaklade
porovnania spektroskopickych a chromatografickych spektier s vyizolovanymi prirodnymi latkami
S potvrdenou Strukturou.

Zdroj bohuzial’ neposkytuje o syntéze dostacujuce informacie vratane vytaznosti jednotlivych

krokov a analytickych dat samotného produktu (Teutonico a spol., 1991).

PH OH
1 /
o
OMe  (ac),-glukéza
X KsFe(CN 9
aFe(CN)e N DEAD, PPh; HO(.{ o HO
CHCl3, CO5* (aq) CH,Cl,
5h 2h
OMe
OH

OMe

10

OH OH

DCG-A (8a) DCG-B (8b)

Schéma 9: Priprava DCG-A 8a a DCG-B 8b (prevzané z Teutonico a spol., 1991).
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3. Experimentalna Cast’

3.1 Chemikalie

Pouzité chemikalie: vanilin, N,N-diisopropylethylamin (DIPEA), chlormethyl methyl ether (MOM-
Cl), L-prolin, LiAIH4, KOH, triethylamin (TEA), di-terc-butyl dikarbonat (Boc,O), Na,SOs, NaH,
benzylbromid (BnBr), terc-butyldimethylsilyl chlorid (TBS-CI), N,N-diisopropylkarbodiimid (DIC), 4-
dimethylaminopyridin (DMAP), LiCl, diisobutylaluminium hydrid (DIBAL-H), tetrabutylamonium
fluorid (TBAF), tetra-O-acetylglukopyranosyl bromid, pyridin, Ag.COs, methanolat sodny (MeONa),
katex Dowex (H*), para-toluensulfonova kyselina (pTSA), ethylen glykol, triethyl ortoformiat, kyselina
malonova, methylbromacetat, FeCl, praskovy Mg, pyridinium chlorchromat (PCC), dichlormethan
(DCM), toluen, tetrahydrofuran (THF), ethylacetat (EtOAc), N,N-dimethylformamid (DMF),
petrolether (PE). Chemikalie boli ziskané od firem Sigma-Aldrich, Merck, Lachner, Fluka a Alfa Aesar.
1 M vodny roztok HCI, nasyteny vodny roztok NH4Cl a NaCl boli pripravené v Laboratériu Rastovych

regulatorov technickym personalom.

3.2 Metody a material

3.2.1 Obecné informacie

Priebeh reakcii bol kontrolovany pomocou tenkovrstevnej chromatografie (TLC) na hlinikovych
doskach pokrytych silikagelom 60 SIL G/UV254 s fluorescenénym indikatorom (Machery-Nagel).
Jednotlivé zluceniny pritomné v reakénej zmesi boli d’alej vizualizované pomocou vizualizacnych
roztokov a to konkrétne pomocou vanilinového roztoku, Hannesianovho roztoku a KMnO4.

Vzhladom K povahe pripravovanych latok bola hlavnou analytickou metodou sliziacou na
potvrdenie Struktiry molekul, nuklearna magneticka spektroskopia (NMR). Spektra z NMR boli ziskané
na pristroji Jeol 500 INM-ECA 500 MHz,ktory pracuje pri frekvencii 500 MHz (*H) a 125 MHz (**C).
Vzorky boli rozpustené v jednom z nasledujucich rozpustadiel (chloroform (CDCl;) a methanol
(CD30D)) a merané pri laboratornej teplote. Kalibracia chemickych pounov bola prevedena na interny
Standard alebo signal rezidualneho nedeuterovaného rozpustadla. Chemické posuny pro vybrané
rozpustadla st nasledujuce: CDCls —H: 7.27 ppm; C: 77,23 ppm; MeOD — 'H: 3.31 ppm; $3C — 49.0
ppm.

Syntéza pomocou mikrovinného reaktoru bola prevedena na pristroji CEM Discove SP pracujicom
S maximalnym vykonom 300 W. Finalne produkty boli purifikované pomocou kolonovej
chromoatografie na silikageli. Hmotnostné spektra boli ziskané na pristroji znacky Waters (Q-TOF
MICRO).

Pre stlpcovi chromatografiu (CC) bol vyuzity silikagel ako stacionarna faza a zmes PE : EtOAC
(VIV) alebo DCM : MeOH (V/V) v réznych pomeroch Specifikovanych pri kazdej purifikacii. Eluované
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frakcie boli jimane po 15-30 ml frakciach a ich obsah monitorovany pomocou TLC. Frakcie obsahujuce
rovnaky produkt boli spojené a nasledne po zahusteni na rota¢nej vakuovej odparke (RVO) analyzované

pomocou spektralnych metod.

3.3.2 Vizualiza¢né roztoky pro TLC

Zasadity roztok KMnOjs bol pripraveny rozpustenim 9 g KMnOs, 20 g K.COs v 150 ml 10%
NaOH. Vanilinovy roztok bol pripraveny rozpustenim 2 g vanilinu, 100 ml ethanolu obsahujici 1 ml
koncentrované H>SO,;. Hannesianov vizualizatny roztok bol pripraveny rozpustenim 12 g

fosfomolybdenové kyseliny v 250 ml ethanolu.

3.3 Syntéza

3.3.1 Priprava prekurzorov pre CDC coupling

MOM:-chraneny vanilin (Green a Wuts, 1999)

(0] o}

MeO MOM-CI MeO
H —— > H
DIPEA
HO CH,Cl,  MOMO
|

Roztok vanilinu (10 g, 65,7 mmol, 1.0 equiv) v DCM (66 ml, 1 M voc¢i vanilinu) bol ochladeny

na 0°C (voda/l'ad). Nasledne sa pridala DIPEA (diisopropylethylamin, 18,3 ml, 105 mmol, 1,6 equiv)
pomocou injekénej strickacky a roztok MOM-CI (chlormethyl methyl ether) v toluene (40,7 ml, 85,4
mmol, 1,3 equiv, 2,1 M roztok v toluene). Po 30 min je I'ad odobrany a zmes ponechana miesat’ pod
ochrannou atmosférou argonu 5 dni. Nasledne sa prida nasyteny roztok NH4Cl (50 ml) a vrstvy st
separované. Vodna faza extrahovana pomocou CH2Cl, (3x50 ml). Spojené organické vrstvy st premyté
pomocou solanky (50 ml), susené nad Na,SOs, zfiltrované a odparené na RVO. Produkt | bol vy¢isteny
pomocou sipcovej chromatogragie (PE:EtOAc = 4:1 az 2:1).
Vytazok 12,5 g (85 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 3.53 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 5.33
(s, 2H), 7.15-7.19 (m, 1H), 7.28 (dd, J = 7.7, 1.0 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 9.87 (s, 1H) ppm.
13C NMR (125 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 56.2, 56.7, 95.2, 109.7, 114.8, 126.6, 131.2, 150.2,
152.2, 191.2 ppm.

Naviazanie Kkys. sirovej na silikagel (Chen a spol., 2005)

0
1]

OH + CI—S-OH
o)

o
Il

0-S-OH + HCl(g)
o
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Do 50 ml dvojhrdlej banky s gul'atym dnom a sa pridal silikagel (15 g) a miesadlo. Pomocou
boc¢ného hrdla, gumovej trubici a sklenenej pasterky veducej do destilovanej vody, sa pripravil odvodny
systém pre vyvijajuci sa HCl (g). Do zmesi sa postupne priddvala kyselina chlorsirovd pomocou
prikapavaceho lievika s vyrovnavanim tlakov. Zmes sa ponechala miesat’ 1 hod a pre néasledné reakcie

bola pouzita bez d’alSieho spracovania.

Ochranenie aldehydickej skupiny pomocou H>SO;-SiO, (Chavez a Godinez., 1992)

HO PTSA, toluen  HO
I

Vanilin (5 g, 32,9 mmol, 1,0 equiv) a kyselina para-toluensulfonova kyselina (pTSA, 600 mg,
3,48 mmol) sa pridaja do roztoku ethylen glykolu (7,3 ml, 131,4 mmol, 4,0 equiv) v toluene (100 ml,
0,35 M voci vanilinu). Vysledna zmes je refluxovana (155 °C) pod azeotropickym nastavcom po dobu
16h. Po ochladeni zmesi pod tecticou vodou na laboratdrnu teplotu sa oddeli oranzova tekutina od
¢ierneho oleju. Po pridani nasyteného roztoku NaHCO3 (50 ml) do tekutiny je organicka faza
ponechana a vodna extrahovana pomocou EtOAc (3x50 ml). Spojené organické frakcie st vysuSené
nad Na,SOs, odparené na RVO a preéistené pomocou stipcovej chromatografie (PE:EtOAc 10:1- 4:1).
Frakcia s produktom Il bola zahustena na RVO.

Ochranenie aldehydickej skupiny vanilinu pomocou ethylorthoformiatu (Kurti a spol., 1999)

[ J
MeO LO\VO/\ MeO
e H e O/\
EtOH
HO (NH,),S0, HO

11l
Vanilin (6,6 mmol, 1 g, 1,0 equiv) a (NH.)SO4 (1,6 mmol, 211,42 mg, 0,05 equiv) sa rozpusti

v 0,6 M roztoku etanolu a etylortoformiatu (0,6 M, voc¢i vanilinu). Zmes sa ponecha na refluxe (90 °C)
reagovat’ 2 h, po ktorych sa reakcia zastavi pridanim piperidinu (200 pl), ¢im roztok zmeni farbu
zZ oranzovej na tmavo zelena. Zmes s produktom 111 sa nasledne prefiltruje od soli a zahusti na RVO.
Vytazok 1,49 g (98 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 3.51 (dd, J=9.48, 7.03 Hz, 2
H) 3.68 - 3.74 (m, 2 H) 3.90 (s, 3H) 5.17 (s, 3H) 5.40 (s, 1 H) 6.85-6.90 (m, 1 H) 6.92 - 6.96 (m, 1 H)
7.00 (d, J=1.53 Hz, 1 H).
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Priprava MOM-ochranenej kyseliny ferulovej (Standardny protokol)

COOH
(0]
MeO 9y COOH MeO . COOH
piperidin :©/\/
MOMO pyridin MOMO

MOM-vanilin (1 g, 5,1 mmol, 1 equiv) a kyselina malonova (800 mg, 7,6 mmol, 1,5 equiv) sa
rozpustia v Schlenkovej nadobe v pyridine (1,7 ml, 3 M vo¢i MOM-vanilinu) a ponechaji miesat’ pri
laboratornej teplote po dobu 5 min. Do roztoku sa nasledne prida piperidin (100 ul, 1 mmol, 0,2 equiv).
Schlenkova nadoba sa uzavrie a ponecha reagovat’ pri 85°C cez noc. Nadoba sa necha vychladit’ na
laboratornu teplotu. Nasledne sa kvapalina vyleje do zmesi voda/T'ad (20g/30 ml) a ponecha miesat’ 5
min, po ktorych sa zmes okysli 1M HCI (8,3 ul do 10 ml H20O) priblizne na pH 3. Vyzrazana ochranena
kyselina ferulova 1V sa odfiltruje na frite a necha ususit’ v susiarni na 30 °C .

Vytazok 1,17 g (98 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 3.50 - 3.54 (m, 3 H) 3.91 -
3.95 (m, 3H)5.29 (s, 2 H) 6.35 (d, J=15.89 Hz, 1 H) 7.08 - 7.14 (m, 2 H) 7.16 - 7.19 (m, 1 H) 7.74 (d,
J=15.89 Hz, 1 H).

Priprava p-hydoxyesteru (Rakotondramanan a spol., 2007)

O
o Br OH
MeO MeO)K/ MeO COOMe
H S —
Zn (prasok), H*
MOMO THE. 60°C MOMO
| Va

Do bezvodého THF (10,2 ml, 0,5M) so Zn (prasok, 1g, 3equiv) sa pridalo par kvapiek kyseliny

methansulfonovej. Po zahriati zmesi na 60 °C, sa do zmesi pridal MOM-vanilin I (1 g, 5,1 mmol, 1
equiv) a postupne sa zacal prikvapkavat’ methylbromacetat (1,45 ml, 15,3 mmol, 3 equiv) rozpusteny
v 0,2 ml THF (bezvod.). Reakéna zmes sa ponechala miesat’ v inertnej atmosfére argonu po dobu 2 hod,
po ktorych sa zmes s predpokladanym produktom Va, neché zahustit' na RVO.
Vytazok 345 mg (25 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 2.71 (dd, J = 16.4, 3.6 Hz,
1H), 2.78 (dd, J = 16.3, 9.3 Hz, 1H), 3.52 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 5.10 (dd, J = 9.2, 3.6 Hz,
1H), 5.22 (s, 2H), 5.64 (broad s, 1H), 6.88 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.12 (d,J = 8.3
Hz, 1H) ppm; *C NMR (125 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 43.4, 52.2, 56.1, 56.4, 70.3, 95.7, 109.4,
116.5, 137.1, 146.2, 150.1, 173.1.
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Priprava p-hydoxyesteru (Chattopadhyay a Dubey, 2007)

(0}
o Br OH
MeO " Meo)K/ MeojCI/K/COOMe
Reformatsky
MOMO reakcia MOMO
| FeCl; Mg (prasok) Vb
THF

Do zmesi MOM-vanilinu (1 g, 5,1 mmol, 1 equiv), methylbromacetatu (960 ul, 10,2 mmol, 2equiv)
a FeCls (2,48 g, 15,3 mmol, 3 equiv) sa v jednom kroku pridal praskovy Mg (372 mg). Zmes sa necha
miesat’ pod atmosférou argonu za laboratornej teploty do druhého dna. Nasledne sa prida 35 ml H,O
a 65 ml EtOAC a zmes sa mie$a d’alSich 10 min. Po odfiltrovani reakénej zmesi na Buchnerovom lieviku
sa filtrat preleje do deliaceho lieviku a prida sa 20 ml 2% HCI (400 pl 35% HCI do 19,6 ml H20). Vodna
faza sa premyje 3x25 ml EtOAc. Spojené organické faze su nasledne premyté 25 ml H.O a 25 ml
solanky, vysusené pomocou Na,SO4 a zahustené na RVO. Odparok bol preisteny pomocou stipcovej
chromatografie (P.E.:EtOAc 4:1 - 2:1 — 1:1). Frakcia s produktom V zahustena na RVO.
Vytazok 345 mg (25 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 2.71 (dd, J = 16.4, 3.6 Hz,
1H), 2.78 (dd, J = 16.3, 9.3 Hz, 1H), 3.52 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 5.10 (dd, J = 9.2, 3.6 Hz,
1H), 5.22 (s, 2H), 5.64 (broad s, 1H), 6.88 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.12 (d,J = 8.3
Hz, 1H) ppm; *C NMR (125 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 43.4, 52.2, 56.1, 56.4, 70.3, 95.7, 109.4,
116.5, 137.1, 146.2, 150.1, 173.1.

Priprava p-ketoesteru (Sstandardny protokol)

OH o)
Meojij/K/COOMe PCC MeOJQ)K/COOMe
_ >
MOMO DCM (bezvod.)  MOMO
Vb Vi

B-hydroxyester V (110 mg, 0,4 mmol, 1 equiv) sa rozpustil v bezvodom DCM (4 ml, 0,1 M vo¢i B-
hydroxyester) a PCC (175,56 mg, 0,8 mmol, 2 equiv) sa pridal po ¢astiach. Vysledna zmes bola mieSana
pri LT cez noc. Nasledne sa pridalo 300 mg Celite® a ponechalo miesat’ d’al$ich 10 min, po ktorych sa
zmes prefiltrovala cez tenka vrstvu Celite®, premyla 3x20 ml DCM, vysu$ila pomocou Na;SO4
a zakoncentrovala na RVO. Odparok bol pregisteny pomocou stipcovej chromatografie (P.E.:EtOAC 4:1
- 1:1). Frakcia s produktom V1 sa zahusti na RVO.
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3.3.2 Priprava vvchodzich latok pre esterovy coupling

Priprava trifenylfosfin bromidu (Hoffmann, 2001)

PPh BrPhsR
° "\—coome

Br<_ COOMe
benzen

Vil

Trifenylfosfin (PPh3; 50 g, 190 mmol, 1 equiv) sa presype do banky. Prida sa benzén (1 equiv, 4M,
47,5 ml) a 2-metylbromacetat (29,06 g, 190 mmol, 1 equiv, 1,67 g/I, 17 ml). Zmes sa takto ponecha
miesat’ 2 hod., po ktorych sa zacne roztok zakal'ovat’ — nastava precipitacia produktu VII. Reakénd zmes
sa nasledne prefiltruje vytrepe do benzenu (2x 50ml) a hexanu (2x 50 ml). Produkt sa necha vysusit.

Vytazok 58,5 g (80 %).

Priprava Wittigovej soli (Hoffmann, 2001)

BrPh3R NaOH Ph3P.
\fCOOMe _— \fCOOMe
DCM/H,0
Vil VIl

Do trifenylfosfin bromidu VII (58,5 g, 140 mmol, 1 equiv) v chladenej banke (I'ad/voda) sa
postupne prikvapkava NaOH (5,62 g, 140 mmol, 1 equiv). Reakénéd zmes sa takto ponecha mieSat’ 1,5
hod. Néasledne sa zmes vytrepe do chloroformu, vysusi sa pomocou nasy. roztoku NaCl. Organické faze
s produktom V11 sa zahustia ha RVO.

Vytazok 57,23 g (90%).

MOM-chranena kyselina kumarova (Green a Wuts, 1999)

0

- X
X COOH DIPEA, MOM-CI WOMOM
/©/\/ DCM MOMO
HO

X

Roztok kyseliny kumarovej (10 g, 65,7 mmol, 1.0 equiv) v DCM (66 ml, 1 M vo¢i vanilinu) bol
ochladeny na 0 °C (voda/l'ad). Nasledne sa pridala DIPEA (diisopropylethylamin, 18,3 ml, 105 mmol,
1,6 equiv) pomocou injekéne;j striekacky a roztok MOM-CI (chlormethyl methyl ether) v toluene (40,7
ml, 85,4 mmol, 1,3 equiv, 2,1 M roztok v toluene). Po 30 min je 'ad odobrany a zmes ponechana miesat’
pod ochrannou atmosférou argonu 5 dni. Nasyteny roztok NH4Cl (50 ml) je pridany a vrstvy st

separované. Vodna faza extrahovand pomocou CH2Cl, (3x50 ml). Spojené organické vrstvy
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s produktom X su premyté pomocou solanky (50 ml), susené nad Na SO, zfiltrované a odparené na
RVO.

Vytazok 14,75 g (89 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 3.49 (s, 3 H) 3.52 (s, 3 H)
5.22 (s, 2 H) 5.37 (s, 2 H) 6.35 (d, J=15.90 Hz, 1 H) 7.02 - 7.08 (m, 2 H) 7.46 - 7.52 (m, 2 H) 7.71 (d,
J=15.89 Hz, 1 H).

Selektivne o0dMOMmovanie kyseliny kumarovej (Standardny protokol)
o)

wOMOM LiOH.H,0 /@/\/COOH
MOMO THF, H,0 MOMO

X IX

MOM-chranena kyselina kumarova (4,24 g, 0,0168 mol, 1 equiv) bola rozpustena v THF:H>O (1:1;
0,2 M, 100 ml) Nasledne sa postupne pridal LiOH.HO (0,05 mol, 3 equiv) a reakéna zmes sa ponechala
miesat’ pod refluxom a inertnou atmosférou. Produkt IX bol extrahovany pomocou sustavy EtOAc : 6
M HCI/H20. Spojené organické extrakty (3 x 20 ml) boli zahustené pomocou RVO.
Vytazok 2,80 g (80 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 3.50 (s, 3 H) 5.22 (s, 2 H) 6.34
(d, J=15.89 Hz, 1 H) 7.03 - 7.09 (m, 2 H) 7.48 - 7.54 (m, 2 H) 7.75 (d, J=15.89 Hz, 1 H).

3.3.3 Priprava chiralnej pomocneij skupiny pre syntézu opticky ¢istého produktu

Redukcia L-prolinu na L-prolinol (Khong a Kwon, 2012)

MOH LiAlH, THF O__/OH
Ar, 0-60°C, 2h.

N 0 N
H H

XI

Do vyzihanej dvojhrdlej banky pod intertnou atmosférou (argon) sa pridala suspenzia L-prolinu
(19, 8,6 mmol, 1,0 equiv) s THF (zo zasobnej fTase; 20 ml, 0,04 M vocéi L-prolinu). Do suspenzii, sa po
ochladeni na 0°C (l'ad/voda) pridal LiAIHs. Po 30 minuatach bola zmes ponechana 1,5 hodinu pod
ochrannou atmosférou na refluxe (60°C). Po ochladeni sa do zmesi pridal 20 % KOH (10 ml). Do
prefiltrovanej zmesi sa pridalo 30 ml THF (zo zasobnej flase) a ponechalo na refluxe dal§ich 30 min pri
60°C. SlabozItd kvapalina (bez zrazenin) bola prefiltrovana a filtrat s produktom XI zahusteny
pomocou RVO (45°C, 400 mbar).
Vytazok 786 mg (91 %). 'H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 1.36 - 1.94 (m, 4 H) 2.37 -
2.72 (m, 4 H) 2.77 - 3.08 (m, 2 H) 3.15 - 3.45 (m, 2 H) 3.46 - 3.63 (m, 1 H).
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Ochranenie sekundarneho aminu L-prolinolu pomocou Boc,O (Khong a Kwon, 2012)

E>_-/0H Boc,0, TEA, DCM O_JOH

N
Ar, 1 h. |
H Boc

X1 Xl

Do L-prolinolu XI (0,7 g, 6,9 mmol, 1,0 equiv) v CH2Cl: (35 ml, 0,2 M vo¢i BAZ-01-010) pridame
TEA (3ml, 22 mmol, 3,67 equiv) a di-terc-butyl dikarbonat (Boc.O; 1,92 g, 8,8 mmol, 1,27 equiv).
Zmes nasledne mieSame pod inertnou atmosferou Ar, 1 hod., po ktorej ju prelejeme do 40 ml vody.
Organicku fazu premyjeme 2x10ml vody, vysusime pomocou Na>SOs, zfiltrujeme a zahustime na RVO.
Odparok bol preéisteny pomocou stipcovej chromatografie na silikageli (P.E.: EtOAC = 4:1 az 1:1),
ktora poskytla cieleny produkt XI1.

Vytazok 283 mg (20 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 1.39 - 1.54 (m, 9 H) 1.77 -
2.01 (m, 4 H) 3.36 (br. s., 2 H) 3.90 - 4.16 (m, 2 H) 4.22 (br. s., 1 H). C NMR (125 MHz,
CHLOROFORM-d) 4 ppm 28.42, 55.41, 155.06.

Ochranenie alkoholovej skupiny pomocou Bn (Sternfeld a spol., 1999)

O_JOH 1. NaH, THF, 0°, 20 min O#OBn

N 2.BnBr, 24 h N
Boc Boc
Xii Xill

Do vyzihanej dvojhrdlej banky pod intertnou atmosférou (argon) sa pridala suspenzia NaH (84 mg,
1,5 equiv; 2,1 mmol; 60% dispergovany v oleji) v THF (6ml, 0,4 M ku NaH). Do suspenzii sa po
ochladeni na 0 °C (voda/Tad) prikvapkal pomocou striekacky, cez septum, ochraneny L-prolinol XII
(283mg, 1,4 mmol, 1 equiv) v THF (zo zasobnej fTase, 14ml, 0,1 M ku BAZ-01-011) a nechal miesat’
pod ochrannou atmosferou po dobu 20min. Nasledne sa prikvapkal BnBr (191 pl, 1,15 equiv , 1,61
mmol) v THF (1ml, 1,6M ku BnBr) a zmes sa takto ponechala po dobu 24 hodin mie$at’ pri laboratérne;j
teplote, kedy sa reakcia ukoncila pridanim 10ml vody. Vysledna zmes bola extrahovana pomocou
EtOAc (3x 50ml) a spojené organické frakcie boli premyté nasytenym roztokom NaCl, presusené nad
Na,SO., zfiltrované a zahustené pomocou RVO. Odparok bol predisteny pomocou stipcovej
chromatografie na silikageli (MeOH: CHCl, gradient 0:100 — 3:97) a jednotlivé frakcie zahustené na
RVO.
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3.3.4 Cielena syntéza boehmenanu X pomocou esterového couplingu

Methylester kyseliny ferulovej (Standardny protokol)

o Ph3P§/002Me

Meojij)kH vin Meojij/\vcoovwe
HO toluen, MW, 130°C, 10 min HO

XV

Suspenzia vanilinu (0,76 g, 5 mmol) a latky VIII (1,84 g, 5,5 mmol) v 5 ml toluenu bola umistena

do specializovanej vialky o objemu 35 ml spolu s magnetickym mie$adlom. Vialka bola uzavreta
vrskom zo smesi silikonu a teflonu a umistena do mikrovinného reaktoru. Vysledna zmes bola
oziarovana (300 W) po dobu 10 min pri 150 °C. Po ochladeni bola zmes presunutd do banky s gulatym
dnom. Toluen bol z reakénej zmesi odstraneny na RVO a odparek s produktom XIV bol precisteny
pomocou stipcovej chromatografie na silikageli (P.E.: EtOAC, 4:1 - 2:1).
Vytazok 1,02 g (98 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 7.60 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.03
(ddd,J =16.2,7.9, 1.9 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.27 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 6.15-5.98 (m, 1H),
3.89 (s, 3H), 3.78 (s, 3H). **C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 167.92, 148.10, 146.89,
145.11, 126.98, 123.13, 115.15, 114.87, 109.48, 56.00, 51.74.

Dimerizacia methylesteru kyseliny ferulovej (Konradova a spol., 2017)

MGO:Q/\/COOMS Agzo
_
HO benzen/aceton

XIV 24h

Do dvojhrdlej vyzihanej banky obalenej alobalom sa ku zla¢enine X1V pridal benzen (1M, 20 ml)
a aceton (1M, 20 ml). Vsypal sa Ag20 (3 g, 12 mmol, 1 equiv) a pod inertnou atmosférou argénu sa
reakénd zmes ponechala mieSat’ 24 hod, po ktorych sa reakénd zmes prefiltrovala cez kremelinu
a premyla acetonom. Po zahusteni reak¢ného roztoku na RVO bol odparek precisteny pomocou
stipcovej chromatografie na silikageli (P.E.: EtOAC, 4:1 - 2:1). Frakcie s produktom XV zahustena na
RVO.
Vytazok 290 mg (11%). *H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 3.50 (s, 3H), 3.94 (s, 3 H),
3.96 (s, 3 H), 4.02 (s, 3 H), 4.04 (s, 3H), 5.06 (s, 2 H), 6.41 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 7.23 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1H), 7.56 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 15.8
Hz, 1H), 7.80 (s, 1 H). 3C NMR (100 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 51.2, 52.4, 54.2, 56.4, 58.9,
92.7,110.0, 111.5, 111.6, 114.5, 115.6, 116.2, 121.2, 122.9, 128.1, 131.2, 143.3, 146.4, 146.6, 148.9,
149.9, 160.4, 167.5, 167.9.
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Ochranenie hydroxylovej skupiny dimeru pomocou TBSCI (Standardny protokol)

TBSCI

EtsN
_

CH,Cl,
0°C-rt., 19 hod

XV XVi

Dimer XV (414 mg, 1 mmol) sa v intertnej atmosfére Ar rozpustil v DCM (0,5 M, 52 ml) a ochladl
na 0 °C ('ad/voda) a pridal sa EtsN (2,17 ml, 1,58 g, 0,726 ¢/I, 3 equiv). Po 5 min sa pridal TBSCI (1,25
equiv), po 15 min bol odstraneny I'ad a zmes sa ponechala miesat’ pri I.t. 19 hod. Nasledne sa pridalo 50
ml nasyteného roztoku NaHCOs a vodna faza sa 3x pretrepala 20 ml DCM. Organicka faza sa
pretrepala s nasytenym roztokom NaCl (20 ml), presusila pomocou Na,SO, a zahustila na RVO.
Odparok bol precisteny pomocou stipcovej chromatografie (PE:EtOAc, 10:1 — 2:1). Frakcia obsahujtca
produkt XV1 zahustena na RVO.
Vytazok 501 mg (95 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0.13 (s, 6H), 0.96 (s, 9H),
3.81 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 4.35 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.14 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
6.33(d, J=15.9 Hz, 1H), 6.92 (dd, J = 12.0, 2.5 Hz, 1H), 6.95 (s, 2H), 7.03 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.13 (d,
J = 8.0 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 16.0 Hz, 1H). BC NMR (125 MHz,
CHLOROFORM-d) 6 ppm -4.5, 19.1, 25.8, 53.1, 55.6, 56.2, 56.3, 56.4, 87.4, 109.8, 112.3, 115.8, 116.5,
118.1, 118.9, 125.8, 128.8, 133.8, 144.9, 146.9, 150.1, 150.1, 167.8, 170.9.

Selektivna redukcia methylesteru (Konradova a spol., 2017)

LiBH,

THF, -78 °C
2,5 hod

XVI Xvil

Do vyzihanej banky pod inertnou atmosférou (Ar) bol pridany TBS-ochraneny diester XV1 (264
mg, 0,5 mmol) v THF (0,05 M) a vznikli roztok bol ochladeny na -78 °C (aceton/suchy 'ad). Potom sa
pridal bezvody THF (10 ml, 0,05 M) a roztok LiBH. v THF (1,42 mmol,, 0,7 ml, 3 equiv). Zmes bola
takto ponechana po 30 min, d’alSie 2 hod pri pokojovej teplote. Po pomalom pridani vodného roztoku
THF (THF/voda = 4:1) a nasytené¢ho roztoku NH4Cl, bola zmes extrahovand do EtOAc (3x15ml).
Organicka faza bola nasledne premytd vodou, vysuSend pomocou Na;SOs a zahustena na vakuovej
odparke. Odparok bol preéisteny pomocou stipcovej chromatografie na silikageli (PE:EtOAc, 45:55)
a frakcia s produktom XVI1I zahustena na RVO.
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Vytazok 202 mg (82 %). 'H NMR (500 MHz, benzene-ds) & ppm 0.11 (s, 6H), 1.01 (s, 9H), 3.18 (s,
3H), 3.26 (p, J = 6.1 Hz, 1H), 3.29 (s, 3H), 3.34 (dd, J = 10.2, 6.5 Hz, 1H), 3.38 (dd, J = 10.7, 5.5 Hz,
1H), 3.49 (s, 3H), 5.55 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 6.43 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 6.71 (d,
J=1.5Hz, 1H), 6.82 (6.69 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 15.9 Hz, 1H). C
NMR (126 MHz, benzene-ds): -4.7, 18.4, 25.7, 50.9, 53.5, 54.8, 55.4, 64.0, 88.2, 110.0, 112.6, 115.2,
117.5,118.5,120.9, 128.0, 128.4, 129.2, 135.1, 145.0, 145.1, 145.2, 151.3, 167.2.

Hydrogenacia dvojitej viizby zredukovaného TBS-dimeru (Orlandi a spol., 2001)

COOMe COOMe

H,, Pd/C

MeOH

Xvii Xvii

Selektivne zredukovany TBS-dimer XVII (50 mg, 0,1 mmol) sa rozpusti v MeOH (3-5 ml), do

ktorého sa opatrne prida 1 mg 5% Pd/C. Do zmesi sa cez septum zavedie balon s H: s ihlou siahajicou
tesne nad hladinu reak¢nej zmesi. Takto sa reakcia ponecha 40 mintt, po ktorych sa reakéna zmes
prefiltruje cez jemn vrstvu Celite® a odparok s produktom XVI11 sa zahusti na RVO.
Vytazok 47 mg (95 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0.13 (s, 6H), 0.98 (s, 9H), 2.58
(dd, J =8.4, 7.1 Hz, 1H), 2.64 (dd, J = 8.4, 7.1 Hz, 1H), 2.85 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 2.88-2.99 (m, 1H),
3.46 (p, J = 7.2 Hz, 1H), 3.69 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 3.98 (dd, J = 11.1, 5.8 Hz, 1H), 4.04
(dd, J = 12.6, 5.9 Hz, 1H), 5.54 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.66-6.70 (m, 1H), 6.71 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.80
(d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.85 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 2.1 Hz, 1H). °C NMR (126 MHz,
CHLOROFORM-d) & ppm - 4.5, - 4.4, 18.7, 25.6, 25.9, 31.1, 36.4, 51.9, 53.9, 55.6, 55.7, 64.1, 88.1,
110.4,1125, 116.1, 119.0, 121.0, 132.0, 134.2, 134.7, 142.4, 144.4, 147.1, 151.3, 173.7.

Naviazanie MOM-kumarovej na hydrogenovany TBS-dimer (§tandardny protokol)

/@/\/COOH 0
COOMe MOMO MOMOO—//_/fO COOMe

IX

o)
DMAP, DIC, CH,CI, (e}

MeO OMe

Xviil XIX

Selektivne hydrogenovany TBS-dimer XVIII (80 mg, 0,16 mmol, 1 equiv) a MOM-kyselina
kumarova IX sa rozpustia v bezvodom DCM (0,2 M vo¢i MOM-kumarovej kyseline) a postupne sa

prida N,N-diisopropylcarbodiimid (DIC, 25 pl, 0,16 mmol, 1 equiv, 0,815 g/cm?®). Nasledne sa prida 4-
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dimethylaminopyridin (DMAP, 9,8 mg, 0,08 mmol, 0,5 equiv) a ponecha sa reagovat’ 24 hod. Reakéna
zmes sa naleje do hexanu (0,1 M vo¢i MOM-kumarovej), prefiltruje cez Celite® a zahusti na RVO.
Odparok bol pregisteny pomocou stipcovej chromatografie na silikageli (PE:EtOAc, 10:1 —5:1 —3:1 —
2:1) a frakcia s produktom XIX zahustend na RVO.

Vytazok 42 mg (38 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0.13 (s, 6 H) 0.98 (s, 9 H) 2.63
(t, J=7.79 Hz, 2 H) 2.92 (t, J=7.79 Hz, 2 H) 3.49 (s, 3 H) 3.68 (s, 3 H) 3.76 (s, 3 H) 3.89 (s, 3 H) 4.43
(d, J=7.64 Hz, 1 H) 4.56 (d, J=5.20 Hz, 1 H) 4.93 - 5.03 (m, 1 H) 5.21 (s, 2 H) 5.50 (d, J=7.64 Hz, 1 H)
6.28 (d, J=16.20 Hz, 1 H) 6.67 - 6.73 (m, 2 H) 6.81 (d, J=8.25 Hz, 1 H) 6.84 - 6.89 (m, 1 H) 6.92 (d,
J=1.83 Hz, 1 H) 7.01-7.07 (m, 2 H) 7.43 - 7.48 (m, 2 H) 7.55 (d, J=16.20 Hz, 1 H).

Hydrolyza methylesteru TBS-dimeru (ref. Elsinger a spol, 1960)

XIX XX

TBS-dimer XIX s naviazanou MOM-kyselinou kumarovou (30 mg, 0,043 mmol, 1 equiv) sa
zmieSa s LiCl (7,64 mg, 0,18 mmol, 4,16 ekuiv) v DMF (20 ml/L mmol = 0,9 ml) a ponecha pod
refluxom 8 hod. Po vychladnuti na laboratéornu teplotu sa do reakénej zmesi postupne pridava
koncentrovana 'adova kyselina octova. Zmes s predpokladanym produktom XX sa zahusti na RVO pri
(70 °C, 20 min).

3.3.5 Syntéza DCG

Redukcia methylesteru dimeru (Standardny protokol)

DIBAL-H

DCM (bezvod.)
-78°C

TBS-dimer XVI (500 mg, 0,95 mmol, 1 equiv) sa rozpustil v bezvodom DCM (9,5 ml, 0,1 M).
Zmes sa ochladi na -78°C (suchy led/aceton) v Dewarovej nadobe a necha miesat’ 5 min. Nasledne sa
prida diisobuthylaluminiumhydrid (DIBAL-H; 4,8 ml, 1M v DCM, 4,73 mmol, 5 equiv) a reakcia sa

takto ponecha 30 min, po ktorych sa suchy I'ad odoberie a zmes sa vol'ne otepli na laboratornu teplotu,
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pri ktorej sa nasledne miesa d’alSie 2 hodiny. Zastavenie reakcie sa uskutoéni pomocou druhého
schladenia zmesi na -78°C apridania nasyteného roztoku Rochelovej soli (10 ml) pomocou
prikapavaceho lievika. Takto sa reakéna zmes ponecha miesat’ do d’alSieho diia, pripadne do doby, do
ktorej sa soli Gplne nerozpustia a roztok sa nevyceri. Reakéna zmes sa extrahuje do DCM (3x20 ml).
Organicka faza bola nasledne premyta nasytenym roztokom NaCl (20 ml), vysuSena pomocou Na>SO.
a zahustend na RVO. Odparok bol pregisteny pomocou stipcovej chromatografie na silikageli
(PE:EtOAc, 2:1 - 1:1) a frakcie s produktom XXI zahustené ha RVO.

Vytazok 449 mg (105 %; nedostato¢ne vysusené). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0.12
(s,6 H)0.98 (s,9H)2.84-3.05(m, 2H)3.43-352(m, 1 H)3.71 (s, 3 H) 3.84 (d, J=6.11 Hz, 2 H)
3.89-3.91 (m, 3H) 4.30 (dd, J=5.96, 1.38 Hz, 2 H) 6.12 - 6.26 (m, 1 H) 6.44 - 6.54 (m, 1 H) 6.54 - 6.64
(m,2H)6.69-6.73 (m, 1 H) 6.74-6.79 (m, 1 H) 6.81 - 6.84 (m, 1 H).

Acetylacia redukovaného TBS-dimeru (Standardny protokol)

OAc

acetylchlorid

Et;N, DCM

XXI1 XX

Redukovany dimer XXI (300 mg, 0,6 mmol, 1 equiv) a EtsN (0,886 ul, 6,35 mmol, 10 equiv) sa

rozpustili vDCM (0,1 M vo¢i XXI, 6 ml). Po ochladeni zmesi na 0 °C (voda/lad) a pridani
acetylchloridu (0,213 pl, 3 mmol, 5 equiv) sa reakéna zmes ponechala miesat’ 48 h. Reakcia sa zastavi
pridanim nasyteného roztoku NaHCOs. Nasledne sa vodna faza premyje DCM (3x20 ml). Spojené
organické faze sa presuSia nad Na SO, a zakoncentruji na RVO. Odparok bol precisteny pomocou
stipcovej chromatografie na silikageli (PE:EtOAc, 4:1 — 2:1) a frakcie s produktom XXI11 zahustené na
RVO.
Vytazok 109,4 mg (22 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0.14 - 0.15 (m, 6 H) 0.99
(s,9H)202(s,3H)2.11(s,3H)3.78(s,3H)3.91(s,3H) 4.28-433(m,1H)4.43-4.48(m,1H)
4.71-4.73 (m, 2 H) 5.48 (d, J=7.64 Hz, 1 H) 6.14 - 6.18 (m, 1 H) 6.61 (d, J=15.59 Hz, 1 H) 6.82 (s, 1
H) 6.83 (d, J=1.83 Hz, 1 H) 6.88 (d, J=1.83 Hz, 1 H) 6.89 (s, 2 H). ®C NMR (125 MHz,
CHLOROFORM-d) & ppm 18.43, 20.79, 21.05, 25.68, 50.19, 55.50, 55.96, 65.24, 65.32, 88.93, 110.11,
110.41, 115.25, 118.92, 120.84, 121.06, 127.71, 130.40, 133.62, 134.41, 144.38, 145.29, 151.11,
170.80, 170.93.
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Odchranenie dimeru (Standardny protokol)

OAc OAc

TBAF, AcOH
B —
THF, 0 °C
1h-18h

Tetrabutylamoniium florid (TBAF; 575,21 mg, 2,2 mmol, 2 equiv) sa rozpustil ve zmesi THF (4,5
ml) a kyseline octovej (AcOH; 621,5 ul, 11,0 mmol, 10 equiv) a vysledny roztok bol ochladeny na 0
°C (voda/Tad). Do zmesi sa nasledne pridal acylovany TBS-dimer XXI1 (600 mg, 1,1 mmol) a reakéna
zmes sa ponechala miesat’ 1 hodinu. Po skonéeni reakcie sa zmes naliala do 1M HCI (15 ml)
a extrahovala pomocou EtOAc (3x 25 ml). Organické faze sa vysusili pomocou Na,SO, a zahustili na
RVO. Odparok bol preéisteny pomocou stipcovej chromatografie na silikageli (PE:EtOAc, 4:1 — 2:1-
1:1) a frakcie s produktom XXI111 zahustené na RVO.
Vytazok 311 mg (64 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) d ppm 2.06 (s, 3 H) 2.11 (s, 3 H)
3.88 (s, 3H) 3.92 (s, 3 H) 4.32 (d, J=7.64 Hz, 1 H) 4.44 (d, J=5.50 Hz, 1 H) 4.70 (s, 1 H) 4.72 - 4.73
(m, 2 H)5.48 (d, J=7.34 Hz, 1 H) 6.11 - 6.23 (m, 2 H) 6.61 (d, J=15.90 Hz, 2 H).

Naviazanie glukosylu na alkohol (Standardny protokol)

OAc OAc

AngO3’
pyridin (bezvod.)

XXIV

Do zmesi odchraneného acylovaného dimeru XXIII (100 mg, 0,23 mmol, 1 equiv) a tetra-O-
acetylglukopyranosyl bromidu (212,8 mg, 0,517 mmol, 2,25 equiv) v bezvodom pyridine (0,05 M voci
XXI1, 4,6 ml), ochladenej na 0°C (voda/Tad) bol pridany Ag.COsz (249,5 mg, 0,905 mmol, 4 equiv).
Zmes sa takto ponechala mieSat’ po dobu 15 min, po ktorych sa I'ad odobral a reakcia sa ponechala
reagovat’ d’al§ich 18 h. Néasledne sa reak¢na zmes prefiltrovala cez Celite®, zriedila pomocou EtOAc
(25 ml) a premyla 5% HCI (2x10 ml), vodou (10 ml) a solankou (10 ml). Organické faze boli vysusené
pomocou Na,SO; a zakoncentrované na RVO. Odparok bol predisteny pomocou stipcovej
chromatografie na silikageli (Chloroform:EtOAc, 4:1 — 2:1 — 1:1 — 1:1,25) ajednotlivé frakcie
obsahujuce produkt XXIV zahustené na RVO.

Vytazok 73 mg (41 %). *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 2.02 - 2.11 (m, 18 H) 3.69 -
3.77 (m,2H) 3.78-3.84 (m, 3H) 3.88 - 3.94 (m, 3H) 4.08 - 4.18 (m, 1 H) 4.19 - 4.36 (m, 2 H) 4.37 -
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4.52 (M, 1 H) 4.67 - 4.74 (m, 2 H) 4.93 (dd, J=5.96, 1.68 Hz, 1 H) 5.09 - 5.20 (m, 1 H) 5.21 - 5.35 (m,
2 H) 5.50 (d, J=6.72 Hz, 1 H) 6.16 (dt, J=15.51, 6.15 Hz, 1 H) 6.60 (d, J=15.59 Hz, 1 H) 6.77 - 6.99 (m,
4 H) 7.00 - 7.14 (m, 1 H). C NMR (125 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 20.60, 50.37, 55.95, 56.03,
61.83, 65.17, 65.28, 68.27, 71.11, 71.93, 72.50, 88.06, 100.74, 100.79, 110.17, 110.49, 115.26, 118.29,
118.59, 120.11, 120.23, 121.24, 127.32, 130.63, 134.24, 137.03, 137.07, 144.37, 146.04, 148.09,
150.75, 150.91, 169.36, 169.40, 170.28, 170.60, 170.75, 170.90.

Zemplenova deacetylacia (Standardny protokol)

MeONa

_ =

MeOH, 1 hod

XXIV XXV

Glukosylovany dimer XXIV (150 mg, 1 equiv, 0,17 mmol) bol rozpusteny v suchom methanole
(2ml/ 100mg latky). Nasledne bol pridany MeONa (4 ul, 0,1 equiv, 0,017 mmol, 1M, 0,947 gmol?, 25%
roztok v MeOH). Do reakénej zmesi sa pridal katex Dowex (H*), zmes s predpokladanym produktom
XXV sa prefiltrovala cez fritu a zahustila na RVO.
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4. Vysledky

4.1 Priprava prekurzorov pre ,.cross-dehydrogenac¢nv coupling (CDC)

Priprava prekurzorov prvej syntéznej drahy vychadzala z vanilinu. Zahriiovala pripravu MOM-

chranenej kyseliny ferulovej, dimetylacetalu vanilinu a pripravu 3-ketoesteru (Schéma 10).

COOH
DIPEA dln/ iperidin
MOM pyridin/pip MOM
DCM OMO OMO
85% 98% v

(0] J
MeO f o
H LO\?/O/\ MeO
e
o jij/ko/\ 0

EtOH

MeOOC
vanilin (NH,),S0, HO

98% m OMOM

o 0

MeO Meo BT HooC 79%

H N

Fe

MOMO toluen OMOM

| 25%

Schéma 10: Priprava prekurzorov CDC-couplingu.

Syntéza MOM chranenej kyseliny ferulovej prebiehala cez medziprodukt MOM-chraneny
vanilin I. V prvom kroku ochranna skupina MOMCI v pritomnosti DIPEA substituovala hydroxylovy
vodik za vyvoja HCl abielych par chloridu amonného NH4Cl. Nasledovala Knoevenagelova
kondenzacia MOM-vanilinu | a kyseliny malonovej v pritomnosti piperidinu za vzniku MOM-chranenej
kyseliny ferulovej 1V. Druhy prekurzor predstavoval vanilin s chranenou aldehydickou skupinou. Ta
bola uspesne ochranena pomocou ethylformiatu za vzniku dimetylacetalu 111. Ochranenie aldehydicke;j
skupiny vanilinu pomocou etylenglykolu v pritomnosti pTSA, pripadne pomocou kyseliny sirovej
naviazanej na silikagel, nebolo uspesné (Schéma 11). Podmienky reakcie pripravy kyseliny sirovej
naviazanej na silikagel, ktora bola nasledne pouzita v reakcii s etylenglykolom, boli optimalizované a st

zhrnuté v Tabulke 3.

Reaktanty Podmienky reakcie

-SiO,0OH 1. HSOsCI (0,05 mol), 1 hod
2. HSOsCI (0,05 mol), 24 hod
3. HSOsCl (0,1 mol; pomalé prikvapkavanie kyseliny do silikagelu), 24 hod

Tabul’ka 3: Optimalizacia pripravy kyseliny sirovej naviazanej na silikagel.
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Schéma 11: Optimalizacia pripravy chraneného vanilinu.

Posledny prekurzor pre CDC kapling predstavoval p-ketoester MOM-ochranenej kyseliny
ferulovej VI (Schéma 12). Jeho priprava prebichala z MOM-vanilinu | cez medziprodukt V, ktory bol
pripraveny pomocou Reformatskeho reakcie v pritomnosti Fe®* soli. Klasické podmienky
Reformatského reakcie v pritomnosti praskového zinku poskytli len nepatrné vytazky (3-6%).
Optimalizacia podmienok Reformatskeho reakcie je zhrnuta v Tabulke 4. Nasledovna oxidacia f-

hydoxyesteru V v pritomnosti PDC dala za vznik produktu -ketoesteru VI.

(0}
0 Br OH O
MGO:©)L MeO)K/ Meoj©/‘\/COOMe PCC M90:©)K/COOM6
H ——— —_—
podmienky reakcie DCM (bezvod.) MOMO
MOMO (Tabulka 4) MOMO 79%

| \' Vi

Schéma 12: Priprava -ketoesteru MOM-ochranenej kyseliny ferulove;j.

Reaktanty Podmienky reakcie Vytaznost’ %

MOM-vanilin, 1.Zn (prasok; 10 equiv), toluen, 100 °C, 1,5 hod 4

metyl-2-bromacetat  2.Zn (prasok; 10 equiv), toluen, 100 °C, metylsulfonova kys., 24 hod 3
3.Zn (prasok; 10 equiv), THF, 60 °C, 1,5 hod, metylsulfonova kys., 4 hod 6
4.FeCls (15 mmol), THF, Mg (prasok; 10 equiv), 60 °C, 24 hod 5
5.FeCls (15 mmol), THF, Mg (prasok; 14 mmol), L. t., 3 dni 25

TabuPka 4: Optimalizacia Reformatskeho reakcie MOM-vanilinu s metyl-2-bromacetatom.
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4.2 Esterovy coupling

Priprava prekurzorov pre esterovy coupling

Vychodzie zluceniny pre esterovy coupling predstavovali: Wittigova sol’ VIII, MOM-chranenu
kyselinu kumarovt X a opticky €istl latku v podobe ochraneného L-prolinolu XI111.

Wittigova sol’ bola pripravena cez medziprodukt bromid trifenylfosfinovej soli VII. Syntéza
medziproduktu vychadzala z 2-metylbromacetatu v pritomnosti trifenylfosfinu a po bazickej hydrolyze

dala za vznik produktu (Hoffmann, 2001).

PPh NaOH
Br~_-COOMe ? BrPhsR —_ F’hsP\L
benzen COOMe  pew/H,0 COOMe
80% Vil 90% Vil

Schéma 13: priprava wittigovej soli vychadzajuca z 2-metylbromacetatu prebiehajiica cez medziprodukt bromid
trifenylfosfinovej soli

Priprava druhej vychodzej latky IX prebiehala cez medziprodukt bis-MOM-kyselinu kumarova X.
V prvom kroku reakcie kyseliny kumarovej s MOMCI v pritomnosti DIPEA vznikla dvojnasobné

substituovana bis-MOM-kyselina kumarova X, ktora po bazickej hydrolyze dala za vznik produktu IX.

o
~COOH
/@/\/ DIPEA, MOM-CI wOMOM H,0, THF /@/\/COOH
—— I
Ho DCM MOMO LIOHH,0 ~ MOMO

80%

kumarova kyselina 89% X IX

Schéma 14: Priprava chranenej MOM-Kyseliny kumarovej prebiehajica cez medziprodukt bis-MOM-kyselinu kumarova
vychadzajuca z kyseliny kumarove;j.

Priprava chirdlnej pomocnej skupiny a zaroven posledného prekurzoru pre esterovy kapling,
prebiehala cez dve medziprodukty (Schéma 15; Khong a Kwon, 2012). Prva reakcia zahrfiovala
redukciu L-prolinu na L-prolinol v pritomnosti LiAlH4, po ktorej nasledovala ochrana sekundarneho
aminu L-prolinolu pomocou Boc;0 Vv pritomnosti TEA. Takto ochraneny L-prolinol podsttpil reakciu
ochranenia hydroxylovej skupiny, druhou ochrannou skupinou benzylchloridom (BnBr), ktora bohuzial’

za danych podmienok neprebehla.

m‘)” _LiAH; WOH Boc,0, TEA O_J ; E O_J
N o
H

e BnBr, NaH
919 Boc ngr, Na Boc
L-prolin % 20% THF
XI
Xl Xl

Schéma 15: Priprava ochraneného L-prolinolu X111, vychadzajica z L-prolinu a prebiehajca cez medziprodukt Boc-L-
prolinol XI1.
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Syntéza Boehmenanu X

Syntézna draha veduca ku prekurzoru (XX) boehmenanu X (3g, Schéma 16) pomocou esterového
kaplingu vychadzala z vanilinu a ako kI'icovy krok syntézy zahriiovala fenolovy oxida¢ny coupling
(POC) v pritomnosti Ag,O. Pripravena Wittigova sol’ V111 sa pouzila v prvom kroku syntézy v reakcii
s vanilinom. Téato Wittigova reakcia prebiehala za pouzitia mikrovinného ziarenia (MW) pri 150 °C
(Konradova aspol., 2017) adala za vznik methylesteru kyseliny ferulovej XIV, ktory nasledne
podstupil v pritomnosti Ag>O homodimerizaciu. Tento fenyl oxidacny kapling s radikalovym
priebehom dal za vznik racemickej benzofuranovej kostre XV. Nasledne sa hydroxylova skupina na
benzenovom jadre dimeru ochranila pomocou ochrannej skupiny (terc-butyl-dimethylsilylchlorid)
TBSCI v pritomnosti TEA za vniku XVI. Po ochraneni reaktivnej skupiny mohol byt selektivne
zredukovany elektronovo bohatsi methylester na furanovom kruhu. Tato selektivna redukcia prebehla
pri $pecifickych podmienkach v pritomnosti LiBH4 pri -78 °C a poskytla produkt XV1I. Nizka teplota
bola dosiahnuta vytvorenim zmesi suchého l'adu s acetonom. Nasledovala selektivna hydrogenacia
konjugovanej dvojitej vézby v pritomnosti plynného vodiku za pouzitia katalyzatoru paladia na

aktivnom uhli (XV111). Optimalizacie reakénej doby s produktmi reakcie st uvedené v Tabulke 5.

Reaktanty Reakéna doba Produkt (podiel)

latka ¢. XVII + Hag 1. 16 hod latka ¢.XVIII + odchraneny produkt (2:8)
2.2 hod latka ¢.XVIII + odchraneny produkt (9:1)
3. 40 min latka ¢. X VIII

Tabul’ka 5: Optimalizacia reakénej doby selektivnej hydrogenacii latky ¢. v pritomnosti plynného vodiku.

Naésledne bola pripravena MOM-kyselina kumarova 1X pouzita pri transformacii vol'nej hydroxy
skupiny dimeru na odpovedajuci ester kyseliny XIX. Tato esterifikacia prebehla v pritomnosti DMAP
a iProEtN. Ostavajaci metylester bol nasledne selektivne hydrolyzovany pomocou LiCl za tvorby

produktu XX (Schéma 16).

4.3 Syntéza dehydrodikoniferyl alkohol-4- B-glukosidu

Syntézna cesta DCG-A a B (8a, 8b; Schéma 17) vychadzala zo zmesi diastereoizomerov ziskanych
z esterového couplingu (XVa, XVb; Schéma 22) methylesteru kyseliny $koricovej, bola podrobena
redukcii v pritomnosti DIBAL-H (XXI), po ktorej bola latka transformovana na odpovedajuci bisacetat
XXII. Nasledne bola TBS chraniaca skupina odstranena v pritomnosti TBAF (XXI11) a vol'ny fenolovy
hydroxyl ochraneny pomocou peracetolovanej glukozy (XXIV). Vysledny produkt bol nasledne
neuspesSne podrobeny Zemplenovej deacetylacii, za u¢elom globalneho odchranenia (XXV). Druhy
postup deacetylacie, v pritomnosti 5% NH4sOH/MeOH poskytol produkt (8a,8b) v zmesi s vychodzou
latkou (XXIV; Tabulka 6).
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Vytaznost’ %

Podmienky reakcie

Vychodzia latka
NaMeO (5 equiv)

peracetylovana glukoza MeOH (suchy),

XXIV

MeOH (suchy), NaMeO (0,1 -equiv)
vychodz. latka
5% NH4OH/MeOH )
vycho dz. (60%) + produkt (30%)
TabuPka 6: Optimalizacia deacetylacie produktu XXIV
PhsPy,_COOMe
MeO X COOMe Ag,0
oo _
toluen/aceton
MW toluen HO 17%
98% XIv
vanilin XV
TBSCI
DIEA
DCM
LiBH, 95%
THF, -78 °C
82%
XVl Xxvi
H,, Pd/C
MeOH
95%
o]
xCOOH
; COOMe /©/\/ MOMO 7 o
L MOMO /
IX
DCC, DMAP, DIEA, DCM
38%
XV XIX
o)
Licl
COOH

DMF, 100°C

XX

Schéma 16: Reak¢né schéma veduce ku prekurzoru boehmenanu X (XX)
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Schéma 17: Priprava dehydrodikoniferyl alkohol- B-glukosidu A a B.
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5. Diskusia

Syntéza jedného zastupcu zo skupiny boehmenanov, konkrétne samotného boehmenanu je uz
v literatre popisana (Xia a spol., 2014). Vzhl'adom na to, Ze to je jedind popisana syntéza, bolo nasim
prvotnym cielom vyvinuat’ kratku a efektivnu cestu pripravy ostatnych zastupcov skupiny boehmenanov
(3a-3g). V mojej diplomovej praci som sa konkrétne zameriavala na optimalizaciu pripravy
boehmenanu X (3g). V literattre je popisana aj syntéza dehydrodikoniferyl alkohol-4-B-D-glukosidu
A aB (8a, 8b; Teutonico a spol., 1991), no dané podmienky syntézy nie su reprodukovatelné (vid'.
nepublikované vysledky Konradova H.). A vzhl'adom na to, Ze tato skupina latok je vel'mi zaujimava
a nepreskimana a medziprodukt v syntéze boechmenanu X (3g) je mozné pouzit’ taktiez na pripravu
DCG-A aB (8a, 8b), sme sa chopili prilezitosti a do vyskumu boehmenanu X sme zapojili aj
optimalizaciu pripravy DCG-A a B. Nasim cielom bolo preto vyvinut kratku a efektivnu metodu

pripravy nielen cielenych zlucenin, ale aj ich analogov.

5.1 Konvergentna retrosynteticka analyvza

Ako bolo v predoslych kapitolach spomenuté, samotnu syntézu prirodnych latok predchadza jej
teoretické navrhnutie. Pri Struktirne zlozitejSich latkach sa vyuziva konvergentna retrosynteticka
analyza, pri ktorej dochadza ku zjednoduseniu molekuly jej pomyselnym rozdelenim na jednoduchsie
Casti. Tento pristup bol vyuZzity aj pri navrhoch syntézy boehmenanu X (3g), kedy sa molekula
pomyselne rozdelila na tri zakladné Casti, a to benzofuranovy skelet A, kyselinu ferulova B a kyselinu
kumarovi C (Schéma 18).

Celkovo boli navrhnuté dve rézne pristupy pripravy, liSiace sa v syntéze benzofuranového skeletu.
Prva, nami navrhnuta cesta vyuziva CDC coupling, ¢ize radikalovy coupling medzi dvoma rdznymi
zlu¢eninami. To poskytuje rozSirenie syntéznej cesty na pripravu vSetkych zastupcov zo skupiny
boehmenanov. Druhd cesta pripravy vychddza zuz publikovaného esterového couplingu dvoch
rovnakych molekul metylesteru kyseliny ferulovej, ¢o umoznuje cielenti pripravu boehmenanu a
boehmenanu X. Tato heterodimerizacia (v prvom pripade) a homodimerizacia (v druhom), da za vznik
benzofuranovej kostre (Schéma 18, A), ¢o je kl'ai¢ovy krok pri priprave vSetkych zastupcov zo skupiny
boehmenanov. Priprava ostatnych fragmentov a ich jednotlivé prepojenie moze prebiehat’ rdoznymi

pristupmi a bude diskutované v nasledujucich kapitolach.
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Schéma 18: konvergentna retrosynteticka analyza boehmenanu X

Pri niekol'’kokrokovych syntézach je potrebné predvidat’ aj reaktivnost’ jednotlivych skupin a pred
samotnou syntézou navrhnit’ ich ochranenie pomocou $pecifickych protektivnych skupin. V inom
pripade by mohlo dochadzat’ ku neziadiicim reakciam a tym znizeniu vytazku, pripadne by k nami

preferovanym reakciam nedochadzalo vébec.

5.2 Prva navrhnutd syntézna cesta: CDC coupling

Prva, nami navrhnutd syntézna cesta bola zaloZena na CDC couplingu. TakZe na radikalove;j
heterodimirizacii ochraneného vanilinu | s B-ketoesterom MOM- kyseliny ferulovej V1. Tento coupling
dvoch roznych zlucenin umoznuje diverzifikovat syntézu a potencialne otvara moznost naslednej
syntézy aj inych boehmenanov (3a-3f) ako je boehmenanu X (3g) a dalsich derivatov. Pre tento
coupling bolo v prvom rade potrebné pripravit’ samotné prekurzory, ktoré zahriovali syntézu MOM-

kyseliny ferulovej, acetalu vanilinu a pripravu -ketoesteru.

Syntéza prekurzorov pre CDC-coupling

Chraniaca skupina metoxymetyleter (MOM) je Casto vyuzivana pri ochraneni reaktivnych
hydroxylovych skupin a bola pouZit4 aj pri priprave ochranenej kyseliny ferulovej (Green a Wuts, 1999),
ktora prebichala dvojkrokovou syntézou. V prvom kroku prebehla syntéza medziproduktu MOM-
vanilinu | kvantitativne, bez vedlajsich produktov a za intenzivneho vyvoja bielych par chloridu

amonneho. V druhom kroku nasledovala Knoevenagelova kondenzacia MOM-vanilinu s kyselinou
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malonovou za vzniku MOM- kyseliny ferulovej 1V. Syntéza prebehla taktiez kvantitativne a bez
vedlajsich produktov (Schéma 10).

Druhy prekurzor predstavoval vanilin s chranenou aldehydickou skupinou. Prvy navrhnuty postup
s vyuzitim etylformiatu v pritomnosti pTSA (Schéma 11, lla), bol napriek jeho beznému vyuzitiu
(Trimble a Ebert, 1933; Chavez a Godinez., 1992) v nasom pripade netspesny. Kedze pri tejto reakcii
dochéadza ku reverzibilnému naviazaniu a disociacii vodikového kationtu, musi byt’ sila kyseliny vel'mi
Specificka, preto bola zvolena ina forma kyslého prostredia vo forme kyseliny sirovej naviazanej na
silikagel. Tato kyselina ma mierne kyslé schopnosti a jej priprava je v literature uvadzana viacerymi
postupmi (Chen a Lu, 2005). Priprava tohto vskutku zaujimavého produktu prebiehala v heterogennom
prostredi oxida¢noredukénou reakciou, o malo za nasledok Siroku skalu farieb, ktoré heterogénna zmes
pocas reakcie nadobudala. BohuZial' vysledna reakcia Ilb etylformiatu s danou Kkyselinou, napriek
optimalizacii podmienok jej pripravy, nebola uspesnad. Vzhl'adom na netispesnost’ predoslych syntéz sa
musela zvolit’ Gplne ina chraniaca skupina, ktora vychadzala z etylformiatu. Ten poskytol s vanilinom
jeho ochranenu formu vo forme aldolu I11. Reakcia prebehla kvantitativne a bez vedl'ajsich produktov
(Schéma 11)

Posledny prekurzor pre CDC kapling predstavoval p-ketoester MOM-ochranenej kyseliny
ferulovej VI. Jeho priprava prebiehala cez medziprodukt B-hydoxyester MOM-ochranenej kyseliny
ferulovej V, ktory bol pripraveny pomocou Reformatskeho reakcie (Schéma 12). Tato reakcia
prebiehajica v pritomnosti praskového zinku, je v literatire popisand u mnohych réznych typoch
zli¢enin (Dekker aspol., 1984). Bohuzial dané podmienky v reakcii metyl-2-bromacetatu
s ochranenym MOM-vanilinom | poskytovali priliz nizke vytazky (3-6%; Tabulka 4). Menej vyuzivana
je identicka reakcia prebiehajiica Vv pritomnosti trojmocnych soli Zeleza, ktora v reakcii s MOM-
chrdnenym vanilinom sice bola viac uspesna, ale taktiez poskytla priliz nizke vytazky na optimalizaciu
nasledujucej reakcie, ktora spocivala v oxidacii pripraveného -hydoxyesteru MOM-kyseliny ferulovej
V na f-ketoester VI (Schéma 12). Vzhl'adom na mechanizmus reakcie prebiehajuci cez cyklicky
medziprodukt komplexu kovu, mohla byt netspeSnost’ reakcie spdsobena stérickym branenim
benzénového jadra vanilinu. Dal§im dévodom mohla byt pritomnost substituentov s kladnym
mezomérnym efektom na benzénovom jadre vanilinu, ktoré spdsobujii zvySovanie elektronovej hustoty
a tym padom obtiaznejSie podmienky pre nukleofilna adiciu na aldehydickej skupine vanilinu (Dekker
aspol., 1984).

Syntéza [(-ketoesteru MOM-kyseliny ferulovej prebiehala oxidaciou [-hydoxyesteru V
v pritomnosti PDC (Standardny protokol) a dala za vznik produktu V1. Vytazky boli vzh'adom na nizku
uspesnost’ predchadzajucej reakcii prili§ nizke, kvoli ¢omu bohuzial nebolo mozné pokracovat

v syntéze boehmenanu cestou CDC kaplingu.
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5.3 Druhd navrhnutd syntézna cesta: esterovy coupling

Druha syntézna cesta vedica ku boechmenanu X vychadzala z publikovanej syntézy (Xia a spol.,
2014) a ako kIaicovy krok syntézy vyuzivala POC metylesteru kyseliny ferulovej v pritomnosti Ag-0.
Ostatné fragmenty boli prepojené pomocou Standardnych konvektivnych metdd zahritujticich esterové
couplingy.

Pred samotnou syntézou bolo potrebné pripravit’ vychodzie latky, ktoré zahriiovali Wittigovu sol’
VI, MOM-kyselinu kumarovia 1X a pomocnt skupinu reprezentovant ochranenym L-prolinom (XI11;
Khong a Kwon, 2010).

Syntéza prekurzorov pre esterovy coupling

Syntéza Wittigovej soli VIl prebehala podla Standardného protokolu (Hoffman, 2001),
v kvantitativnych vytazkoch a bez vedlajsich produktov (Schéma 13). Co sa tyka kyseliny kumarovej,
pouzila sa na ochranu hydroxylovej skupiny - rovnako ako v pripade MOM-chraneného vanilinu a
kyseliny ferulovej - MOM chraniaca skupina za pouzitia identickych podmienok (Green a Wuts, 1999).
Ked’ze syntéza vychadzala zo samotnej kyseliny kumarovej, nachadzali sa na jej Struktire dve
hydroxylové skupiny. Reakcia MOMCI s kyselinou kumarovou tak dala za vznik dvojnésobne
ochranenej kyseliny X. Ked’ze ale reakcia neprebehla kvantitativne, ale len z 80 %, nachadzal sa
Vv reakcii aj mono substitovany produkt IX. Z toho dévodu musela tato zmes podstupit’ d’alsiu reakciu s
druhym ekvivalentom MOM, ¢im sa previedla aj ostavajuca monosubstituovana kyselina 1X na bis
substituovanu X. Néslednou bazickou hydrolyzou sa zhydrolyzovala reaktivnejSia MOM skupina na

karboxylovej skupine, ¢o dalo za vznik produktu (Schéma 19).

[0}
OMOM
MOMO X 80%
X ~COOH
DIPEA, MOM-CI XCOOH X COOH
_— — HO.THE
HO DCM MOMO MOMO
5 i LiOH.H,0
kumarova kyselina IX 20% X

Schéma 19: hypotéza oddelenia enantiomérou pomocou opticky ¢istého chiralneho derivatu L-prolinu

Vzhladom na vznik racemickej zmesi dvoch enantiomérov vytvorenych pri homodimerizacii
(Schéma 20; XXVla, XXV1b) bola pri navrhu syntézy boehmenanu X esterovym couplingom vytvorena
hypotéza oddelenia enantiomerov pomocou chiralnej pomocnej skupiny (XXVII). Reakcia alkoholu
s derivatom L-prolinu mala poskytnat zmes dvoch diastereoizomerov (Schéma 20; XXVllla,
XXVIIIb), ktorych separacia pomocou stipcovej chromatografie mala umoznit pripravu oboch

antipodov boehmenanu X (Schéma 20; XXIXa, XXIXb). Druhou hypotézou pri vyuziti opticky
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derivatu L-prolinu bol aj predpoklad, ze tato chiralna pomocna skupina bude aplikovatel'na na in situ
selektivnti deprotekciu karbamoylovej skupiny a zaroven hydrogenaciu dvojné vazby v postrannom
retazci latky XXVIlla (Schéma 21). Zaujimavy bol predovsetkym predpoklddany mechanizmus
odchranenia derivatu L-prolinu, ktory po hydrogenacii a hydrolyze v pritomnosti t-BuOK mal
poskytnit’ cyklicky produkt (XXX; Schéma 21). Doslo by tak ku vzdialenému selektivnemu
odchraneniu len na jednej z dvoch karboxylovych skupin. Selektivne odchranenie jednej karboxylovej

kyseliny v pritomnosti druhej vo forme esteru je nevyhnutné k Gspesnému zaviSeniu syntézy

boehmenanu X.

(0]
i
o] COOMe
: e}
OMe
TBSO@““ o XXVIlla XXVIlib
MeO OMe
XXVib

boehmenan X boehmenan X

XXIXa XXIXb

Schéma 20: Hypotéza oddelenia enantiomérov (XXVla, XXVIb) pomocou chiralnej pomocnej skupiny vo forme derivatu L-
prolinu XXVII.

Pd/C, MeOH

BnO HQO HO, H’, (0]
Ha TI t-BuOK rl o N/go
—_— —_— —_—
" <

OMe

XXVilla OMe

Schéma 21: Hypotéza vzdialeného selektivného odchranenia jednej karboxylovej skupiny za vzniku cyklického produktu
XXX.
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Bohuzial’, kvoli neuspechu syntézy chiralnej pomocnej skupiny (derivatu L-prolinu; Schéma 15)
nebolo mozné potvrdit’ danti hypotézu. Jej priprava prebehala podl'a publikovanych postupov (Khong
a Kwon, 2012). Vychadzala z opticky ¢istého L-prolinu, ktory bol najskor redukovany na L-prolinol XI.
Nésledne podsttpila sekundarna aminova skupina ochrdnenie pomocou Boc anhydridu za vzniku latky
XI1. Tato ochranna skupina reaguje s aminmi za vzniku N-terc-butoxykarbonyl (Boc-) derivatov. Vol'na
hydroxylova skupina L-prolinolu nasledne podsttpila v pritomnosti benzylbromidu alkylaciu za vzniku
benzyléteru. Benzylova ochrannd skupina sa vyuziva na rozne typy alkoholov, bohuzial v naSom
pripade ochraneného L-prolinolu reakcia neprebehla. Pomocou *H-NMR spektra sme identifikovali
benzylalkohol, ktory mohol vzniknut pocas reakcie, pripadne mohlo dojst’ ku kyslej hydrolyze na
chromatografickej kolone. Nepritomnost' signalov v mieste vodikov =z prolinu dokazovala na
nepritomnost’ prolinového kruhu v spektre. Naopak signdly v rozmedzi 0,5-1,5 ppm znacili na
pritomnost’ alifatickych ret'azcov, ktoré mohli vzniknut rozstiepenim molekuly. VzhI'adom na netspech
syntézy opticky Cistej latky sa musel povodny navrh nezavislého zavedenia postrannych retazcov na

benzofuranové jadro upravit’.

Syntéza boehmenanu X

Prvy krok syntézy vychadzal z vyvinutej pripravy derivatov Skoricovej kyseliny nasou vyskumnou
skupinou (Kondradova a spol. 2017). Tato priprava zahfiia Wittigova syntézu za pouzitia mikrovinného
Ziarenia, pri ktorej reaguje vanilin s Wittigovou solou (VII1, Schéma 16). Tato reakcia prebieha vo
vysokych vytazkoch (90%) a bez vedl'ajsich produktov. Nasledujuca radikalova reakcia v pritomnosti
AQ20 poskytla racemicky benzofuran (Schéma 22). Vytazok reakcie sa pohyboval v rozmedzi 15-20 %
a aby sa ziskalo dostatocné mnozstvo produktu na nasledujuce syntézy, musela sa reakcia pripravy
benzofuranu niekolkonasobne opakovat. Samotny radikalovy priebeh reakcie predurCuje jej nizke
vytazky, ktoré Xia a spol. zvysili pripravou Cerstvého Ag-O (my sme sa 0 to ani nepokusali, kedze sme
predpokladali, ze priprava obdobného produktu pomocou CDC couplingu nam poskytne esSte lepSie
vytazky.

X COOMe Ag,0
4 _—
HO toluen/aceton OH COOMe
OMe
Xiv
HO o
-
MeO

XVb OMe

Schéma 22: Homodimerizacia kyseliny ferulovej, v pritomnosti Ag20 za vnizku dvoch enantiomérnych produktov.
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Pripraveny homodimer nasledne podstupil, tak ako v popisanom postupe v literatare (Xia a spol., 2014)
ochranenie reaktivnej fenolickej hydroxylovej skupiny. V literatire uvadzany dihydropyran (DHP) bol
nahradeny overenou chraniacou skupinou TBS.

Vzhl'adom na to, Ze u boehmenanu st postranné ret'azce identické, zatial’ o u boehmenanu X sa
lisia (Obrazok 9), musela byt v nasledujucich krokoch popisana priprava boehmenanu (3a; Xia a spol.,
2014) modifikovana. Pri priprave boehmenanu X bolo potrebné zaistit’ selektivne a nezavislé zavedenie

jednotlivych retazcov do jeho vyslednej kostry.

M60:©/\)'LO
HO

MeO

3a 39

boehmenan boehmenan X

Obrazok 9: Struktirny rozdiel medzi molekulou boechmenanu a boehmenanu X.

Povodna hypotéza s vyuzitim chiralnej pomocnej skupiny nemohla byt potvrdena pre neuspesnost’
syntézy chraneného L-prolinu. Bola preto navrhnuta metdda selektivnej redukcie metylesteru XVII
a selektivnej hydrogenacie olefinu XVIII, po ktorej mohli byt do Struktury nezavisle zavedené
postranné retazce. Co sa tyka redukcii, predpokladany selektivny mechanizmus reakcie
sprostredkovany LiBHa bol potvrdeny a vskutku reagoval prednostne elektronovo bohatsi metylester na
benzénovom jadre (XVII; Schéma 16). Nasledne prebehla selektivna hydrogenacia za vyuzitia plynného
vodiku v pritomnosti katalyzatoru (XV11; Schéma 16). Ten primarne hydrogenuje nenasytené olefiny,
no v nadmernej koncentracii moze spdsobit’ disociaciu chraniacej TBS skupiny na fenolickom alkohole,
ktora je nachylna na kyslé prostredie. Preto bolo nevyhnutné optimalizovat’ reakénu dobu reakcie
a predist’ neziadtcej disociacii TBS ochrannej skupiny. Hydrogenécia tak pri reakénej dobe 30 mintt
poskytla produkt s minimalnym zastupenim vedlajsich produktov (Tabulka 5), ktory sa mohol bez
dodato¢ného Cistenia pouzit’ v nasledujucej reakcii. Ta zahriiovala esterovy coupling MOM-kyseliny
kumarovej s vol'nou hydroxylovou skupinou v pritomnosti DCC, ¢im sa umoznilo nezavisle zavedenie
postranného retazca I1X na benzofuranovu kostru (XIX; Schéma 16) . Takto sa postup pripravy
boehmenanu uvadzany v literatare (Xia a spol., 2014) rozsiril na syntézu boehmenanu X. Poslednou
overenou reakciou navrhnutej syntéznej drahy boehmenanu X bola hydrolyza metylesteru prebiehajtca
v pritomnosti LiCl (XX; Schéma 16). Bohuzial’ *H-NMR spektrum nepreukézalo pritomnost’ produktu.
Dovodom mohlo byt rozloZenie produktu pri vysokej teplote (100 °C).
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Vzhl'adom na nedostatok casu nebolo mozné posledni reakciu optimalizovat a v syntéze
pokracovat. Kazdopadne sme vyvinuli a overili kroky vediuce ku boehmenanu X a tym vysliapali

chodnik ku dokon¢eniu doposial’ uspesného vyskumu totalnej syntézy prirodnej latky, boehmenanu X.

5.4 DCG

Ako bolo v predoslych kapitolach spominané, skupina latok zaradzujucich sa medzi substituované
benzofuranové neolignany s nazvom dehydrodikoniferyl alkohol-4-3-D-glukosidy (DCG; 8a-8f) nas
zaujala z viacerych hladisk. V prvom rade to boli jej zaujimavé, no nedostatocne preskiimané vlastnosti
uvadzané v literatire (Attoumbre aspol., 2006). Nasledne to bola nereprodukovatelnost’ ich
publikovanej pripravy. V neposlednom rade pak skuto¢nost, ze DCG sa rovnako ako boehmenan X
zaradzuju ku substituovanym benzofuranovym zlicenindm. Z toho vyplyva, ze kl'icova reakcia pri
syntéze oboch tychto latok spociva v priprave benzofuranovej kostry. To poskytuje vyuzitie tohto
medziproduktu ku priprave oboch zlucenin (Schéma 23). Napriek obmedzenému mnozstvu Casu

poskytnutém na vyskum pocas magisterského studia sa nedala tato Sanca pripravy oboch typov zluc¢enin

nevyuzit’.

39

X _COOMe
AgZO
_— >
HO toluen/aceton

OMe
XIv {j>—\
; !
DCG-A

8a

Schéma 23: Spolocné schéma znéazoriujuce pristup k Struktare boehmenanu X aj DCG-A.

Publikovana priprava DCG-A,B (8a,8b; Schéma 9) vychadza zhomodimeriza¢ného POC
metylesteru kyseliny ferulovej v pritomnosti KsFe(CN)s. V nasom pripade sme vyuzili medziprodukt
z pripravy boehmenanu X, ato ochraneny TBS-dimer. Publikovany postup nasledne popisuje
glukozylaciu volného fenolického hydroxylu chranenou acetylovanou glukézou. Konecny krok
zahfnajuci odchranenie glukézy so simultannou redukciou metylesterov nebol podla podmienok
v literatire reprodukovatelny (vid’. predchadzajice nepublikované vysledky Mgr. H. Kozubikové).

Preto bola navrhnuta alternativna cesta (Schéma 17) zahrniujuca v prvom kroku redukciu obidvoch
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metylesterov (XXI) v pritomnosti redukéného ¢inidla DIBAL-H, po ktorej sa vol'né hydroxylové
skupiny transformovali na bis acetat XXII. Nasledné odchranenie fenolického hydroxylu (XXIII)
umoznilo selektivne zavedenie ochranenej peracetalovej glukdzy na vol'ny hydroxyl (XXIV). Vysledny
peracetalovany produkt mal byt’ v kone¢nom kroku globalne odchraneny za vzniku racemickej zmesi
cielenych struktar DCG-A a B (8a, 8b).

Surova zmes odchraneného bis acetatu (XXI11) aj glukozylovaného produktu (XXIV) poskytovala

moznost’ rozdelenia oboch stereoizomérov na stipcovej chromatografii (Obrazok 10).

AcO

OAc

XXllla
OAc
OAc
HO 11}
(0]
MeO OMe
XXllib

Obrazok 10: Stereoizoméry odchraneného bis acetatu a glukozylovaného produktu.

Ich detekciu umoziiovalo rozne zafarbenie Skvin na TLC po zafarbeni vizualiza¢nym vanilinovym
roztokom (fialova/modra $kvrna). Bohuzial’ ich takmer identické retenéné faktory nam nedovolovali
vyizolovat’ jednotlive stereoizoméry XXIVa a XXIVb v dostatoénej Cistote a v mnozstve, ktoré by
postacovalo na ich identifikaciu a charakterizaciu, pripadne na zavedenie simultannych nasledujucich
syntéz s kazdym stereoizomerom osobitne. Posledny krok globalneho odcharanenia preto podstapili obe
stereoizoméry spolo¢ne. Prvotny navrh globalneho odchranenia pomocou MeONa/MeOH systému
napriek optimalizicii nebol Gspe$ny (Tabulka 6). *H-NMR spektra neposkytovali okrem rozpustadla
a signalu metanolatu ziadny iny signal. Vzhl'adom na to, Ze v§eobecny zakon zachovania hmoty je stale
v platnosti, sme si zjavné zmiznutie latky vysvetl'ovali jej vel'mi nizkou koncentraciou oproti metanolatu
sodnému. ZniZenie koncentracie metanolatu sodného sice poskytlo nazornejsie *H-NMR spektrum,
ktoré bohuzial’ nepotvrdilo pritomnost’ produktu, len vychodzej latky. Kedze sa ale produkt v reakcnej
zmesi mohol nachadzat’ v nizkych koncentraciach, bolo potrebné zmes precistit. Vzhl'adom na prili§
vysoku polaritu latky sa na preéistenie reakénej zmesi nemohla vyuzit klasicka stipcova chromatografia
S polarnou stacionarnou fazou. Preto bola na precistenie vyuzitd semipreparativna HPLC s reverznou
stacionarnou fazou. Izolované frakcie sice neobsahovali frakciu s produktom, podarilo sa ale ziskat

peracetalovi vychodziu latku s vysokou d¢istotou. Vzhladom na hypotézu, podla ktorej by v
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biologickych systémoch mohlo dochadzat’ ku odchraneniu a uvol'neniu prirodnej latky, bola tato Cista
frakcia poskytnuta na biologické testovanie. Vysledky bohuzial’ neboli v obdobi pisania zavere¢nej praci
k dispozicii.

Druhy névrh kompletného odchranenia v pritomnosti 5% NH4OH/MeOH poskytol detekovatel'ny
produkt v zmesi s vychodziou latkou. Z *H-NMR spektra reakénej zmesi vyplyva, Ze intenzita signalu
metylenovej skupiny esteru klesla o 1/3, ¢o naznacuje moznost’ konverzie na produkt z priblizne 30%.
Prili§ nizka koncentricia ndm ale nedovolovala izoldciu a charakterizdciu produktu, a tym padom
moznost” dokon¢it’ optimalizaciu syntézy DCG-A (8a) a DCG-B (8b). Kazdopadne poskytla - rovnako

ako v pripade boehmenanu X - cestu ku produktu a d’alsiemu vyskumu v tejto oblasti.
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6. Zaver

Tato praca sa zaoberala substituovanymi benzofuranovymi neolignanmi, ktoré vystupuju ako
potencionalne biologicky aktivne latky. V teoretickej Casti som sa zamerala konkrétne na malo
preskimant oblast’ skupiny boehmenanov a dehydrodikoniferyl alkohol-4-B-D-glusidov (DCG), a to
konkrétne na ich vyskyt, biologickli aktivitu a pripravu. Dalej som sa zamerala na pripravu
benzofuranovej kostry v kontexte syntézy neolignanov. Experimentalna ¢ast’ bola cielena na vyvoj a
optimalizaciu novych syntetickych postupov boehmenanu X a DCG-A a B. Navrhnuté pripravy
neolignanového skeletu boli overené a optimalizované a v pripade DCG-A a B viedli ku cielenému
produktu. Z ¢asovych dovodov nie su uvedené vysledky biologickej aktivity, pretoze v dobe dopisovania
zaverecnej prace neboli k dispozicii. VSetky izolované latky boli charakterizované pomocou NMR.
Predbezné dosiahnuté vysledky boli akceptované v publikacii v impaktovanom ¢asopise (vid priloha).
Tento vyskum nie je zd’aleka u konca, kazdopadne sme pripravili pddu pre nasledujice generacie
naruzivych chemikov ¢i experimentalnych biolégov so zaujmom o prirodné latky a ich syntézu ako v

zivych systémoch tak v laboratérnych podmienkach.
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{. Zoznam pouzitych skratiek

AY¥r — mitochondridlny membranovy potencial

4CL — 4-kumarat koenzym A ligazy

A549 — epitelové linie l'udského plicneho adenokarcindmu
CAD - skoricoat alkohol dehydrogenazy

CAId5H — koniferyl aldehyd 5-hydroxylaza

CE — kapilarna elektroforéza

CCR - skoricoat koenzym A reduktazy

COMT — kyselina 3-O metyl transferaza

DCC — N-N"-dicyklohexylkarboimid

DCM - dichlormethan

DHP — dihydropyran

DIBAL-H — diisobuthylaluminiumhydrid

DIC — N,N-diisopropylkarbodiimid

DIPEA — N,N-diisopropyethylamin

DMF — N,N-dimethylformamid

DMAP — 4-dimetylaminopyridin

ED50 — polovi¢na ucinna davka

EGFR — receptor epidermalneho rastového faktoru
EtsN/TEA — triethylamin

FTIR — infracervena spektrometria s Fourierovou transformaciou
GC — plynova chromatografia

HelLa — nadorové linie kr¢ku maternice

Hep-2 — P'udské nadorové linie larynxu

HL-60 — 'udské nadorové linie myeloidnej leukémie
HO8910 — l'udské nadorové linie rakoviny vajecniku
HPLC - vysokotéinna kvapalinova chromatografia
HRESIMS - high-resolution hmotnostna spektrometria s ionizaciou elektrosprejom
HSCCC — vysoko rychlostna protipradova chromatografia
HUVEC — kontrolna linia zdravych buniek

IC50 — polovi¢na inhibi¢na koncentracia

LC — kvapalinova chromatografia

LNCaP — I'udské naddorové linie karcindmu prostaty

. t. — laboratorna teplota

Lul — l'udské nadorové linie karcinému pl'ic
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MAP kinaza — mitogénom aktivovana proteinkinaza
MCF-7 — linie lidské rakoviny prsniku

MOM — methylmethyletheru

MOMCI — chlormetylmetyleter

MS — hmotnostna spektrometria

MW — mikroviny

NMR — nukldrna magnetick4 rezonancia

NSCLC — linie nemalobunkového plicneho karcinomu, (“non-small cell lung cancer<)
PAL — fenylalanin amonium lyaza

PARP — poly (ADP-ribozyl) polymeraza

PCC — pyridinium chlorchromat

PDA — fotodiodovy detektor

POC - fenyl oxida¢ny coupling (“phenyl oxidative coupling®)
PPTS — pyridinium p-toluensulfonat

PTP — protein tyrozinové fosfatazy

PTP1B — protein-tyrosin fosfataza 1B

pTSA — para-toluensulfonova kyselina

ROS — reaktivne formy kysliku

SIP:— sfingosin-1-fosfat

SOD - superoxid dizmutaza

STATS3 - signalovy prenase¢ a aktivator transkripcie 3
T47D — l'udské nadorové linie prsnika

TAL — tyrozin amonium lyaza

TBAF — tetrabutylamoniium fluorid

TBS — terc-butyldimethylsilyl

THF — tetrahydrofuran

THP — tetrahydropyran

TLC — tenkovrstevnd chromatografia

TOS — Target-Oriented Synthesis
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