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1. Uvod

Kolektiv Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy je zac¢lenén do Vyzkumného
centra Nova antivirotika a antineoplastika na Ustavu organické chemie a biochemie
Akademie véd CR. Centrum vzniklo v roce 2005 s finanéni podporou Ministerstva
Skolstvi, mladeze a telovychovy. Jeho cilem bylo spojeni dosud volné
spolupracujicich skupin a laboratofi pracujicich v fad¢ obort (farmaceutickd chemie,
organicka syntéza, biochemie, molekularni a bunécna biologie, molekularni virologie
a onkologie) po celé Ceské republice do jednoho subjektu a tim urychlit jejich
spole¢ny vyzkum na poli novych virostatik a protinadorovych 1éciv a zvysit tak
jejich konkurenceschopnost na mezinarodni urovni.

Subjekty sdruzené v centru Nova antivirotika a antineoplastika jsou Ustav
organické chemie a biochemie AV CR, Ptirodovédecka fakulta a Farmaceutické
fakulta Univerzity Karlovy v Praze a Ustav experimentalni mediciny AV CR.

Kolektiv z Farmaceutické fakulty je do centra zaclenén pod nazvem Piirodni
latky a transport 1€¢iv. Zabyva se dvéma oblastmi vyzkumu. Prvni ¢asti je vyzkum
zaméteny na biologicky aktivni pifirodni latky. Druha skupina se zabyva nékterymi
modernimi metodami distribuce a podani 1&¢iv.

V oblasti pftirodnich latek je vyzkum zaméfen na vyhledavani novych
predlohovych struktur s potencialné antineoplastickym ucinkem, zejména téch, které
obsahuji laktonovou funkci, a nasledné vyvoj syntéz téchto slouc¢enin. Ve spolupraci
s dalsimi laboratofemi probihaji rozsadhlé biologické testy a hodnoceni vztahl
struktura — ucinek syntetizovanych slouc¢enin. V souvislosti s vlastnim vyzkumem se
pracovnici fakulty rovnéz zabyvaji vyvojem latek proti oportunnim infekcim
zpiisobenych patogenimi houbami u pacientll s ndkazou HIV a pacientii se sniZenou
imunitou.

Druha cast vyzkumného tymu se zabyva transportem U¢innych latek, modulaci
distribuce vybranych sloucenin a hledanim novych I€kovych forem. Zvlastni
pozornost je veénovana akcelerantim transdermdlni penetrace, latkam, které

vyznamné urychluji prinik xenobiotik pies kuzi.



2. Cil diplomové prace

Jak jiz bylo vyse uvedeno, jednou z vyzkumnych c¢innosti probihajicich na
Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové je syntéza bioaktivnich laktond s potencialnimi ucinky
antivirovymi, antineoplastickymi 1 antifungalnimi. Na katedfe probiha syntéza
laktonti z fady 5-fenylbutenolidi substituovanych na benzenovém jadre. Cilem mé
diplomové prace bylo navazat na ptedchozi praci zabyvajici se syntézou prekurSort
potencialné bioaktivnich laktont a piipravit sérii slou¢enin odvozenych od methyl-
(E)-2-brom-5-fenylpent-2-en-3-ynoatu (1, R = H), pfip. optimalizovat podminky

syntéz.
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3. Teoreticka ¢ast

3.1. Virova onemocnéni a jejich dostupna terapie

Viry jsou castice schopné pienaset nukleové kyseliny (DNA, RNA) z jedné
bunky do druhé a jejich Zivotni cyklus probihd vyhradné v hostitelské burice.
Zpusobuji fadu onemocnéni od lehkych jako je bézna ryma (rhinoviry) az po zavazna
onemocnéni, ktera mohou vést az ke smrti (HIV, virova hepatitida aj.) a mohou
prerist v epidemii az pandemii. V dne$ni dobé je v popiedi zajmu pandemie
zpusobena HIV a hrozici dal$i pandemie chiipky, ktera napi. v roce 1918 zabila 20
mil. lidi, tedy vice nez 1. svétova valka.

Ze zpusobu rozmnozovani a zivota viru vyplyva i slozitad problematika 1é¢by
chorob jim zptsobenych. Jestlize chceme ovlivnit replikaci viru, musime zakonité
zasédhnout do nakazené hostitelské bunky. V ptipadé tplné likvidace virové nakazy je
zapotiebi znicit 1 infikované buniky obvykle s pomoci aktivace imunitniho systému.
To je vSak mozné jen u akutné probihajicich onemocnénich. U chronickych
onemocnéni, jako jsou herpesvirové infekce, AIDS, hepatitidy B a C ad., mizeme
docilit pouze zbrzdéni ¢i zastaveni progrese nemoci popt. snizeni projevt a dasledkt
nemoci. Tak je tomu u pasového oparu (virus varicella zoster), zde jde o snizeni
bolestivych projevi, tak 1 u zmifovanych hepatitid, u kterych se snazime zabranit
vzniku cirhdzy jater a hepatocelularniho karcinomu. Nejucinnéjsi strategii boje s viry
je vyvoj ofkovaci vakciny. Diky ockovani nebyl jiz tficet let zaznamenan piipad
pravych nestovic, v Ceské republice nehrozi po pokousani psem vzteklina a vyskyt
fady dalSich nemoci se stal pouze sporadickym. Ale i ockovani ma sva uskali. Je
tteba proockovat celou populaci, aby byly virové choroby vymyceny. V fad¢ ptipadi
je tifeba preockovani. Naptiklad chiipkovéa vakcina je G¢innd na nckteré podtypy
zhruba po dobu jednoho roku, coz je dano rychlym vznikem novych mutaci viru
chiipky. Problém vzniku mutaci znesnadiiuje téZ vyvoj vakciny proti hepatitidé typu
C. Proto je i nadale ukolem moderni mediciny vyvijet nova léciva, vakciny
a strategie u¢inné v boji s viry.!

V nésledujicich kapitolach je uveden prehled nékterych virovych onemocnéni

a antivirotik pouzivanych k jejich terapii.



3.1.1.  Ch¥ipkové viry (influenzaviry)

Viry chiipky patfi mezi orthomyxoviry. Existuji tfi druhy: A (napada savce
vcetné cloveéka), B a C (jen lidské).

Virion ma dva hlavni povrchové proteiny. Hemaglutinin (H) zprostiedkovava
vazbu mezi virem a receptorem na povrchu bunék. Je cilem hemaglutina¢nych
protilatek, ale je velmi variabilni. Druhym proteinem je neuramidaza (N) umoziujici
uvolnéni virionll z hostitelské buriky. Podle téchto proteind maji chiipkové viry své
nazvy, napi. znamy virus ptaci chiipky HSN1.

Povrchové antigeny viru chiipky:

membrana
RNA n hemaglutinin

neuraminidaza

Chiipka ma pramérnou morbiditu 10 % u dospé€lé populace a 30 % u déti.
V Ceské republice je kazdoroéné hlaseno okolo jednoho milionu piipadil. Epidemie
se diky bodovym mutacim vyskytuji ve dvou- az tfiletych cyklech. Pandemie, které
se mohou opakovat kazdych 10 — 40 let, zptsobuje typ A. Nebezpecna je hlavné pro
star$i veékové kategorie nad 65 let a pro nemocné, hlavné s onemocnénim
kardiopulmonarniho systému.

Kromé& symptomatické 1é¢by existuje dnes moznost pouziti chemoterapeutik.
Amantadin (2) a rimantadin (3) jsou G¢inné pouze na typ A, zkracuji trvani nemoci
a mohou se pouZit i profylakticky, ale v tomto piipad¢ se musi uzivat po celou dobu
trvani epidemie. Na amantadin 1 rimantadin vznika rychle rezistence. Nov¢j$imi 1éky
jsou inhibitory neuramidasy zanamivir (4), ktery se vyrabi ve formé aerosolu,
a oseltamivir (5) ur&eny k peroralni 16&b&. Oba preparaty jsou u¢inné na typ A i B.!

Vakciny se kazdoro¢né obménuji na zaklade virti prevazujicich v pfedchazejicim

roce. Vakcinace se tedy musi kazdy rok opakovat.



Struktura antivirotik, pouzivanych k 1é¢bé chiipky:

NH; H,C_ NH,

2 3

amantadin rimantadin

COOH CszYCsz
07X NH COOH
| NH NH, CH,COHN
OH NHCOCH, H,N
OH
4 5
zanamivir oseltamivir

3.1.2.  Varicella zoster virus

Varicella zoster virus (VZV) patii mezi herpetické viry a zpusobuje v détském
véku pomérné neskodné onemocnéni nazyvané plané nestovice (vyskyt v CR asi 40
tisic pfipadii rocng). Virus po té pretrvavd v senzitivnich gangliich mozkovych
I mi$nich nervi. V dospélosti miize proto dojit k reaktivaci viru a ke vzniku vleklého
a bolestivého onemocnéni nazyvaného pasovy opar (vyskyt v CR asi 6 tisic ptipadi
roéné).2
k terapii aciklovirem (6), valaciklovirem (7) nebo famciklovirem (8). Terapie
zkracuje dobu vysevu vyrazky, brani dalSimu rozsevu a v akutni fazi sniZuje

intenzitu bolesti.?



U nas neni ockovani rozsitené. V zahraniCi se pouziva oslabena vakcina, kterou
lze ockovat i pacienty s oslabenou imunitou, u nichz se muze téz vyuzit pasivni

imunizace protilatkami.

Struktura antivirotik pouzivanych v 1écb¢ pasového oparu:

OR
6,7 8
R = H aciklovir famciklovir

R = L-Val valaciklovir

3.1.3.  Cytomegalovirus

Cytomegalovirus (CMV) je dalsim ze skupiny herpetickych vird, ktery téz
perzistuje celozivotné v organismu. Bézné vSak nezplsobuje zavazna onemocnéni.
Nebezpecny je pro pacienty po transplantaci a nemocné AIDS, kde mize vyvolat
kolitidu, retinitidu i pneumonii. V téchto piipadech je dostupna terapie
ganciklovirem (9), poptipadé cidofovirem (10), vyvinutym u nas prof. Holym, je
mozné podavat specificky cytomegalovirovy imunoglobulin.l’3

Struktura antivirotik pouzivanych k 1é¢b¢ infekci vyvolanych CMV:

NH,

* kLOH NKEV

9 10

ganciklovir cidofovir

10



3.1.4.  Herpes simplex virus

Herpes simplex virus (HSV) se vyskytuje ve dvou typech, HSV-1 se nazyva
labialni, pro svou obvyklou lokalizaci na rtu a HSV-2 vyvolava kozn¢-slizni¢ni
projevy Vv oblasti genitalu, proto se mu fika genitalni. Primoinfekce probiha vétsinou
asymptomaticky. Virus perzistuje v regionalnich nervovych gangliich a asi u 30 %
nakazenych zplsobuje recidivu. Ta se nejéastéji projevuje jako opar rtu nebo
genitalu, v tézsich piipadech jako keratokonjunktivitida ¢i eczema herpeticum, ktera
vznika pifi inokulaci HSV do klze postizené ekzémem. Nebezpecna je infekce
unovorozencl, kdy mize dojit ke generalizované infekci s postizenim mozku
a vnitinich organi. Generalizovana infekce miize nastat i u nemocnych AIDS.?

Pii zéavaznych stavech lze wvyuzit  systémové terapie aciklovirem (6),

valaciklovirem (7) a famciklovirem (8).

3.1.5.  Virus Epstein-Barrové

Virus Epstein-Barrové (EBV) zpusobuje infekéni mononukledzu. Infekce
probihd riizné, nejcastéji se projevi jako povlakova angina s oboustrannym zduienim
podcelistnich a krénich uzlin. Komplikaci je postizeni jater, vzdcné myokardu ¢i
utlum krvetvorby. Virus opét pretrvava v téle celozivotné. Specificka 1écba

neexistuje, sekundarni bakterialni infekce se 1é¢i antibiotiky.3

3.1.6.  Virus hepatitidy typ A

Virus lidské Zloutenky typu A patii mezi RNA viry a nakaza se Sifi fekooralni
cestou. U déti probiha asymptomaticky, zatimco u dospélych se ve vétSin€ pripadi
klinicky projevi. Po ndkaze vznik4 dozivotni imunita. Osobam, které pfisly do
pfimého styku s infikovanym, je tieba podat profylakticky lidsky imunoglobulin.? Je
mozné se nechat oCkovat, pro celozivotni imunitu je potfeba preockovani po 6 — 18

mesicich. Specifickd chemoterapie neexistuje.

3.1.7.  Virus hepatitidy typ B

Virus zloutenky typu B (HBV) je DNA virus z ¢eledi Hepadnaviridae. Pienos se
déje krvi, tedy pohlavnim stykem, transfizi, spole€nou injekéni jehlou ¢i jinym
kontaktem krve s krvi nakazeného. Uvadi se, Ze nositelem viru je asi 5 % svétové

populace.?® Nebezpeti hepatitidy typu B spo&iva v prechodu do chronicity (asi v 5 %
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pfipadli) snaslednou cirhdézou jater a v nejhorSim pifipadé mlze vést az
K hepatocelularnimu karcinomu.

V Ceské republice je povinné otkovani déti do 1 roku proti viru hepatitidy B.
Ockovani téz probiha u rizikovych osob, jako je napi. zdravotnicky personal.
K dispozici jsou rekombinantni vakciny aplikované ve tfech davkach.

Terapie chronickych forem spoc¢ivd v prvni tadé v subkutinnim podavani
interferonu alfa (INF-a)). Z virostatik je 1ékem volby inhibitor virové polymerasy
lamivudin (11). Dalsim jiz registrovanym lékem je telbivudin (12). Lamivudin ani
telbivudin nejsou dle novych americkych doporu¢ni zroku 2007 vhodné pro
dlouhodobou 1é¢bu nemocnych s chronickou infekci HBV vzhledem k vysokému
riziku vzniku rezistentnich mutant virii béhem 16¢by.* Pacienti s aktivni chronickou
hepatitidou ¢i progredujici jaterni cirh6zou jsou indikovéni k dlouhodobé casové
neomezené 1€¢be, jejimz cilem je dlouhodobé suprimovat replikaci HBV a zastavit ¢i
potlacit progresi jaterniho onemocnéni. Lékem volby pro dlouhodobou terapii je
adefovir, v terapeutickych davkach méa minimum nezadoucich u¢ink, je G¢inny i pii
rezistenci na lamivudin. Mutanty rezistentni na adefovir vznikaji jen u 3 % l1é¢enych
pacienti po jednom roce 1é¢by. Pouziva se adefovir dipivoxil (13). Nové&jsim 1ékem
je entecavir (14), u kterého je pravdépodobnost tvorby a selekce rezistentnich mutant
vyrazné potladena. Jejich nevyhodou je viak vysoka cena. >

Struktura antivirotik pouZivanych v 1é¢b¢ hepatitidy B:

NH, @)
CH
~ 3
' N
Py by
@)
HO. <" 7 HO @)
S
HO
11 12
lamivudin telbivudin
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13 14
adefovir dipivoxil entecavir

3.1.8.  Virus hepatitidy typ C

Virus hepatitidy typu C (HCV) je DNA virus z ¢eledi Flaviviridae. Nemoc
vétSinou pfechdzi do chronicity a je zde velké nebezpeci cirhozy jater, kterd se
vyvine u 20 — 30 % infikovanych, a hepatocelularniho karcinomu, vyskytujiciho se
u 1 — 3 % nemocnych.? Hepatitida typu C je nejcast&jsi pricinou transplantace jater.

Vyskyt je celosvétovy, infikovano je cca 170 miliond osob, nejvice je rozsifena
Vv Japonsku, na Stfednim vychod¢, v Africe a jizni Evropé. V poslednich letech je
v Ceské republice evidovano n&kolik stovek akutnich a chronickych onemocnéni
(adaje jsou nepochybn znatn& podhodnoceny).? Rozsifena je hlavng mezi
narkomany a dialyzovanymi, coz je dano zptsobem pienosu viru, ktery se déje
pfevazné parenteralni cestou (transfize krve a krevnich derivatli, kontaminované
jehly a nastroje), méné pak sexudlnim stykem.

U chronické formy hepatitidy typu C je u pacientli s vysokym rizikem vzniku
karcinomu doporu¢ena kombinovana l1écba IFN-a s antivirotikem ribavirinem (15).
Tato kombinace mé vétsi t€innost nez 1écba samotnym interferonem.

Stale se nepodafilo vyvinout G€innou vakcinu. Brani tomu pfedevS§im vysoka
variabilita v genomu viru a rychly vznik novych mutaci. Kromé genetické variability
jsou u HCV dalsi obtiZe, zahrnujici slabou primarni imunitni odpovéd’ na infekci
a reinfekci u jedinct, ktefi se predtim setkali s virem. Typ imunitni odpovédi, ktera
vytvaii adekvatni ochranu proti HCV je proto nejasna, 1 kdyz existuje domnénka, ze
protilatky, které interferuji s inicialni vazbou viru na hostitelskou buiku, hraji
v tomto procesu signifikantni roli. Cetné studie ukazuji, Ze imunitni odpovéd’ miize
byt zvysena oligonukleotidovou sekvenci vpravenou piimo do organismu, obvykle

mysi. Dalsi studie zaznamendavaji, ze by imunizace DNA vakcinou kodujici jadrovy
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protein HCV mohla u genové upravenych mysi vést ke zvySeni pozorované imunitni
odpovédi na infekci rekombinantnim virem kravskych neStovic vystavujici stejny
antigen.® Pies veskeré snahy dosud neni k dispozici uginna vakcina.

Struktura ribavirinu:

HO ©

HO OH
15

ribavirin

3.1.9.  Human imunnodeficiency virus (HIV)

HIV patfi mezi retroviry, coz znamena, ze pomoci enzymu reverzni
transkriptasy ptepisuje RNA do DNA, ktera se dale integruje do genomu hostitelské
buriky. Jsou znamy dva typy HIV1 a HIV2, pti¢emz HIV2 se vyskytuje pfedevsim
v zépadni Africe, zatimco HIV1 se vyskytuje v populaci celého svéta. HIV napada
CD4+ T4 lymfocyty a makrofagy. Onemocnéni ma tifi faze. V prvni fazi po
infikovani virem se mohou objevit pifiznaky podobné chiipce, nasleduje latentni
faze trvajici 6 mésici az 10 let, v disledku sniZzeni poctu lymfocytl je pacient
V posledni fazi onemocnéni nachylnéjsi k jinym infekénim onemocnénim, v této
fazi jiz hovotime o AIDS, v zavéru nemoci pacienti umiraji na rizné oportunni
infekce. Zptsob pienosu je vSeobecné znamy, jedna se o prenos krvi infikovaného
jedince do krve druhé osoby. Celosvétove jsou vyvijeny programy pro zabranéni
Sifeni infekce HIV. Nejvétsi problém piedstavuje tato nemoc v Africe. Celosvétove
se jedna o pandemii, nakazeno je n¢kolik desitek miliont lidi.!

Po celém svété jsou vyvijena lé€iva, kterd zpomaluji pfechod z latentni faze do
AIDS, prodluzuji tak Zivot a zlepSuji kvalitu Zivota nemocnych. Zatim neni mozZno
pacienta zcela vylécit. Dnes pouzivand antivirotika jsou ze skupiny nukleosidovych
analogl a inhibitorl reverzni transkriptasy.

Mnoho nukleosidovych analogti vykazuje aktivitu proti HIV, jako jsou
zidovudin (16, AZT), zalcitabin (17, ddC), didanosin (18,ddl), stavudin (19, d4T),

14



lamivudin (11, 3TC) a abakavir (20, ABC). Aktivnimi metabolity téchto 1é¢iv jsou
5’-trifosforylované derivaty, které se tvoii postupnou fosforylaci katalyzovanou
enzymy hostitelské buriky a které reprezentuji u¢inné kompetitivni inhibitory virové
reverzni transkriptasy. Navic mohou tyto 5’-trifosforylované derivaty inkorporaci
do virového genomu ukoncit prodluzovani fetézce virové DNA.” PouZivani
L-nukleosidl velice vzrostlo diky jejich dobré biologické aktivité a mensi toxicité
ve srovnani s D-nukleosidovymi analogy. Nicmén¢, toxicita a vyskyt novych
rezistentnich mutant viru predstavuje kriticky problém v pouziti téchto
chemoterapeutik.® Avsak stale je zakladnim lékem v terapii vSech forem HIV
zidovudin v Casté kombinaci s didanosinem. Mezi inhibitory reverzni transkriptasy
patii sachinavir, indinavir a ritonavir. Strukturné jsou to analogy peptidd, ve své
molekule maji peptidickou vazbu, ale nejsou slozeny vyhradné z aminokyselin.

Védci se snazi vyvinout vakcinu u¢innou proti HIV, ale v nejblizsich letech se
nejevi redlna.

Struktura antivirotik pouzivanych k 1é¢bé infekci HIV:
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3.1.10.  Virus varioly (pravych nestovic)

Virus varioly patii mezi poxviry. Jak uz bylo zminéno, po zavedeni plosného
ockovani proti pravym neStovicim, byla tato choroba plné eradikovéana. Pro pfipad,
ze by doslo knovému vyskytu viru varioly, byly kultury riznych kmend viru
uloZeny v laboratofich v USA, tehdejSim Sovétském svazu a ve Velké Britanii.
Kultury mély byt po 25 letech zlikvidovany. Nedoslo k tomu z obavy, ze by mohlo

dojit k ukradeni viru zlaboratofi v Sovétském svazu a ty pak padly do rukou

16



teroristii. Pro pfipad teroristického utoku biologickymi zbranémi, jsou kultury viru
varioly nadale k dispozici pro tvorbu vakciny.

V USA byla obnovena vyroba vakciny, hledaji se 1éky. Jako zatim nejucinnéjsi se
jevi nas cidofovir (10), zvlast€é v aerosolové formé, ktery by mohl byt pouzit
profylakticky, a jeho neutralni profarmaka s hydrofobnim esterovym zbytkem, ktera

v buiice uvoliiuji cidofovir, jako napk. alkoxyalkylester.*

3.1.11.  Ostatni virova onemocnéni

Rada virovych nékaz je pro nas exoticka, v Ceské republice se vyskytuji pouze
jako onemocnéni zavleCena cizinci ¢i lidmi, ktefi se vratili ze zemi, kde se tyto
nemoci bézn¢ vyskytuji.

Patifi mezi né predevsim viry vyvolavajici hemoragické horecky, jako jsou Lassa,
Ebola, argentinska, bolivijska a krymska hemoragicka horecka, zluta zimnice,
horec¢ka Dengue a dal$i. Onemocnéni ma obvykle rychly prabéh i vysokou smrtnost.
Proti dvéma poslednim horeckam je mozné se pred cestou do oblasti vyskytu nechat
ockovat.

V CR je diky systému povinného o&kovéani fada nemoci eradikovana, provadi se
vakcinace proti viru détské obrny, zardének, piiusnic, spalni¢ek a hepatitidé typu B.
Dnes je téZ dostupna vakcina proti papillomavirim, které jsou jednou z pti¢in nadoru
délozniho ¢ipku. Jiz delsi dobu je mozné se nechat ockovat proti viru klistové
encefalitidy, viru hepatitidy typu A, chiipkova vakcina byla zminéna v ptislusné
kapitole.

Znamym virovym onemocnénim je ryma zpusobend rhinoviry. Vyznamnymi
patogeny zvlasté v rozvojovych zemich jsou rotaviry, které maji na svédomi
prijmova onemocnéni zvlasté kojenct a malych déti. Enteroviry jsou hlavnimi
puvodci virovych meningitid a nespecifickych hore¢natych onemocnéni u déti, ale
zpusobuji 1 respiratni onemocnéni, myokarditidy a konjunktivitidy. Spole¢nym
znakem téchto infekci je zatim absence specifické chemoterapie. Proto je dnes 1é¢ba

pouze syrnptornatickéLl’3
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3.2 Vyvoj novych antivirotik obsahujicich ve své strukture lakton

Vzhledem k stale rostoucimu po¢tu nakazenych virem HIV, jehoz celosvétové
rozSiteni dosahuje urovné pandemie, je pozornost vyvoje novych antivirotik
zamé&fena hlavné na hledani novych terapeutik proti tomuto viru. Velké mnozstvi
praci se zaméfuje na vyzkum lé¢iv ucinnych proti virim hepatitid, predevSim
hepatitidy typu C. Ale uspokojiva neni ani situace dal$ich virovych onemocnéni a to
predevsim z diivodu rozvoje rezistence virll na stavajici antivirotika. Terapie chybi
téz u ftady tropickych virovych nédkaz, jako jsou hemoragické horecky. Stale
pokracuje vyvoj antivirotik pro pouziti pii infekcich herpesviry.

Vyvoj novych antivirotik se zamétfuje riznymi sméry. Uz v minulosti byly
V piirodé nalezeny sloudeniny, které maji fadu zajimavych ¢inkd. Rada bylin je pro
své léCivé vlastnosti pouzivana v lidovém Iécitelstvi. Zdrojem dosud ne plné
prozkoumanych rostlin je vychodni Asie. Zde je uzivani pfirodni mediciny velice
oblibené, 1¢é¢i se s ni rizné choroby od koznich a jinych béznych onemocnéni az po
choroby stafi. Né&kterym pfirodnim produktim je dokonce pfipisovan nejen
preventivni, ale i 1écebny uc¢inek na zhoubné novotvary. Proto neni divu, Ze se védci
snazi izolovat G¢inné slozky nejen z asijskych druhti rostlin, popiipadé hub.
Izolované slou¢eniny jsou podrobovany fadé zkouSek, které maji ovéfit jejich
ucinky, at’ uz cytostatické, antivirové ¢i antimykotické. Jestlize se potvrdi t€innost
nckteré ze ziskanych latek, navazuje vyzkum zabyvajici se vyvojem chemickeé
syntézy téchto prirodnich produkti, ptip. strukturnich modifikaci.

Odlisnou metodou je raciondlni vytvareni novych chemickych struktur 1é€iv na
zakladé zkoumani souvislosti mezi chemickou strukturou a biologickymi ucinky
skupin latek. Védci vychazi ze znalosti zivotniho cyklu virti a snazi se vyvinout
takové molekuly, které by cilené zasahovaly do jednotlivych kroka cyklu. Jedna se
0 zabranéni adsorpce viru na hostitelskou bunku, jeho penetraci do buiiky, odkryti
(uncoating) infekéni nukleové kyseliny, inhibici virovych polymeras a v neposledni
fadé o zabranéni uvolnéni vzniklych viriont z hostitelské buiiky. Na piiklad objev
novych nukleosidil pouzitelnych jako antivirové a antineoplastické latky byl velkym
uspéchem chemie nukleosidi. Od okamziku, kdy se objevila hrozba pandemie HIV,
je vyvijena intenzivni snaha zamétend na modifikaci cukerné slozky nukleosidu, diky

ni byly ziskany 1éky dnes jiZ zaregistrované pro terapii AIDS. Zatimco o modifikaci
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2" a 3" pozic nukleosidu byl zna¢ny zajem, o slouc¢eninach s modifikovanou pozici 4’
je toho znamo mnohem mén¢. Proto jsou vytvareny nové struktury cukerné slozky
nukleosidu s modifikaci v poloze 4’ nazgvané apio-nukleosidy.® Ve vyvoji jsou
samoziejm¢ 1 nenukleosidova antivirotika se zaméfenim na inhibici rGznych
virovych enzymu. I zde nasleduje vyvoj syntézy predlohovych struktur a nasledné
ovefovani jejich antivirové a antineoplastické aktivity in vitro a pifi slibnych

vysledcich i in vivo.

3.21. Antivirotika obsahujici ve své struktufe lakton izolovana

Z ptirodnich zdroju

Mezi ptirodni zdroje biologicky aktivnich latek patii jiz tradi€né houby, které
produkuji fadu pisobkll s antibakteridlni, antifungilni, antivirotickou, ale
I cytostatickou aktivitou. Tyto latky jim pomahaji piezit a prosadit se v tvrdych
podminkach jejich Zivotniho prostiedi. Clovék pak mize tyto latky pouZit pro
1¢katské ucely, vlastné s tymz zdmérem branit se proti infekci. Dal§im zdrojem jsou
lécivé rostliny, které jiz naSi predci pouzivali k 1écb& tady onemocnéni. Dnes
muzeme S pomoci moderni védy izolovat latky, které¢ jsou zodpovédné za 1écebné
ucinky rostlin. Pozndnim ucinnych latek miizeme pfistoupit k vytvafeni obmeén
Vv jejich struktuie a tak vylepSovat jejich vlastnosti ve smyslu sniZeni toxicity ¢i
zlepSeni priniku k mistu u¢inku.

Slouceniny s antivirotickym ucinkem, které byly v pfirodnich zdrojich nalezeny,
maji riznou strukturu. Tato prace je zaméfena na latky obsahujici ve své struktuie
lakton a to predevsim ¢aste¢né nenasyceny péticetny lakton (butenolid 21). Strukturu
butenolidu obsahuji bicyklické slouc¢eniny, diterpeny a seskviterpeny, jez jsou hojné
zastoupeny V rostlinnych silicich.

Struktura butenolidu:

(P

21

Novy inhibitor HCV proteasy oznaceny jako SCH 351633 (22) byl izolovan

z houby Penicillium griseofulvum.®® Tato mald molekula bicyklického butenolidu
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inhibuje NS3 protein viru. NS3 protein ma proteasovou aktivitu, ale funguje také
jako ATP-asa a RNA-helikasa. V pokusech in vitro byla hodnota ICsy 25 mM. Zatim
vsak nebyla zvetejnéna zadna klinicka studie s inhibitory HCV proteas.

Z etherového extraktu houby Trichoderma harzianum byl ziskan dalsi butenolid
s potencialni biologickou aktivitou. Slou¢enina byla identifikovana jako 4-(hexa-2,4-
dien-6-yl)-3-(2-hydroxypropyl)furan-2(5H)-on (23).**

Houby rodu Trichoderma spp. jsou Vv poptedi zajmu rostlinnych patologt
i komer¢nich spole¢nosti diky tvorb¢é fady antibiotickych latek. Antibiotické
metabolity hub rodu Trichoderma spp. jsou trojiho charakteru. Prvni skupina je
tvofena prchavymi latkami, napt. izokyanidy. Latky druhé skupiny byly oznaceny za
vyluhovatelné a maji ur€itou rozpustnost ve vod¢, napt. oktaketidy. Tteti skupina
latek silné interaguje s biologickymi membranami. Dal$i metabolity jsou napf.
antrachinony, diterpeny, butenolidy ¢i seskviterpenické laktony.

Jak prchavé slouceniny z hub Trichoderma harzianum a Trichoderma hamatum,
tak etherové extrakty z obou hub byly podrobeny testim na antivirovou aktivitu proti
viru hepatitidy A (HAV) a Echoviru-9, ktery patii mezi enteroviry.

Prchavé slouceniny z T. hamatum vykazovaly nejvyssi aktivitu (60% inhibici
HAV i Echoviru-9), zatimco prchavé slozky z T. harzianum mély 25% inhibiéni
efekt na prvni a 40% inhibiéni efekt na druhy virus. Etherovy extrakt z T. harzianum
nevykazoval zadny inhibi¢ni efekt na HAV, ale prokazal 25% inhibi¢ni efekt na
Echovir-9." Druhy etherovy extrakt nevykazoval zadnou antivirovou aktivitu.

Struktura butenolidt izolovanych z hub rodu Penicillinum a Trichoderma:

OH

22 23

Slouceniny s obdobnou strukturou jako butenolid z houby rodu Penicillium (22)
jsou produkty tropické dieviny Homalium cochinchinensis z ¢eledi Flacourtiaceae.
Homalium cochinchinensis je na Taiwanu pouzivana v lidovém Iécitelstvi jako
projimadlo a adstringent.12 Zkury kofene této rostliny byl izolovan novy

y-alkylidensubstituovany bicyklicky butenolid nazvany kochinolid (24). Spolu s nim
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byl ziskan jeho B-glukopyranosid (25). Kochinolid vykazoval v testech in vitro
mirnou aktivitu proti HSV-1 i HSV-2, pticemz ECso u HSV-1 byla 8,0 mg/ml
a u HSV-2 22,2 mg/ml. B-Glukopyranosid byl neaktivni.

Je to prvni ptiklad izolace 6-hydroxy-y-alkylidensubstituovaného bicyklického
butenolidu s benzylalkoholickou funkei z p¥irodnich zdroji.? Jiz diive byly
izolovany 6-hydroxybicyklické butenolidy menisdaurilid (26), akvilegiolid (27)
a fyllanthurinolakton (28) zrostlin celedi Menispermaceae, Ranunculaceae
a Euphorbiaceae. Tyto sloucCeniny vSak neobsahuji ve své molekule
benzylalkoholickou skupinu, ani nebyly zkouSseny na antivirové uCinky.
Fyllanthurinolakton (28) je substance spoustéjici fyziologické zavirani listkd
u rostliny Phyllanthus urinaria L. Nedavno byla odhalena vyznamna vlastnost
butenolidi menisdaurilidu (26) a aquilegiolidu (27), byla popsana schopnost téchto
laktont indukovat apoptosu v lidskych nddorovych buiikach.*?

Struktura kochinolidu (24) je téz podobna dalsi pfirodni latce se zajimavou
biologickou aktivitou protoanemoninu (29), jehoz molekula ptedstavuje
y-alkylidenbutenolid. Protoanemonin (29) byl izolovan =z rostliny Ranunculus
bulbosus z ¢eledi Ranunculaceae, ve které se vyskytuje i glykosid ranunkulin (30) téz
se strukturou butenolidu a s vyznamnou biologickou aktivitou. Protoanemonin (29),
jeho analogy a derivaty maji antivirovou, antibiotickou a antineoplastickou
aktivitou.™*

Struktura 6-hydroxybicyklickych butenolidi:

24 R=H

26 R=H 27
28 R=p-D-glukosa
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Struktura butenolida z rostlin rodu Ranunculus:
OH

O
\W\J%O %&/O\C/WO
HO
Ho  OH —
29 30

Obdobn¢ jako butenolid z houby Trichoderma harzianum maji i butenolidy
izolované z Litsea verticillata Hance z ¢eledi Lauraceae dlouhy postranni fetézec
s tim rozdilem, ze u butenolidd z L. verticillata se jedna o nasyceny uhlovodikovy
fetézec. Chloroformovy extrakt listli a vétvicek této dfeviny nasbiranych v narodnim
parku Cuc Phong ve Vietnamu, vykazoval vysoky inhibi¢ni efekt na buiky
infikované HIV a to bez zfejmé cytotoxicity. Proto byla provedena podrobngjsi
analyza extraktu, ktery obsahoval vice jak dvacet seskviterpent. V nasledném
vyzkumu této rostliny bylo izolovéno jedenact dalSich latek zahrnujici tfi nové
seskviterpeny a jeden novy butenolid.™ Celkem bylo ziskano pé&t butenolidi, z toho
Ctyfi jiz diive popsané V literatufe byly 3-epi-litsenolid D, (31), cis-listenolid D;
(32), 4-hydroxy-2-methylbut-2-enolid (33) a hydroxydihydrobovolid (34), paty novy
butenolid byl nazvan litseabutenolid (35).

Vsechny latky izolované z L. verticillata byly testovany na anti-HIV aktivitu
a cytotoxicitu. V anti-HIV studii byl jako standard pouzit lamivudin (11). Butenolidy
vykazovaly anti-HIV aktivitu, pti¢emz nejvice aktivni byl 3-epi-litsenolid D, (31).
Vysoka cytotoxicita cis-listenolidu D; (32) pfedem znemoznila piesné stanoveni jeho
anti-HIV aktivity na bun&enych kulturach.” Kvili malému mnoZstvi izolovaného
materidlu neprobéhly vSechny potfebné studie. Bude tfeba hlavné ovéfit antivirovou
aktivitu a selektivitu slibného butenolidu 31. Vyzkum by se dale mohl zaméfit na
vytvareni syntetickych analogi téchto pfirodnich latek, aby bylo docileno vétsi

selektivity a uc¢innosti.
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Struktura butenolidt izolovanych z Litsea verticillata:
CH,(CH,),CH, H
H,C(CH,),H,C N\
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33 34
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c/Q CH,
CH,(CH,)sCH,4
35

Bohatym zdrojem bioaktivnich latek je ¢eled Annonaceae. Ptirodni diterpeny
majici ve své struktufe hydroxybutenolidovou jednotku se vyskytuji v rodech
Polyalthia, Acritopappus, Premna a Cyathocalux. Rostliny z téchto roda se velmi
Casto pouzivaji v lidovém lécitelstvi pro své antimikrobidlni U¢inky ¢i jako pfirodni
1éky napomahajici v boji s obezitou.

Z Polyalthia langifolia bylo jiz dfive izolovano velkého mnozstvi Klerodant
a ent-halimand, mezi nimi prvni tfi dosud znamé piirodni ent-halimanolidy 36, 37
a 38. Marcos a jeho kolegové popsali syntézu zminénych ent-halimanolida z ent-
halimové kyseliny, popsaly jejich strukturu a absolutni konfiguraci. Ent-halimova
kyselina je hlavni komponentou Halimium viscosum a pouziva se jako vychozi
molekula u fady syntéz diterpenickych slou€enin. Pfi vyzkumu biologické aktivity
vykazovala sloucenina 36 cytotoxickou a antivirovou aktivitu, konkrétné proti viru

chiipky. 16

23



Struktura ent-halimanolidu:

36 37 38

Struktura mniopetali:
R R
39%a | OH AcO H

H,C(CH,)H,C COO
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Dalsi terpenické latky, tentokrat seskviterpeny, byly izolovany z houby rodu
Mniopetalum. Jedna se o Sest biologicky aktivnich sloufenin oznacenych jako
mniopetaly A — F (39a — f). Ve své struktufe obsahuji lakton. Mniopetaly jsou
Vv popiedi zajmu védcd, neb bylo zjisténo, ze jsou inhibitory HIV reverzni
transkriptasy. Kromé toho vykazuji G¢inky antimikrobialni a protinadorové. Jauch

piedstavil syntézu mniopetalu F ve 14 krocich a s vytézkem 10,1%."" Pfi syntéze
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byla pouzita nova varianta Baylis-Hillmanovy reakce, coz je Michealova aldol-
elimina¢ni reakce, kterda byla provedena s Feringa’s butenolidem (butenolid
substituovany v pozici y—O-methylem). Byly provedeny téz syntézy mniopetalu E.
Diky velkému potencialu téchto pfirodnich antivirotik budou jisté brzy predstaveny

| syntézy ostatnich mniopetald.

Seskviterpenické laktony jsou zastoupeny i v rostlinné #isi. Bohata je na n¢ celed’
Asteraceae. Kopretina fimbaba (Tanacetum parthenium) je v pfirodnim 1é¢itelstvi
oblibenym prostiedkem proti migréné, ale i bolestem kloubti a hore¢ce. Mimo jiné
latky obsahuje i seskviterpenicky lakton parthenolid (40). Z rodu Arnica je mozné
ucinky ma i artemisinin (42) z rostliny Artemisia annua, jez se pouziva téz jako
antimalarikum. Ze stejného rodu pochézi santoniny, latky G¢inné proti hlistim.

Je vSeobecné znamo, ze a-methylen-y-laktonova jednotka seskviterpenickych
laktonti je zodpovédna za jejich biologické ucinky, protoze zajist'uje jejich interakci
s biologickymi nukleofily, jako je cysteinova sulfanylova skupina cilovych proteind,
cestou Michaelovy adice.® Proto Hwang a jeho spolupracovnici proveéfili
biologickou aktivitu fady ptirodnich latek charakteru seskviterpenickych laktoni s a-
methylen-y-laktonovou jednotkou, které vybrali z komeréné dostupnych knihoven
pfirodnich produkti. Kromé vySe zminénych sloucenin 40, 41 a 42 dale zkoumali
kostunolid (43), dehydrokostuslakton (44) obsazené na ptiklad v Laurus nobilis,
alantolakton (45) z rodu Inula, epoxy(4,5a)-4,5-dihydrosantonin (46) a 4(5)a-epoxy-
4,5-dihydrosantonin (47). Zajimaly je ptfedevS§im ucinky antivirové proti HCV.
Skupina védcu dale ptipravila fadu derivatt parthenolidu (40) Michealovou adici za
pouziti sekundarnich aminti a 2-sulfanylethan-1-olu, které mély slouzit k zjisténi
zéavislosti chemické struktury a u€inku zkoumanych ptirodnich latek. K tomuto ucelu
slouzil i redukovany parthenolid obsahujici misto methylenové skupiny skupinu
methylovou.

Anti-HCV aktivita parthenolidu (40), kostunolidu (43), dehydrokostuslaktonu
(44), helenalinu (41) a alantolaktonu (45) vykazovala stejnou G¢innost s ECsg 1 — 3
uM, zatimco slouceniny 42, 46 a 47 prokazaly ECsp vétsi nez 10 uM, coz znaci, ze
exo-methylenlaktonova funkce miiZe byt zodpovédna za jejich aktivitu proti HCV.'
Hwang a jeho spolupracovnici pfedpokladaji, Ze v antivirové aktivité hraje roli

| prostorové usporadani molekuly. Naproti tomu epoxidova skupina parthenolidu
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neni pro antivirovy ucinek podstatna. Svéd¢i pro to kostunolid, ktery epoxidovou
skupinu postrada, a piesto vykazoval naprosto stejnou aktivitu. Jak veédci
predpokladali, po redukci methylenové skupiny ztratil parthenolid aktivitu. Na
druhou stranu piekvapenim bylo, ze aktivita adi¢nich derivati parthenolidu se od
aktivity vychozi slouCeniny neliSila. Proto se piepoklada jejich konverze na
parthenolid bud’ pfimo v burice nebo jiz in vitro.

Za Gcelem zvySeni G¢innosti terapie HCV se kombinuji riizné antivirotika. Proto
byl zjistovan vliv parthenolidu na u¢innost IFN-a. Vysledky ukazaly, Zze parthenolid
v kombinaci s IFN-o vykazuje pfinejmensim aditivni anti-HCV efekt.'®

Vysledky vyzkumu Hwanga a jeho spolupracovnikli potvrdily antivirové ucinky
ptirodnich seskviterpenickych laktont s a-methylen-y-laktonovou jednotkou.

Struktura pfirodnich seskviterpenickych laktonti s o-methylen-y-laktonovou

jednotkou:
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Z rostliny Justicia procumbens (Acanthaceae) byly izolovany bioaktivni
arylnaftalenové lignany justicidiny, které ve své molekule obsahuji laktonovy kruh.
Justicidin A i B jsou cytotoxicky aktivni slouceniny. Dal$i studie odhalily, ze
justicidin A (48) je schopen navodit v buiikach kolorektalniho karcinomu apoptosu.™
Analog justicidinu, ktery ma vpoloze vy laktonového kruhu navazanou
methoxyskupinu, inhiboval lidsky rhinovirus serotypu 2 (HRV-2).

Struktura justicidinu:

Me O
Me O
(L T
Me O
T O
(@]
0o
48

Z ptedchozich fadki je patrné, ze mezi rostlinnymi sekundarnimi metabolity je
fada bioaktivnich latek obsahujicich ve své struktufe pétiCetny ¢astecné nenasyceny
lakton. Uginky antivirové a cytostatické jsou vyraznéji, je-li oxoskupina laktonu
konjugovéana s dal§imi dvojnymi vazbami. Pfirodni slouceniny obsahujici ve své
struktufe y-methylenbutenolid slouzi jako ptedlohové slouceniny pro synteticka

antivirotika a cytostatika.
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3.2.2. Synteticky pripravena antivirotika obsahujici ve své struktui‘e lakton

Synteticka antivirotika maji nejcastéji strukturu obdobnou nukleosidu. Po
fosforylaci v infikované buice slouzi jako faleSné baze, které se zabudovavaji do
replikované nukleové kyseliny a jejichz struktura neumoznuje dal$i prodluzovani
feté¢zce. Nebo mohou interagovat s virovymi reverznimi transkriptasami ¢i jinymi
enzymy viru a inhibovat je.

Laktonova jednotka je podobna svym prostorovym uspofadanim pentofuranose.
Muize byt proto v ruznych obménach pouzita u nukleosidovych analogli misto
cukerné casti.

Piipadné jsou laktony vyuzity jako prekursory pii syntézach cukernych slozek
analogt nukleosidu. Tronchet a kol. pouzili a,B-nenasyceny lakton k syntéze cukerné
slozky thyminovych analogi nukleosidd. Za ucelem zjisténi zavislosti konfigurace
na antivirové aktivité 1-[2,3-dideoxy-3-(N-hydroxy-N-methylamino)pentofuranosyl]
thymint, pfipravili jejich o-D-, B-D- a a-L-erythro-isomery. [B-D-isomery
vykazovaly in vitro anti-HIV aktivitu vy$si nez didanosin (18). Krom¢ jiz zminéné
anti-HIV aktivity, 1-[2,3-dideoxy-3-(N-hydroxy-N-methylamino)-$-D-
pentofuranosyl]thymin (49) vykazoval slabou anti-HSV-1 aktivitu.°

Struktura thyminového analogu nukleosid:

Thy

N,
7 "OH
49

Také Hegedus a Geisler zvolili k syntéze (+)-neplanocinu A (50) jako vychozi
molekulu opticky aktivni butenolid 51. Butenolid 51 ma strukturalni rysy (dvojna
vazba, kterd miiZze byt hydroxylovana a dvé funkéni skupiny v polohdch sousedicich
sloucenina 50 je cyclopentenylovy analog adenosinu s protindadorovymi a
antivirovymi ucinky a je téz silnym inhibitorem hydrolasy S-adenosyl-L-

homocysteinu (AdoHcy hydrolasa). AdoHcy hydrolasa katalyzuje hydrolyzu
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AdoHcy na homocystein a adenosin. Tento regula¢ni enzym moduluje prubéznou
biosyntézu nukleovych kyselin pravé rozstépenim AdoHcy,™ coz podporuje pouziti
neplanocinu A v 1é¢bé nadorovych a virovych onemocnéni.

Struktura (+)-neplanocinu A a vychozi slouc¢enina jeho syntézy:

NH,
N N
</ | /) Bn ®)
N N \\:'
H o/\©/ Bt \—
HO' l"OH
50 51

Nekrasov a kol. pouzili 4-substituovany dihydrofurandion k syntéze bioaktivnich
sloucenin jiného typu nez jsou analogy nukleotidi. Reakce 5-aryl-2,3-dihydrofuran-
2,3-dionti s hydrazidem kyanoctové kyseliny vede za pokojové teploty k bezvodym
dioxaniim. N-Kyanacetylhydrazidy aroylpyruvat se touto cestou tvoii ve vysokém
vytéZzku a jsou produkty roz$tépeni vazby C-O furanového kruhu primarni
a antivirové ucinky. Jedna sloucenina se jevila velice nadéjna pro svou schopnost
suprese replikace viru chiipky typu A.

Reakce 5-aryl-2,3-dihydrofuran-2,3-diont s hydrazidem kyanoctové kyseliny:

Laktony maji vynikajici vlastnosti jako vychozi latky pro syntézy jinych
sloucenin, ale nesmime zapomenout na jejich biologickou aktivitu. Jiz zde byly
zminény pfirodni latky obsahujici ve své molekule y-alkylidensubstituované
butenolidy, jednalo se o vysoce aktivni slouCeniny s antivirovymi i cytostatickymi
ucinky. y-Alkylidenbutenolidova jednotka je podstatna pro jejich ucinnost. Proto jsou
pfipravovany 1 syntetické slouceniny obsahujici ve své struktufe tuto jednotku.

Hakimelahi a kol. syntetizovali purinové derivaty nenasycenych laktont, které

byly zkouSeny pro schopnost inhibovat AdoHcy hydrolasu a nasledné byla
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zjistovana jejich antivirova a protinddorova aktivita. Pfipravili 6-chlorpurinové
derivaty vy-(Z)-ethylidenbutenolidi 52a — d a jeden adeninovy derivat y-(Z)-
ethyliden-2,3-dimethoxybutenolidu (53). Dalsi dvé latky 6-chloropurinovy (54)
a adeninovy (55) derivat 4-ethyl-4-hydroxy-2,3-dimethoxybutenolidu neobsahuji ve
své struktufe y-alkylidenbutenolidovou jednotku. Posledni slouc¢eninou, ktera byla
vV tomto vyzkumu syntetizovana, byl 6-chloropurinovy derivat dimethylfosfonyl-
v-(2)-ethyliden-2,3-dimethoxybutenolidu (56).
Struktura derivati y-(Z)-ethylidenbutenolidu:

cl a Rl= R?= Me
< | b R'= Me, R?= 4-(NO,)-benzyl
N N/J ¢ R'= 4-(NO,)-benzyl, R>= Me
o . d R'= R%= 4-(NO,)-benzyl
R1O OR2
52 a-d
NH, cl R3
N N
~ N ~ N N X N
O
HO
Me O OMe
53 56 54 R*= ClI
55 R®= NH,

Jako standard pii méfeni inhibi¢nich vlastnosti proti AdoHcy hydrolase slouzil jiz
zminovany velmi G¢inny inhibitor AdoHcy hydrolasy neplanocin A (50). Slouéeniny
52a — ¢ vykazovaly vSechny ptiblizné stejny stfedni inhibi¢ni efekt na enzymovou
aktivitu a slou¢enina 56 pouze slabé inhibovala enzym. Oproti tomu adeninovy
derivat 53 signifikantn¢ inaktivoval AdoHcy hydrolasu (90 %) pii koncentraci
100 pM.* Predpoklada se, Ze mezi enzymem a adeninovy derivatem 53 se tvori
kovalentni vazba. Adeninovy derivat 53 je substratem enzymu. Je vSak i substratem
adenindeaminasy (ADA) a zaroven kompetitivnim inhibitorem ADA. Slouc¢enina 55

je také substratem, ale ne inhibitorem ADA.* Ostatni slou¢eniny nebyly aktivni.
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Slouceniny byly testovany na aktivitu proti nasledujicim viram HSV-1, HSV-2,
thymidinkinasa-pozitivni (TK+) a thymidinkinasa-negativni (TK-) druhy varicella
zoster viru (VZV) v HeLa bunééné kultute. Jako referen¢ni latka poslouzil aciklovir
(6). Slouceniny 52a — ¢, 53 a 56 byly shledany vice G¢inné nez aciklovir proti TK-
VZV.* Proti ostatnim virim vykazovaly slabsi aktivitu. Hydratované derivaty 54
a 55 neukazaly zadné inhibi¢ni G¢inky na virovou replikaci a slouc¢enina 52d s obéma
hydroxylovymi skupinami substituovanymi vykazovala jen velmi slabé u¢inky.

Ackoli se sloucenina 53 jevila velice slibné diky silné inhibici AdoHcy
hydrolasy, testy na bunéénych kulturach tak tuspé$né nebyly. Nedostatek
enzymem ADA vbun&ném systému.'* Vyzkum také potvrdil dilezitost
y-alkylidenbutenolidové ¢asti pro biologickou aktivitu, coz dokazuji slouceniny 54
ab55, kde byla dvojnd vazba v poloze y hydratovdna, a které nevykazovaly
biologickou aktivitu.

Stejny typ sloucenin syntetizovali Gazivoda a kol., avSak ti odvozovali strukturu
vzniklych sloucenin od L-askorbové kyseliny (vitamin C), ktera pusobi jako
antioxidant a zapojuje se do fady reakci v lidském organismu. Bylo zjisténo, ze
hydroxyskupiny v polohach 2 a 3 L-askorbové kyseliny jsou zodpovédné za jeji
antioxidacni vlastnosti, protoze na tomto misté probiha redukce molekuly vitaminu
C. Oproti tomu, se ptredpoklada, ze 6-hydroxyskupina L-askorbové kyseliny je
nedilezita v transportu a funkci vitaminu.”® Vé&dci syntetizovali pyrimidinové a
purinové derivaty 2,3-0,0-dibenzyl-4,5-didehydro-5,6-dideoxy-L-askorbové
kyseliny, ¢imz ziskali slouceniny obsahujici ve své molekule y-ethylidenbutenolid a
da se predpokladat, ze budou mit antivirové a cytostatické uc¢inky.

Zakladni molekula nukleosidovych analogii byla rizné obménovana.
Pyrimidinova base byla v poloze 5 substituovéna riiznymi substituenty, stejné tak
purin. 2,3-Dihydroxybutenolid byl bud’ substituovan na obou hydroxylech benzylem
nebo byla jedna ¢i ob€ hydroxylové skupiny ponechany volné. Kombinaci
uvedenych moznosti vznikl velky pocet nukleosidovych analogu, jejichz struktura je

zobrazena na nasledujicim obrazku.
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Struktura derivati kyseliny askorbové:

O
R3 R® | R'=benzyl | R'=H R'=H
N | R*=benzyl | R?=benzyl | R*=H
O)\N Br S7a 58a 59
Cl 57b 58b 59b
— 0 O |F 57¢c 58¢ 59¢
— | 57d 58d | 59d
R20 OR?
CF; 57e 58e 5%
R3
R® R'=benzyl | R'=H R'=H
/N X\ R*=benzyl | R’=benzyl | R*=H
< | /) Cl 60a 61 62a
N™ N [y | 6o X | 62b
O N
— O
R20O OR?

Slouceniny 57a — d a 58a — d existuji jako E- a Z-izomery, pficemz pii syntéze
ptevazovaly y-(Z)-ethylidenbutenolidy.

Slouceniny byly testovany na cytostatickou aktivitu. Vysledky ukézaly, ze
dibenzylové derivaty s purinovou i pyrimidinovou basi (57a — e, 60a a 60b)
inhibovaly rist buné¢nych kultur 1épe nez odpovidajici 2,3-dihydroxyslouc¢eniny
(59a — e, 62a a 62b). Nejaktivnéjsi derivat kyseliny askorbové byl 6-chloropurinovy
derivat 61, ktery mél nejvyssi cytotoxickou aktivitu. Slou¢eniny 58b — d, 59d, 62a
a 62b byly také zkoumany proti HSV-1 a HSV-2, viru vakcinie, CMV, VZV, viru
vezikularni stomatitidy, Coxsackie viru B4, respira¢nimu syncytialnimu viru (RSV),
parainfluenza-3 viru, reoviru, Sindibis viru a Punta Toro viru.?® Bohuzel se jejich
aktivita v subtoxickych koncentracich neprokéazala, kromé monobenzylového
derivatu 5-iodouracilu 58d, ktery vykazoval slabou aktivitu proti vesicular stomatitis
viru (ECsp=102,6uM).%*

Uginky 1éku téZ zavisi na jeho schopnostech dostat se k mistu svého piisobeni.
Z tohoto hlediska je u vétSiny antivirotik dalezitd schopnost priniku pfes bunééné
membrany do nitra buiiky. Prinik pfes biologické membrany zavisi na lipofilité

latky. Proto se Casto syntetizuji proléciva, ktera zvysi lipofilitu Iéku a po prichodu

32



membranami jsou bunécnymi enzymy rozlozeny za vzniku mateiské slouceniny
s vlastnim lé¢ebnym ucinkem.

V ptipadé nukleosidovych analogl se casto setkdvame S problémem nizké
lipofility a tedy i priniku k mistu G¢inku. Hakimelahi a kol. syntetizovali analogy
nukleotidl s estericky navazanym butenolidem, ktery zvySoval lipofilitu matefskych
sloucenin. Vychazeli z poznatku, ze benzylestery kyseliny fosforecné substituované
donorem podIéhaji rychlé hydrolyze. Podobné, kyslik C-2 methoxyskupiny
butenolidové ¢asti muze fungovat jako donorova skupina usnadiiujici hydrolyzu
proléciva na jeho aktivni formu.?* Vyhodou spontanni hydrolyzy je, Ze neni potieba
enzymatickd aktivace k rozpadu esterti na butenolid a matefsky nukleotid. Byly tedy
ptipraveny lipofilni estery 63b, 64b a 65b, které se v infikované bunce rozkladaly na
odpovidajici nukleotidy 9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]adenin (PMEA, 63a), 9-[2-
(fosfonomethoxy)ethyl]guanin (PMEG, 64a) a dinukleotid 5’-monofosfat 65a
a zaroven vznikal y-(Z)-(2-hydroxyethylidenyl)-2,3-dimethoxybutenolid, jiz vysSe
popisovana struktura, kterd je sama o sob¢ nositelem biologické aktivity.

Slouceniny byly podrobeny testim lipofility, kinetickym studiim inhibice ADA,
testim zkoumajicich konverzi nukleotidii na antivirové aktivni di- ¢i trifosfonaty,
aktivitu hadi a slezinné fosfodiesterasy proti nukleotidovym analogiim a testim
zaméfenym na antivirovou aktivitu proti HSV-1 a HSV-2, TK+ a TK- druhim VSV
a lidskému CMV in vitro, testy in vivo probihaly na mysich infikovanych HSV-1.

Vysledky ukazaly, ze nukleotid 5"-monofosfat (65a) byl nékolikanasobné rychleji
fosforylovan nez PMEA (63a) a také vykazoval vyssi aktivitu proti DNA virim nez
PMEA (63a). Avsak lipofilni proléciva 63b, 64b a 65b byla vice aktivni proti
testovanym virim v porovnani se svymi matefskymi nukleotidy. Navic, slezinna
fosfodiesterasa je uvnitf infikovanych bunék schopna rozpoznat a pfinejmensim
¢aste¢n¢ hydrolyzovat nukleotidovy analog 65a na biologicky mén¢ aktivni fosfonat
66, zatimco jeho butenolidesterovy derivat 65b byl shledan odolnym proti
fosfodiesterase.* Lipofilni prolé¢iva tedy dosahovala vyssi biodostupnosti, i¢innosti
a stability. V pokusech in vivo zkoumajicich inhibi¢ni efekt latek na mortalitu mysi
odvozeny od PMEA 63b se ukazal byt nejvice ucinnou anti-HSV-1 latkou in vivo,
nasledovany butenolidem obsahujicim nukleotid 65b.%* Matefské nukleotidy PMEA
(63a) a dinukleotid 5"-monofosfat (65a) poskytovaly téz silnou ochranu proti

mortalité¢ zpisobené HSV-1 u infikovanych mysi. Davky, které U¢inn€ snizily
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mortalitu u infikovanych mysi, byly 100 mg/kg u esteru 63b, u ostatnich byly o néco
vyssi (150 mg/kg). Latky v podanych davkach nevyvolavaly zadné fyziologické ani
morfologické zmény orgéni laboratornich mysi. V ptipad¢ retrovird HIV-1 a HIV-2
byl naopak rychleji fosforylovan na difosfonat PMEA (63a) nez dinukleotid
5’-monofosfat (65a), i jeho aktivita proti retrovirim byla vyS$§i v porovnani
se slouceninou 65a i jejim butenolid esterem 65b. Na druhou stranu, butenolid
esterové derivaty 63b a 64b prokazaly vysSsi antivirovou aktivitu oproti jejich
matefskym molekulam PMEA (63a) a PMEG (64a).%*

Uvniti  infikovanych  bunék dochazi diky donorovym  vlastnostem
methoxyskupiny v poloze 2 butenolidu rychle k rozpadu esterti na aktivni prekursory
a jiz zminovany y-ethylidenbutenolid. Tento d& spole¢né s vyssi biologickou
dostupnosti zvySuje t¢innost nukleotidl s estericky navazanym butenolidem jak proti
DNA virim tak proti retrovirim. I cytostaticka aktivita téchto molekul je vys$si nez
aktivita jejich matefskych nukleotida.

Struktura analogii nukleotidd a jejich derivatd s estericky navazanym

NH2
—N
N')I >
L
N N
—P —P
HO I\/O O—/O © I\/O

butenolidem:

HO — HO
O Me O Me
63a 63b
OH OH
NT N\ NT X N\
D D
H,N N H, N
—P o} o—
HO I \/O 0= - | \/O
HO — HO
O Me O Me
64a 64b
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Produkt hydrolyzy dinukleotid 5"-monofosfat 63a:
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Jinymi analogy nukleotidi se zabyval kolektiv Emanuela Lipky. Vychazeli ze
struktury jiz pouzivanych inhibitord HIV reverzni transkriptasy zidovudinu (16)
a stavudinu (19) a obmény v cukerné casti nukleosidd. Zakladem pro jejich dalsi
postup se stal jiz diive popsany 1,3-dihydrobenzo[c]furanovy analog thyminu 67.
Syntetizovali tedy derivaty benzo[c]furanu, které vSak nevykazovaly kromé jediného
aktivitu proti HIV reverzni transkriptase. Jedinou aktivni slou¢eninou byl uracilovy
derivat, ktery mé¢l benzyl v poloze 5°. Aktivita nalezena u jedné vyjimky mohla
nastat diky laktonu 68S, ktery vznikl rozs§tépenim glykosidické vazby, a nikoli diky
matefskému nukleotidu.® Proto se rozhodli syntetizovat slouceniny vztahujici se
k S-benzoyloxymethyl-a,B-butenolidu,  které by mohly byt metabolity
5’-benzoylovaného derivatu thyminu 67.

Cilovymi molekulami byly enantiomery laktoni 68S a 68R. Jednad se
0 3-benzoyloxymethylisobenzofuranony. Syntéza vychazela z ftalaldehydu bez
optické aktivity. Klicovym krokem této cesty bylo pouziti asymetrické dihydroxylace
vyvinuté Sharplessem.® Oba enantiomery byly ziskany s vytézkem 50 %. Byla
urcena absolutni konfigurace sloucenin a ¢isté enantimery 68S a 68R byly ziskany

pomoci HPLC s chirdlni stacionarni fazi.
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3-Benzoyloxymethylisobenzofuranony 68S a 68R byly podrobeny studiim, které
mély zjistit, jaky je jejich inhibi¢ni efekt na replikaci HIV-1. Slouceniny 68S a 68R
se ukazaly byt inaktivni proti HIV-1 replikaci v koncentraci do 10 pM.?® Piesto
mohou slouzit jako vzorové molekuly pro dal$i vyzkum antiviroticky aktivnich
sloucenin.
Struktura derivat benzo[c]furanu:
O BzO BzO

HO I)%
o)

67 68S 68R

Na zavér lze fici, ze védci zabyvajici se racionalni syntézou antivirotik vychazeji
Casto ze struktury ptirodnich latek obsahujicich ve své struktufe butenolid. Nejcastéji
vyuzivaji laktonovou jednotku k modifikaci cukerné slozky analogti nukleosidi. Ale
jak vyplyva znékterych praci, 1 samotné derivaty butenolidu mohou vykazovat
vlastni biologickou aktivitu. I ve struktufe Syntetickych derivati butenolidu byla
pouzita struktura y-ethylidenbutenolidu a slouceniny ji obsahujici prokazovaly
antivirové 1 cytostatické uc¢inky. Proto predstavuje tato struktura velkou nadé&ji

Vv dal$im vyvoji biologicky aktivnich molekul.
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4. Experimentalni ¢ast

Vychozi latky pro syntézy byly zakoupeny u firmy Aldrich: fenylacetylen,
1-ethynyl-2-nitrobenzen, 4-ethynyl-N,N-dimethylanilin, 3-ethynylanilin,
2-ethynylpyridin. 4-Ethynylfenol ochranény methoxymethylovou skupinou byl na
katedfe pfipraven diive. Rozpoustédla byla pouzita v kvalit¢ dodané¢ vyrobcem,
pokud neni uvedeno jinak.

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na DC-Alufolien 20 x 20 cm
Kieselgel 60 Fjs4 (Merck). Jako stacionarni faze pro sloupcovou chromatografii byl
pouzivan Silicagel Merck (0,040 — 0,063 mm). Slozeni mobilnich fazi je vzdy
uvedeno u jednotlivych latek.

Teploty tani byly stanoveny na mikrovyhifevném bloku podle Boetia a nejsou
korigovany.

'H-NMR a ®C-NMR spektra byla métfena na pristroji VARIAN Mercury-VX
BB 300. Chemické posuny jsou zaznamenany jako hodnoty 6 vV ppm a jsou nepiimo
vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) pfes signal rozpoustédla (7,26 pro 'Ha 77,0 pro
3C v CDCly).
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4.1. Priprava pyridinium-hydrobromid perbromidu

Na N, HBrg
| HBr, Br, X
~ - |
=
79,10 319,86
Postup:

Za chlazeni ledem jsem k15 ml (d = 0,978 g/cm®; 185,46 mmol) pyridinu
ptikapala 30 ml (d = 1,5 g/em®; 255,84 mmol) 46 — 48% kyseliny bromovodikové.
Po té jsem za stalého michani a chlazeni pikapala 8 ml (d = 3,14 g/em®; 156,45
mmol) bromu. Vypadlé Cervené krystaly jsem odsidla a promyla 98% kyselinou
octovou. Krystaly jsem ptekrystalizovala z 98% kyseliny octové a vysusila 24 h
Vv exsikatoru nad oxidem fosfore¢nym pii 1,33 kPa.

Reakce byla provedena dvakrat za stejnych podminek.

Vytezek: 25,26 g (50 %), 25,24 g (50 %)

Popis: Zlutooranzové krystaly

T.t.:115 - 125°C, 105-110°C (132 — 134 °C)®

Produkt jsem pouzila jako ¢inidlo k nasledujici reakei.
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4.2. Priprava methyl-(E)-2,3-dibromakrylatu

Br
COOCH;, PBP
/// 3 dny ~ \(

Br

COOCH,

84,07 243,88

Postup:

E-izomer

9,89 g (30,90 mmol) pyridinium-hydrobromid perbromidu (PBP) jsem rozpustila

rozpoustédla za vakua jsem ziskala produkt.

Vytézek: 6,09 g (105 %)
Popis: oranzovozluta kapalina

1H-NMR spektrum: viz ptiloha I

v 24 ml dichlormethanu. Poté jsem prikapala 2,1 ml (d = 0,945 g/cm®; 23,79 mmol)
methyl-propiolatu. Reakce probihala tifi dny za stalého michani pod argonem za
nepiistupu svétla (hlinikova folie). Reakci jsem ukoncila vytfepanim nasycenym
vodnym roztokem thiosiranu sodného, coz jsem opakovala jest¢ dvakrat. Spojené

organické vrstvy jsem vysuSila bezvodym siranem sodnym a po odpafeni
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4.3. Piiprava methyl-(E)-2-brom-5-fenylpent-2-en-3-ynoatu

Sonogashirovym couplingem

COOCH; Br._ _COOCH,

T =0 ="
o \

243,88 102,14

265,11

Postup:

1,35 ml (d = 0,93 g/cm® 12,30 mmol) fenylacetylenu jsem rozpustila pod
argonem asi v 20 ml acetonitrilu. Za michani jsem ptidala 0,1171 g (5 mol. %)
jodidu méd’ného a 0,4317 g (5 mol. %) palladiového katalyzatoru PdCI,(PPhs),. Poté
jsem piikapala 3,000 g (12,30 mmol) methyl-(E)-2,3-dibromakrylatu v 33 ml

acetonitrilu. Na zavér jsem pridala 6,86 ml (d = 0,726 g/cm®

; 4 mol. ekv.)
triethylaminu. Reakci jsem kontrolovala pomoci TLC (Iékafsky benzin + ethyl-acetat
80:20). Reakci jsem ukoncila po 60 min odpafenim rozpoustédla za vakua, zbytek
jsem rozpustila v ethyl-acetatu atiikrat vytfepala nasycenym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného. Organickou vrstvu jsem vysuSila bezvodym siranem
sodnym a po oddestilovani rozpoustédla za vakua jsem reak¢éni smés podrobila déleni
sloupcovou chromatografii.

Podminky chromatografie:

mobilni faze — Iékatsky benzin + ethyl-acetat 99:1

Reakce byla provedena celkem dvakrat, v druhém piipadé z 12,75 mmol
vychozich latek.

Vytezek: 2,2709 g (70 %); 2,6702 g (79 %)

Popis: zluty olej

NMR spektrum: Ptiloha II
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4.4, Piiprava methyl-(E)-2-brom-5-(2-nitrofenyl)pent-2-en-3-ynoatu

Sonogashirovym couplingem

44.1. Bézné reakéni podminky

NO,

Br COOCH, Br COOCH,
\( + — —_— |

Br \\“ NO,

243,88 147,13

310,11

Postup:

0,1122 g (0,76 mmol) 1-ethynyl-2-nitrobenzenu jsem rozpustila pod argonem asi
v 2 ml acetonitrilu. Za michani jsem ptidala 0,0073 g (5 mol. %) jodidu méd’ného
a0,0245 g (5 mol. %) palladiového katalyzatoru PdCl,[P(furyl)s],. Poté jsem
ptikapala 0,1860 g (0,76 mmol) methyl-(E)-2,3-dibromakrylatu v 0,8 ml acetonitrilu.
Na zavér jsem pridala 0,43 ml (d = 0,726 g/cm®; 4 mol. ekv.) triethylaminu. Reakci
jsem kontrolovala pomoci TLC (Iékai'sky benzin + ethyl-acetat 80:20). Reakci jsem
ukoncila po 75 min odpatfenim rozpoustédla za vakua, zbytek jsem rozpustila v ethyl-
acetatu a tfikrat vytfepala nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného.
Organickou vrstvu jsem vysuSila pomoci bezvodého siranu sodného a po
oddestilovani rozpoustédla za vakua jsem reakéni smés podrobila déleni sloupcovou
chromatografii.

Podminky chromatografie:

mobilni faze — Iékatsky benzin + ethyl-acetat 95:5

Vytezek: 0,1086 g (46 %)

Popis: cihlové cervené krystaly

NMR spektrum: Ptiloha III
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4.4.2. Uprava reakénich podminek I

Reakci jsem provedla stejnym zptisobem jako v pfedchozim ptipadé. Rozdil byl
V pouzitém latkovém mnozstvi vychozich latek (0,82 mmol), palladiovém
katalyzatoru (PdCI(PPhg)4) a reakéni dobé (90 min).

Podminky chromatografie:

mobilni faze — Iékatsky benzin + ethyl-acetat 95:5

Vytezek: 0,0512 g (20 %)

Popis: ¢ervenohnédé krystaly

NMR spektrum viz 4.4.1

4.4.3. Uprava reak&nich podminek IT

Reakci jsem provedla stejnym zptisobem jako v predchozim ptipadé. Rozdil byl
V pouzitém latkovém mnozstvi vychozich latek (0,82 mmol), rozpoustédle (suchy
dimethylformamid) a reakéni dobé (60 min).

Podminky chromatografie:

mobilni faze — 1€kai'sky benzin + ethyl-acetat 95:5

Vytezek: 0,1213 g (48 %)

Popis: cervenohnédé krystaly

NMR spektrum viz 4.4.1

444, Uprava reakénich podminek 111

Reakci jsem provedla stejnym zplisobem jako v pfedchozim piipad€. Rozdil byl
V pouzitém latkovém mnozstvi vychozich latek (0,82 mmol), rozpoustédle
(tetrahydrofuran suseny molekularnimi sity po 24 h) a reakéni dob¢ (90 min).

Podminky chromatografie:

mobilni faze — 1€kai'sky benzin + ethyl-acetat 95:5

Vytezek: 0,1432 g (56 %)

Popis: oranzové krystaly

NMR spektrum viz 4.4.1

42



4.5. Piiprava  methyl-(E)-5-(3-aminofenyl)-2-brompent-2-en-3-ynoatu
Sonogashirovym couplingem

NH,
Bre . COOCH, Br

. _.COOCH,

'/Br
N
NH,
234,88 117,15

280,12

0,086 ml (0,82 mmol) 3-ethynylanilinu jsem rozpustila pod argonem asi ve 2 ml
acetonitrilu. Za michani jsem pfidala 0,0078 g (5 mol. %) jodidu médného
a0,0288 g (5 mol. %) palladiového katalyzatoru PdCl,(PPhs),. Poté jsem piikapala
0,2000 g (0,82 mmol) methyl-(E)-2,3-dibromakrylatu v 1ml acetonitrilu. Na zavér
jsem piidala 0,46 ml (d = 0,726 g/cm®; 4 mol. ekv.) triethylaminu. Reakci jsem
kontrolovala pomoci TLC (lékaisky benzin + ethyl-acetat 80:20). Reakci jsem
ukoncila po 90 min odpafenim rozpoustédla za vakua, zbytek jsem rozpustila v ethyl-
acetatu a vytfepala vodou. Organickou vrstvu jsem vysuSila pomoci bezvodého
siranu sodného a po oddestilovani rozpoustédla za vakua jsem reakéni smés
podrobila déleni sloupcovou chromatografii.

Podminky chromatografie:

mobilni faze — 1ékafsky benzin + ethyl-acetat 90:10

Vytezek: 0,0771 g (34 %)

Popis: zlutohnédy olej

NMR spektrum: Ptiloha IV
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4.6. Priprava  methyl-(E)-5-(3-acetylaminofenyl)-2-brompent-2-en-3-

ynoatu Sonogashirovym couplingem

Bra_ . COOCH; \\ Br{_ ..COOCH,
~T| + — \“

z§>

243.88 NHCOCH, NHCOCH,

159,19 313,16

0,1096 g (0,69 mmol) 3-ethynylfenylamid kyseliny octové jsem rozpustila pod
argonem asi ve 1,5 ml acetonitrilu. Za michani jsem ptidala 0,0065 g (5 mol. %)
jodidu méd’ného a 0,0242 g (5 mol. %) palladiového katalyzatoru PdCI,(PPhs),. Poté
jsem ptikapala 0,17 g (0,82 mmol) methyl-(E)-2,3-dibromakrylatu v 1ml acetonitrilu.
Na zavér jsem pfidala 0,39 ml (d = 0,726 g/cm®; 4 mol. ekv.) triethylaminu. Reakci
jsem kontrolovala pomoci TLC (Iékai'sky benzin + ethyl-acetat 80:20). Reakci jsem
ukoncila po 90 min odpafenim rozpoustédla za vakua, zbytek jsem rozpustila v ethyl-
acetatu a vytfepala vodou. Organickou vrstvu jsem vysuSila pomoci bezvodého
siranu sodného a po oddestilovani rozpoustédla za vakua jsem reakéni smés
podrobila déleni sloupcovou chromatografii. Vodnou fazi jsem okyselila kyselinou
octovou a vytiepala ethyl-acetatem. Takto ziskanou organickou vrstvu jsem
zpracovala jako v ptedchozich ptipadech.

Podminky chromatografie:

mobilni faze — lékatsky benzin + ethyl-acetat 95:5

Vytéezek: Produkt nebyl ziskan
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5. Diskuse

Cilem mé diplomové prace byla syntéza prekursorti bioaktivnich laktont, jednalo
se 0 methyl-(E)-2-brom-5-fenylpent-2-en-3-ynoaty substituované na benzenovém
jadie. M4 prace navazala na predchozi praci na katedfe® vénujici se tomuto tématu.

Bioaktivni laktony maji potencidlné cytostatické, antivirotické i antimykotické
a dalsi ucinky. V teoretické ¢asti jsem se zameéfila na jejich U¢inky antivirotické.
Zabyvala jsem se latkami obsahujicimi ve své struktufe pétiCetnou castecné
nasycenou laktonovou jednotku, které byly izolovany z ptirodnich zdroji a také témi,
které¢ vznikly na zéklad¢ racionalniho uvazovani védcii chemickou syntézou.
V poptedi mého zajmu byly hlavné slouceniny se strukturou butenolidu 21.

V experimentalni praci jsem pfipravovala pozadované methyl-(E)-2-brom-5-
fenylpent-2-en-3-ynoaty a jejich prekursory. Nejprve jsem reakci pyridinu
s kyselinou bromovodikovou v prostfedi bromu pfipravila pyridinium-hydrobromid
perbromid (PBP). Ten slouzil jako bromaéni ¢inidlo v dalsi reakci. Myers piipravil
cisty  E-izomer  alkyl-2,3-dibromakrylatu  reakci  alkyl-propiolatu s PBP
v methylenchloridu pfi 23 °C po 40 h.?” Za t&chto podminek vSak v nasi laboratofi
vznikal Z-izomer. Reakce proto byla provedena za nepfistupu svétla a pod ochranou
atmosférou argonu za vzniku E-izomeru methyl-2,3-dibromakrylatu (4.2.)
s vytézkem 105 %. Takto vysoky vytézek mohl mit pfi¢inu v pfimési necistot nebo
V chybé pii vazeni ¢i pii vypoctu. Methyl-(E)-2,3-dibromakrylat byl pouzit jako
vychozi slou€enina pro syntézu cilovych prekursor bioaktivnich laktonl. Syntéza
probshla Sonogashirovym couplingem®, kdy jsem reakci methyl-(E)-2,3-
dibromakrylatu s rtzné substituovanymi ethynylbenzeny opét pod argonem
ptipravila ~ methyl-(E)-2-brom-5-fenylpent-2-en-3-ynoaty ~ substituované  na
benzenovém jadte. Pti reakci kromé pfipravovanych slou€enin vznikaji i neZadouci
produkty homocouplingu. Methyl-(E)-2-brom-5-fenylpent-2-en-3-ynoaty mohou byt
primymi prekursory pro cyklizaci na substituované butenolidy.?

V piipadé¢  nesubstituovaného  methyl-(E)-2-brom-5-fenylpent-2-en-3-ynoatu
(4.3) a methyl-(E)-5-(3-aminofenyl)-2-brom-pent-2-en-3-ynoatu  (4.5.) mély
produkty vzhled Zzlutohnédé olejovité kapaliny. Methyl-(E)-2-brom-5-(2-
nitrofenyl)pent-2-en-3-ynoat (4.4.) byl ziskan ve formé Cervené krystalky. Struktury
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sloucenin byly potvrzeny analyzou NMR spekter. Vytézky reakci jsou uvedeny

Vv nésledujici tabulce.

Reakce Produkt Katalyzator Rozpoustédlo | Vytézek
methyl-(E)-2-brom-5- o 70 %);
4.3. PdCl,(PPhs), acetonitril
fenylpent-2-en-3-ynoat 79 %
methyl-(E)-2-brom-5-
4.4.1. (2-nitrofenyl)pent-2- | PdCI,[P(furyl)s], acetonitril 46 %
en-3-ynoat
methyl-(E)-2-brom-5-
4.4.2. (2-nitrofenyl)pent-2- PdCI,(PPhg), acetonitril 20 %
en-3-ynoat
methyl-(E)-2-brom-5- .
. dimethylform-
4.4.3. (2-nitrofenyl)pent-2- PACI,[P(furyl)s]. " 48 %
ami
en-3-ynoat

methyl-(E)-2-brom-5-
44.4. (2-nitrofenyl)pent-2- | PdCI,[P(furyl)s], | tetrahydrofuran 56 %

en-3-ynoat

methyl-(E)-5-(3-
4.5. aminofenyl)-2- PdCl,(PPhs), acetonitril 34 %
brompent-2-en-3-ynoat

methyl-(E)-5-(3-
4.6. acetylaminofenyl)-2- PdCI»(PPhs), acetonitril X
brompent-2-en-3-ynoat

Vytézek reakce 1-ethynyl-2-nitrobenzenu s methyl-(E)-2,3-dibromakrylatem za
pouziti palladiového katalyzatoru PACI;[P(furyl)s]. (4.4.1.) byl pouze 46 %. Zménou
pouzitého katalyzatoru jsem se snazila vytézek zvySit. Reakce s vyuzitim
jesté snizil na 20 %. Proto jsem dale pokracovala v zménach reak¢nich podminek.
Jako dal§i moZnost pfipadala zména rozpoustédla. Pfi reakci v prostiedi suchého

dimethylformamidu (4.4.3.) se vytézek zvySil pouze nepatrné (48 %), pouziti
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Nepodafilo se mi piipravit methyl-(E)-5-(3-acetylaminofenyl)-2-brompent-2-en-
3-ynoat (4.6.). Organicka vrstva, ktera byla vysusena bezvodym siranem sodnym,
byla po oddestilovani rozpoustédla za vakua podrobena sloupcové chromatografii.
Ziskéana frakce byla odevzdéana na analyzu NMR spektra. Bylo potvrzeno, ze se jedna
o vychozi methyl-(E)-2,3-dibromakrylat. Abych zjistila, zda produkt nezistal ve
vodné fazi, tak jsem vodnou fazi okyselila a opét vytfepala s ethyl-acetatem.
Sloupcovou chromatografii organické vrstvy vsak nebyl produkt ziskan. Po selhani
syntézy derivatu s aminoskupinou chranénou acetylem, jsem pfipravila derivat
s nechranénou aminoskupinou methyl-(E)-5-(3-aminofenyl)-2-brom-pent-2-en-3-
ynoat (4.5.), ktery byl opét zpracovan Setrné€ pouze vyttepanim s vodou. Vytézek této

reakce byl 34 %.
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6. Zavér

V experimentalni ¢asti mé diplomové prace jsem piipravila vychozi slouceninu
pro syntézu prekursorti bioaktivnich laktont:

* methyl-(E)-2,3-dibromakrylat

Podatilo se mi pripravit 3 prekursory bioaktivnich laktoni:

* methyl-(E)-2-brom-5-fenylpent-2-en-3-ynoat

* methyl-(E)-2-brom-5-(2-nitrofenyl)pent-2-en-3-ynoat

* methyl-(E)-5-(3-aminofenyl)-2-brompent-2-en-3-ynoat

Dale jsem se snazila Upravou reak¢nich podminek zvysit vytézek reakce
poskytujici methyl-(E)-2-brom-5-(2-nitrofenyl)pent-2-en-3-ynoat. Nejvyhodné&jsi se
jevilo pouzit jako rozpoustédlo tetrahydrofuran namisto acetonitrilu.

Piipravené slouceniny budou podrobeny hydrolyze esterové skupiny a cyklizaci

za vzniku bioaktivnich laktonu, piip. substituci bromu v poloze 2.
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7. Abstrakt diplomové prace

Syntéza prekursori biologicky aktivnich laktoni II.

Lenka Finkova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci

Kralové, Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

V teoretické Casti diplomové prace jsou shrnuty antivirové ucinky butenolidi
izolovanych z ptirodnich zdrojt 1 latek ziskanych synteticky.

V ramci experimentalni prace byl pfipraven methyl-(E)-2,3-dibromakrylat jako
prekursor ~ pro  methyl-(E)-2-brom-5-subst.fenylpent-2-en-3-ynoaty ~ ziskané
Sonogashirovym couplingem S riznymi alkyny. U n¢kterych derivati byly syntézy
optimalizovany upravou reakénich podminek.

Methyl-(E)-2-brom-5-subst.fenylpent-2-en-3-ynoaty mohou slouzit jako vychozi

latky pro ptipravu potencialn¢ biologicky aktivnich laktoni.

Abstract of diploma paper

Synthesis of Precursors for Biologically Active Lactones 1.

Lenka Finkova

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec
Kralové, Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug

Control

In the theoretical part of the diploma paper there are summarized antiviral effects
of butenolides isolated from natural resources as well as substances obtained by
synthesis.

Methyl-(E)-2,3-dibromacrylate has been synthesized within the scope of the

experimental work as a precursor for methyl-(E)-2-brom-5-subst.phenylpent-2-en-3-
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ynoates which have been obtained by Sonogashira coupling with different alkynes.
Syntheses of some derivates have been optimized by modification of reaction
conditions.

Methyl-(E)-2-brom-5-subst.phenylpent-2-en-3-ynoates can be used as starting

compounds for synthesis of potential biological active lactones.
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