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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra anorganické a organické chemie
Kandidat: Mgr. Lucie Tichotova
Skolitel: Prof. RNDr. Milan Pour, Ph.D.
Nézev disertacni prace: Koincidence antifungdlni a cytostatické aktivity u derivatl
koruskanonu A a analog piirodnich laktona

Tato disertacni prace byla zaméfena na syntézu novych analog ptfirodni antifungélni
latky, koruskanonu A, a jejich biologické hodnoceni. Za timto ucelem byla vyvinuta
katalyticka verze Knoevenagelovy kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s aldehydy.
Pfipravené derivaty byly hodnoceny z hlediska antifungalni a cytostatické aktivity. Bylo
zjisténo, ze u vétSiny latek je antifungalni aktivita provazena cytostatickym efektem
vaci bunééné linii CCRF-CEM. Podrobnéjsi zkoumani téchto arylidenanalog vedlo
ke zjisténi, Ze za podminek in vitro testovani dochazi k jejich rozkladu vodou. Proto byly
nasledné syntetizovany stabilni derivaty odvozené od maleinimidu pomoci Mitsunobuovy
reakce. Také u téchto latek se nepodatilo separovat antifungalni a antiproliferacni efekt.
Vyznamny je antifungalni ucinek N-2-indanylmaleinimidu proti kmenu A. fumigatus,
zatimco N-benzylderivat vykazuje vyznamny antiproliferativni efekt vuci linii HT-29
(ICs0 = 0.6 pmol.I"™").

Dale byla hodnocena cytostatickd aktivita analog riznych piirodnich laktoni
na relativné rezistentni linii HT-29. Nékteré Sesticlenné laktony svou aktivitou ptredcCily
pouzivand antineoplastika a mohly by se stat ptedlohou pro vyvoj protinadorovych 1é¢iv.

ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Inorganic and Organic Chemistry

Candidate: Mgr. Lucie Tichotova

Supervisor: Prof. Milan Pour

Title of Doctoral Thesis: Coincidence of antifungal and cytostatic activity of coruscanone
A derivatives and analogues of natural lactones

This Thesis was focused on the synthesis and biological evaluation of novel
analogues of a natural antifungal compound, coruscanone A. For this purpose, a catalytic
version of Knoevenagel condensation of cyclopent-4-ene-1,3-dione with aldehydes was
developed. Evaluation of antifungal and cytostatic activity of the new derivatives revealed
that antifungal activity of many compounds is accompanied by a cytostatic effect against
certain tumour cell lines (CCRF-CEM). Subsequent examination of these arylidene
analogues uncovered their decomposition in water medium under the conditions
of in vitro testing. Therefore, stable analogues based on maleinimide were prepared
by the Mitsunobu reaction. In these compounds, antifungal and antiproliferative effects
occur simultaneously as well. N-2-indanylmaleinimide displayed the highest antifungal
activity against A. fumigatus, while N-benzylmaleinimide had an excellent effect against
HT-29 cells (ICso = 0.6 pmol.1™).

Furthermore, cytostatic activity of various analogues of natural lactones was
evaluated against the resistant colorectal carcinoma cell line HT-29. Since the in vitro
activity of some 6-membered lactones exceeded that of clinically used antineoplastics,
their structures could be used as potential leads in anticancer drug development.






OBSAH

ABSTRAKT .ttt b bbbttt b e e 1
OBSAH .. b e bbbt 3
L UVOD ettt 6
1.1. Soucasn¢ pouzivana antimykotika a perspektivni latky ve vyvoji......ccccccvvriunenne. 7
O S oo /=T 0 YOS 7

O O o 1103 (0 1] | SRR 9
1.1.3. Azolova antimykotiKa .........cccoveiiiiiiiiiii 10
1.1.4.  Echinokandiny a pneumokandiny...........cccoocererinininienenene e 12
1.1.5. Allylaminova antimykKOtiKa ............ccooeiiiininiiiceeee e 16
11,6, GFISEOTUIVIN . e 16
117, NIKKOMYCINY ..ot 16
IS 1o (0 - U4 [ 1 2SS US PSRRI 17
L R 1 (o) U] Vo T o =1 o OSSR POSRRR 17
1.1.10. Kationickeé peptidy ......cccoveieeiiieiieiiieiie e 18
1.1.11. Dalsi latky potencidln€ vyuzitelné v 16¢bé mykotickych infekci................. 18

1.2.  Pfirodni latky jako pfedlohy pro vyvoj novych antimykotik ...........cccccveiiiiinnnn 20
1.2.1.  Priklady dalSich antifungdlné ti¢innych latek pfirodniho plivodu ............... 20
1.2.2.  Inkrustoporin a jeho antifungaln€ €innd analoga.............ccccevvvviveiiincnnnn, 21
1.2.3. Koruskanon A a jeho strukturni modifikace...........ccccooovriiiiiiiiniciiicnnn, 24

1.3. Antifungalni versus cytostatickd aktivita ..........ccceviriiiiiiniiiiiiiicescseee e 26
2. CIL PRACE ...t 28
3. VYSLEDKY S KOMENTAREM.......cooomiiirirmrimerinemnessssssssssssssssssssssssssssssens 30

3.1. Syntéza derivati koruskanonu A se substituovanym fenylem na cyklopentendio-

novém kruhu a hodnoceni jejich biologické aktivity ..........ccccvviiiiiiiiiiiiiiiie 30

3.2.  Moznosti syntézy jednoduchych analog 2-(3-fenylprop-2-enyliden)cyklopent-4-
o] G o [ o] 1 SRR 34



3.2.1.  Pokus o pripravu 2-[(2E)- 3-fenyl-1-methoxyprop-2-enyliden]cyklopent-4-
BN=1,3-0H0MNU .ttt bbbt 34

3.2.2.  Kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s karbonylovymi slouc¢eninami .....35

3.2.3.  Knoevenagelova kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s cinnamaldehydem

— optimalizace POAMINEK .........ccviiiiiiiiiiiee e 36

3.3.  Syntéza dalSich derivati koruskanonu A a hodnoceni jejich antifungalni a cyto-

218 (0] e 016310110 ] 5 SR 40
3.3.1. Syntéza a antifungalni aktivita 2-benzylidencyklopent-4-en-1,3-dionu......40

3.3.2.  Knoevenagelova kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s p-substituovanymi

cinnamaldehydy a biologické hodnoceni ziskanych derivati .........ccoccevviiiiiiienninnnn 41

3.3.3.  Knoevenagelova kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu se substituovanymi

benzaldehydy a biologické hodnoceni ptipravenych derivatll .........cccoceevviniiriinnnnne. 44

3.3.4.  Knoevenagelova kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s jinymi typy alde-

hydt a biologicka aktivita piipravenych latek...........cccooiiiiiiiiiiiiiiee, 47
3.3.5. Dalsi strukturni modifikace aktivnich derivata koruskanonu A .................. 50

3.4. Knoevenagelova kondenzace dalSich dionli s aldehydy a biologické hodnoceni

PTOAUKLTL ..t 55
3.5.  Syntéza N-substituovanych maleinimidi a jejich biologické hodnoceni............ 61
3.6.  Dalsi biologickd hodnoCeNT ..........ccoveiviiiiiiiiiiiee e 69
3.6.1. Impedancni test: analyza bunééné proliferace v redlném c¢ase .................... 69
3.6.2.  TeStiNAUKCE KASPAS .....cveiveriiiiiiisiieiieiee ettt 73

3.6.3.  Sledovani vlivu vybranych latek na bunécnou liniit CCRF-CEM pomoci

PIULOKOVE CYLOMELIIE ...t 75
3.6.4. Vysledky annexinového testu a jejich ovefeni.........cccoovvviiiiiiiiiiciinee, 77
3.6.5.  Stabilitni analyticka studie vybranych derivatl...........ccccoviiiiiiiiiiinnne, 82

3.6.6.  Srovnani biologickych aktivit derivatu 11 a jeho rozkladnych produktt....86

3.6.7.  Cytostaticka aktivita specificky substituovanych pentenolidii .................... 88



5.1. Obecné experimentalni POSTUPY .....vvveiviiiiiieiiiie et 95

0.2, SYNEEZA uvviiiiie ittt nnes 96
5.3.  Pouzité experimentalni postupy pii biologickém hodnoceni .............cceevveenne 119
5.3.1.  Hodnoceni antifungalni aktivity ........cccccccveriiiiniiieiniieniiiesee e 119
5.3.2. Hodnoceni antibakteridlni aktivity.........cccooeiriiiiiiniiniiciiceceee 120
5.3.3. Hodnoceni cytostatické aktiVity.........coceiiiiiiiiieniiiiiiieiecc e 121
5.3.4.  Analyza bunécné proliferace v redlném case (xCELLigence test) ............ 121
5.3.5.  Méfeni aktivity kaspas 3/7 a vyhodnoceni bunécné viability................... 122
5.3.6.  PritokoVA CYLOMELIIC .....vveiveiiriiiieiiieiesees e 122
5.3.7.  Pouzité postupy pii vyhodnoceni stability latek za podminek antifungalniho
testovani in Vitro pomoci HPLC-PDAL..........cccciiiiiiiiiinieieie e 123
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....oouiririiiniineiesieriesisssiesssssssesssesennns 124
LITERATURA .ottt bbb 126



1. UVOD

Mykdza je onemocnéni vyvolané houbami, plisnémi a kvasinkami. Mykozy se déli

*
na lokdlni a systémové 12,

Incidence a zavaznost systémovych mykotickych infekei
se Vposlednich desetiletich vyznamné zvySuje. Pfi¢inami jsou vedle zlepSeni
diagnostickych postupti predevsim pokroky v 1ékaiské péci, které umoznuji prezivani
nemocnych se zdvaznymi a zivot ohrozujicimi chorobami. Agresivni terapeutické
piistupy K zakladnim onemocnénim vedou ke zvySeni poctu imunosuprimovanych
jedinct v populaci. Vedle nemocnych na jednotkach intenzivni péce a po transplantaci
solidnich organd jsou nejvice ohrozeni pacienti s nadorovymi chorobami a zvlasté
s hematologickymi malignitami®***®"® Mortalita a morbidita systémovych mykoz
je vysoka a jejich diagnodza i vlastni 1é¢ba je Casto obtizna®'°. Nejb&zngjsi patogeny
zpusobujici  vétSinu  systémovych mykoz jsou druhy Candida, Aspergillus
a Cryptococcus. Narasta ovsem pocet infekci zpusobenych dal$imi kmeny hub jako
Fusarium, Scedosporium, Trichosporon, Rhodotorula, Acremonium a zygomycety
(Rhizomucor, Rhizopus, Mucor, Absidia). Tito méné¢ bézni puvodci zavaznych
onemocnéni jsou casto malo citlivi nebo rezistentni k soucasn€¢ pouzivanym
5671011121314

1é¢ivam Vzhledem Kktomu, ze mykotické infekce jsou zpusobené

eukaryotickymi organismy, jejich terapie je obtizn&jsi nez 1é&ba bakterialnich infekci®.

V poslednich letech bylo dosazeno zna¢ného pokroku v 1é€bé systémovych mykoz.
Prispélo k tomu spravnéjSi pouzivani b&€znych antimykotik ve spojeni s modernimi
diagnostickymi metodami, Objasnéni mechanism vzniku rezistence nékterych druht
a v neposledni fadé zavedeni novych latek do terapie'®"®. Potieba vyvoje novych
antimykotik piesto neustale narusta v disledku rostouciho vyskytu zivot ohrozujicich
systtmovych infekci a vzhledem k Casté rezistenci na dosud pouZzivana

2,19,20

antimykotika Cilem je ziskat latky sniz§i toxicitou, lep$i farmakokinetikou,

~rw 7

rozSifenym spektrem ucinku a minimalnim sklonem ke vzniku rezistence. Proto jsou
dilezité nejen modifikace znamych struktur ¢i obmény pouZivanych lékovych forem,
ale predevsim hledani novych latek s novym mechanismem ucinku a také nové piistupy

k terapii*>?".

Lokalni mykdzy patii mezi pomérné astd onemocnéni napadajici kiizi a sliznice. Systémové infekce jsou
vzacné, ale mnohdy zivot ohrozujici, houby mohou napadat téméf kterykoli organ a vést k jeho
vyznamnému poskozeni.



1.1. Soucasné pouzivana antimykotika a perspektivni latky ve vyvoji

Antifungalni latky jsou slouceniny inhibujici riist patogennich hub nebo zpisobujici
jejich uhynuti. Antimykotika jsou 1é¢iva pouzivana k terapii mykoz. Podle mechanismu
ucinku se antimykotika déli na specifickd a nespecificka, podle zpiisobu aplikace
na lokdlni a systémova. Mechanismus ucinku specifickych antimykotik je zalozen
na rozdilech mezi fungalni a lidskou bunikou. Za primarni cil pisobeni antifungélnich
latek I1ze povazovat bunécnou sténu hub kvili jejimu odlisnému slozeni (obsah chitinu).
Protoze v soucasnosti neexistuje zadny klinicky vyuzivany inhibitor syntézy chitinu,
vyvoji takovych latek je vénovano znacné Gsili®®. Vétsina latek pouzivanych v klinické
praxi tak zasahuje do syntézy ergosterolu, ktery je dilezitou soucasti cytoplasmatické
membrany hub a kvasinek®. V soutasné dob& jsou pouZivany piedeviim t¥ hlavni
skupiny 1é¢iv, a to polyeny, azoly a allylaminy. Dale existuji latky strukturné riznorodé,
které netvoii jednotnou skupinu 1é¢iv, jako je flucytosin a griseofulvin. Rada novych latek
jako nikkomyciny, sordariny a daldi je neustale ve vyvoji®. Antifungalné uginné
komplexy kovi jsou také v posledni dobé& predmétem zdjmu mnoha vyzkuma ™.

Lécba zivot ohrozujicich infekci nekdy vyzaduje podani kombinace rGznych
antifungalnich latek za uc¢elem zvySeni ucinnosti 1é¢by synergickym efektem. V takovém

piipadé je diilezité také pofadi podavanych 16&iv?.

K lokalni aplikaci se pouzivaji polyeny nystatin a natamycin, cela fada azolovych
antimykotik (klotrimazol, ekonazol, oxikonazol, sulkonazol, bifonazol, izokonazol),

allylaminy naftifin a terbinafin, morfolinovy derivat amorolfin a ciklopirox®?*%,

V nésledujicim oddilu bude pojedndno piedevSim o systémové podévanych

antimykotickych latkach, které slouzi k terapii zavaznych systémovych mykoz.

1.1.1. Polyeny

Amfotericin B je polyenové antibiotikum izolované ze Streptomyces nodosus.
Jeho molekulu tvoii makrolidovy skelet s konjugovanymi dvojnymi vazbami v jedné casti
cyklu a fadou hydroxylovych skupin v ¢asti druhé. Ke skeletu je glykosidicky vazana
molekula mykosaminu. Mechanismus fungicidniho U¢inku amfotericinu B spociva

ve vazbé na ergosterol bunécné mebrany hub snaslednym rozrusenim jeji integrity.
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Spektrum jeho ucinku je velmi Siroké, nevyhodné jsou vSak jeho farmakokinetické
vlastnosti. Je prakticky nerozpustny ve vod¢, po peroralnim podani se nevstiebava a proto

jej lze podat pouze parenteralné. Toxicita amfotericinu B souvisi s vysokou vazbou

wewr

s naslednou elektrolytovou dysbalancil’zz’ze. Ptfesto je amfotericin B Iékem volby

u vétsiny zivot ohrozujicich mykotickych infekci. Vhodnou tpravou l1ékové formy bylo
dosazeno poklesu jeho toxicity a v pfipadé nékterych infekci byla zvySena Uc¢innost.
Na trhu je naptiklad tada 1éCivych ptipravki obsahujicich amfotericin B na lipidovém
nosiéi. V soucasnosti jsou v praxi pouZivany piipravky AmBisome® (amfotericin B
inkorporovany do liposomi), Abelcet® (komplex amfotericinu B s fosfolipidy)

a Amphocil® (komplex amfotericinu B s cholesterol-sulfatem)*?*#2%,

HO™ OH

amfotericin B

Uspéchy pii pouzivani liposomalnich preparatt amfotericinu B se staly inspiraci
pro vyvoj analogickych ptipravkl strukturné podobného polyenu nystatinu6'27. Nystatin
(podobné jako natamycin) se vzhledem k vysoké toxicit¢ pouziva pouze lokalng,
inkorporaci jeho molekul do liposomi (piipravek Nyotran™) byly minimalizovany jeho

toxické vlastnosti pii zachovani vysoké terapeutické uinnosti*+#%°,

OH

OH

OH OH OH OH

’
’
’
‘y

NN F
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HO" OH

nystatin



SPK-843 je nové polyenové antimykotikum rozpustné ve vodé. Tento heptaen
je sul (diaskorbat) derivatu partricinu A, SPA-S-752, produkovaného mutantnim kmenem
Streptomyces aureofaciens. U¢innost latky byla zkoumana na my$im modelu plicni
aspergilozy. SPK-843 vykazuje mensi nefrotoxicitu a srovnatelnou nebo lepsi aktivitu

nez amfotericin B i jeho lipozomalni forma, je také 0Cinngj$i nez mikafungin

(viz str. 13).*° V soucasné dobé probihaji klinické studie této latky.

SPK-843

1.1.2. Flucytosin

Flucytosin (5-fluorcytosin) je fluorovana pyrimidinova baze pattici mezi anti-
metabolity. Je aktivné transportovan do houbové buriky, kde je deaminovan na vlastni
ucinnou latku, 5-fluoruracil, jejiz metabolity interaguji se syntézou RNA a tim inhibuji
syntézu dileZitych proteinii. V mensi mife inhibuje flucytosin syntézu DNA i pifimo,
jako antagonista cytosinu. Nezadouci u¢inky (trombocytopenie, leukopenie) plynou
z premény flucytosinu na toxicky 5-fluoruracil, ktera probihda ziejmé vlivem stfevni
mikrofléry. Nutnost intracelularni deaminace flucytosinu je pficinou uzkého spektra jeho
ucinku, blokada této konverze vede k vysokému vyskytu sekundarni rezistence. Proto
se podava vyhradné¢ v kombinaci sjinymi antimykotiky. Vyznamny je synergismus
s amfotericinem B, tato kombinace se vyuziva pii 1é¢bé kryptokokové meningitidy

a trichosporonozy* 2%,



S

flucytosin

1.1.3. Azolova antimykotika

Systémova azolova antimykotika jsou syntetické latky, které predstavuji jednak
star§i imidazoly mikonazol a ketokonazol, jednak novéjsi triazoly flukonazol
a itrakonazol. Mechanismus uc¢inku azolovych derivata je spole¢ny a spociva v inhibici
cytochrom P450 dependentni lanosterol-14a-demethylasy, ktera vede ke snizeni syntézy
ergosterolu. Nedostatek ergosterolu v membrané tak vede k fungistatickému ucinku.
Vyskyt nezadoucich G¢inkd pii 1é¢b¢ témito antimykotiky souvisi s jejich ¢aste¢nou
interakci s lidskym cytochromalnim enzymovym systémem, z tohoto diivodu také mohou
vyznamné ovliviiovat metabolismus jinych soucasné podavanych 1é&iv**%,

Oba imidazolové derivaty se v souCasné dobé pouzivaji v terapii systémovych
infekci pouze vyjimecné. Ostatni antimykotika zalozend na struktufe imidazolu

1ze aplikovat pouze lokaln¢.

gl

Cl

mikonazol ketokonazol

Uvedeni triazolovych antimykotik na trh na pocatku 90. let znamenalo velky
pokrok v 1é&bé invazivnich mykotickych infekei**®. Flukonazol je bis-triazolovy derivat
propanolu, ktery se 1i§i od ostatnich azolovych antimykotik farmakokinetikou
(je hydrofilni), ma nejvyssi terapeuticky index a nejméné nezéddoucich ucinki. Vyuziva
se v terapii systémovych kandidéz a kryptokokovych infekci, vcetné meningitidyl’zz.
Itrakonazol ma horsi farmakokineticky profil, ale §irsi spektrum u¢inku nez flukonazol.

Jako prvni azolové antimykotikum vykazoval G&innost proti kmenu Aspergillus™®®*,
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Oba triazolové derivaty byly po svém zavedeni Siroce vyuzivany V terapii,
coz vedlo ke zjisténi fady klinicky dileZitych omezeni a vzniku rezistence'®®. Proto
neustale probihd vyvoj novych azolovych analog. Takzvana ,,druhd generace triazola
zahrnuje fadu novych zéastupct s lepsi U¢innosti a zvySenou aktivitou vici rezistentnim
patogenim™®®. Vorikonazol (derivat flukonazolu) byl uveden na trh v roce 2002 jako 1ék
proti akutni aspergiloze a kandidoze a proti méné obvyklym, ale zdvaznym infekcim
zpiisobenym patogeny Scedosporium a Fusarium>?"*®3"3  yorikonazol je dostupny
voralni i intraven6zni formé a vyznacuje se vybornou biodostupnosti (pronika také

do centrdlniho nervového systému)37’39.

Nezadouci ucinky provazejici 1écbu
vorikonazolem jsou mirné reverzibilni zvySeni transaminas, poruchy vidéni, nauzea

39,40,41

a vyrazka Posakonazol (analog itrakonazolu) byl zaveden do praxe (2005)

k profylaxi a 1é€eni systémovych aspergildz a kandidoz a je charakterizovan velmi dobrou
snasenlivosti a mensim poctem lékovych interakci ve srovnani s ostatnimi triazolovymi

antimykotiky>®?"*?, Posakonazol je dostupny jen v oralni form&***. Latka je rovnéz
GGinna proti mukormykéze, smrtelné infekci vyvolané zygomycetami®®. Je jedinym

antimykotikem, kromé& amfotericinu B, vyuZitelnym v 1écbé zygomyk(’)z46.

Z~z
T
zZ

F
0
_N _ OH o@ o
[N e 'S X
=

vorikonazol posakonazol

Dalsi zastupci azolovych antimykotik jsou ¢i byly pfedmétem rtznych klinickych
studii. Ravukonazol je in vitro vysoce aktivni proti fadé¢ patogeni (Candida,
C. neoformans, Aspergillus), véetné kmenu C. albicans rezistentniho na flukonazol®’.
Ve fazi II klinickych studii byla porovnavana jeho ucinnost s flukonazolem

1648 studie byla vroce 2004 pierusena™®. Isavukonazol
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je v konecné fazi klinickych studii zabyvajicich se jeho ucinnosti v 1é¢bé Systémovych
kandidoz, aspergiloz a infekci zplsobenych patogeny tiidy Zygomycetes48'49'5°.
Albakonazol je dalsi azolovy derivat nachazejici se v terminalni fazi nékolika klinickych
studii. Znich je naptiklad patrné, Ze ucinnost albakonazolu v 1écbé kandidozni
vulvovaginitidy je ve srovnani s flukonazolem Vy§§i16’48. Nizka toxicita albakonazolu
pozorovand po jeho podani mySim a psim byla pfedbézné potvrzena také studii
na lidech™. Profil toxicity t&chto novych azolovych antimykotik je podobny ostatnim

. 16,1951
azolim )

vy OH HO — _
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1.1.4. Echinokandiny a pneumokandiny

Echinokandiny jsou amfifilni lipopeptidy =ziskané chemickou modifikaci
cyklopentaminu, ktery je tvofen fermentaci nékterych kment hub (Aspergillus nidulans,
Zalerion arboricola, Coeloma empetri)*®?". Mechanismus G&inku je odli§ny od polyent
i azolt, spociva v inhibici fungalni [-1,3-glukansyntetasy, coz vede k depleci
glukanu v bun&né sténé, jeji osmotické nestabilit® a lyze houbové buiky'>®2%°2
Utinek echinokandinti na plisné (Aspergillus) je fungistaticky, fungicidng plisobi
jen na kvasinky (Candida)"*. Cilovy enzym, jez echinokandiny zasahuji, neni pfitomen
v savéich buiikdch. Toxicita téchto latek je proto minimalni***, C. neoformans

s oy . .o . 4
Jje vii¢i echinokandinim rezistentni .
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Kaspofungin, zavedeny na trh vroce 2001 pro 1é¢bu invazivnich aspergiloz
rezistentnich vi&i amfotericinu B a infekei vyvolanych patogeny druhu Candida®®®,
je téz in vitro ucinny na patogeny Pneumocystis carinii, Histoplasma capsulatum
a Blastomyces dermatitidis. Rada klinickych experimentti ukazala, Ze hodnoty
MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) kaspofunginu uréené na zaklad¢ in vitro pokustu

nekoreluji s vysledky Vv I1é¢bé (za podminek in vivo experimentdi je hodnota
MIC vyssi )**°,

HN  OH
O . S
/ \ H
E»)ﬁNH S NW/\/\/\/\)\)\/
HoN N ;o o)
\—\fo HN  OH
HO  NH 04_\
o= N
)
HOII .,
won’  OH

HO
kaspofungin

Mikafungin byl zaveden vroce 2005 jako 1éCivo pro profylaxi a léceni

systémovych infekei zptsobenych druhy Candida®®®’. Jeho siroké spektrum aktivity

58,59

zahrnuje také patogenni druhy Aspergillus®™®. Mikafungin je dobfe snasen, ve srovnani

s kaspofunginem vykazuje méné¢ Iékovych interakci*®®.
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o on°

mikafungin

Anidulafungin byl uveden do praxe v roce 2006 pro 1écbu esofagealni a systémové
kandidozy*®®. M4 nejdelsi biologicky polo¢as z pouzivanych echinokandina®. Vykazuje

solidni in vitro aktivitu proti druhu Aspergillus (je u¢inn&jsi nez amfotericin B)*°

o o0
HO O \
H
. (f>>—NH AN !i.,
N ;O 0]
\_%ﬁq) HN  OH
HO  NH o:z_w\
o) H N
N
HO! .
won®  OH
HO anidulafungin

Poslednim zastupcem je aminokandin, ktery je predmétem klinickych studii®®.

Vin vitro pokusech s klinickymi izolaty C. glabrata vykazuje aminokandin vyssi
ucinnost nez kaspofungin63, je ucinny také proti druhu Aspergillus a mohl by se tak stat

vyznamnym piirGstkem skupiny 1é¢iv proti invazivnim myk()zém64.
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aminokandin

Pneumokandiny jsou cyklické hexapeptidy. Chemicky se jedna o polosynteticka
analoga echinokandini, inhibujici $-1,3-glukansyntetasu. Jak naznacuje jejich nazev, jsou
G&inné nejen proti druhim Candida a Aspergillus, ale i proti Pneumocystis carinii®*,
Jediny zéastupce, MK-0991, vykazuje vybornou ucinnost proti aspergiléze, kandidoze

a histoplazmoze zvitat®.

H,N
;\} oH  2CHiCOOH
E& N ) HW
HoN N ;O o

pYagess
o 7(@

oH

HO
MK-0991
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1.1.5. Allylaminova antimykotika

Jedna se o syntetické fungicidni latky, které blokuji biosyntézu ergosterolu inhibici
skvalenepoxidasy. Pouzivaji se dva zastupci, naftifin pro lokalni 1é¢bu koznich infekci
zpusobenych dermatofyty a terbinafin podavany systémové i lokaln¢ pii 1é¢bé
mykotickych infekci kuze ¢i nehtd. Terbinafin pusobi fungicidné na Sirokou Skalu

patogennich hub a potencuje G&inek triazolovych antimykotik??%°,

terbinafin naftifin

1.1.6. Griseofulvin

Jedna se o spirocyklické antibiotikum produkované mikromycetou Penicillium
griseofulvum. Jeho spektrum tG¢inku zahrnuje pouze dermatofyty, mechanismus spociva
v destrukci mitotického vieténka v bunikdch, ¢imZz zabranuje jejich déleni®?°.
V sou¢asnosti neni v Ceské republice registrovan zadny 1é¢ivy piipravek s touto Giéinnou

latkou.

griseofulvin

1.1.7. Nikkomyciny

Tyto latky zasahuji, podobné jako echinokandiny, do tvorby buné&tné stény hub.
Jedna se o kompetitivni inhibitory enzymu chitinsyntetasy, zodpovédného za tvorbu
chitinu (linearni polymer tvofeny z -1,4 propojenych jednotek N-acetylglukosaminu),
ktery je nezbytnou souddsti bundéné stény hub*?"*!. Nikkomycin Z je zastupce,

u které¢ho byla prokazana antifungalni aktivita in vitro a in vivo proti dimorfnim houbam,
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Candida immitis a Blastomyces dermatitidis, ale je pouze pramérné aktivni proti Candida

27,31,53

albicans a Cryptococcus neoformans Synergismus ucinku byl pozorovan

v kombinaci s azoly (flukonazol, itrakonazol) v in vitro pokusech?’3.

"o~ 0O g
~ | : o N
NT TN N/\Q’ YN
oH NH, T M 4
> HO OH
nikkomycin Z

1.1.8. Sordariny

Sordariny jsou nad&nou skupinou antifungalnich latek s novym mechanismem

b1, Strukturnim

ucinku, ktery spociva v inhibici syntézy proteinti v bunkach hu
zékladem sordarin je tetracyklicky diterpen sordaricin®. Ve stadiu vyvoje se nachazi fada
derivatl s riznymi obménami glykosidické ¢asti sordarinu, které jsou ucinné in vivo
proti druhim Candida, Aspergillus, Cryptococcus a Pneumocystis®®®. V kombinaci
s amfotericinem, itrakonazolem nebo vorikonazolem byl pozorovan synergicky ucinek

proti Scedosporium apiospermum®-®,

H
OH
H
OoHC COOH OHC COOH
sordaricin sordarin

1.1.9. Ikofungipen

Ikofungipen je derivat antifungalné aktivni B-aminokyseliny cispentacinu, jejimz
mechanismem ucinku je inhibice isoleucyl-tRNAsyntetasy a z ni vyplyvajici inhibice
syntézy proteini® . Ikofungipen je aktivni in vitro a in vivo proti kvasinkam a ma pfiznivy
farmakokineticky profil (dostupnost po perordlnim podani, aktivni transport do bunék

citlivych kmentl). Ackoliv je spektrum U¢inku omezeno pouze na infekce vyvolané
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kmeny druhu Candida, latka je nad&ji na rozSifeni spektra antimykotik pouzivanych

pii 1€cbé téchto invazivnich kandid6z® .

HoN OH HoN OH

cispentacin ikofungipen

1.1.10. Kationické peptidy

Kationické peptidy, at’ pfirodni nebo syntetické, jsou latky véazajici se na ergosterol

nebo cholesterol bun&énych membran hub, coZ vede k 1yze buiiky> ">

. Existuje celd fada
téchto peptidi aktivnich proti Aspergillus sp., Candida sp., C. neoformans
a Fusarium sp.**®. Jde napiiklad o dermaseptin, indolicin, defenziny, cekropiny

a histatiny>.

Zasi 50 histatini vykazuje nejvyssi aktivitu proti C. albicans
histatin 5%°. Fungicidni G&inek proti C. neoformans vykazuje synteticky dolastatin 10,
ktery piisobi na intracelularni tubulin®. Dalsim zastupcem je katelicidin, jehoZ w&inek

zahrnuje C. albicans a C. neoformans, latka je ale neaktivni vi&i vlaknitym houbam'™.

1.1.11. Dalsi latky potencidlné vyuzitelné v 1é¢bé mykotickvych infekci

Arylamidin T-2307 je pfedmétem preklinickych in vitro a in vivo studii, které
naznacuji jeho potencial v 1écbé kandidoz, kryptokokéz a aspergiléz. Mechanismus
ucinku nebyl dosud objasnén, ale je pravdépodobné spojen s funkci mitochondrii
ve fungalnich buiikach® ™.

Pyridobenzimidazol 75-4590 je specificky inhibitor [-1,6-glukansyntetasy.
Vykazuje in vitro aktivitu proti druhu Candida®®"2.

Ambruticiny jsou antifungalné aktivni latky, jejichz struktura obsahuje jednu
cyklopropylovou a dvé pyranové jednotky. Jejich mechanismem ucinku je interference
s osmoregulacnim systémem. Efektivita analog ambruticinu napt. KOSN-2079 byla

prokézana na mySim modelu kokcidiomykozy a aspergil(')zy68’73.
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ambruticin S

Disacharid korynekandin vykazuje in vitro dobrou aktivitu proti C.albicans
(MIC 0.98 pg/ml)™®. Patii do skupiny latek inhibujicich syntézu glukanu. Dalsi dva
zastupci se stejnym mechanismem uU¢inku jsou latky se steroidni strukturou.
Askosterosid je velmi dobfe ucinny in vitro a in vivo proti nékterym kmentim Candida
(MIC 0.03 — 64 pg/ml)"*"™. Enfumafungin se in vitro aktivitou proti Candida sp.

vyrovna kaspofunginu, proti Aspergillus fumigatus je dokonce vyznamné aktivnéjsi
(0.03 pg/ml)>>".
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enfumafungin
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1.2. Prirodni latky jako predlohy pro vyvej novych antimykotik

Pfiroda je unikatnim zdrojem rtznych biologicky aktivnich molekul, jejichz
struktura byla optimalizovana v priibéhu evoluce. Ackoli vyznam biosyntézy nékterych
nizkomolekularnich pfirodnich latek neni vzdy zcela jasny, zdd se, Ze mnoho téchto
struktur ziskalo schopnost selektivni vazby na proteiny se strategickymi funkcemi pro zivé
organismy. Kazda latka schopné selektivné se vazat a nasledn¢ aktivovat ¢i inhibovat tyto
kli¢ové proteiny nebo vyznamné enzymatické drahy je potencialnim lé¢ivem. Pfirodni
latky maji rizné vlastnosti, funkce a ucinky, diky nimz se stavaji prototypy novych
16¢iv"". Témet vSechny antifungalni latky uvedené v kapitole 1.1. jsou piirodniho ptivodu,

véetnd amfotericinu B, ,,zlatého standardu“ spektra antifungalnich latek .

1.2.1. Priklady dalSich antifungalné u¢innych latek pfirodniho puvodu

Haliangicin je latka izolovana z myxobakterie Haliangium luteum. Je aktivni
proti vlaknitym houbam (MIC 6.3 - 12.5 pg/ml), plsobi jako specificky inhibitor
elektronového transportu v dychacim Fetézci’®,

Basiliskamid A je antifungalné aktivni metabolit izolovany z Bacillus PNG-276.
Vykazuje antifungalni aktivitu proti Candida albicans srovnatelnou s amfotericinem B,

jeho cytotoxicita je ve srovnani s timto 1é&ivem nizsi®.

haliangicin basiliskamid A
Mediomyciny A, B a klethramycin byly izolovany ze Streptomyces mediocidius.

Strukturné je lze zatadit mezi polyeny. Mediomycin B ma zajimavou antifungalni aktivitu

proti druhu Candida, kterd je in vitro srovnatelna s amfotericinem B2,
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OH OH OH OH OH OH OH

mediomycin B

Parnafunginy A, B, C, D byly izolovany znovych kmend hub MF 7022
a MF 7023 (Cosmopora sp.). Jejich struktura obsahuje isoxazolidinon a xanthonovy kruh.
Tyto latky maji unikdtni mechanismus ucinku, ktery spociva v inhibici S$tépeni
a polyadenylace  mRNA hub, spektrum jejich u¢inku zahrnuje druhy Candida,
Cryptococcus a Aspergillus. Vin vivo pokusech nevykazuji pozorovatelnou toxicitu.
Isoxazolidinonovy kruh je zodpovédny za antifungalni aktivitu (MIC 0.03-32 pg/ml),
ktera se po jeho otevieni ztrati. Dal$i vyzkum téchto latek a jejich analog by mohl vést

k vyvoji antifungalnich latek zasahujicich fungalni buiky na urovni RNAP#,

parnafungin A

1.2.2. Inkrustoporin a jeho antifungdlné ¢inna analoga

Butenolid s antifungalnimi ucinky, nazvany inkrustoporin, byl izolovan v roce 1995
z basidiomycety Incrustoporia carneola. Molekula inkrustoporinu obsahuje péti¢lenny
furanonovy kruh sendocyklickou dvojnou vazbou konjugovanou s karbonylovou
skupinou, aromaticky substituent (p-tolyl) v poloze 3 a v poloze 5 ethylovy zbytek.

Inkrustoporin byl testovan in vitro na antifungalni, antibakterialni a cytotoxickou aktivitu.
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Vysledky biologického hodnoceni prokazaly urcitou antifungélni aktivitu proti rostlinnym

patogentim a slaby cytotoxicky GSinek®®,

-
L

(-)-inkrustoporin

Nase skupina provedla v pfedchozich letech rozsahlé syntetické studie na molekule
inkrustoporinu s cilem piipravit derivaty aktivni proti lidskym patogenim a zjistit
podrobnéj§i vztahy mezi jejich strukturou a antifungilnim uc€inkem. Dospéli jsme
k 3,5-disubstituovanym furanontum, konkrétné 3-(halogenfenyl)-5-acetyloxymethyl-2,5-
dihydrofuran-2-ontim l1a a 1b, jejichz in vitro aktivita je Srovnatelnd se standardy
pouzivanych antimykotik (Tabulka 1)%%°8"# \/ piipade derivatu la byla zjisténa také
priméma aktivita® proti buiikim lidské akutni lymfoblastické leukémie (CCRF-CEM
T lymfoblastové buiiky) : ICsp = 4.8 pmol.1™.

Tabulka 1. Porovnani in vitro antifungalni aktivity (ICg [pmol.I™])
3-(halogenfenyl)-5-acetyloxymethyl-2,5-dihydrofuran-2-ont  1a, 1b a flukonazolu
a aktivity (ICgs [umol.1"]) amfotericinu B (hodnoty MIC byly stanoveny po 48 hod)

Z-r Candida albicans Aspergillus
Z o ATCC44859 fumigatus 231
\ 3\\ la 1.95 3.91
o 1b 3.91 7.81
FLU 2 >50
1a: Z = 4-Br
1b: Z = 3,4-Cl, AmB 0.06 0.23

Dalsim zkoumanim latek s acetoxymethylem v poloze 5 furanonového kruhu jsme
zjistili, ze za podminek in vitro testovani dochazi keliminaci esterové skupiny
(Schéma 1). Estery 1a a 1b jsou jen prekurzory, vlastni u¢inné latky jsou butenolidy 2a
a 2b vzniklé eliminaci®. Aktivity uvedené v tabulce 1 odpovidaji antifungélni aktivite
téchto butenolidi. Strukturni podobnost ziskanych y-methylenlaktoni 2a a 2b

s antifungélné aktivnim sekundarnim metabolitem protoanemoninem je zfejmégl.
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N X
Zr 7 DMSO  Z7f 9 o
= in vitro =
| Oo0 eliminace | O | O
(0]
1a: Z = 4-Br 2a: Z=4-Br protoanemonin
1b: 2 = 3,4-Cl, 2b: 72 =3,4-Cl,
Schéma 1

Zjisténi, ze furanon 2a je antifungalné¢ vysoce uUc¢inna latka, vedlo k pfipravé
5-alkylidenderivatd a studiu jejich antifungalniho uginku (Schéma 2)%. Ze ziskanych
vysledkti bylo ziejmé, Ze dalsi substituce exocyklické dvojné vazby latky 2a vedla
k antifungalné neaktivnim latkam, pouze u alkoholu (R = CH,OH) byla aktivita
zachovana®. Zajem o tyto y-alkylidenbutenolidy nas pivedl ke strukturné podobnému
2-alkylidencyklopent-4-en-1,3-dionu, koruskanonu A (viz dale).

Br Br
0] 0]
| 0 =/ | ©
\
R
2a 5-alkyliden-3-(4-bromfenyl)-2,5-dihydrofuran-2-ony
Schéma 2

Moznost pievést nami syntetizované y-alkylidenbutenolidy bazicky katalyzovanym
pfesmykem na derivaty cyklopent-4-en-1,3-dionu podobné koruskanonu A, naznacuje

moznou souvislost mezi mechanismy ti¢inku obou typi latek (Schéma 3).

@) O
R, R4
\ 0] baze Z
\ z o
Schéma 3
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1.2.3. Koruskanon A a jeho strukturni modifikace

Vroce 2004 byly zperuanské rostliny Piper coruscans izolovany dva
cyklopentendionové derivaty, koruskanon A a B®. Molekula koruskanonu A je tvofena
4-methyl-2-methoxymethylencyklopent-4-en-1,3-dionovym skeletem, k jehoz methylenu
v poloze 2 je krom¢ methoxylu pfipojen i styrylovy postranni fetézec. Exocyklicka
dvojna vazba v poloze 2 cyklopentendionového kruhu umoziuje koexistenci dvou
izomert v roztoku. Koruskanon A vykazuje antifungalni aktivitu proti patogenim
C. albicans a C. neoformans srovnatelnou in vitro s amfotericinem B a flukonazolem.
Proti bakterialnimu kmenu S. aureus byla zjisténa nulova Gc¢innost. Dale tato molekula
vykazuje cytostatickou aktivitu na buikach Vero (kontinualni bunécnd linie savciho
pivodu). Demethylovany 4-methyl-2-(3-fenyl-1-hydroxyprop-2-enyliden)cyklopent-4-
en-1,3-dion, koruskanon B, neni antifungalng G&inny**.
0]

O-R
°© D
koruskanon A: R = Me
koruskanon B: R = H

Pracovni skupina A. M. Clark rozdélila molekulu koruskanonu A na tfi strukturni
¢asti, jejichz obménami se intenzivné zabyvala (Schéma 4). Prvni casti
je cyklopentendionovy kruh s methylem v poloze 4. Byla provedena zaména methylu
v poloze 4 objemnéjsim fenylem. Nasledovala syntéza symetrickych derivati se dvéma
methylovymi skupinami v polohach 4 a 5 cyklopentendionu. Zavérem téchto obmén bylo
tvrzeni, Ze methylovy substituent na cyklopentendionovém kruhu je pro antifungéalni
aktivitu nepostradatelny, jelikoZ ostatni derivaty byly neaktivni™.

Dalsi strukturni c¢asti koruskanonu A nabizejici se k obméné je enolicka
methoxyskupina. Jeji podstatné role pro antifungalni G¢innost koruskanonu A je ziejma,
nebot’ demethylovany prekurzor (koruskanon B) neni antifungalné aktivni®. Proto byla
tato enolicka hydroxyskupina ethylovana a acylovdna a u fady derivati ponechana
bez substituce za soucasné strukturni obmény jiné casti molekuly. Témét vSechny

derivaty s volnou hydroxyskupinou byly neaktivni, rizné¢ O-substituované derivaty byly
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neaktivni nebo méné aktivni nez koruskanon A (O-ethyl, O-acetyl). O-methyl tak zustal
optimalni funkéni skupinou pro antifungalni u¢innost molekuly94.

Treti skupina strukturnich modifikaci se tykala styrylového postranniho fetézce.
Substituce koncového fenylu v p-poloze vedla k latkam s aktivitou jen o néco mensi
nez vykazuje koruskanon A. Slouceniny majici péticlenny heteroaromaticky cyklus
(furan, thiofen) misto benzenového kruhu také vykazovaly vyznamné antifungalni
ucinky, v ptipadé kmenu A. fumigatus dokonce vyssi nez koruskanon A. Pokud byla
styrylova ¢ast zcela nahrazena fenylovou nebo methylovou skupinou, aktivita vyznamné
poklesla (nahrada fenylem) nebo Gplné vymizela (ndhrada methylem). Tato zjisténi vedla
k zavéru, Ze pro antifungalni efekt molekuly je duleZity styrylovy postranni fetézec nebo

<1 “ s ,94
analogické funké&ni seskupeni®™.

m

koruskanon A

Schéma 4

Posledni modifikaci byla syntéza strukturné blizkého analoga 2-methoxy-5-methyl-
3-styryl-1,4-benzochinonu. Také tento derivat byl neaktivni, ackoli je znamo, ze nékteré

1,4-benzochinony maji dobrou antifungalni aktivitu®.

Je zajimavé, Ze koruskanonu A se podobaji dalSi pfirodni latky se vyznacnymi
biologickymi G¢inky. Jedna se methyllinderon a methyllucidon, latky izolované z extraktu
plodu Lindera erythrocarpa Makino (Lauraceae), pouzivané Vv tradi¢ni medicing pro fadu
pFiznivych G&inki (analgetické, digestivni, diuretické, antibakterialni)®. Methyllinderon
je mirny inhibitor lidského enzymu chymasy (serinova proteasa skladovana v sekre¢nich
granulech zirnych bunék, fada studii poukazuje na jeji souvislost s kardiovaskularnimi
onemocnénimi)”’.  Methyllucidon, izolovany jako smé&s cis-/trans-  izomerd,
se od molekuly koruskanonu A li§i pouhou pfitomnosti methoxyskupiny misto methylu
na cyklopentendionovém kruhu. Tato latka indukuje apoptozu bunck lidského

kolorektalniho karcinomu a inhibuje enzym farnesyl-proteintransferasu (FPT), jeji
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molekula by tak mohla byt dobrou ptedlohou pro vyvoj antineoplastik%. Byl takeé
prokézan jeji mirny antifungalni efekt vi&i pSeniéné rzi Puccinia recondite®%,
U pripravenych analog 3 a 4 bylo zkouméano jejich inhibi¢ni pusobeni na lidskou
chymasu. Latka 4 je jen mirnym inhibitorem tohoto enzymu, ovSem derivat 3 piedcil

svou aktivitou pfedlohovou molekulu methyllinderon, a to 18-krat®®.

methyllinderon: R -OMe 3 4
methyllucidon: R -H

1.3. Antifungalni versus cytostaticka aktivita

Jak jiz bylo feCeno, pfirodni latky maji zajimavé ucinky, jejich struktury casto
ovliviiuji enzymy a nejruznéj$i pochody v bunkach i celych organismech. Mezi se-
kundarnimi metabolity rostlin nachazime zejména mnoho cennych cytostatickych latek.
Vykazuji také antibakteriadlni aktivitu, ¢imz je vysvétlena jejich prospéSnost pro Zivé
organismy. Pritomnost antibakteridlnich latek je totiz prokazatelné¢ vyznamna
a univerzalni evolucni Vyhoda77. Velice Casto se také setkdvame s aktivnimi latkami,
jejichz antifungalni G¢inek je doprovazen cytostatickou aktivitou.

Tento jev provazi praci naSi skupiny fadu let, jelikoZ vSechny pfipravené latky
V podstaté¢ vychdzi ze struktury pfirodni latky, inkrustoporinu. MoZnosti oddé¢leni
cytostatické¢ a antifungalni aktivity jsme se zabyvali uz diive u cytostaticky aktivnich
latek 5a-c, u kterych jsme zkoumali cytostatickou aktivitu po odd€leni ¢asti butenolidové
a heterocyklické. Z vysledkii hodnoceni cytostatické aktivity substituovanych tetrazol
vyplynulo, Ze cytostatickd aktivita konjugati butenolidii s heterocykly je zpiisobena
butenolidovou ¢asti téchto molekul, dalSi substituenty nebo ¢asti molekuly ovliviuji

piedevsSim transportgg’gg.
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N=N

N [\\j = -SEt
Y -SBu
R -SBn

Rada derivatd obsahujicich butenolidovy kruh (la, 2a) vykazuje uréitou

cytostatickou aktivitu a Ize ji ocekavat také u novych derivati koruskanonu A.

Br Br
O O
| O O>\\ | O
(o]
1a 2a

Je patrné, ze tada pfirodnich struktur vykazuje antifungdlni aktivitu, kterd
je zpravidla provazena dalSimi G¢inky. V této praci jsme se zaméfili na koruskanon A,
jehoz molekula obsahuje dvojnou vazbu konjugovanou s karbonylem, stejné

jako struktura dalsich butenolidi.
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2. CIL PRACE

1. Syntéza a studium biologické aktivity analog koruskanonu A sarylem
na cyklopentendionovém kruhu.

Na zakladé analogie s antifungalné¢ aktivnimi 3-haloaryl-5-alkyliden-2,5-
dihydrofuran-2-ony jsme se rozhodli pro syntézu a biologické hodnoceni derivati
koruskanonu A, u nichz je methylovy substituent v poloze 4 cyklopentendionového kruhu

nahrazen p-substituovanym fenylem (6a-c).

o Ar 2 . Ar = 4-Br-Ph,
Ar ' 4-Cl-Ph,
| © — _ 4-MeO-Ph
\
R

2. Syntéza a biologické hodnoceni dalSich analog koruskanonu A.
Jednoducha analoga typu 3 a 4 (Z = H) jsou u¢innymi inhibitory lidské chymasy

(vide supra), jejich antifungalni ani cytostaticka aktivita nebyla dosud zkoumana.

Skelet koruskanonu naznacuje i moznosti dalsich syntetickych obmén.

parcialni redukce

4
1. jodace ? H
2. coupling -
R
(0]

reakce s dusikatym nukleofilem
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3. Stanoveni cytostatické aktivity pfipravenych derivati koruskanonu A a dalSich
latek s butenolidovym nebo pentenolidovym seskupenim vychazejicich z molekuly
inkrustoporinu, zkoumani vztahu mezi strukturou a cytostatickou aktivitou a moznosti
oddéleni antifungélniho a cytostatického ucinku.

Pro tento ucel jsme rozsifili sérii bunécnych linii, na které bézné testovani
provadime (mysi lymfocytické leukémie L1210, lidské akutni T lymfoblastoidni leukémie
CCRF-CEM, lidska promyeloidni leukémie HL-60, karcinom d¢lozniho <¢ipku
HeLa S3) o relativné rezistentni linii nddorovych bunék HT-29 (lidsky kolorektalni
karcinom) a pro srovnani jsme latky téz testovali na citlivéjSich burnikach kolorektalniho
karcinomu (bunécna linie Colo 201). Latky se selektivnim cytostatickym tc¢inkem a latky
efektivni viici rezistentnim buiikdm linie HT-29 by se mohly stdt modelovou ptedlohou
pro vyvoj antineoplastik. Takové nadéjné struktury lze z hlediska cytostatického ucinku
dale zkoumat, jednou z moZznosti je napi. analyza bunééného cyklu pomoci priitokové
cytometrie, kterd naznaci, zda latka pouze inhibuje bunéénou proliferaci anebo vyvolava

buné¢nou smrt (navozenim apoptosy nebo nekrosy).
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3. VYSLEDKY S KOMENTAREM

3.1. Syntéza derivati Kkoruskanonu A se substituovanym fenylem

na cyklopentendionovém kruhu a hodnoceni jejich biologické aktivity

Inspirovani  strukturou antifungalné aktivniho 5-methylen-3-(4-bromfenyl)-
2,5-dihydrofuran-2-onu 2a jsme se zaméfili na syntézu derivati s p-substituovanym

fenylem v poloze 4 cyklopentendionového kruhu (Schéma 5).

Br

2a

Schéma 5

Pii syntéze téchto latek jsme vychazeli z metody pouzité pii syntéze koruskanonu A
a B'. Sled reakci za¢ina Wittigovou kondenzaci anhydridii 7a-c s fosforanem 8
ptipravenym z piislusného a-methylketonu v tiikrokové sekvenci. Klicovym krokem
je bazicky katalyzovany piesmyk vzniklych y-alkylidenbutenolidi 9a-c vedouci
k derivatim cyklopent-4-en-1,3-dionu 10a-c, jejichz methylaci ziskame pozadované

produkty 6a-c (Schéma 6)*.

R R
O benzen O
o 4+ Ph(CHEG-G=PPhy e %
© \
O HC—%:—(CH)ZPh
7a-c 8 9a-c
‘ 1. NaOMe, MeOH
2. H*
R R

6a: R=Br
6b: R =CI
6¢c: R = OMe

Schéma 6
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Syntéza anhydridi 7a-c spociva v kondenzac¢ni reakci fenylacetonitrilii s Kyselinou
glyoxalovou v bazickém prostiedi*®’. Vzniklé draselné soli (Z)-3-fenyl-3-kyanopropenové
kyseliny 11 jsou bez charakterizace pievedeny na pozadované anhydridy reakci se smési
mravenci a sirové kyseliny (Schéma 7). Vytézky p-substituovanych anhydridi kyseliny
fenylmaleinové se pohybovaly vrozmezi 62 — 72 %. NMR spektra anhydrida

se shodovala s udaji v literatuie %2,

R R
R HOOC-CHO HCOOH o)
©\/N KoCO, H,SO,
~ _ | o
oK*
/4 d 5
R =Br, CI, OMe 11a-c 7amc
Latka R Vytézek
7a -Br 72 %
7b -Cl 68 %
7c -OMe 62 %
Schéma 7

Ptiprava (E)-(trifenylfosfonio)-4-fenyl-2-oxobuten-3-enylidu 8 vychazi ze styryl-
methylketonu, jehoz a-bromderivat poskytuje reakci s trifenylfosfinem fosfoniovou siil
ve vytézku 82 %. Ta je pak prevedena reakci se silnou bazi na pfislusny fosforan

(Schéma 8). *H NMR spektrum fosforanu 8 se shodovalo s udaji uvedenymi v literatuie®,

PHT/THF %
—_— Br

O

reflux ‘ PPh3/THF

%
(0]
NaOH
MeOH/H,O
= 2
\P(Ph)3 %P(Ph)g Br
o o @ S

8

Schéma 8
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Wittigova kondenzace anhydrida 7a-c s fosforanem 8 pak poskytuje® regio-
a stereoselektivné (E)-y-alkylidenbutenolidy 9a-c ve vytézcich kolem 50 % (Schéma 9).
V 'H NMR spektrech ziskanych produktii byla patrné p¥itomnost vodiki na dvojnych
vazbach (singlet 6.52-6.60 ppm, dublety 7.69 a 6.93 ppm).

R
0O
o]
| o + Ph/\)J\,PPh3

o]
7a: R=Br 8 9a: R=Br (61%)
7b: R=ClI 9b: R=Cl (51%)
7c: R=OMe Ph 9¢: R = OMe (55%)

Schéma 9

Ptipravené (E)-y-alkylidenbutenolidy 9a-c byly bazicky katalyzovanym pfesmykem
prevedeny na piislusné 2-alkylidencyklopent-4-en-1,3-diony 10a-c, které byly bez cha-
rakterizace dale methylovany na volné hydroxylové skupin€é (Schéma 10). Vytézky
pfesmyku i nasledné methylace se pohybovaly kolem 50 %. Takto byly pfipraveny
tii derivaty koruskanonu A (6a-c), u nichz je methyl v poloze 4 cyklopentendionového
kruhu nahrazen substituovanym fenylem. Latky byly ziskany jako smés izomerQ
na dvojné vazbé E/Z v piiblizném poméru 1:1, jak bylo patrné ze dvou signali

skupiny -OMe (4.26 a 4.27 ppm) 0 téméf stejné intenzite.

R R
Ph
O 4. NaOMe, MeOH
2. H+ Mest4/K2003
~50 % o
10a: R=Br 6a: R=Br (50 %)
10b: R=Cl 6b:R=Cl (65 %)
9a-c 10c: R = OMe E/Z 1:1 6¢c: R = OMe (38 %)
Schéma 10

Ziskané derivaty byly hodnoceny z hlediska antifungalni a cytostatické aktivity.

Koruskanon A byl také pfipraven, aby mohl byt otestovdn za stejnych podminek
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jako derivaty 6a-c. Z vysledka (Tabulka 2, Tabulka 3) vyplynulo, ze nahrada methylu
na nenasyceném dionovém kruhu za p-substituovany fenyl vede ke ztraté antifungalni
aktivity, zatimco cytostatickd ziistdva zachovana. Derivaty pusobi cytostaticky také
na relativng rezistentni buiiky linie HT-29, hodnoty ICsq se pohybuji kolem 4 pmol.I™.
Vici ostatnim testovanym liniim jsou ICsg V rozmezi 2-11 pmol.l'l, podobné jako ICsp

koruskanonu A.

Tabulka 2. Antifungalni aktivita latek 6a-C V porovnani s koruskanonem A

(ICg [umol.I"])

s CAI* CA2® CP° CK1° CK2* CT" CG! cL" TA" AF ACt ™™
6a 24h  >250 NT™ NT NT >250 >250 >250 NT >250 >250 >250 >250
48h  >250 NT NT NT >250 >250 >250 NT >250 >250 >250 >250
6b 24h  >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
48h >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
6C 24h  >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
48h >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
KorA" 24h 0.98 NT NT NT 125 391 125 NT 098 3125 3125 3091
48h 3.1 NT NT NT 250 781 125 NT 7.81 250 250 7.81

3Candida albicans ATCC44859, °C. albicans ATCC90028, °C. parapsilosis ATCC22019, C. krusei
ATCC 6258, °C. krusei E28, 'C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/I, "C. lusitaniae 2446/1, ‘Trichosporon
asahii 1188, JAspergillus fumigatus 231, *Absidia corymbifera 272, 'Trichophyton mentagrophytes 445
(hodnoty MIC pro TM odecitany po 72 a 120 hodindch), "NT = nebylo testovano, "koruskanon A

Tabulka 3. Cytostaticka aktivita derivétii 6a-c a koruskanonu A (ICso [umol.1"™])

Latka L1210 HL60° HeLa S3°* CCRF-CEM’ HT-29°

6a 244014 11.4+068 6.5+05 4.0+0.24 NT'

6b 5.12+050 6.69+0.42 1.79+0.19 2.84 +0.04 438 +£0.94

6¢C 49+022 199+0.27 3.75+03 3.8+0.23 459 + (.99
KorA? 38+023 45 +027 5.0+031 3.6+0.22 NT

31210 (ATCC CCL 219) - mysi lymfocytickd leukémie, "HL-60 (ATCC CCL 240) - busiky lidské
promyeloidni leukémie, °Hela S3 (ATCC CCL 2.2) - karcinom délozniho ¢ipku, “CCRF-CEM (ATCC CCL
219) - lidskd akutni T lymfoblastoidni leukémie, *HT-29 (ATCC HTB 38) - kolorektdini karcinom, 'NT =

nebylo testovano, °koruskanon A

Skupina Alice M. Clark pracujici soub&ézné s nami na syntéze derivatl

koruskanonu A pfipravila derivat 6d s fenylem namisto methylu a podrobila

33



jej biologickému hodnoceni. Derivat nevykazoval antifungdlni aktivitu, mél pouze
cytostatické uCinky. Lze tedy wudinit zavér, ze substituce methylu fenylem
(at’ substituovanym ¢i nesubstituovanym) vede ke ztrat¢ antifungalni aktivity. Vysledky
antifungalniho hodnoceni derivati 6a-c a 6d jsou porovnatelné, kolektiv A. M. Clark
pouzil pro in vitro testovani kmen Candida albicans ATCC 90028, ktery je sou¢asti nami

testovaného souboru kmeni kvasinek a vlaknitych hub.

6d

3.2. MozZnosti syntézy jednoduchych analog 2-(3-fenylprop-2-enyliden)-
cyklopent-4-en-1,3-dionu

3.2.1. Pokus o ptipravu 2-[(2E)- 3-fenyl-1-methoxyprop-2-envyliden]cyklopent-4-

en-1,3-dionu

Pro piipravu derivatu 3 jsme zvolili metodu syntézy koruskanonu A, kterou jsme
uspésné prakticky wuplatnili pfi  syntéze derivatd 6a-c. Wittigova kondenzace
maleinanhydridu s (3E)-(trifenylfosfonio)-4-fenyl-2-oxobut-3-enylidem  neprob¢hla,
reakéni smés po obvyklém zpracovani neposkytla ocekdvany butenolid. Ani zahtivani
reakéni smési 72 hod nevedlo k produktu (Schéma 11). Pokusy o ptipravu ylidu s jinymi

bazemi vedly ke smési neidentifikovatelnych produkta.

Schéma 11
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3.2.2. Kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s karbonylovymi sloudeninami

Pfi syntéze derivati typu 4 jsme se nejprve pokusili o popsanou®” kondenzaci
cyklopent-4-en-1,3-dionu s cinnamaldehydem v ptitomnosti nadbytku (20 ekv.) BF3.OEt;
(Schéma 12). Tato jednokrokova syntéza méla poskytnout produkt v 50 % vytézku.
Opakovanymi pokusy jsme ziskali produkt ve velice nizkém vytéZku (maximalné 10 %),

vychozi aldehyd z velké ¢asti nezreagoval.

BF5.OEt,
% _ reflux

Schéma 12

Zajimalo nés, zda reakce probéhne také s ketonem, ktery je obecné méné reaktivni
nez aldehyd. Pokusili jsme se proto o kondenzaci cyklopent-4-en-1,3-dionu
s benzylidenacetonem i s acetonem (Schéma 13), NMR analyza potvrdila, ze reakce

s ketony neprob¢hla.

R'= Me, R2 styryl

Schéma 13

Rozhodli jsme se tedy zaménit Lewisovu kyselinu za bazi a pokusit se o kondenzaci
s ketonem i alkylaci jednoduchym alkylaénim cinidlem. Ptedpokladali jsme odtrzeni
kyselého vodiku cyklopent-4-en-1,3-dionu aktivovaného dvéma karbonyly pomoci baze
za vzniku karbaniontu, ktery by (jakozto nukleofil) atakoval pouzity elektrofil. Prehled
pokusit o kondenzaci cyklopent-4-en-1,3-dionu shrnuje tabulka 4. Deprotonace
cyklopent-4-en-1,3-dionu psobenim MeONa a nasledna reakce jak s acetonem,
tak s Mel vedly k neidentifikovatelnym smésim produkti, reakce s Mel nebyla tspésna

ani pasobenim K,CO3; v DMF. Dospéli jsme k zavéru, ze bazické prosttedi neni
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pro reakce cyklopent-4-en-1,3-dionu vhodné, coZ se shodovalo s udaji v literatuie®.
Diivodem je pravdépodobné piitomnost elektrondeficitni dvojné vazby konjugované

s karbonylovymi skupinami, ktera snadno podléha Michaelové adici.

Tabulka 4. Netspésné pokusy o kondenzaci cyklopent-4-en-1,3-dionu

Reagent Katalyzator Rozpoustédlo Podminky

Aceton BF;.0Et, - reflux

Aceton MeONa MeOH/THF rt
Methyljodid MeONa MeOH/THF rt
Methyljodid K,CO3 DMF rt

3.2.3. Knoevenagelova kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s cinnamaldehydem

— optimalizace podminek

Bézné se pifi Knoevenagelovych kondenzacich pouzivaji bazické katalyzatory,

103,104,105 106107 nebo aminokyseliny™®, napt. L-prolin'®*%,

napi. piperidin a pyridin
které generuji karbanion pusobenim na C-kyselinu. V piipadé cyklopent-4-en-1,3-dionu
nelze bazicky katalyzator pouzit (vide supra). Baze mize nejen zpusobit deprotonizaci,
ale také se jako nukleofil adovat na elektrofilni dvojnou vazbu za vzniku enolatu, ktery
muze podléhat naslednym kondenza¢nim reakcim (Obrazek 1). Dusledkem pouziti bazi
je tak fada vedlejSich reakci a extrémné nizké V}'ltéikyw. Podobné pouziti

p-toluensulfonové kyseliny jako katalyzatoru u cyklopent-4-en-1,3-dionu vede ke smési

097,111
o
o B°
o
Nu o)

produktt
Obrazek 1

Jediny v literatufe popsany ptipad kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu
s cinnamaldehydem pouzivé jako katalyzator Lewisovu kyselinu BFs.0Et,”"**2. Cinidlo

je pouzivano ve velkém nadbytku (20 ekv.), tj. spiSe jako rozpoustédlo. Reakce
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je tak ekonomicky nevyhodna a neSetrna k zivotnimu prostiedi, a nadto poskytuje nizké
vytézky (viz vyse). Proto jsme se rozhodli provést systematicky screening ucinnosti
jinych Lewisovych kyselin v zamySlené kondenzacni reakci scilem dosazeni
katalytického procesu. Vysledky shrnuje tabulka 5, ze které je patrné, Ze pouzitim
ekvimolarniho mnozstvi triflitu méd’natého Cu(OTf), jsme dosahli zvySeni vytézku
reakce na 53 %, pouziti (i-PrO)4Ti vedlo k vytézku 60 %.

Dalsi experimenty ukazaly, ze snizeni mnozstvi Lewisovy kyseliny na 0.3 ekv.
a pouziti aldehydu v nadbytku rovnéz poskytlo uspokojivé vytézky (56 % pro Cu(OTf),
a 64 % pro (i-PrO)4Ti) (Schéma 14). Mimo jiné jsme pro reakci zkusili kationtové

Lewisovy kyseliny (A a B) zaloZené na bismutu a antimonu™>.

0
H
Q . OM\@ LA THE
e

Schéma 14

Tabulka 5. Optimalizace podminek kondenzacni reakce (Schéma 14)

Lewisova kyselina Mnozstvi LA (ekv.) Mnozstvi aldehydu (ekv.) Vytézek (%)

BF; OEt; 20 1 10
BF; OEt; 1 1 5)
(CF3SO3)2CU 1 1 53
(CF3SO3)2CU 0.4 1 53
(CF3SO3)2CU 1 3 57
(CF3SO3)2CU 0.5 3 57
(CF3SO3)2CU 0.3 3 56
Et,AICI 1 1 0
(i-PrO),Ti 1 1 60
(i-PrO),Ti 1 3 65
(i-PrO),Ti 0.5 3 64
(i-PrO),Ti 0.4 3 64
(i-PrO),Ti 0.3 3 64
(i-PrO),Ti 0.2 3 57
(i-PrO),Ti 0.05 3 21
A 0.3 3 5

B 0.3 3 6
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Dale jsme se pokusili o optimalizaci rozpoustédla. Z wvysledkt v tabulce 6

je patrné, ze optimalnim rozpoustédlem byl pivodné pouzity THF.

Tabulka 6. Vliv rozpoustédla na vytézek reakce cyklopent-4-en-1,3-dionu
s cinnamaldehydem (Schéma 14) za katalyzy 0.4 ekvivalentu (i-PrO),Ti

Rozpoustedlo Vytezek (%)
Hexan 9
Dichlormethan 18
Toluen 50
Tetrahydrofuran 64
Dioxan/tetrahydrofuran” 58

* optimalni smés pro rozpusténi cyklopent-4-en-1,3-dionu

Poslednim pokusem o zvySeni vytézku reakce bylo jeji provedeni v mikrovinném

reaktoru, které ale rovnéz nevedlo ke zvyseni vytézku (20 %).

Moznv mechanismus reakce

Sledovani roztoku ekvimolarniho mnozstvi cyklopent-4-en-1,3-dionu a (i-PrO)4Ti
v dg — THF pomoci NMR ukazalo, ze nedochazi ke zméné chemickych posuni diketonu.
Je tak pravdépodobné, Ze uloha Lewisovy kyseliny spociva v aktivaci aldehydu
a koordinaci obou reakénich partnerti, jak je ukdzano v navrzeném tranzitnim stavu

na obrazku 2.

Obrazek 2
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Lze ptedpokladat, ze karbonylovy kyslik aldehydu se navaze do koordinacni sféry
titanu a nasledné¢ dojde ke koordinaci cyklopent-4-en-1,3-dionu za vzniku Sesti¢lenné¢ho
tranzitniho stavu podobného zidlickové konformaci cyklohexanu. Piisobenim uvolnéného
isopropoxidového iontu zérovent dochazi k deprotonaci methylenové skupiny diketonu.
Vysledkem je nukleofilni adice na aldehyd nasledovana rychlou eliminaci. Vzhledem
k tomu, ze pii pouziti cyklopentan-1,3-dionu tato reakce neprobiha (kapitola 3.4,
strana 57), je mozné se domnivat, Ze navrzeny tranzitni stav je stabilizovan interakcemi

typu n-x stacking mezi orbitaly dvojné vazby a aromatického kruhu.

Produkt 4 byl podroben testovani na antifungalni aktivitu (Tabulka 7). Jeho u¢inek
vaci C. albicans je srovnatelny s aktivitou koruskanonu A, vac¢i kmentim C. krusei

a C. glabrata je derivat 4 dokonce G¢inng&jsi nez piedlohova molekula koruskanonu A.

Tabulka 7. Antifungalni aktivita pfipraveného derivatu 4 V porovnani

s koruskanonem A (ICgo [umol.I™])

Cas CA1® CA2® CP® CK1' cK2® CT' cCcec® cL" 1A' AF ACY ™™

4 24h 195 1562 39 39 1562 781 1562 7.81 781 3125 >125 17381
48h 1.95 1562 7.81 781 1562 15.62 31.25 1562 15.62 3125 >125 625

KorA” 24h 0.98 NT" NT NT 125 391 125 NT 098 3125 3125 391
48h 3.91 NT NT NT 250 781 125 NT 7.81 250 250 7.81

?Candida albicans ATCC44859, °C. albicans ATCC90028, °C. parapsilosis ATCC22019, “C. krusei
ATCC 6258, °C. krusei E28, 'C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/I, "C. lusitaniae 2446/1, 'Trichosporon
asahii 1188, JAspergillus fumigatus 231, “Absidia corymbifera 272, 'Trichophyton mentagrophytes 445
(hodnoty MIC pro TM odecitdny po 72 a 120 hodindch), "koruskanon A, "NT = nebylo testovino

Vzhledem k zajimavé aktivité¢ derivatu 4 jsme se rozhodli pokracovat v syntéze

podobnych latek.
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3.3. Syntéza dalSich derivati koruskanonu A a hodnoceni jejich

7 rw

antifungalni a cytostatické uc¢innosti

3.3.1. Syntéza a antifungilni aktivita 2-benzylidencyklopent-4-en-1,3-dionu

Vyvinuta metoda kondenzace byla pouzita pii reakci cyklopent-4-en-1,3-dionu
s benzaldehydem (Schéma 15). Za katalyzy (i-PrO),Ti byl dion 11 ziskan ve vytézku
43 %. Reakci jsme zopakovali také s (CF3SO3),Cu s vytézkem 39 %. V 'H NMR spektru
produktu 11 je patrny singlet vodiku dvojné vazby (7.63 ppm). Latka 11 piedstavuje

jednoduchy derivat koruskanonu A, u n¢hoz je styrylovy postranni fetézec nahrazen

fenylem.
o) o)
H LAITHF H
+ O | =
y o)
1

Schéma 15

Dion 11 byl podroben biologickému hodnoceni a jeho aktivita byla porovnana
s aktivitou dionu 4, koruskanonu A a pouzivanych 1é¢iv. Z tabulky 8 je ziejmé, ze oba
nové analogy jsou antifungalné u¢inné, jejich aktivita vic¢i nékterym kmentim (C. krusei,
C. glabrata) je dokonce vy$s$i nez aktivita koruskanonu A. Derivat 11 je ucinnéjsi
vici nékterym druhtim Candida a A. fumigatus.

Nahrada enolické methoxyskupiny za vodik a soucasné odstranéni methylového
substituentu z cyklopentendionového kruhu koruskanonu A vedouci k derivatu 4
tak ma jen maly vliv na antifungalni Gcinnost této latky, jejiz aktivita je srovnatelna
S koruskanonem A. Zminéné strukturni modifikace dokonce umozZnuji zkraceni
styrylového postranniho fetézce o dva uhliky pfi zachovani antifungdlni ucinnosti
ziskaného derivatu 11. Zavéry o nepostradatelnosti n€kterych strukturnich ¢asti molekuly

koruskanonu A uvedené v literatuie® je tak nutné korigovat.

40



Tabulka 8. Antifungalni aktivita pfipravenych derivati 4 a 11 Vv porovnani

s koruskanonem A, flukonazolem (ICgo [umol.I™]) a amfotericinem B (ICgs [umol.I"'])

Cas CA1* CA2° CP° CK1% cK2® CT' cG? cL" TA" AF AcCY ™™

24h  1.95 15.62 3.9 3.9 1562 781 1562 7.81 781 31.25 >125 7181

4 48h 1.95 15.62 781 7381 15.62 15.62 31.25 15.62 15.62 31.25 >125 625
24h  1.95 3.9 3.9 3.9 3.9 3.9 7.81 7.81 1.95 1562 250 1.95

11 48h 1.95 7.81 3.9 3.9 7.81 3.9 781 15.62 3.9 31.25 250 3.9
m 24h 098 NT" NT NT 125 3.91 125 NT 098 3125 31.25 3.91
KorA 48h 3.91 NT NT NT 250 7.1 125 NT 7.81 250 250 7.81
AMB® 24h  0.03 0.07 003 0.14 0.14 009 003 014 108 0.18 1.08 1.08
48h 0.06 014 014 0.14 0.18 0.11 0.09 0.27 1.08 0.23 216 1.08

FLUP 24h 1 0.8 6.5 >50 >50 3 22 3.3 4 >50 >50 17
48h 2 3.3 13 >50 >50 5 >50 3.3 9 >50 >50 26

3Candida albicans ATCC44859, °C. albicans ATCC90028, °C. parapsilosis ATCC22019, C. krusei
ATCC 6258, °C. krusei E28, 'C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/1, "C. lusitaniae 2446/1, 'Trichosporon
asahii 1188, JAspergillus fumigatus 231, “Absidia corymbifera 272, 'Trichophyton mentagrophytes 445
(hodnoty MIC pro TM odecitany po 72 a 120 hodindch), "koruskanon A, "NT = nebylo testovino,

®amfotericin B, "flukonazol

Zajimavy antifungalni ucinek derivati 4 a 11 ve srovnani s neaktivnimi derivaty
se substituovanym fenylem na dvojné vazb& cyklopentendionového kruhu 6a-c
nas piivedl k myslence, ze aktivni latky by mohly interagovat s ergosterolem bunécnych
membran hub. Ergosterol ma ve své molekule dienové uspotfadani a reaguje s dienofily

mechanismem Diels-Alderovy reakce™**

za vzniku Sesticlenného kruhu, coz méni
prostorové uspofadani molekuly a mohlo by vést ke vzniku porti v membrané. Vzhledem
k ptitomnosti dvou karbonylovych skupin cyklopentendionového kruhu derivata 4, 11
je dvojna vazba silné elektrondeficitni a mohla by tedy reagovat (jakoZto dienofil)
s ergosterolem. Je pfitom zfejmé, ze dal$i substituce této dvojné vazby objemnymi
substituenty (viz latky 6a-c) by tomuto procesu branila. Tento piedpoklad se ale nepo-

datilo potvrdit, nebot’ latka 11 nereagovala s ergosterolem ani v piitomnosti Et;AICI.

3.3.2. Knoevenagelova kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s p-substituovanvmi

cinnamaldehydy a biologické hodnoceni ziskanych derivata

Na zaklad¢ ziskanych vysledkil jsme se rozhodli pfipravit sérii derivatil se substituci

na benzenovém kruhu a zjistit tak vliv této substituce na antifungalni aktivitu.
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Cinnamaldehydy substituované funkénimi skupinami S pozitivnimi i negativnimi
clektronovymi efekty jsme pripravili Heckovou reakei®® 3 3-diethoxypropenu
S p-substituovanymi aryljodidy. Vznikl¢é acetaly byly ihned bez izolace hydrolyzovany
na prislusné aldehydy (Schéma 16). Pripravili jsme Ctyfi p-substituované skoficové
aldehydy 12a-d, jejichz identitu jsme potvrdili na zaklad¢ signalu aldehydického vodiku
v 'H NMR spektru (3 =~ 9.7 ppm). NMR spektra se shodovala sudaji uvedenymi

v literature®.

= PdX
Z7 -
,\_\ |+ OBt _PAO) Z | OFt
OEt OEt
J-HPdX
Z—/ | =
S _ 0 hydrolyza Z—\ | okt
=
H
OEt
12a-d
Latka Z Vytézek
12a 4-OCH3 70 %
12b 4-CHg3 58 %
12¢ 4-Cl 61 %
12d 4-NO, 47 %

Schéma 16

Kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s p-substituovanymi cinnamaldehydy 12a-c
za katalyzy (i-PrO),Ti vedly k alkylidendiontiim 13a-C. Produkty byly ziskany v niZSich
vytézcich, proto jsme reakce provedli také s Cu(OTf), a prodlouzili reak¢éni dobu,
ale bez uspéchu (Schéma 17). Nitroderivat 13d se nepodatilo ptipravit ani pii pouziti
vys§iho mnozstvi Lewisovy kyseliny. Vzhledem k tomu, ze latky byly syntetizovany
za ucelem hodnoceni biologické aktivity, spokojili jsme se s takto nizkymi vytézky
kondenzace. Pfipravené latky byly charakterizovany pomoci NMR spekter. V '*H NMR
spektrech bylo patrné vymizeni signalu aldehydického vodiku (9.7 ppm), u latky 13a
byl zachovan singlet vodikd methoxyskupiny (3.86 ppm) a podobné u derivatu 13b
singlet vodikti methylu (2.4 ppm). Zietelné jsou signaly vodika dvojnych vazeb, typicky
je dublet dubleta (~ 8.1 ppm).
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H
+ O = |
(0]
12a-d

, (i-PrO)Ti Cu(oTh,
Litka z Vytszek Vytszek
13a | 4-OMe 21 % 13 %
130 | 4-Me 36 % 27 %
13c 4-Cl 30 % 21%
13d | 4-NO, 0% 0%

Schéma 17

Z hodnoceni antifungalni aktivity (Tabulka 9) je zfejmé, ze ucinek derivatu 13a
a 13c je témét zanedbatelny. Derivat 13b vykazuje aktivitu vaéi nékterym kmentim
testovaného souboru hub. Zajimava je ucéinnost va¢i kmenu C. albicans,
MIC = 3.9 umol.I", ktera je srovnatelna s aktivitou derivatu 4. Zavérem lze ici,
ze p-substituce fenylu styrylové ¢asti molekuly 4 substituenty s riznymi elektronovymi
vlastnostmi vede ke snizeni nebo vymizeni antifungilni aktivity. Pouze v piipadé
substituce methylem je antifungalni aktivita zachovana, je ovSem niz§i nez aktivita
nesubstituované latky 4.

Tabulka 9. Antifungédlni aktivita pfipravenych derivatt 13a-C Vv porovnani

s nesubstituovanou latkou 4 (ICg [umol.I™])

Cas CA1* CA2® CP° CK1' cK2® CcT" cG? cL" TA" AF ACK ™™
24h  1.95 15.62 3.9 3.9 1562 781 1562 781 781 3125 >125 7.81
4 48h 1.95 15.62 7.81 7.81 15.62 15.62 31.25 15.62 15.62 31.25 >125 625
24h 125 250 250 250 250 250 250 250 250 250 >500 250
152 48h 250 250 250 250 250 250 250 250 500 250 >500 500
24h 3.9 7.81 7.81 7.81 7.81 781 3125 7.81 3125 625 >125 125
13b 48h 7.81 781 3125 1562 15.62 781 31.25 1562 >125 >125 >125 >125
24h 625 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 >250 62.5
13¢ 48h 625 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 125 125 >250 250

3Candida albicans ATCC44859, °C. albicans ATCC90028, °C. parapsilosis ATCC22019, °C. krusei
ATCC 6258, °C. krusei E28, 'C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/1, "C. lusitaniae 2446/, 'Trichosporon
asahii 1188, JAspergillus fumigatus 231, *Absidia corymbifera 272, 'Trichophyton mentagrophytes 445
(hodnoty MIC pro TM odecitiny po 72 a 120 hodindch)
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U piipravenych latek bylo dale provedeno testovani jejich cytostatické aktivity
na nadorovych bunécnych liniich. Cytostatickd aktivita testovanych latek je vyjadiena
jako hodnota 1Csy (umol.I"). Z tabulky 10 je ziejmé, Ze antifungilni aktivita latky 4
je provazena selektivnim cytostatickym u¢inkem vic¢i leukemickym buitkkdm linie
CCRF-CEM. Podobné¢ antifungalné¢ aktivni derivat s p-methylovou substituci
benzenového kruhu 13b vykazuje mirny cytostaticky Géinek vici jediné linii bunék,
a to vaci bunkam karcinomu délozniho ¢ipku Hela S3. Derivaty 13a a 13c nejsou

antifungalné ani cytostaticky aktivni.

Tabulka 10. Cytostaticka aktivita derivati 4 a 13a-C V porovnani s aktivitou

koruskanonu A (ICsq [umol.I™])

Latka L1210° HL 60" HeLaS3°* CCRF-CEM® HT-29° Colo 201

4 NAY NA NA 44+02 NA NA
13a NA NA NA NA NA NA
13b NA NA 73+0.2 NA NA NA
13c NA NA NA NA NA NA

KorA" 38+02 45+03 NT' 3.6+0.2 NT NT

31210 (ATCC CCL 219) - mysi lymfocytickd leukémie, "HL-60 (ATCC CCL 240) - buiiky lidské
promyeloidni leukémie, “HeLa S3 (ATCC CCL 2.2) - karcinom délozniho cipku, YCCRF-CEM (ATCC CCL
219) - lidské akutni T lymfoblastoidni leukémie, *HT-29 (ATCC HTB 38) - kolorektdini karcinom, 'Colo 201
(ECACC 87091201) — karcinom tlustého stieva, *NA = neaktivni, Pkoruskanon A, INT = nebylo testovano

3.3.3. Knoevenagelova kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu se substituovanymi

benzaldehydy a biologické hodnoceni pfipravenvch derivatd

Vzhledem k solidni antifungalni aktivité pfipraveného 2-benzylidencyklopent-4-en-
1,3-dionu 11 jsme se rozhodli také v tomto pfipadé prozkoumat vliv substituce
na fenylovém kruhu na antifungalni aktivitu. Byla provedena série reakci s komeréné
dostupnymi p-substituovanymi benzaldehydy. Opét jsme zvolili substituenty s riznymi
elektronovymi efekty a také piesunuli substituent z p- do m- polohy a pfipravili sérii
sedmi derivatt 14a-g (Schéma 18) za Kkatalyzy (i-PrO),Ti. Pii kondenzaci
S 4-N,N-dimethylaminobenzaldehydem bylo dosazeno nizkého vytézku (10 %),
a to i s Cu(OTf),. Kondenzace s p-nitrobenzaldehydem byla netspésna pfti pouziti obou

katalyzatorti. Pfipravené latky byly charakterizovany pomoci kompletni série spekter.
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V 'H NMR spektrech se objevil singlet vodiku dvojné vazby (7.49-7.63 ppm), v piipadé
latek s p-substituci byl dobfe zietelny AA’BB¢ systém. V ** C NMR spektrech byly
dva signaly karbonylovych uhlikti v oblasti vysokych hodnot ppm (~ 193 ppm).

0 H 0
Q . o ;\O (i-PrO),Ti _ H
——2Z
@] Z 0] /N
—7Z

14a-h
Latka Z Vytézek
1l4a 4-OMe 31 %
14b 4-Me 49 %
14c 4-Cl 49 %
14d 4-F 25 %
14e 4-Br 57 %
14f 3-Br 31 %
149 4-N(Me), 10 %
14h 4-NO; 0%

Schéma 18

Antifungalni aktivita pfipravenych derivati 14a-f byla vyhodnocena ve srovnani
S nesubstituovanym 2-benzylidencyklopent-4-en-1,3-dionem 11 (Tabulka 11). Obecné
lze fici, ze para substituce antifungélni i€¢innost snizuje a pfesun substituentu do polohy
meta zpusobi jeji dal$i pokles. Aktivita vic¢i kmenu C. albicans v ptipadé methyl-
a methoxyderivatl poklesla jen mirnég, v ptipadé¢ substituce halogeny je dosazeno hodnoty
MIC = 7.81 pmol.I". N,N-dimethylaminoderivat 14g je mimé& aktivni vi¢i kmenim
C. krusei, C. parapsilosis a C. lusitaniea. Zajimavy je také jeho ucinek na A. fumigatus,
ktery je srovnatelny s uCinnosti nesubstituované ptedlohy 11. Derivaty 11 a 14g
tak svou aktivitou vuéi A. fumigatus pted¢i molekulu koruskanonu A, ucinek
je vyznamny piedevSim z divodu neucinnostt mnoha pouzivanych antimykotik

(napt. flukonazolu) vici tomuto kmenu vlaknitych hub.
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Tabulka 11. Antifungalni aktivita

(ICgo [umol.I"])

derivata 14a-f v porovnani s latkou

11

Cas CA1* CA2® CP° CK1' ckK2® CcT' cG? cL" TA' AF ACY ™™
24h 195 3.9 3.9 3.9 39 3.9 7.81 7.81 1.95 1562 250 1.95
n 48h 1.95 7.81 3.9 3.9 7.81 3.9 781 15.62 3.9 31.25 250 3.9
24h 3.9 7.81 7.81 3.9 39 7.81 7.81 7.81 7.81 15.62 >250 3.9
142 48h 7.81 781 15.62 3.9 7.81 7.81 781 3125 31.25 3125 >250 7.81
24h 3.9 3.9 15.62 7.81 15,62 7.81 1562 15.62 15.62 31.25 >250 125
14b 48h 7.81 15.62 15.62 1562 1562 15.62 15.62 15.62 625 125 >250 >250
24h  7.81 31.25 3125 3125 3125 3125 625 3125 3125 625 >125 125
l4c 48h 31.25 31.25 31.25 31.25 625 3125 625 31.25 625 62.5 >125 >125
24h  7.81 15.62 15.62 1562 1562 15.62 3125 15.62 31.25 31.25 >125 15.62
14d 48h 1562 31.25 3125 3125 3125 3125 3125 31.25 625 62.5 >125 15.62
24h  7.81 15.62 15.62 1562 15.62 15.62 15.62 15.62 15.62 31.25 >125 15.62
14e 48h 1562 15.62 1562 15.62 15.62 1562 15.62 15.62 15.62 31.25 >125 15.62
24h 1562 15.62 3125 1562 31.25 3125 3125 3125 325 125 >125 15.62
141 48h 31.25 31.2 625 31.25 3125 625 625 31.25 125 125 >125 15.62
24h  31.25 31.25 3.9 7.81 7.81 62.5 62.5 7.81 781 1562 >125 0.98
149 48h 31.25 625 7.81 7.81 781 >125 >125 31.25 15.62 31.25 >125 0.98

Je patmné,

3Candida albicans ATCC44859, °C. albicans ATCC90028, °C. parapsilosis ATCC22019, °C. krusei
ATCC 6258, °C. krusei E28, 'C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/1, "C. lusitaniae 2446/1, ‘Trichosporon
asahii 1188, JAspergillus fumigatus 231, “Absidia corymbifera 272, 'Trichophyton mentagrophytes 445
(hodnoty MIC pro TM odecitiny po 72 a 120 hodindch)

Tabulka 12 ukazuje vysledky hodnoceni cytostatické aktivity pfipravenych latek.

ze antifungalni

aktivita p-substituovanych benzylidenderivati 14a-g

i nesubstituované latky 11 je doprovazena cytostatickym ucinkem vici linii leukemickych

bun¢k CCRF-CEM. Tento uc¢inek naznacuje selektivitu antiproliferaéniho ptsobeni, rist

ostatnich bunéénych linii je neovlivnén. Pouze u derivati 14e a 149 je cytostaticky efekt

rozs$iten jesté vuci dalsi z testovanych linii.
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Tabulka 12. Cytostaticka aktivita derivatd 11 a 14a-g (ICsq [umol.1'])

Latka L1210° HL 60° HelLa S3° CCRF-CEM® HT-29° Colo 201

11 NA® NA 11.1+£0.9 2.6 +0.2 NA NA
14a NA NA NA 3.8+0.2 NA NA
14b NA NA NA 2.7+£0.2 NA NA
14c NA NA NA 6.1£04 NA NA
14d NA NA NA 1.6 £0.1 NA NA
14e NA NA 49+0.8 1.84+0.3 NA NA
14f NA NA NA 7.5+£0.5 NA NA
14g NA NA NA 43 +0.1 NA 1.3+0.1

31210 (ATCC CCL 219) - mysi lymfocytickd leukémie, "HL-60 (ATCC CCL 240) - buiiky lidské
promyeloidni leukémie, “HeLa S3 (ATCC CCL 2.2) - karcinom délozniho cipku, YCCRF-CEM (ATCC CCL
219) - lidské akutni T lymfoblastoidni leukémie, *HT-29 (ATCC HTB 38) - kolorektdini karcinom, 'Colo 201
(ECACC 87091201) — karcinom tlustého stieva, *neaktivni

3.3.4. Knoevenagelova kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s jinymi typy

aldehydu a biologickd aktivita piipravenych latek

Derivaty pripravené kondenzaci cyklopent-4-en-1,3-dionu s benzaldehydy se dale
odchyluji od piirodni piedlohy koruskanonu A. Zkraceni styrylového fetézce
koruskanonu A za soucasné¢ho odstranéni enolick¢é methoxyskupiny a methylu
na cyklopentendionovém kruhu pfesto vede k antifungalné aktivnim latkam. Proto jsme
se pokusili o pfipravu derivatil s jinym postrannim fetézcem.

Nejprve jsme provedli Knoevenagelovu kondenzaci cyklopent-4-en-1,3-dionu
S heterocyklickymi aldehydy, které jsou analogické benzaldehydu. Reakce s furan-2-
karbaldehydem a thiofen-2-karbaldehydem poskytly dobré vytézky produkti 15a a 15b
(Schéma 19). V piipadé kondenzace s furan-2-karbaldehydem doslo ke kvantitativni
pfeméné vychozich latek na produkt 15a, ktery po zpracovani reakéni smési nebylo tfeba
Gistit sloupcovou chromatografii, pouha rekrystalizace byla dostadujici. V 'H NMR
spektru derivati 15a a 15b byl opét dobie patrny singlet vodiku na dvojné vazbé
(7.73 a7.48 ppm).
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H
+ H X (i-PrO),Ti —
|/ X
o) ) Y
15a-b
Latka X | Vytezek
15a O 70 %
15b S 45 %
Schéma 19

Pokusy o kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s furan-3-karbaldehydem byly
neuspésné jak pii pouziti (i-PrO),Ti tak Cu(OTf), (Schéma 20).

O
O
. H\[(@ Le\wgwa)«éa
O 0 /@\

Schéma 20

Podobn¢  kondenzace  cyklopent-4-en-1,3-dionu s pyridin-2-karbaldehydem
neprobéhla. Dale jsme se pokusili cyklopent-4-en-1,3-dion kondenzovat s pyridin-3-
karbaldehydem a pyridin-4-karbaldehydem, abychom zjistili vliv polohy aldehydické
ticba zahtat. Reakce s pyridin-3-karbaldehydem vedla ke vzniku urcitého mnozstvi
produktu, ktery mél ovSem stejny Rt jako vychozi aldehyd, latky od sebe nebylo mozné
pomoci sloupcové chromatografie oddélit. NMR analyza ziskané smési potvrdila
ptitomnost aldehydu i produktu. Stejny byl i vysledek reakce s pyridin-4-karbaldehydem.

Dale jsme cyklopent-4-en-1,3-dion  podrobili ~ kondenzaci s naftalen-2-
karbaldehydem (Schéma 21) s vytézkem 22 %. V 'H NMR spektru se objevil signal
vodiku dvojné vazby (8.73 ppm).
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Schéma 21

Nasim dalSim cilem byla pfiprava derivatl, u nichz by byl aromaticky postranni
fetézec nahrazen alifatickym. Pro tento cel jsme zvolili jednoduchy propionaldehyd.
Reakci jsme opakované provadéli za katalyzy (i-PrO)4Ti a (CF3SOg3),Cu v THF
i vtoluenu, ale bez uspéchu. Kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s isobutanalem
ani pii zahfivani a pouziti vyss§iho mnozstvi katalyzatoru neprobéhla. Zavérem lze tedy

konstatovat, ze tento typ reakce s alifatickymi aldehydy neprobiha (Schéma 22).

LA H a/R=H
+ O R THE/tofuen — b/ R = Me
o) H O R
Schéma 22

Ptipravené derivaty 15a, 15b a 16 byly otestovany na souboru patogennich kment
hub (Tabulka 13). Derivaty s heterocyklickym zbytkem 15a, 15b jsou mirné antifungalné
ucinné, jejich aktivita je srovnatelna s 2-(p-halogenbenzyliden)cyklopent-4-en-1,3-diony
14c-e. Substituce 2-naftylem aktivitu snizuje, zajimava je pouze aktivita
vuci A. fumigatus, kterd se objevila u vSech 3 derivatd a jeji hodnota je opét vyssi
nez aktivita koruskanonu A.

Mirny antifungalni u¢inek derivati s heterocyklem v postrannim fetézci namisto
benzylu 15a a 15b je opét provazen cytostatickou aktivitou viéi liniim nadorovych
bunék. Derivaty 15a a 16 inhibuji proliferaci nejen leukemickych bunék CCRF-CEM,
ale plisobeni zahrnuje také bunky Hela S3 a v ptfipadé latky 16 relativné citlivé bunky
kolorektalniho karcinomu Colo 201 (Tabulka 14).

49



Tabulka 13. Antifungalni aktivita derivata 15a, 15b a 16 Vv porovnani

s koruskanonem A (ICgo [pmol.I™)

Cas CAl1® CA2® CP® CK1' cK2® CT" cCcG! cL" 1A' AF ACk ™™

24h 781 1562 15.62 7.81 1562 15.62 15.62 15.62 15.62 15.62 250 7.81

15a 48h 15.62 15.62 15.62 15.62 15.62 1562 15.62 1562 31.25 3125 >500 7.81
24h 781 15.62 15.62 7.81 7.81 1562 781 1562 1562 15.62 500 15.62
15b 48h 7.81 15.62 15.62 15.62 7.81 1562 15.62 1562 31.25 15.62 >500 15.62
24h 15.62 15.62 1562 1562 31.25 3125 3125 1562 15.62 15.62 125 7.81
16 48h 15.62 15.62 15.62 31.25 31.25 31.25 3125 1562 625 31.25 >125 15.62
KorA™ 24h  0.98 NT" NT NT 125 391 125 NT 098 3125 3125 3.91

48h 3.91 NT NT NT 250 7.81 125 NT 7.81 250 250 7.81

3Candida albicans ATCC44859, °C. albicans ATCC90028, °C. parapsilosis ATCC22019, C. krusei
ATCC 6258, °C. krusei E28, 'C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/1, "C. lusitaniae 2446/1, ‘Trichosporon
asahii 1188, JAspergillus fumigatus 231, *Absidia corymbifera 272, 'Trichophyton mentagrophytes 445
(hodnoty MIC pro TM odecitany po 72 a 120 hodindch), "koruskanon A, "nebylo testovano

Tabulka 14. Cytostatické aktivita derivati 15a, 15b a 16 (ICso [umol.1™])

Latka L1210° HL 60° HelLa S3° CCRF-CEM® HT-29° Colo 201

15a NAY NA 54+0.7 2.5+0.3 NA NA
15b NA NA NA 42+0.2 NA NA
16 NA NA 13.5+1.1 3.7+0.1 NA 24402

31210 (ATCC CCL 219) - mysi lymfocytickd leukémie, "HL-60 (ATCC CCL 240) - busiky lidské
promyeloidni leukémie, *“HelLa S3 (ATCC CCL 2.2) - karcinom délozniho cipku, YCCRF-CEM (ATCC CCL
219) - lidské akutni T lymfoblastoidni leukémie, *HT-29 (ATCC HTB 38) - kolorektdini karcinom, 'Colo 201
(ECACC 87091201) — karcinom tlustého stieva, *neaktivni

3.3.5. Dalsi strukturni modifikace aktivnich derivatu koruskanonu A

U vybranych derivata s nejvyssi antifungalni aktivitou 4, 11 jsme zkoumali dalsi

mozné obmény jejich struktur.

3.3.5.1. Pokus o substituci dvojné vazby cyklopentendionového kruhu

Jako prvni se nabizela arylace dvojné vazby cyklopentendionového kruhu v poloze
4 nebo 5 pomoci a-jodace s naslednym couplingem. Jodace cyklopent-4-en-1,3-dionu

nebyla Gspesna, stejné jako jodace derivatu 4 (Schéma 23).
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Schéma 23

Refenim by mohla byt Heckova reakce umoziujici  substituci

cyklopentendionového kruhu v poloze 4 nebo 5 (substituovanym) fenylem (Schéma 24).
O
PdX
a=F pao (T .
O _HPdX ‘ o

Schéma 24

Pouzili jsme stejné podminky Heckovy reakce jako pfi syntéze p-substituovanych
cinnamaldehyda'*®. K roztoku jodbenzenu v DMF jsme pfidali cyklopent-4-en-1,3-dion,
KCI, K;COs, BusNOAC a Pd(OACc), a reakéni smés jsme zahtivali na 90 °C. Dle TLC
bylo patrné, Ze doslo k rozkladu vychozi latky. Divodem je ziejmé pritomnost bazickych
soli, jejichz pouziti je pii reakci nutné. Tento problém jsme chtéli obejit pouzitim
cyklopent-4-en-1,3-diolu jako vychozi latky pro Heckovu reakci. Hydroxylové skupiny
namisto karbonylovych zcela méni elektronové vlastnosti dvojné vazby a po jeji

substituci by ji bylo mozné ptevést zpét na oxidacéni stupeni karbonylu (Schéma 25).

Heckova
Q| . reakce _ oxidace _

Schéma 25

Heckovu reakci  cyklopent-4-en-1,3-diolu s jodbenzenem jsme provedli

k' a izolovali produkt. V 3C NMR spektru chybél signal

za vySe uvedenych podmine
uhliki sekundarnich alkoholickych skupin, objevilo se fenylové jadro a enonové

seskupeni. V 'H NMR spektru byl patrny signal vodiku trisubstituované dvojné vazby
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(triplet 6.57 ppm) a v *C NMR spektru signal karbonylového uhliku (209.3 ppm).
Hmotnostni spektrum v kombinaci s 2D experimentem potvrdilo strukturu produktu 17a
(Schéma 26). NMR spektra se shodovala stdaji v literatute’’. Heckovou reakci
cyklopent-4-en-1,3-diolu s jodbenzenem jsme tak =ziskali 3-fenylcyklopent-2-enon
ve vytezku 35 %. Vznik latky 17a lze vysvétlit na zakladé zndmého mechanismu
Heckovy reakce. Po adici nl-komplexu paladia vzniklého oxidativni adici aryljodidu
na katalyzator dochazi ke vzniku nového komplexu a B-hydridové eliminaci. Vznikly diol
podléha rychlému presmyku enolformy na oxoformu, eliminaci vody a migraci dvojné

vazby do termodynamicky stabilnéjsi polohy.

OH OH O OH
. ©—| Pd(OAc), Q
—Pd -HPdI
OH

OH OH

. —a v
-H,0
s% L) )
17a (0] (@) (@]
Schéma 26

Poté jsme provedli Heckovu reakci cyklopent-4-en-1,3-diolu s jodtoluenem
a jodanisolem a ziskali pfisluiné produkty 17b a 17¢ (Schéma 27). V 'H NMR spektrech
byly dobfe viditelné AA’BB* systémy p-substituovanych fenyld, a signal vodiku dvojné
vazby (6.52 a 6.46 ppm). V *C NMR spektrech byly signaly karbonylovych uhliki
(174.0 2 209.2 ppm).

R

OH O
Q . RQI Pd katalyza '
OH 0

17b-c

Latka R Vytézek
17b CH3 29 %
17c OCHjs 31 %

Schéma 27
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Ziskané vysledky jsou v souladu s udaji v literatuie™® o prib&hu Heckovych reakei

allylovych alkoholu, které poskytuji karbonylové slouc¢eniny (Schéma 28).

AN |T| (I)H Pdo R | /,O \ I? ,/O
R-X + /CH=C—C|)—H —_— —C—(F— . + —IC—C—C\
z I'w z H \ z

Schéma 28

Pripravené derivaty cyklopent-2-enonu 17a-c jsme pfipravili v mnozstvi
dostatecném pro jejich biologické hodnoceni, proto jsme tyto neplanované struktury
zatadili mezi testované latky. Latky 17a-c jsou antifungalné neaktivni (Tabulka 15).

Cytostaticky uéinek nebyl pozorovan na zadné z testovanych bunéénych kultur.

Tabulka 15. Antifungalni aktivita derivatd 17a-c (ICgo [umol.I™])

Cas CA1® CA2® CP® CK1Y ck2® CcT' cG! cL" TA" AF ACK T™'

24h >500 >500 >500 500 >500 >500 >500 >500 =500 >500 =>500 500

17a 48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24h 500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 >500 500

17b 48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 500

17c 24h 500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 250

48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 500

3Candida albicans ATCC44859, °C. albicans ATCC90028, °C. parapsilosis ATCC22019, C. krusei
ATCC 6258, °C. krusei E28, 'C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/1, "C. lusitaniae 2446/1, 'Trichosporon
asahii 1188, JAspergillus fumigatus 231, “Absidia corymbifera 272, 'Trichophyton mentagrophytes 445
(hodnoty MIC pro TM odecitiny po 72 a 120 hodindch)

3.3.5.2. Pokusy o modifikaci karbonylové skupiny cyklopentendionového kruhu

Mimo vyse uvedené reakce jsme se pokusili o transformaci karbonyli na jiné
funk¢ni skupiny. Nejprve jsme zkoumali proveditelnost adice anilinu na karbonyl latek 4
a 11. Reakce vedla ke vzniku nedé@litelné smési mnoha latek, pfi¢emz nejvyssi mnozstvi
tvofily nezreagované vychozi latky (Schéma 29). Tuto modifikaci karbonylové skupiny

jsme tedy opustili.
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Schéma 29

Dalsi moznosti obmény karbonylové skupiny je jeji redukce. Parcialni redukce
pouze jedné karbonylové skupiny cyklopent-4-en-1,3-dionu byla popsana v literatuie™®.
Jedna se o modifikovanou verzi Lucheho redukce'®. Redukce oviem prob&hla na obou
karbonylovych skupinach, jejichz signél v 3C NMR spektru chybél. Izolovany produkt
byl smési diastereomert diolu 4d (Schéma 30), ktera byla ziskana ve vytézku 36 %.

Redukce derivatu 11 opét prob&hla neselektivné a sloupcovou chromatografii
jsme oddélili diol 11d od smési neredukované (11) a monoredukované formy 11m
(Schéma 30). Monoredukovany derivat byl navic smési E/Z izomert. Vzhledem
k nejednoznaénému pribéhu této reakce a nemoznosti oddélit monoredukovany produkt

od vychozi latky jsme se témito obménami piestali zabyvat.

Schéma 30
Pokusy o modifikaci derivati zajimavych z hlediska antifungéalni aktivity nebyly

uspésné. Navrzené reakce zpravidla poskytovaly smési mnoha latek, které casto nebylo

mozné od sebe oddélit. Ziskané smési tedy nebyly podrobeny biologickému hodnoceni.

54



3.4. Knoevenagelova kondenzace dalSich dionu saldehydy a biologické

hodnoceni produktu

V dalsi fazi prace jsme se rozhodli pro zaménu cyklopent-4-en-1,3-dionového
kruhu a pouzili jsme vyvinutou metodu pro kondenzace dalSich latek obsahujicich
v molekule 1,3-dionové resp. 1,3-diesterové seskupeni s aldehydy. Zvolili jsme nékolik
komeréné dostupnych vychozich latek (Obrazek 3) a provedli jejich kondenzace
s benzaldehydem a cinnamaldehydem. Tyto aldehydy jsme pro dal$i reakce zvolili
z divodu nejvyssi antifungalni aktivity latek 4 a 11, ziskanych jejich kondenzaci

s cyklopent-4-en-1,3-dionem.

\ O (@) o] (@] #
e} (0]
O (@]
/0 0 O o O
Obrazek 3

Dle optimalizovanych podminek jsme provedli Knoevenagelovu kondenzaci
dimethyl-malonatu s n€kolika benzaldehydy (Schéma 31). Nejvyssiho vytézku bylo
dosazeno reakci s benzaldehydem (18a), a to v pfitomnosti Cu(OTf), jako katalyzatoru.
Vytézky produktd 18b a 18c byly velice nizké (do 10 %), v jejich *H NMR spektrech
byl patrny signal vodiku dvojné vazby (7.69 a 7.74 ppm). NMR spektra latky 18a
se shodovala sudaji uvedenymi v literatuie'®, popsané vytd7ky se pohybovaly

v rozmezi 91 - 95 %*?2. Pro latku 18D literatura uvadi 77 — 90 %212,

o) 0
LA
+ O AN —_— —
0 e o)
/" % | = /N ¢ N
N
—/ 7
18a-c
] (i-PrO),Ti (CF5S03),Cu
Latka z Vyterek Vyterek
18a 4-H 39 % 48 %
18b 4-Me 8 % 9%
18¢c 4-Br 5% 8 %
Schéma 31
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Dalsi pokus jsme provedli s furan-3-karbaldehydem (Schéma 32), reakci jsme
katalyzovali (CF3SO3),Cu a poté (i-PrO)4Ti. V tomto piipadé jsme dosahli vyssiho
vytézku produktu 18d (14 %) za pouziti (i-PrO)4Ti oproti 7 % vytézku pii pouziti
(CF3S03),Cu. *C NMR spektrum je shodné s literaturou'®*, popsany vytézek je 90 %.

\ (0] o q @]
O / LA o
+ O Y — —
O (e
_ —
/0 : 0 KO
18d

Schéma 32

Dale jsme za katalyzy (i-PrO)4Ti provedli kondenzaci dimethyl-malonatu
s cinnamaldehydem (Schéma 33). Zreakéni smési byl izolovan pomoci sloupcové
chromatografie domnély produkt Vnizkém vytézZku. NMR analyza ukézala,
ze se pravdépodobné jednalo 0 nedélitelnou smés dvou izomert 18e a 18f s vychozim

dimethyl-malonatem. Téméf shodny Ry téchto tii latek branil jejich separaci.

\O (0] o) \O 0 \O 0o
;/2 + H)v\© (i-PrO),Ti o;§:\=\ + O;ﬁzuph
S 5 /0 Ph / O
18 18f

e
Schéma 33

Zavérem lze konstatovat, Ze Knoevenagelova kondenzace katalyzovana
(CF3S03),Cu a (i-PrO)4Ti je pro dimethyl-malonat nevhodna. Pro analogické reakce
dimethyl-malonatu s karbonylovymi slou¢eninami lze pouzit bazicky piperidin, dosazené
vytezky jsou vyssi (77 - 95 %)'**1%. Zajimava je kondenzace s furan-3-karbaldehydem,
ktera poskytuje produkt ve vytézku 90 % za katalyzy triflatem ytterbitym124.

Produkt kondenzace s nesubstituovanym benzaldehydem 18a jsme zaradili do série
latek testovanych z hlediska antifungalni aktivity. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 16

na konci této kapitoly.
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Kondenzace cyklopentan-1,3-dionu s benzaldehydem a cinnamaldehydem
neprobéhla za nami vyvinutych podminek ani pii pouziti piperidinu.

Kondenzace cyklohexan-1,3-dionu s cinnamaldehydem poskytla za katalyzy
(i-PrO),Ti produkt 19 ve vyt&zku 37 % (Schéma 34). *C NMR spektrum produktu
se shodovalo s udaji uvedenymi v literatuie''®. Reakce s benzaldehydem byla provedena
za stejnych podminek, pfesto jsme opakované izolovali nedélitelnou smés produkti.
Latka 19 byla hodnocena z hlediska antifungalni aktivity. Vzhledem ktomu,
ze produkt 19 byl neaktivni (Tabulka 16), ptrestali jsme se kondenzacemi cyklohexan-1,3-
dionu s aldehydy zabyvat.

Schéma 34

Opét se ukazalo, Ze pro Knoevenagelovy kondenzace cyklohexan-1,3-dionu
s aldehydy je bazicka katalyza vhodné&jsi. Pfi vyuziti L-prolinu byl produkt 19 ziskan
ve vyt&zku 93 %0,

Indan-1,3-dion je latka citliva na svétlo, proto jsme jeho kondenzace s aldehydy
provadéli  za  nepfistupu  svétla. Reakce sobéma  aldehydy  prob&hly
bez problému za katalyzy (i-PrO),Ti. Produkty 20a a 20b byly ziskany v uspokojivych
vytézcich (Schéma 35), ptfesto se pro kondenzace indan-1,3-dionu nabizi klasicka

moznost  Vvyuziti  piperidinu  jako katalyzétoru127’128.

V piipad¢  kondenzace
s cinnamaldehydem jsme pouzitim Lewisovy kyseliny dosahli malého zvyseni vytézku
ve srovnani s vytézkem reakce katalyzované piperidinem (60 %)™!. 3C NMR spektrum
latky 20a se shodovalo s Gdaji v literatufe™®. V *H NMR spektru latky 20b byly dobie
rozlisitelné¢ dva signaly vodikd dvojnych vazeb (dublet dubletd 8.43 ppm, dublet

7.32 ppm), signal tfetiho vodiku dvojné vazby byl ptekryt signaly aromatickych vodiki.
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Latka n Vytézek
20a 0 41 %
20b 1 67 %
Schéma 35

Knoevenagelovy kondenzace Meldrumovy kyseliny saldehydy lze obecné
katalyzovat bazemi za soucasného odstranovani vody zreakce a pouziti nadbytku
aldehydu, aby se ptfedesSlo tvorbé bis-aduktu Michaelovou adici Meldrumovy kyseliny

na methylenovou &st dalsi molekuly®®

. Toto klasické provedeni bylo piekonano
provedenim reakce bez katalyzatoru ve vod& pii zahiati na 75 °C'3. Kondenzace
Meldrumovy kyseliny s cinnamaldehydem za katalyzy (i-PrO)4Ti v suchém THF vedla
k produktu 21 ve vytézku 79 % (Schéma 36). A¢ byl vytézek reakce pomérné vysoky,
nepodafilo se prekonat vytézZky kondenzaci dosazenych za jinych podminek,
napf. kondenzace bez katalyzatoru ve vod& poskytuje produkt 21 ve vytézku 96 %10,

13C NMR spektrum latky 21 se shodovalo s daji v literatufe **2

O (i- PrO)4T|
79 %
O

Schéma 36

Za stejnych podminek jsme se pokusili 0 kondenzaci Meldrumovy kyseliny
s benzaldehydem. Pribéh reakce jsme sledovali pomoci TLC, bylo ziejmé, ze pii reakci
dochazi k preméné vychozich latek. Sloupcovou chromatografii jsme ziskali dale
nedélitelnou smés produkti. Pravdépodobné se jednalo o smés vychoziho aldehydu
a produktu kondenzace s produktem Michaelovy adice Meldrumovy kyseliny na vznikly

alkylidenderivat (Schéma 37). Tento problém je Siroce diskutovan V literatufe’®,
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Derivaty ptipravené katalytickou verzi Knoevenagelovy kondenzace aldehydi

s latkami typu 1,3-diketond byly vyuzity pro biologické hodnoceni jejich aktivity.

Z tabulky 16 je zfejmé, Ze se jedna o latky se zanedbatelnou antifungalni aktivitou

nebo latky zcela neaktivni.

s koruskanonem A (ICgo [umol.I™])

Tabulka 16. Antifungalni aktivita derivatd 18a, 19, 20a, 20b a 21 v porovnani

Cas CA1* CA2® CP® CK1' cK2® CT" cGc! cL" 1A' AF ACK T™™

24h 3125 125 250 250 250 250 125 250 250 625 625 3125

182 4gn 625 250 500 500 500 250 250 250 500 125 125 125
24h 125 250 250 125 250 250 250 500 250 500 >500 31.25

19 4enh 250 500 500 500 500 500 >500 500 500 500 >500 125
24h 125 125 >125 >125 125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 625

20a 48h >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 125
24h 125 >125 >125 >125 >125 >125 125 >125 >125 125 >125 15.62

20b 48h >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 625
24h 3125 3125 625 625 625 625 625 125 625 250 >500 15.62

2L 4eh 125 125 625 125 250 125 250 250 125 500 500 31.25
. 24h 098 NT" NT NT 125 391 125 NT 098 31.25 3125 391
KOrA™ 4gh 301 NT NT NT 250 781 125 NT 7.81 250 250 7.1

3Candida albicans ATCC44859, °C. albicans ATCC90028, °C. parapsilosis ATCC22019, C. krusei

ATCC 6258, °C. krusei E28, 'C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/I, "C. lusitaniae 2446/1, 'Trichosporon
asahii 1188, JAspergillus fumigatus 231, *Absidia corymbifera 272, 'Trichophyton mentagrophytes 445

(hodnoty MIC pro TM odecitdany po 72 a 120 hodindch), "koruskanon A, "nebylo testovdno

Tabulka 17 shrnuje vysledky hodnoceni cytostatické aktivity. 2-(3-Fenylprop-2-

enyliden)derivat cyklohexan-1,3-dionu 19 a indan-1,3-dionu 20b putsobi selektivné

cytostaticky na linii CCRF-CEM. Benzylidenderivat indan-1,3-dionu 20a nevykazuje

cytostaticky efekt. Latky 18a a 21 jsou cytostatické vii¢i vétSin€ testovanych bunéénych

linii. Vyznamné je ptisobeni derivatu 21 na buiiky kolorektalniho karcinomu, latka ptisobi

nejen na citlivou kulturu Colo 201, ale i na relativné rezistentni linii HT-29.
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Tabulka 17. Cytostaticka aktivita derivatd 18a, 19, 20a, 20b a 21 (ICso [umol.I*])

Latka L1210° HL60° HelLaS3° CCRF-CEMY HT-29° Colo 201

18a 87+0.1 68+0.5 53+03 26+0.1 NAY NA
19 NA NA NA 84+0.5 NA NA
20a NA NA NA NA NA NA
20b NA NA NA 108+ 1.4 NA NA

21 10.9+ 0.4 NA 6.3+0.5 1.4+0.1 57+03 3.7+02

31210 (ATCC CCL 219) - mysi lymfocytickd leukémie, "HL-60 (ATCC CCL 240) - buiiky lidské
promyeloidni leukémie, “HelLa S3 (ATCC CCL 2.2) - karcinom délozniho ¢ipku, “CCRF-CEM (ATCC CCL
219) - lidska akutni T lymfoblastoidni leukémie, ®HT-29 (ATCC HTB 38) - kolorektdlni karcinom, 'Colo 201
(ECACC 87091201) — karcinom tlustého stieva, *neaktivni

Metoda Knoevenagelovy kondenzace za katalyzy Lewisovou kyselinou vyvinuta
pro reakce cyklopent-4-en-1,3-dionu s aldehydy je obecné nevhodna pro kondenzace
dalsich latek typu 1,3-diketonu s karbonylovymi slouceninami. Je-li mozné kondenzaci
provadét za bazické katalyzy, je tato metoda vhodnéjsi, nebot’ zpravidla poskytuje vyssi
vytézky produkti. Pouze v pfipad¢ substrati citlivych na bazické podminky najde
uplatnéni reakce katalyzovana Lewisovou kyselinou. Také je ziejmé, ze ve vétSiné
ptipadi dochéazi ke kondenzaci 1,3-diketonu snadné&ji s cinnamaldehydem. Reakce

S benzaldehydem byly ¢asto neproveditelné nebo vedly k ned¢litelné smési produktii.
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3.5. Syntéza N-substituovanych maleinimidi a jejich biologické hodnoceni

Vzhledem k vysledkiim stabilitni studie latek s 2-alkyliden-1,3-dioxoseskupenim
(kapitola 3.6.5.) jsme se rozhodli pro ptipravu derivati stabilnéjsich ve vodném prostiedi
a nahradu alkylidenového fetézce v poloze 2 alkylovym. Jako nejjednodussi fesSeni
se jevila piiprava série N-substituovanych maleinimidt. Rada N-substituovanych
maleinimidi mé& zajimavé biologické ucinky. N-karboxyalkylmaleinimidy a nékteré
N-alkylmaleinimidy jsou inhibitory prostaglandin-endoperoxid syntetasy (PGH),
zodpoveédné za prvni dva kroky biosyntézy prostaglandinu134. Je také znamo, ze N-fenyl-
a N-fenylalkylmaleinimidy maji antifungalni u¢inek vici kmenum Candida (Obrazek 4).
Za tento ucinek zodpovida maleinimidovy kruh, jehoz otevieni vede ke ztraté antifungalni
aktivity. Moznost chemické hydrolyzy maleinimidového kruhu ve vodném prostiedi
je ziejma (i kdyz za fyziologickych podminek malo pravdépodobna), proto byla
provedena stabilitni studie. UV spektra maleinimidi ve vodném médiu pouzivaném
pii testovani antifungalni aktivity byla méfena v ¢ase od 2 do 72 hod od ptipravy
roztoku. Bylo prokazano, ze k hydrolyze maleinimidového kruhu nedochazi™.
Od N-substituovanych maleinimidii jsme tedy piedem ocekavali antifungalni ucinek,
zajimal nés vliv rtizné N-substituce na tuto aktivitu a také G€innost vici ostatnim kmentim

hub z nami testovaného souboru.

o o
| N=(CHy)-R \ N—(CHZ)n©
O  R=COOH, CHs O
Inhibice syntézy prostaglandinti Antifungalni efekt vi¢i kmenu Candida
Obrazek 4

Pokusy o piimou N-alkylaci maleinimidu alkylhalogenidem v DMF se nezdatily
(Schéma 38). V literature byly nalezeny pouze metody pfipravy stiibrnych a méd'nych

136,137 . .
38137 Omezeni plynouci

soli maleinimidu, které umoznuji alkylaci pomoci alkylbromida
ze stability téchto soli a pouzitelnost jen pro piipravu derivati s jednoduchym alkylovym

fetézcem podnitilo hledani dalSich metod. Efektivni zplsob N-alkylace maleinimidd
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je zalozen na aplikaci Mitsunobuovy reakce 13

. Alternativni moznost pfipravy
N-substituovanych maleinimidii pfedstavuje reakce maleinanhydridu s pfislusnym
aminem za ptidavku ledové kyseliny octové, vznikly meziprodukt je nasledné

cyklizovan™*

CH/3\ iiN (CH5)sCH4

Schéma 38

H

Zvolili jsme N-alkylaci maleinimidu za podminek Mitsunobuovy reakce, ve které
je hydroxylova skupina pievedena na dobrou odstupujici skupinu reakci s in situ
generovanym ylidem (z trifenylfosfinu a dialkylazodikarboxylatu - DIAD nebo DEAD).
Alkylace jsme provadéli zptisobem optimalizovanym po podrobném zkoumani prubéhu
reakce za riznych podmineklgg. Reakce byla uspéSné pouzita pii syntéze mnoha
N-alkylmaleinimida™****.

Popsanym zplisobem jsme pfipravili sérii N-substituovanych maleinimida
ve vytézcich 30 - 77 % (Schéma 39). Dusik péticlenného maleinimidového cyklu
byl substituovan riznymi alkyly, alkenyly, cykloalkyly, benzylem, 2-fenylethylem
a 2-indanylem. V 'H NMR spektrech byl ziejmy signal vodikéi dvojné vazby
maleinimidového kruhu, ktery se pohyboval v rozmezi 6.61-6.71 ppm, ve vétsing piipadi
se jednalo o singlet. U derivata 22a-e a 22l byl patrny signal methylenové skupiny
navazané na atom dusiku (triplet, 3.47-3.53 ppm). NMR spektra znamych derivati

se shodovala s udaji v literatufe™*®139142143
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O O

Ph;P/DIAD
\ NH + R-OH T \ N—R
(@) (@)
22a-o0
Latka R Vitszek

22a -(CH2)4CH3 57 %
22b “(CH,)sCH, 77 %
22¢ Z(CH,):CHis 63 %
22d ~(CH,)oCH 35 %
22¢ | -(CH,)sCH(CHa), | 48 %

CH,CHj
22f | —cH 30 %

(CH3)4CH3

/—CHj,
229 | —CH 48 %

(CH3)4CH3

FCHZ 0
22h & 42 %
22i {j 50 %
22 — ) 35 %
22k {) 45 %
221 m 67 %
22m 1@ 49 %
22n @ 68 %
220 «C@ 36 %
Schéma 39

Antifungalni aktivita pfipravenych derivati je shrnuta v tabulce 18. Aktivita latek
byla porovnana s aktivitou komer¢né dostupného N-methylmaleinimidu 22, a s aktivitami
koruskanonu A a pouzivanych 1éCiv. Nejvyssi ucinek vici kmenu C. albicans vykazuji
N-cyklooktyl-, N-3-oktyl- a N-2-cyklohexylethylderivaty (22k, 22f, 22l), jejich aktivita
je srovnatelna s nejucinnéj§imi derivaty koruskanonu A (4, 11) a s koruskanonem

samotnym. Zajimavy je ucinek N-substituovanych maleinimidd na kmen Aspergillus
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fumigatus, vétsina derivati vykazuje mirny acinek (MIC = 7.81 pmol.I"), kterym oviem
prevySuji aktivitu koruskanonu A. Nejaktivnéjsi vaci tomuto relativné rezistentnimu
kmenu je N-2-indanylderivat 220 (MIC = 3.9 umol.I™).

V tad¢ N-alkylderivati je vidét, ze antifungalni aktivita vici C. albicans s délkou
alkylového fetézce roste. V piipadé substituce Sestiuhlikatym az desetiuhlikatym alkylem
je dosazeno témet stejné aktivity derivatii. Rozvétveni alkylového substituentu na konci
fetézce (22e) vede k poklesu aktivity. Rozvétveni alkylového fetézce v misté vazby
na dusik zvySuje aktivitu ziskaného derivatu (22f, 22g). Zavedeni dvojné vazby
do alkylového fetézce nema na aktivitu velky vliv, nasycené i nenasycené derivaty maji
téméf shodnou aktivitu. Pokud jde o aktivitu vuci A. fumigatus, nejlepsich vysledka bylo
dosazeno s N-pentyl- (22a) a N-hexyl- (22b) derivatem, prodluzovani ¢i zkracovani
fetézce je nezadouci.

Zlatek substituovanych cyklickym alkylem dosahuje nejvys$si aktivity
vuci C. albicans N-cyklooktylderivat 22k, viaci A. fumigatus je stejné aktivni latka
s pétiuhlikatym cyklem na dusiku maleinimidu 22i. Aktivita N-fenylethyl-
maleinimidu 22m a N-benzylmaleinimidu 22n vuaé¢i C. albicans je stejna. Potvrdilo
se tak tvrzeni, ze aktivita N-fenylalkylmaleinimidi nezavisi na délce alkylového
fetézce mezi atomem dusiku a benzenovym kruhem'®. Nahrada aromatického kruhu
derivatu 22m za nasyceny cyklohexan vedouci klatce 221 ma ptiznivy vliv

na antifungélni aktivitu a vede k jejimu zvyseni.
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Tabulka 18. Antifungalni aktivita latek 22 a 22a-0 v porovnani s koruskanonem A,

flukonazolem (ICgo [umol.I™]) a amfotericinem B (ICgs [umol.I™])

Cas CA1* CA2® CP° CK1% cK2® CcT'" cG? cL" TA" AF AcCK ™

24h 625 62.5 781 1562 15.62 125 125 1562 625 62.5 250 7.81

22 4en 125 625 1562 3125 625 125 500 1562 625 250 500 15.62
24h 1562 15.62 7.81 3.9 7.81 62.5 7.81 781 0.98 781 >500 1.95

22a 48h 62.5 625 1562 7.81 7.81 62,5 31.25 1562 195 31.25 >500 3.9
24h 3.9 7.81 7.81 3.9 39 31.25 7.81 781 0.98 781 >500 1.95

22b 48h 31.25 31.25 1562 7.81 7.81 625 1562 7.81 1.95 15.62 >500 3.9
24h 7.81 15.62 7.81 7.81 781 3125 781 7.81 3.9 15.62 125 1.95

22 48h 1562 15.62 31.25 15.62 1562 625 1562 1562 7.81 31.25 500 7.81
g 24 39 781 39 39 39 39 39 39 195 1562 3125 098
48h 7.81 15.62 7.81 7.81 781 3125 3.9 15.62 3.9 62.5 62.5 3.9

24h 3125 3125 781 3.9 7.81 625 1562 1562 7.81 31.25 >500 3.9

22e 48h 3125 625 3125 781 15.62 625 31.25 3125 3125 625 >500 3.9
24h 195 3.9 15.62 3.9 3.9 31.25 15.62 1562 098 15.62 >500 3.9

221 48h 7.81 15.62 3125 7.81 7.81 250 125 125 3.9 62.5 >500 3.9
24h 3.9 781 15.62 3.9 3.9 62.5 3.9 15.62 195 15.62 >500 3.9

229 48h 1562 1562 3125 781 7.81 125 15.62 31.25 3.9 125 >500 3.9
24h 3.9 7.81 3.9 3.9 3.9 15.62 15.62 3.9 3.9 31.25 625 0.98

22h 48h 15.62 15.62 7.8 7.81 3.9 15.62 31.25 31.25 3.9 31.25 125 0.98
. 24h  7.81 15.62 3.9 31.25 0.98 1.95 3.9 3.9 1.95 781 >500 3.9
221 48h 1562 3125 7.81 31.25 1.95 7.81 7.81 3.9 7.81 62.5 >500 3.9
22j 24h 3125 1562 781 3.9 781 3125 781 1562 7.81 1562 >500 1.98
48h 125 625 3125 7.81 15,62 625 31.25 3125 31.25 31.25 >500 3.9

24h 195 7.81 3.9 15.62 0.98 1.95 1.95 3.9 1.95 7.81 500 1.95

22k 48h 1562 1562 7.81 31.25 1.95 7.81 7.81 7.81 3.9 15.62 >500 7.81
24h  1.95 3.9 3.9 31.25 1.95 1.95 3.9 3.9 1.95 7.81 500 3.9

221 48h 7.81 15.62 15.62 31.25 3.9 7.81 7.81 7.81 3.9 31.25 >500 3.9
29m 24h  7.81 3125 781 7.81 781 31.25 15.62 15.62 3.9 31.25 250 3.9
48h 15.62 625 1562 15.62 15.62 125 62.5 15.62 1562 31.25 500 7.81

24h  7.81 62.5 62.5 7.81 7.81 39 31.25 15.62 31.25 1562 >500 1.95

22n 48h 7.81 62.5 125 7.81 7.81 781 31.25 31.25 3125 125 >500 1.95
24h 3.9 7.81 3.9 31.25 0.98 1.95 3.9 3.9 0.98 3.9 500 1.95

220 48h 1562 1562 7381 125 1.95 7.81 7.81 3.9 3.9 15.62 >500 1.95
m 24h  0.98 NT" NT NT 125 3.91 125 NT 098 3125 31.25 391
KOrA™ 4en 391 NT NT NT 250 781 125 NT 7.81 250 250 7.81
o 24h 0.03 0.07 0.03 0.14 0.14 0.09 0.03 0.14 1.08 0.18 1.08 1.08
AmB 48h 0.06 0.14 0.14 0.14 0.18 0.11 0.09 0.27 1.08 0.23 2.16 1.08
FLUP 24h 1 0.8 6.5 >50 >50 3 22 3.3 4 >50 >50 17
48h 2 33 13 >50 >50 5 >50 3.3 9 >50 >50 26

3Candida albicans ATCC44859, °C. albicans ATCC90028, °C. parapsilosis ATCC22019, °C. krusei
ATCC6258, °C. krusei E28, 'C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/1, "C. lusitaniae 2446/1, ‘Trichosporon asahii
1188, 'Aspergillus fumigatus 231, “Absidia corymbifera 272, 'Trichophyton mentagrophytes 445 (hodnoty

MIC pro TM odecitiny po 72 a 120 hodindch), "koruskanon A, "nebylo testovino, °amfotericin B,

Pflukonazol
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Latky byly podrobeny testovani na antibakterialni aktivitu. VétSina latek
je vici testovanym kmentm neaktivni (Tabulka 19). Pouze v piipadé N-(dec-9-enyl)- 22h
a N-decylmaleinimidu 22d jsme zjistili zajimavy G¢inek na bakteridlni kmen S. aureus.

Aktivita derivatu 22d proti tomuto kmenu je srovnatelna s bacitracinem.

Tabulka 19. Antibakterialni aktivita derivati 22, 22a-0 Vv porovnani se standardy

pouzivanych antibiotik (ICgo [umol.I™])

Cas SA1® SA2® SE° EFY EC® KP' KPE! PA"
24 h 250 250 500 >500 625 500 500 31.25

22 48h 500 500 500 >500 250 500 500 62.5
24h 250 500 250 500 >500 >500 >500 125

222 48h 500 >500 500 >500 >500 >500 >500 250
24h 125 250 625 500 >500 >500 >500 125

22b 48h 500 500 250 >500 >500 >500 >500 250
24h 125 250 125 125 >500 >500 >500 >500

22¢ 48h 125 250 250 125 >500 >500 >500 >500
24h 781 1562 15.62 1562 >500 >500 >500 >500

22d 48h 1562 1562 15.62 15.62 >500 >500 >500 >500
24h 500 500 250 500 >500 >500 >500 >500

22e 48h 500 >500 250 >500 >500 >500 >500 >500
24h 250 500 125 >500 >500 >500 >500 >500

228 48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
24h 250 500 125 500 >500 >500 >500 500

229 48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 500
24h 1562 625 15.62 31.25 >500 >500 >500 >500

22h 48h 625 125 625 625 >500 >500 >500 >500
. 24h >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
221 48h >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
. 24h 500 500 250 500 500 >500 >500 >500
22) 48h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
K 24h 125 125 625 250 >500 >500 >500 >500
22 48h 500 500 250 500 >500 >500 >500 >500
24h 125 125 625 250 >500 >500 >500 >500

221 48h 250 500 125 500 >500 >500 >500 >500
24h 250 500 250 500 >500 >500 >500 >500

22m 48h 500 500 500 500 >500 >500 >500 >500
24h 250 500 125 500 500 >500 >500 >500

22n 48h 500 >500 500 500 >500 >500 >500 >500
990 24h 625 125 625 250 >500 >500 >500 >500

48h 500 500 250 500 >500 >500 >500 >500
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Pokracovani tabulky 19. Antibakteridlni aktivita pouZivanych antibiotik
(ICgo [umol.I"])

Cas SA1* SA2® SE° EFY EC® KP' KPE! PA"
24h 195 3.9 7.81 125 1.95 0.98 1.95 7.81

1
Neom' yon 39 781 1562 125 195 098 195 1562
gag 24h T8 781 1562 3125 >500 >500 >500 >500
48h 1562 31.25 3125 625 >500 >500 >500 >500
opepe 24N 012 625 125 39 250 500 >500 >500
48h 012 125 250 781 500 500 >500 >500
Cipr 24N 024 20 25 0% 012 012 20 012

48h 049 500 250 098 012 0.12 250 0.49

astaphylococcus aureus CCM 4516/0,8 °S. aureus meticilin rezistentni H 5996/08, °S. epidermidis H
6966/08, “Enterococcus sp. J 14365/08, °Escherichia coli CCM4517, 'Klebsiella pneumoniae D 11750/08,
9K. pneumoniae ESBL pozitivni J 14368/08, "Pseudomonas aeruginosa CCM 1961, ‘Neomycin, 'Bacitracin,

“Phenoxymethyl penicilin, 'Ciprofloxacin

Vtabulce 20 jsou shrnuty vysledky hodnoceni cytostatické aktivity
N-substituovanych maleinimida 22, 22a-0. N-oktyl- (22c) a N-decyl- (22d) maleinimidy
jsou vyjimecné, jedna se o cytostaticky neaktivni latky. Jejich mirny antifungalni efekt
vigi C. albicans (MIC = 7.81 a 3.9 umol.l") je tedy separovan od cytostatického
pusobeni. Nelze ale opomenout aktivitu N-decylderivatu 22d viéi bakterialnimu kmenu
S. aureus. Vsechny ostatni derivaty maji antiproliferacni efekt na leukemické buiky
CCRF-CEM, v n¢kterych piipadech je pisobeni rozSifeno na buniky kolorektalniho
karcinomu Colo 201 a né€kdy na 1 relativné rezistentni liniit HT-29. Piisobeni na bunky
HT-29 je vyznamné a derivaty 22e, j, m, n, 0 by se mohly stat pfedmétem dalSiho
vyzkumu z hlediska vyvoje antineoplastik. Obzvlast¢ vyznamny je uCinek

N-benzylmaleinimidu 22n, jehoZ ICs je nizsi nez 1 pmol.1™
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Tabulka 20. Cytostaticka aktivita N-substituovanych maleinimidd (ICsq [pmol.1*])

Latka L1210° HL60° HelLaS3® CCRF-CEMY HT-29°  Colo 201f
22 NA? NA NA 441+028 289+0.17 0.64+0.05
22a NA NA NA 1.73£0.21 NA 1.45+0.1
22b NA NA NA 8.23 +0.85 NA 2.02+0.12
22¢ NA NA NA NA NA NA
22d NA NA NA NA NA NA
22e NA NA NA 3.47+£0.31 344+0.21 2.19+0.13
22f NA NA NA 2.14+0.20 NA 236+0.14
229 NA NA NA 2.08 % 0.088 NA 1.19 +0.07
22h NA NA NA 6.73 + 0.30 NA NA
22i NA NA NA 423+043 NA 0.55+0.03
22j NA NA NA 329 +0.16 3.99+024 2.04+0.12
22k NA NA NA 2.61 +£0.15 NA 2.02+0.12
22l NA NA NA 1.47 £ 0.064 NA 1.16 £0.07
22m NA NA NA 326+032 433+026 0.58+0.04
22n NA NA NA 6.63 +0.48 0.60+£0.04 0.67=+0.04
220 NA NA NA 4.81 £0.83 275+0.17 191+0.11
KorA" 38+02 45+03 NT! 3.6+02 NT NT

31210 (ATCC CCL 219) - mysi lymfocytickd leukémie, "HL-60 (ATCC CCL 240) - busiky lidské
promyeloidni leukémie, °Hela S3 (ATCC CCL 2.2) - karcinom délozniho ¢ipku, “CCRF-CEM (ATCC CCL
219) - lidské akutni T lymfoblastoidni leukémie, *HT-29 (ATCC HTB 38) - kolorektdini karcinom, 'Colo 201

(ECACC 87091201) — karcinom tlustého stieva, *neaktivni, "koruskanon A, "netestovano

Z téchto vysledkl je zfejmé, Zze v piipadé N-substituovanych maleinimid(i nelze
antifungédlni a cytostaticky ucinek oddélit, podobny zavér byl ucinén z vysledki
biologického hodnoceni derivati cyklopent-4-en-1,3-dionu. Nutno ovSem podotknout,
ze antifungalni efekt koruskanonu A je také spojen s cytostatickym UCinkem

vici testovanym nadorovym bunkam.
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3.6. Dalsi biologicka hodnoceni

3.6.1. Impedanéni test: analyza bunééné proliferace v redlném Case

Témet vSechny piipravené latky byly podrobeny impedanc¢nimu testu (na pfistroji
xCELLigence), ktery umoznuje sledovani bun¢€k (dynamické procesy v buné¢né populaci,
napi. bunénd adheze ¢i proliferace) v redlném cCase zcela neinvazivné, bez pouziti
jakéhokoliv barveni ¢i znaceni bunék. Jedna se o metodu slouzici k odhadu mozného
mechanismu ucinku testovanych nizkomolekularnich latek.

Podstata experimentu spociva v Kontinualnim monitorovani bunék pfisedlych
na dno kultivaénich jamek specialni desticky (E-plate), kde kazda jamka ma na svém dné
zlaté¢ mikroelektrody. Princip detekce je zalozeny na méfeni impedance (elektrického
odporu) na dné¢ kultivaéni jamky. Cim silngji buiiky adheruji nebo &m vice bundk
je prisedlych na dné jamky, tim vys$i je naméfena impedance. Mira impedance
je vyjadfena v bezrozmérnych jednotkach tzv. bunééného indexu. Pristroj Ize vyuzit také
pro sledovani viability bun€k, cytotoxického t¢inku latek na buiiky a aktivace bunécnych
receptori. Pfidani latky (v pribéhu rstu bunck za stdlého monitorovani ptistrojem), kterd
ovliviiuje stav bunky, se projevi jako zména Casového prubéhu méfené impedance.
Uzite¢nost této metody byla prokdzana otestovanim knihovny nizkomolekuldrnich latek
se zndmym mechanismem UuUCinku (napt. fenothiazin, hydrokortizon, kolchicin,
kamptotecin, emetin). Testované latky byly rozdéleny do skupin dle pozorovaného efektu
na bunécnou proliferaci a bylo zfejmé, Ze latky se stejnym mechanismem G¢inku maji
stejny vliv na proliferaci bun&k (stejny tvar kiivky)'*.

Tato analyza bunécné proliferace v realném cCase byla provedena na adherujici
bunééné linii HEK293 (lidské embryonalni ledvinové buiiky). Burniky byly kultivovany
a vprabéhu jejich rustu byly za stalého monitorovani piidany testované latky
V koncentraci 10 pM. Pfistroj zaznamenal odezvu bun€k na tento stimul méfenim
impedance. Vystupem byly kiivky, z jejichz tvar je moZzné usuzovat kinetiku ptisobeni
latek pfip. potencidlni mechanismus jejich G€inku (cytostaticky, antimitoticky, poskozeni
DNA, vliv na bunécné receptory). Ze souboru 113 testovanych latek (41 derivati
koruskanonu A) vykazovalo 6 derivata cyklopent-4-en-1,3-dionu a 3 N-substituované
maleinimidy zajimavou bioaktivitu. Kiivky testovanych latek byly porovnany s kiivkami

otestovanych znamych latek s prokdzanym mechanismem ucinku.
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Na obrazku 5, obrazku 6 a obrazku 7 jsou vidét kiivky znazoriiujici bunéény index
nameétfeny v Case v porovnani s kontrolou (Cervend kiivka). Pfidani latek vyznacuje Cerna
Cara se Sipkou (v Case 22.4 hod). Obrazek 8 ukazuje vliv znamych latek s urcitym
mechanismem ucinku na bunécnou proliferaci v Case. Je ziejmé, ze strukturné podobné
derivaty koruskanonu A 6b a 6c¢ (lisi se pouze p-substituci fenylu na cyklopent-4-en-1,3-
dionovém kruhu) ovliviiuji buiiky stejnym zpiisobem. Pravdépodobnym mechanismem
ucinku by mohlo byt poSkozeni DNA (Obrazek 8, rtzova kiivka, ze znamych latek

se takto profiloval napi. kamptotecin*

). Latky 4 a 13b jsou opét strukturné blizké
derivaty ziskané kondenzaci s cinnamaldehydy (13b je p-methylanalog latky 4), svym
pusobenim na proliferaci bunék se nejvice podobaji latkdm s cytostatickym Ucinkem
(Obrazek 8, zelena kiivka). Latky opravdu tento efekt na jednu bunéénou linii maji
(4 vuci leukemickym bunkam CCRF-CEM, 13b vuci linii karcinomu délozniho ¢ipku
Hela S3, viz tabulka 10 v kapitole 3.3.2.), ostatni derivaty tohoto typu (13a, 13c) jsou
zcela neaktivni. Dale se zajimavé profilovaly latky 14e a 21. Z obrazku 7 je ziejmé,
ze latky zptsobily nejprve mirny pokles rastu bunék a po néasledném mirném vzrastu
jejich proliferace stagnovala. Takovy efekt se podoba jednak cytostatickym latkam,

ale dalo by se spekulovat také o antimitotickém ucinku (Obrazek 8, zluta kiivka, takto

se profiloval napt. kolchicin — latka destabilizujici mikrotubuly tzn. inhibujici polymeraci

tubulinu, ale také paklitaxel, ktery stabilizuje mikrotubuly a tim brani jejich
j144).

depolymerac

6h: R =10l
6c: R = 0CH;

Obrazek 5. Proliferace bunék HEK293 po pfidani latek 6b a 6¢ v porovnani

S kontrolou (Cervena kiivka)
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Feorrm red gl by

4 Z=H i
13 Z=Me

Obrazek 6. Proliferace bunék HEK293 po piidani latek 4 a 13b Vv porovnani

s kontrolou (¢ervena kiivka)

Obrazek 7. Proliferace bunék HEK293 po pfidani latek 14e a 21 v porovnani

S kontrolou (Cervena kiivka)
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Obrazek 8. Bunécna proliferace po pfidani latek se zndmym mechanismem ucinku
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Obrazek 9 a obrazek 10 ukazuji vliv derivati maleinimidu na proliferaci bunék
HEK293. Ze vsech otestovanych latek se profilovaly derivaty 22e, 22i a 22m. Je patrné,
ze latky pusobi takovym zplsobem, ze pouze zpomaluji proliferaci bunék. Tvar kiivky
je v porovnani s kontrolou (¢ervena kiivka) téméf nezménén, jen mnozstvi bun€k je nizsi.
Tento efekt jsme nepovazovali za vyznamny. Mezi timto vysledkem a antifungalni
(Tabulka 18) ¢i cytostatickou aktivitou (Tabulka 20) latek nebyly nalezeny zadné
korelace (tyto tii derivaty maji antiproliferacni efekt, stejné tak ale dalsi N-substituované

maleinimidy, které se v impedanénim testu neprofilovaly).

i/ | Q—mHZJSCHcCng
i} [ &
. e

Obrazek 9. Proliferace bunék HEK293 po pfidani derivatu 22e Vv porovnani

s kontrolou (Cervena kiivka)

i 0
23- R=4@

22m: R = (CHzPh

Obrazek 10. Proliferace bunék HEK293 po ptidani N-substituovanych

maleinimidl 22i a 22m v porovnani s kontrolou (¢ervena kiivka)
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3.6.2. Test indukce kaspas

Vyse uvedené vysledky impedancniho testu ve spojeni s vysledky testovani
cytostatické aktivity néds pfivedly k mySlence, ze nékteré latky by mohly v buiikdch
indukovat apoptosu (programovana bunéfnd smrt). Vlastni proces apoptosy nastava
proteolysou intracelularnich bilkovin pro buniku Zivotn¢ dualezitych (proteiny cytoskeletu
a jadra). Enzymy, které tuto proteolysu katalyzuji (nebo aktivuji jiné efektorové
molekuly), se nazyvaji kaspasy. Kaspasy se nalézaji v cytosolu v inaktivni formé,
a 10), které pievadi ruzné vn&jsi signdly na proteolytickou aktivitu (aktivace této
dvoukrokové kaskady), a efektorové (kaspasa 3, 6 a 7), které katalyzuji vlastni Sté€peni

------ 145,146

Pro potvrzeni ¢i vyvraceni moznosti, ze nékteré latky vyvolavaji apoptosu,
byla zvolena metoda sledujici aktivitu nejvyznamnéjSich efektorovych kaspas 3 a 7
(Caspase-Glo® 3/7 Assay systém). Jedna se o jednoduchou a vysoce citlivou
luminiscen¢ni metodu umoznujici provedeni v 96 jamkové destiCce. Test obsahuje
proluminiscenéni substrat kaspasy 3/7 a odpovidajici termostabilni luciferasu v pufru.
Buiikky jsou 4 hodiny inkubovany s roztokem testované latky a poté je piidan
tento reagent. Pomoci kaspas 3/7 je uvolnén substrat pro luciferasu (amino-luciferin)
a vznik4 luminiscence, kterd je méfena. Luminiscence je tedy umérna aktivité kaspas™*’.

Testu na indukci kaspas byly podrobeny vySe uvedené latky, které se profilovaly
v XCELLigence testu zajimavymi kfivkami. Rovnéz jsme zohlednili strukturni podobnost
dalsich derivatt a fakt, ze vétSina latek vykazovala cytostaticky uc¢inek
vici nékteré z testovanych bunéénych linii. Celkem tedy bylo otestovano 16 latek
(6b, 6¢, 4, 11, 13a-c, 14a-f, 15a-b, 21), a to na bun&¢nych liniich, jejichz proliferaci latky
nejcastéji inhibovaly tj. CCRF-CEM a HL-60. Soucasné byla vyhodnocena cytostaticka
aktivita testovanych latek (CellTiter-Blue® Cell Viability Assay) fluorimetrickou metodou
zalozenou na schopnosti viabilnich bun€k konvertovat redoxni barvivo resazurin
na fluorescenc¢ni resorufin.

VétSina latek nevyvolala apoptosu bunék, indukce kaspas 3/7 nebyla pozorovana
(s vyjimkou latek 14a, 14e a 21, vide infra). Tyto latky neptsobily ani cytostaticky (coz
nas piekvapilo, nebot’ z tabulky 10, tabulky 12 a tabulky 14 je vidét, ze latky pusobi

cytostaticky na jednu nebo vice ztestovanych linii). Tento rozdilny vysledek jsme
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si vysvétlili jako rtuznou citlivost bunék (oba testy byly provedeny metodou zaloZenou
na schopnosti viabilnich bunék redukovat urCité barvivo, ale na raznych pracovistich).
Ackoliv je zdroj bunécné linie stejny, vV pribéhu kultivace mohou vznikat odchylky.

Obrazek 11 znazorfiuje namétfenou indukei kaspas vyvolanou latkami 14e a 21
u obou buné¢nych linii a latkou 14a specificky jen u linie CCRF-CEM. Zajimavé je,
7ze vdaném rozsahu koncentraci vykazovala antiproliferacni efekt pouze latka 21
(Obrazek 12), 1Csp = 3.2 pmol.I*pro buiiky HL-60 a 2.6 pmol.I pro CCRF-CEM. Latky
14a, 14e cytostaticky efekt neprokazaly, ackoli je zifejmé, ze v bunkéach indukuji
apoptosu. Opét jsme tento vysledek povazovali za zkresleny, tabulka 12 na strané 47
ukazuje, ze ob¢ latky pusobi cytostaticky vici linii CCRF-CEM. Naopak latky 6b a 6¢
(Obrazek 12) prokazaly cytostaticky uc¢inek vici testovanym liniim (hodnoty ICsg Se jen
nepatrné 1i$i od hodnot ziskanych pomoci XTT testu — viz tabulka 3 na stran¢ 33),
ale apoptosu v bunkach nespoustéji.

Tyto vysledky koreluji s kiivkami z xCELLigence testu, kde se derivaty 6b, 6¢
a 14e a 21 profilovaly jako 2 skupiny latek s riiznym mechanismem ucinku. Latky 14e
a 21 tedy indukuji apoptosu, nutno ovSem podotknout, Ze naméfenad indukce (1.5-krat)
je velice nizka. Proto jsme povazovali za nutné tuto zalezitost ddle prozkoumat a ovéfit
indukci apoptosy jesté jinou metodou. Byl tedy proveden dalsi test (annexinovy test —

viz kapitola 3.6.4) zaloZeny na jiném znaku probihajici apoptosy.

HLBO CEM
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Obrazek 11. Test apoptosy métenim indukce kaspas 3/7
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Obrazek 12. Test na viabilitu bunék linie HL-60 a CCRF-CEM po putisobeni
derivata 6b, 6¢c a 21

3.6.3. Sledovani vlivu vybranvch latek na bunénou linii CCRF-CEM pomoci

prutokové cytometrie

Vzhledem k tomu, Ze jsme u fady derivati cyklopent-4-en-1,3-dionu pozorovali
podobny selektivni antiprolifera¢ni efekt (Tabulka 10, Tabulka 12, Tabulka 14) vuc¢i linii
CCRF-CEM, rozhodli jsme se pro vySetfeni Vvlivu téchto latek na bunky pomoci
prutokové cytometrie. Pritokova cytometrie je technika pro rychlé méteni jednotlivych
¢astic nebo bunék, které prochazeji snimacim mistem. Analyza obsahu DNA (bunééného
cyklu) vyuzivé fluorescencni barvu, jez se vaze specificky na DNA a jejiz fluorescence
je po navazani DNA zvySena. Mé&feni obsahu DNA v jednotlivych buiikach poskytuje
staticky pohled na bunécny cyklus.

Mezi testované latky jsme pro srovnani zafadili derivat koruskanonu A, ktery
vykazoval cytostaticky G¢inek vici vSem testovanym bunéénym liniim (6c)
a antineoplastické 1é¢ivo etoposid. Vysledky analyzy bunééného cyklu CCRF-CEM linie
po expozici latkami 6¢, 14a-f a 15b v uvedenych koncentracich shrnuje tabulka 21 (latky
byly testovany pii koncentraci rovné hodnoté 1Csg, vyjimkou je latka 14a, ktera byla
hodnocena pii vyssi koncentraci - 13.5 uM - z divodu jejiho vysrazeni z pfipraveného
roztoku). Obrazek 13 je ukazkou pisobeni latky 14b na bunécény cyklus linie CCRF-CEM

ve srovnani s kontrolou. Dalsi testované derivaty mély podobny efekt.
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Tabulka 21. Analyza buné¢ného cyklu linie CCRF-CEM (relativni zmény)

Latka, koncentrace G1/Gl.  S¢S.  G2/IMJG2/M.

14a, 13.5 uM 0.66 1.49 0.91
14b, 2.8 uM 0.73 15 0.25
14c, 2.8 uM 0.63 1.37 1.20
14d, 2 yM 0.61 1.35 1.28
14e, 1.8 uM 0.49 1.46 1.36
14f, 7.5 uM 0.76 2.34 0.30
15b, 4 uM 0.93 1.60 0.65
6c, 2.8 uM 0.84 1.17 1.03
Etoposid, 20 pM 0.95 0.94 1.67

“c...kontrolni bunky, t...buiiky v pfitomnosti testované latky

0
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Obrazek 13. Porovnani profilu bunééného cyklu CCRF-CEM buné¢k u kontrolniho
vzorku (vlevo) a po pisobeni latky 14b (2.8 uM, vpravo)

Ztabulky 21 je zfejmé, ze etoposid téméf neovlivnil G; a Sfazi cyklu,
zato mnozstvi bunék v Go/M fazi vzrostlo vice nez 1.5-krat. Takovy efekt na bunécny
cyklus neméla zadna ztestovanych latek. U vSech benzylidenderivati (14a-f) byla
pozorovana blokada faze G; doprovazena akumulaci bun€k v S fazi, mnozstvi bunék
v G,/M fazi bylo ve srovnani s kontrolou rtizn¢ zménéné. V piipadé latek 14b a 14f doslo
k vymizeni bunék v Go/M fazi, latky 14b-d pusobily naopak. Latka 6¢c Go/M fazi

témér neovlivnila.
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Ve vSech piipadech (také u cytotoxického etoposidu) byla pozorovana piitomnost
velkého mnozstvi bunéénych zbytki (Obrazek 13 - Seda barva) a tento vyrazny zasah
do bunécného cyklu naznacoval, Ze latky indukuji bunécnou smrt. Bunécna smrt probiha
dvéma hlavnimi cestami, a to nekrosou nebo apoptosou. Proces apoptosy je z hlediska
vyuzitelnosti latek v praxi vyhodnéjsi, latky indukujici apoptosu lze vyuzit v terapii
nadorovych onemocnéni. Jednim ze znakti probihajici apoptosy je zména plasmatické
membrany (externalizace fosfatidylserinu), kterou lze detekovat pomoci specificky
se vazajiciho proteinu, annexinu V. Rozhodli jsme se provést annexinovy test a urcit tak,
zda latky s uvedenym vyznamnym vlivem na prabéh bunééného cyklu navozuji apoptosu
¢1 nekrosu. Soucasné jsme timto chtéli ovétit vysledky ziskané metodou méteni indukce

kaspas, které ukazaly, ze latky 14a, 14e a 21 indukuji apoptosu (Obrazek 11).

3.6.4. Vysledky annexinového testu a jejich ovéfeni

Pokusy byly provedeny pii koncentracich 1Csq etoposid byl testovan pii 20 uM.
Vazba annexinu V na buné¢nou membranu ukazala, ze pasobeni latek 14a-f, 15b a 16
navozuje nekrosu. Pasobeni vSech testovanych latek bylo stejné, pro ilustraci je piiloZzen
histogram - Obrazek 14. Vlevo dole je nazorné vidét, Ze se burnky pii koncentraci 1Cso
latky 14b nachazeji ve stavu nekrosy, tj. ve Q2, zatimco Casna apoptosa (Q1) nebyla
detekovana. Bylo ovSem velice piekvapivé, ze v Q3 chybély zdravé buiky.
Pti koncentraci ICsp by mélo byt v kvadrantu Q3 50 % viabilnich bun¢k. Hodnoty ICs
byly stanoveny pomoci XTT testu, ktery je zaloZen na schopnosti metabolicky aktivnich
bun¢k redukovat zlutou tetrazoliovou stl XTT za vzniku oranzového formazanového
barviva. K redukci dochazi v mitochondriich viabilnich buné€k, proto byla jejich absence
zarazejici. Nabizely se dv€ moznosti vysvétleni. Za piedpokladu, Ze by testované latky
pusobily jako redukéni agens, by zmin€nou redukci XTT zplsobovaly pravé ony
a pii hodnoté ICsp by zadné viabilni bunky nemusely byt pfitomné. V takovém piipadé
by ovSem stanovené hodnoty ICsp byly irelevantni. Déle je mozné, Ze ackoliv burika
zanika nekrosou, mitochondrie zlstavaji intaktni, coz na histogramu nelze pozorovat.
Tak by pti hodnoté ICso probihala redukce v nativnich mitochondriich, zatimco integrita

bunék by byla porusena, jak je z histogramii patrné.
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Obrazek 14. Vazba annexinu V: detekce apoptickych/nekrotickych bun¢k

u kontrolniho vzorku (vlevo) a bun€k vystavenych pusobeni cytotoxického etoposidu

(20 uM, vpravo) a latky 14b (2.8 uM, vlevo dole)

To, ze derivaty podrobené annexinovému testu pusobi jako redukéni Cinidla jsme
nepovazovali za piili§ pravdépodobné. Proto jsme se zacali zabyvat moznosti rozkladu
testovanych derivati. Nabizela se hydrolyza na vychozi cyklopent-4-en-1,3-dion
a aldehyd, ktery by redukci XTT mohl zplsobit a zkreslit takto vysledky hodnoceni
cytostatické aktivity. Rozhodli jsme se tedy provést analytickou studii, kterd by ovéfila
stabilitu vybrané latky za podminek in vitro testovani.

Soucasné jsme povazovali za nutné vysvétlit rozdil ve vysledcich (indukce kaspas
versus annexinovy test) tykajich se latek 14a a 14e. Jiz bylo feCeno, ze pozorovana
indukce kaspas 1.5-krat je velice nizka. Pouzity test je vysoce citlivy a takova indukce
je zcela zanedbatelna (nepatrnou apoptosu Vv tomto rozsahu lze vidét i pfi méfeni

kontrolnich vzorki). Pfi relevantni indukci apoptosy by test na indukci kaspas vykazoval
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fadovou zménu. Je pravdépodobné, ze z tohoto divodu annexin V test vysledky
nepotvrdil.

Ptesto bylo pro jistotu provedeno nové stanoveni hodnot ICsy (opakované testy byly
provadény na nové bunécné linii CCRF-CEM) a nasledné byla u obou sloucenin
opakovana analyza bunééného cyklu a test na apoptosu/nekrosu v zdvislosti
na koncentraci. Tabulka 22 ukazuje, Ze nova linie je vyznamn¢ citlivéjsi na testované
latky.

Tabulka 22. Cytostaticka aktivita latek 14a, 14e na linii CCRF-CEM

puvodni nova
Shrnuti ICso (uM)  hodnota  hodnota
(XTT) (XTT)

14a 3.8 0.4
14e 1.8 0.7

Obrazek 15 ukazuje kontrolni analyzu bunécného cyklu u zdravych bunék
a u bunc¢k ovlivnénych IéCivem. Obrazek 16 pak graficky zndzorfiuje ovlivnéni
bunécného cyklu rostouci koncentraci latek. Je zfejmé, ze pocateéni nizké koncentrace
(0.2 a 0.3 pmol.I™) latek 14a a 14e nemaji na prib&h bun&éného cyklu vyznamny vliv
(vysledky srovnatelné s kontrolou). Srostouci koncentraci se zvySuje mnozstvi

bunécnych debris 1 celkovy vliv na bunéény cyklus.

Kontrola Etoposid 20uM

BG1% BS% O0G2/M% ODebris %| ||mc1% BS % OG2/M% O Debris %
60 60

50 50

40 40 1

30 - 30 -
20 - 20 -

10 - 10

0 0

Obrazek 15. Analyza bunééného cyklu : kontrolni bunky (vlevo) a bunky

po aplikaci lé¢iva etoposidu (vpravo)
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Obrazek 16. Analyza bunétného cyklu po aplikaci latek 14a a 14e o riznych

Obrazek 17 znazoriiuje vysledky annexin V testu po aplikaci rtznych
koncentraci latky 14a na buiiky CCRF-CEM. Vysledky pro latku 14e (testovanou
pfi stejnych koncentracich jako byla provadéna analyza bunécného cyklu: 0.3, 0.7,
1.2, 1.5 umol.I"") jsou v podstatd shodné. K tipIné destrukci bundéného cyklu latkou
14a dochazi pii koncentraci odpovidajici hodnots 3 x ICsy (1.2 pmol.I™).
V koncentracnim rozsahu 0.2 — 1.2 ;,Lmol.l'1 lze na pfisluSnych histogramech

pozorovat prevazné postupny nartist nekrosy (kvadrant Q2). Pocet apoptotickych

bunék je zcela zanedbatelny.
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Obrazek 17. Annexin V test: detekce apoptickych/nekrotickych bunék vystavenych

piisobeni latky 14a (koncentraéni zavislost: 0.2 — 1.2 umol.I™)

Zavérem lze fici, ze ani opakovand méfeni neprokazala, ze by latky navozovaly
apoptosu. Latky s vysokou pravdépodobnosti nepronikaji do bunék, ale plisobi zvnéjsku
na bunéfnou membranu, kterou nasledné¢ poSkodi. Tento typ bunécného poskozeni

je charakteristicky pro nekrotickou buné¢nou smrt.
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3.6.5. Stabilitni analyticka studie vybranych derivata

Vzhledem k podezieni mozného rozkladu latek, jsme provedli simulaci podminek
in vitro testovani (viz experimentalni ¢ast) a ptipravili roztok antifungalné aktivniho
derivatu 11. Jedna se o krystalickou latku stabilni v chloroformu, acetonitrilu a DMSO
(potvrzeno NMR experimenty).

Z vysledki HPLC analyzy bylo zjisténo, ze v kultivatnim médiu dochazi ihned
k rozkladu latky 11 na vychozi cyklopent-4-en-1,3-dion a benzaldehyd (Schéma 40).
B¢hem 48 hodin doslo ke kvantitativni pfeméné a v roztoku byly pfitomny pouze
rozkladné produkty (Tabulka 23, Obrazek 18). Domnivali jsme se, ze k rozkladu latky 11
dochazi vlivem vody (kultiva¢ni médium ma vodny charakter), ktera zptsobi hydrolyzu.
Nejprve jsme oveérili stabilitu latky v DMSO, protoze se toto rozpoustédlo pouziva
Kk ptipravé roztoki na testovani. Roztok latky v  DMSO analyzovany za 24 hod
se nezménil, latka je v DMSO opravdu stabilni. Poté byla k roztoku pfidana UHQ voda
a po nékolika hodinach byl tento roztok o koncentraci 10 uM analyzovan, rozklad vodou
byl potvrzen.

O o)
Hydrolyza
- - . N H
@)

Schéma 40

Tabulka 23. Vysledky HPLC studie latky 11 v ¢ase 0 - 48 hod

Cas (hod) Mnozstvi (%)

0 100
0.5 94
1.15 86
1.65 78
2.65 71
3.15 69
7.15 38
17.15 12
21.65 6
24 4.5
48 0
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HPLC studie
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Obrazek 18. Grafické znazornéni rozkladu latky 11 v ¢ase ziskané HPLC analyzou

Zjisténi o nestabilit¢ derivatu 11 nas ptekvapilo a rozhodli jsme se tedy ovérit
stabilitu dalSich derivati za podminek in vitro testovani. Latka 11 byla antifungalné
aktivnim zastupcem derivatl benzaldehydu. Déle jsme se rozhodli pro studii stability
derivatu cinnamaldehydu 13c, ktery nevykazoval antifungalni aktivitu, a derivatu
koruskanonu A s methoxyarylovou substituci cyklopentendionového kruhu 6¢
(Obrazek 19). Posledni derivat byl antifungalné netcinny, ale cytostaticky aktivni.
Ptedpokladali jsme, Ze pokud k rozkladu bude dochézet, pak podobnym zpiisobem
jako bylo prokazano u latky 11, tedy ze dojde k hydrolyze latky 13c na cyklopent-4-en-
1,3-dion a cinnamaldehyd a latka 6¢c by se mohla rozlozit na 4-(p-methoxyfenyl)-

cyklopent-4-en-1,3-dion a methylester skoficové kyseliny.

Obrazek 19
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Ocekavané rozkladné produkty derivatu 6¢ bylo nutné ptipravit. Z piredchozi prace
jsme veédéli, ze substituovat cyklopent-4-en-1,3-dion v poloze 4 nelze (pokouseli jsme
se o jodaci a Heckovu reakci, ovSem bez tUspéchu). Pfipravili jsme tedy alespon
methylester kyseliny skoficové 26 jednoduchou esterifikaci kyseliny pomoci kyselé

pryskyiice Dowexu 50 v methanolu (Schéma 41).

(@]
S Dowex 50
92 %

26

Schéma 41

Opét jsme simulovali podminky in vitro testovani. Pfipravili jsme roztoky derivati
6¢ a 13c v DMSO a po nafedéni kultivaénim médiem jsme analyzovali odebirané vzorky
Vv prubehu 48 hod. Po prvni analyze (provedena 0.5 hod po pfidani kultivaéniho média)
vzorku latky 13c bylo zfejmé, ze také dochazi k jejimu rozkladu. Thned jsme
tedy provedli analyzu roztokl této latky v DMSO a ve vodé. Latka je v DMSO stabilni,
méfeni prob&hlo za 24 hod. K rozkladu dochazi vlivem vody, po 17 hod v roztoku s UHQ
vodou doslo k rozkladu 49 % latky. Obrazek 20 graficky znazoriiuje prubéh HPLC
analyzy, odbéry jiz nebyly tak casté, protoze cilem bylo pouze zjisténi, zda se latka
V kultivaénim médiu rozklada ¢i nikoliv. Po 24 hod je ptfitomno jen 7 % vychoziho
mnozstvi latky, za 48 hod je latka kompletné rozlozena. Rozklad neprobéhl
mechanismem retroaldolové reakce, nebot’ ani p-chlorcinnamaldehyd ani cyklopent-4-en-

1,3-dion nebyly v roztoku pozorovany.
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HPLC analyza (13c)
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Obrazek 20. HPLC analyza rozkladu latky 13c za podminek in vitro testovani

Podobné obrazek 21 ukazuje, Ze osud derivatu 6¢C je za podminek in vitro testovani
stejny, latka se vlivem vody rozlozila. Po 48 hod byly v roztoku prakticky pouze stopy
latky 6¢. Pozorovany rozpad neprobihal tak rychle jako u ptredchozich derivati. Roztok
v DMSO byl po 24 hod stabilni, roztok v UHQ vodé¢ analyzovany po 17.5 hod obsahoval
80 % latky. Ocekavany rozkladny produkt (methylester kyseliny skotficové) nevznikal.

HPLC analyza (6c)
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Obrazek 21. HPLC analyza rozkladu latky 6¢ za podminek in vitro testovani
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Zaverem lze fici, ze ptipravené derivaty koruskanonu A, véetné jednoduchych latek
odvozenych od cyklopent-4-en-1,3-dionu, jsou latky, které se rozkladaji vlivem vodného
prostiedi, tedy specificky za podminek testovani at’” uz antifungdlni ¢i cytostatické
aktivity. Moznost podobného osudu N-substituovanych maleinimidi byla vyfeSena
Jizv literatuie™>. Latky jsou ve vodném prostiedi stabilni a hydrolyzuji az za bazickych

podminek.

3.6.6. Srovnéani biologickvch aktivit derivatu 11 a jeho rozkladnych produktu

Vzhledem k vodou podminénému rozkladu latky 11 na vychozi reagenty jsme
se rozhodli provést nové hodnoceni biologickych aktivit nejen latky 11, ale i cyklopent-4-
en-1,3-dionu a benzaldehydu.

JelikoZ prvni odecitani hodnot MIC je provadéno po 24 hodinach, kdy, z hlediska
stability, bylo jiz 95.5 % latky 11 pfeménéno na cyklopent-4-en-1,3-dion a benzaldehyd,
domnivali jsme se, Ze za in vitro antifungalni aktivitu zodpovida jeden z rozkladnych
produktt. Proto bylo provedeno nové hodnoceni antifungalni aktivity, ve kterém byla
porovnana ucinnost latky 11, cyklopent-4-en-1,3-dionu a benzaldehydu. V tabulce 24
jsou uvedeny ziskané vysledky. Je ziejmé, Ze benzaldehyd je latka antifungalné neaktivni,
zatimco latka 11 i pfes svou nestabilitu vykazuje efekt vici vSem testovanym kmeniim
hub (aktivita latky 11 byla niz8§i nez pti prvnim hodnoceni — viz tabulka 8, avsak
v akceptovatelném rozmezi + 2 fedéni; pro srovnani jsou ptivodni hodnoty uvedeny
pod oznacenim 1la). Cyklopent-4-en-1,3-dion vykazoval slabsi efekt na vSechny
hodnocené kmeny kvasinek, zvlasté C. albicans, v porovnani s latkou 11. Za pov§imnuti
také stoji fakt, ze u taxonomicky odlisného druhu Absidia corymbifera (tad Mucorales)
byl vysledny efekt opacny, tzn. latka 11 méla nizsi aktivitu nez cyklopent-4-en-1,3-dion.
Z vysledki 1ze odvodit, ze in vitro antifungalni aktivita latky 11 se projevila, vzhledem
k jeji nestabilit¢ ve velmi kratké periodé po pfidani do vodného roztoku RPMI 1640
média a jeho inokulaci. Neni zndmo nakolik se, pozd&ji, na tomto efektu podilel
svou aktivitou cyklopent-4-en-1,3-dion. Zaroveni by tento fenomén u latky 11 mohl
vysvétlit rozdily mezi vysledky méfeni MIC u dvou na sobé nezavislych pokust
(11a a 11). Tyto by mohly vyplyvat z piipadného ¢asového rozdilu mezi nafedénim latky

v RPMI 1640 médiu a jeho inokulaci testovanym kmenem.
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Tabulka 24. Hodnoceni antifungalni aktivity latky 11 a jejich rozkladnych produkta
(BA — benzaldehyd, CP — cyklopent-4-en-1,3-dion) (ICgo [umol.I™])

Cas CAl1® CA2® CP° CK1' CK2® CT' cG!' cL" TA' AF ACK ™™

1 24h 781 1562 7.81 1562 1562 625 1562 7.81 7.81 625 >250 7.81

BA

CP

48h 1562 1562 15.62 15.62 1562 125 15.62 1562 1562 125 >250 7.81
24h  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500 =>500 >500 >500 >500 >500 =>500 >500
24h 125 125 3125 3125 3125 125 625 3125 125 >125 125 31.25
48h >125 >125 625 625 625 >125 625 3125 125 >125 125 31.25
24h  1.95 3.9 3.9 3.9 3.9 3.9 781 781 195 1562 250 1.95

l1a 48h 195 781 3.9 3.9 7.81 39 781 1562 39 3125 250 3.9

3Candida albicans ATCC44859, °C. albicans ATCC90028, °C. parapsilosis ATCC22019, C. krusei
ATCC 6258, °C. krusei E28, 'C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/I, "C. lusitaniae 2446/1, ‘Trichosporon
asahii 1188, JAspergillus fumigatus 231, *Absidia corymbifera 272, 'Trichophyton mentagrophytes 445
(hodnoty MIC pro TM odecitiny po 72 a 120 hodindch)

Dale byla hodnocena cytostaticka aktivita téchto latek. Tabulka 25 shrnuje
vysledky, nové byla do testu zafazena lidska jaterni nadorova linie HepG2.
Pod oznacenim 1la jsou uvedeny vysledky ptivodniho hodnoceni (viz tabulka 12).
Benzaldehyd (BA) je zcela neaktivni, zatimco cyklopent-4-en-1,3-dion ma aktivitu
podobnou jako derivat 11, ktery se v prubéhu testovani relativné rychle rozklada.
Opét neni mozné fici, nakolik je za aktivitu derivatu 11 zodpovédny cyklopent-4-en-1,3-

dion. Tento zavér je podobny jako v pfipadé antifungalniho hodnoceni.

Tabulka 25. Cytostaticka aktivita derivatu 11 a jeho rozkladnych produkti
(BA — benzaldehyd, CP — cyklopent-4-en-1,3-dion) (ICso [umol.1™])

Latka HepG2® HL60° HelLaS3° CCRF-CEM‘
11 NA® 11.2+09 91+1.2 57+0.6

BA NA NA NA NA
CP NA 116 +0.8 7.5+0.7 3.0+0.1
1la NT' >10 11.1+£0.9 26+02

®HepG2 (ATCC HB-8065) — lidsky hepatocelularni karcinom, "HL-60 (ATCC CCL 240) - buiiky
lidské promyeloidni leukémie, “HelLa S3 (ATCC CCL 2.2) - karcinom délozniho cipku, YCCRF-CEM (ATCC

CCL 219) - lidskd akutni T lymfoblastoidni leukémie, ®neaktivni, 'netestovano
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3.6.7. Cytostaticka aktivita specificky substituovanych pentenolida

V uvodni kapitole 1.2.2. byl nastinén vyvoj prace nasi skupiny od molekuly
inkrustoporinu k antifungalné aktivnim (3-(halogenfenyl)-5-acyloxymethyl-2,5-dihydro-
furan-2-onam 1la, b. Dalsim cilem prace kolegi bylo rozsifeni butenolidového kruhu
na pentenolidovy. V piirodé se vyskytujici pentenolidy, t.j. 5,6-dihydro-2H-pyran-2-ony,
vykazuji velmi zajimavé biologické vlastnosti, jako jsou cytostaticka, antifungalni

148,149

a antimikrobialni aktivita Nejvyznamnéj$imi zastupci jsou 6-substituované

pyranony s antineoplastickou aktivitou, fostriecin™° a kallystatin A,
Piipravené pentenolidy 23 s acyloxymethylovou substituci v  poloze
6 pyranonového kruhu kompletné ztratily antifungalni aktivitu a nevykazovaly ani zadny

152

cytostaticky efekt™“. Proto byl nasledné acyloxymethyl substituent piesunut do polohy

5 a byly syntetizovany 3,5-disubstituované pyranony 243, Obdobné alkyliden-
pentenolidy 25 maji své zastupce v ptirodé, predstaviteli jsou biologicky aktivni latky

CR 377 (latka s antifungalnimi vlastnostmi)™* a gelastatiny A, B*™® (latky s vysokou
aktivitou proti gelatinase A, kterd se ucastni zanétlivych a degenerativnich procesi

zahrnujicich napf. revmatoidni artritidu, pronikdni nddorovych bunék do tkané

a metastazovani'*).
X
z-- o
=
| O
OCOR

1a: Z=4-Br fostriecin
1b: Z = 3,4-Cl,

kallystatin
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25 CR 377 gelastatin A gelastatin B

Byla pripravena série derivati 24a-j, uz Schiller zjistil'™, Ze antifungalng jsou

tyto pyranony neucinné, proto jsme se dale zabyvali jejich cytostatickou aktivitou.

24a:Z=H,R=Me
24b : Z = H, R = fenyl
24c:Z2=3-Cl, R=Me
24d : Z = 3-Cl, R = fenyl
24e:Z=4-Cl,R=Me
24f : Z = 4-Cl, R = fenyl

249 : Z = 3,4- diCl, R = Me
24h : Z = 3,4- diCl, R = fenyl
24i:Z=0CH3; R=Me

24j: Z = OCHj3, R = fenyl

V¢étSina testovanych latek nevykazovala signifikantni inhibi¢ni aktivitu, pouze latka
24f vykazala urcitou aktivitu proti linii bunék CCRF-CEM a rezistentnim bunkam linie
HT-29. Latky 24g a 24h vykazaly aktivitu proti vSem testovanym bunéénym liniim
(Tabulka 26)™". Tento cytostaticky efekt neni provazen antifungalni aktivitou, coz sv&dei

o selektivni toxicite.

Tabulka 26. Cytostaticka aktivita Sesti¢lennych laktont 24f-h (ICso [umol.I"'])

Latka 12107 HL-60° HelLaS3® CCRF-CEM¢ HT-29°

24f NA' NA NA 7.1+0.50 29+0.18
249 734042 73+044 6.8+041 3.6+0.26 25+0.15
24h 594035 6.1+036 6.7+0.40 45+027 NT?

31210 (ATCC CCL 219) - mysi lymfocytickd leukémie, "HL-60 (ATCC CCL 240) - busiky lidské
promyeloidni leukémie, “HelLa S3 (ATCC CCL 2.2) - karcinom délozniho cipku, YCCRF-CEM (ATCC CCL
219) - lidska akutni T lymfoblastoidni leukémie, *HT-29 (ATCC HTB 38) - kolorektdlni karcinom,

"neaktivni, *netestovano
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Cytostaticky efekt latky 24f vuéi dvéma z péti testovanych linii mozna naznacuje
selektivitu U¢inku této latky. Obzvlast¢ vyznamny je ucinek vaci linii relativné
rezistentnich bun¢k HT-29, z tabulky 27 je ziejmé, ze latky 24f a 249 svou aktivitou
pred¢i vpraxi pouzivané antineoplastické latky — oxaliplatinu a irinotekan,

coz je predurcuje k dalsSimu vyvoji a zkoumani z hlediska protirakovinné terapielSs.

Tabulka 27. Porovnani cytostatické aktivity derivati 24f, 249 se standardy 1éCiv
na linii HT-29 (ICso [umol.I""])

Latka | 24f 24g OxPt* Irt°
HT-29 | 293018  245:0.15 NA® 4.73+0.28

%oxaliplatina, Pirinotekan, ‘neaktivni

Nasledovala syntéza'® derivatu 25a, jehoz volna allylova hydroxylova skupina
V poloze 5 pyranonového kruhu byla pfi¢inou znacné nestability této latky (rozklad
po nékolika tydnech skladovani ptfi -20 °C). Proto byla tato funkce esterifikovéna,

ziskané estery 25b-d prokézaly v&tsi stabilitu™®

. Latky byly biologicky hodnoceny,
Vv piipadé¢ derivatu 25a bylo testovani provedeno co nejdiive po jeho syntéze. Cytostaticka
aktivita esterti oproti pivodni latce s volnym hydroxylem sice poklesla (Tabulka 28),
ale tento pokles nebyl tak vyznamny, takze jsme pokracovali ptipravou dal$ich derivatd.
Estery 25b-d maji opét zanedbatelny antifungalni G¢inek. Vyznamna je piedev§im
rostouci aktivita proti rezistentni linii karcinomu tlustého stieva HT-29.

Pii syntéze derivatu s prodlouzenym alkylidenovym fetézcem v poloze 5 25e
byl jako vedlejsi produkt pfipraven derivat 25f s methakrylatovym zbytkem v poloze 4.
Z tabulky 28 je patrné vyrazné zvySeni cytostatické aktivity této latky oproti latce 25e,
aktivita proti viem testovanym bundénym liniim byla mensi nez 1 pmoll™.
Methakrylatovy zbytek byl rovnéz nahrazen aromatickymi substituenty, z tabulky
je zfejmé, ze tato substituce vedla k neaktivnim latkam 25¢g, 25h a 25j, pouze latka 25i
vykazovala cytostaticky Uc¢inek vici vSem testovanym liniim bunék. Derivat 25e
prekvapivé vykazoval nejen cytostatickou, ale také antifungalni aktivitu (Tabulka 29).
Zajimavé je predevSim zjiSténi, Ze pfesun methakrylatovéhu substituentu do B polohy

vede ke zvyseni cytostatické aktivity (ICso < 1 pmol.I™") derivatu 25f (Tabulka 28).
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OH 25bR=Me R._O
25a 25cR=Et | 25e
25dR=tBu O

25i 25j

Tabulka 28. Cytostaticka aktivita derivatd 25a-j (1Cso [umol.I"'])

Latka L1210° HL-60° HelLaS3° CCRF-CEMY HT-29°

25a NA' NA 35405 1.8+02 NT?
25b NA NA 87+0.2 3.8+0.1 70+ 1.0
25¢ NA NA 5.2+0.3 32+£02 55+1.0

25d 6.8+0.2 NA 6.2+04 6.5+0.2 2.0+03
25e 065+0.1 1.01+02 0.39+0.2 0.39+0.2 414+ 0.4
25f 0.23+£0.1 0.18+0.1 0.24+0.1 0.12+0.1 0.83+0.6

259 NA NA NA NA NA
25h NA NA NA NA NA
251 424+03 7.08+05 4.68+03 3.02+0.2 3.07+0.4
25j NA NA NA NA NA

31210 (ATCC CCL 219) - mysi lymfocytickd leukémie, "HL-60 (ATCC CCL 240) - busiky lidské
promyeloidni leukémie, °HelLa S3 (ATCC CCL 2.2) - karcinom délozniho ¢ipku, “CCRF-CEM (ATCC CCL
219) - lidska akutni T lymfoblastoidni leukémie, *HT-29 (ATCC HTB 38) - kolorektdlni karcinom,

"neaktivni, *netestovano
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Tabulka 29. Antifungalni aktivita latky 25e (ICg [umol.I™])

Cas CA1* CA2® CP® CK1' cK2® CcT' cG’ cL" 1TB° AF ACK ™™

o5e 24h 781 3125 1562 1562 1562 625 625 1562 625 7.81 125 7.81
48h 1562 625 1562 3125 3125 625 125 1562 125 3125 500 7.81

3Candida albicans ATCC44859, °C. albicans ATCC90028, °C. parapsilosis ATCC22019, C. krusei
ATCC 6258, °C. krusei E28, 'C. tropicalis 156, °C. glabrata 20/1, "C. lusitaniae 2446/1, "Trichosporon
asahii 1188, 'Aspergillus fumigatus 231, “Absidia corymbifera 272, 'Trichophyton mentagrophytes 445
(hodnoty MIC pro TM odecitany po 72 a 120 hodindch)

Dale nas zajimal vliv délky alkylidenového fetézce na cytostatickou aktivitu, proto
byly pfipraveny derivaty 25k-m. Ztabulky 30 je patrné, Ze cytostaticka aktivita
se u derivatu 25k s prodlouzenim fetézce o dva uhliky ponékud snizila, ale nutno
podotknout, ze aktivita vici lini HT-29 je vyznamna. V piipadé latky s methakrylatovym
substituentem v poloze 4 25| aktivita paradoxné¢ zcela vymizela. Derivat 25f
tak predstavuje latku aktivni proti vSem testovanym liniim se substituci v poloze 4,

derivat 25m vykazuje aktivitu pouze vuéi bunikam kolorektalniho karcinomu HT-29.

25k

25m

Tabulka 30. Cytostatické aktivita derivati 25k-m (ICso [umol.1™])

Latka L1210° HL-60° HelLa S3° CCRF-CEM® HT-29¢
25k 96+02 98+03 3.1+03 1.4+02 5.3+0.3
25| NA' NA NA NA NA
25m  NT? NT NT NA 6.55

31210 (ATCC CCL 219) - mysi lymfocytické leukémie, "HL-60 (ATCC CCL 240) - busiky lidské
promyeloidni leukémie, °Hela S3 (ATCC CCL 2.2) - karcinom délozniho ¢ipku, “CCRF-CEM (ATCC CCL
219) - lidska akutni T lymfoblastoidni leukémie, *HT-29 (ATCC HTB 38) - kolorektdlni karcinom,

"neaktivni, *netestovano
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4. ZAVER

V ramci této prace byla vyvinuta katalytickd verze Knoevenagelovy kondenzace
cyklopentendionu zprostfedkovana Ti(i-PrO), a nasledné vyuzita pfi syntéze novych
analog koruskanonu A. Zkoumanim vztahi mezi strukturou a antifungalni a cytostatickou
aktivitou téchto latek bylo zjisténo, Ze jejich antifungalni efekt je provazen selektivnim
cytostatickym tucinkem vuci linii leukemickych nadorovych bunék CCRF-CEM, ptipadné
vici buitkdm karcinomu délozniho ¢ipku HeLaS3. Provedenymi strukturnimi obménami
nebylo mozné tyto efekty oddélit resp. jeden znich potlacit. Zarovenn bylo zjisténo,
ze Knoevenagelovy adukty podléhaji za podminek in vitro testovani rozkladu. Aktivita
2-benzylidencyklopent-4-en-1,3-dionu  byla porovnana s aktivitami rozkladnych
produkti. Benzaldehyd je latka antifungalné neaktivni, cyklopent-4-en-1,3-dion
vykazoval slabsi efekt na v§echny hodnocené kmeny kvasinek v porovnani s touto latkou.
Z vysledki lze odvodit, ze in vitro antifungalni aktivita latky 2-benzylidencyklopent-
4-en-1,3-dionu se projevila ve velmi kratké periodé po pfidani do vodného roztoku média
a jeho inokulaci. Neni ziejmé nakolik se, pozd¢ji, na tomto efektu podilel svou aktivitou
cyklopent-4-en-1,3-dion. Proti nadorovym liniim je benzaldehyd zcela neaktivni, zatimco

cyklopent-4-en-1,3-dion ma aktivitu podobnou jako 2-benzylidenderivat.

Dale proto byla pfipravena série analogickych substituovanych maleinimidd,
u kterych jsme ptedpokladali odolnost vic¢i hydrolyze za podminek testovani.
Antifungélni aktivita téchto stabilnich derivati je opét provazena antiproliferacnim
efektem. Za zminku stoji antifungalni ucinek N-2-indanylmaleinimidu proti kmenu
A. fumigatus, z hlediska cytostatické ucinosti je vyznamny efekt N-benzylmaleinimidu

vuci relativné rezistentni linii HT-29.

U vétSiny studovanych SestiClennych lakton byla prokdzana pouze cytostaticka
ucinnost, latky jsou antifungalné neaktivni. Za obzvlasté vyznamny povazujeme Uc¢inek
nekterych derivatl vaci relativné rezistentnim buitkdm kolorektalniho karcinomu HT-29.
Tyto latky by se mohly stat predmétem dalSiho vyzkumu z hlediska vyvoje

antineoplastickych 1é¢iv, svou aktivitou pred¢i antineoplastikum irinotekan.
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22n

HT-29: ICso = 600 nmol.I* ICso = 830 nmol.I*

Je rovnéz pozoruhodné, Zze nékteré latky s cytostatickym ucinkem vaci urcitym
Z testovanych néadorovych linii se nijak neprofilovaly v impedanénim testu

(XCELLigence) provedeném na zdravych buikach (lidské embryonalni ledvinové burky).
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Obecné experimentalni postupy

Vychozi latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich a pouzity bez ¢isténi. THF
byl pred pouzitim piedestilovan z benzofenon ketylu, CH,Cl; byl destilovan z CaH, v ¢as
poticby. DMF, MeOH a EtOH byly vysuSeny opakovanym stanim nad cerstve
aktivovanymi molekulovymi sity typu 3A.

Teploty tani vSech latek byly méfeny na Koflerové bloku nebo na pftistroji Buchi
B-545 a nebyly korigovany. Méifeni IC spekter viech latek bylo provedeno na pfistroji
NICOLET 6700 FT-IR. Hmotnostni spektra litek byla méfena na hmotnostnim
spektrometru MAGNUM FINNIGAN MAT s nizkou rozliSovaci schopnosti (LRMS)
a hmotnostnim spektrometru Finnigan LCQ Advantage s iontovym zachytem (HRMS).
Ionizace vzorkd probihala bud’ metodou elektronové ionizace (EI) nebo metodou ionizace
elektrosprejem (ESI). Elementarni analyza byla provedena na piistroji CHNS-OCE
FISONS EA 1110. NMR spektra byla mé&fena v roztocich CDCl;, DMSO-dg, THF-ds
pfi laboratorni teploté na piistroji VARIAN MERCURY - Vx BB 300 pracujicim
pfi 300 MHz pro *H a pfi 75 MHz pro **C. Chemické posuny byly zméfeny jako hodnoty
d V parts per million (ppm) a byly neptimo vztazeny k tetramethylsilanu jako standardu
pomoci zbytkového signéalu rozpoustédla. Data jsou prezentovana v ndsledujicim potadi:
chemicky posun (8), integrovana intenzita (v protonovych spektrech), multiplicita
(s: singlet, d: dublet, t: triplet, q: kvartet, dd: dublet dubletd, td: triplet dubletd,
m: multiplet), interakéni konstanty (Hz). VSechna pfifazeni byla provedena na zakladé¢
gHSQC, gHMBC a gCOSY experimentl. V piipadé smési diastereomerd jsou oba
popsany jako A a B.

Prubéh reakce a Cistota vyslednych produktii byla kontrolovana pomoci tenkovrstvé
chromatografie na aluminiovych TLC deskach Silica gel 60 F254 (Merck) s detekci
pod UV lampou nebo s pomoci detekéniho ¢inidla Ce(SO4y)2-4H,0 (2 g), H3[P(M03010)4]
(4 g), konc. H,SO4 (10 ml), H,O (200 ml) a nasledného zahtati. Silikagel 60
(230-240 mesh) pro sloupcovou chromatografii byl zakoupen od firmy E. Merck.
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5.2. Syntéza

Obecnv postup syntézy anhydridu kyseliny fenylmaleinové

0 R

R 0
N oﬁ)k 1.K,COg .
Z2 OH 5 HCOOH, H,S0, 7a:R=Br
Y | 0 7h:R=cCl
7c: R=0CHj,
O 7d:R=H

Fenylacetonitril (0.05 mol) a kyselina glyoxalova (5.55 g, 0.075 mol) byly roz-
pustény ve 100 ml MeOH. Do vzniklého roztoku byl ptidan uhli¢itan draselny (17.28 g,
0.127 mol). Smés byla michana za laboratorni teploty 5 hodin, poté byla vznikla
srazenina zfiltrovana, promyta dichlormethanem (250 ml) a nésledn¢ suspendovéna
v 500 ml destilované vody a ponechdna michat ptes noc. Pevny podil byl zfiltrovan,
vysuSen na vzduchu a poté rozpustén v 100 ml smési 88 % mravenci a koncentrované
sirové kyseliny (85:15). Vznikly roztok byl zahfivan pod zpétnym chladicem 3 hodiny,
poté byl nalit do ledové vody a vznikla krystalickd latka byla zfiltrovdna, promyta

na filtru vodou a vysu$ena na vzduchu.

Anhydrid kyseliny 4-bromfenylmaleinové (7a)
Vytézek: 72 %, nazloutld krystalicka latka; "H NMR spektrum latky se shodovalo

S udaji v literature'®!,

Anhydrid kyseliny 4-chlorfenylmaleinové (7b)
Vytézek: 68 %, nazloutla krystalicka latka; 'H NMR spektrum latky se shodovalo

s udaji v literature'®!,

Anhydrid kyseliny 4-methoxyfenylmaleinové (7¢)
Vytézek: 62 %, nazloutla krystalicka latka; 'H NMR spektrum latky se shodovalo

s udaji v literature'®,
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Anhydrid kyseliny fenylmaleinové (7d)
Vytézek: 48 %, bila krystalicka latka; 'H NMR spektrum latky se shodovalo s udaji

v literature%.

Pfiprava Wittigova ¢inidla

0 o) o . o)
PHT/THF PPhs/THF @® o NaOH

—_— —_— —_—

Ph/\)\ RT Ph/\)J\/Br reflux Ph/\)&P(Ph)s-Br MeOH/H,0 ph/\)\%’P%

8

Do roztoku 4-fenylbut-3-en-2-onu (6.85 g, 46.85 mmol) v suchém THF (110 ml)
byl ptidan roztok pyrrolidon hydrotribromidu (30.26 g, 60.96 mmol) v suchém THF
(160 ml). Reak¢ni smés byla michana 24 hodin pii laboratorni teploté. Po ukonceni
reakce byl nadbytek pyrrolidon hydrotribromidu odfiltrovan. Filtrat byl vakuové odparen
do sucha a ziskany zbytek poté rozpustén v etheru, vytiepan s 5 % roztokem NaCl.
Organicka faze byla vysuSena bezvodym Na,SO,4 a rozpoustédla odpaiena. Produkt byl
vy¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan - hexan :
ethyl-acetat 6 : 1). 1-Brom-4-fenylbut-3-en-2-on byl ziskan ve vytézku 78 %, tyto
bezbarvé krystaly byly pouzity v nasledujici reakci.

K roztoku 1-bromo-4-fenylbut-3-en-2-onu (8.195 ¢, 36.55 mmol) v suchém THF
(45 ml) byl piidan trifenylfosfin (36.55 mmol) a smés byla michana pfes noc. Vznikla
trifenylfosfoniova stl byla odfiltrovana, promyta tetrahydrofuranem a nasledné vysusena
pod vakuem. (E)-4-Fenyl-2-oxobut-3-enyltrifenylfosfonium bromid byl ziskan
ve vytézku 82%, jedna se o bilou krystalickou latku.

K suspenzi trifenylfosfoniové soli (8.1 g, 16.7 mmol) ve vodé¢ (100 ml)
a methanolu (100 ml) byl ptidan roztok hydroxidu sodného (1.3 g) ve vodé (15 ml).
Reakéni smés byla michana pies noc pii laboratorni teploté. Po odpafeni MeOH byla
suspenze extrahovana chloroformem. Organicka faze byla vytfepana s 5 % roztokem
chloridu sodného a vysuSena bezvodym Na,SO.. Rozpoustédla byla odpaiena a zbytek
byl rekrystalizovén z etheru. Krystaly byly vysuSeny ve vakuu.

(E)-(Trifenylfosfonio)-4-fenyl-2-oxobut-3-enylid (8)

Vytezek: 90%, Zluta krystalicka latka, NMR spektra se shodovala s literaturou®.
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Obecny postup syntézy E-y-alkylidenbutenolidu

R
O
o benzen
o+ ph\ANPPhs =
(0]
8
7a: R=Br 9a: R=Br
7b: R=CI 9b: R=Cl
7c: R=0Me Ph 9c: R = OMe

Suspenze anhydridu 7a-c (6.77 mmol) v benzenu (10 ml) byla ptidana
do zahfatého roztoku fosforanu 8 (5.64 mmol) v benzenu (25 ml) pod atmosférou argonu.
Reakéni smés byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em 6 hodin. Pomoci TLC bylo
monitorovano spotfebovani vychoziho fosforanu a reakéni smés byla ochlazena. Vzniklé

krystaly butenolidu byly odfiltrovany a oplachnuty ethyl-acetatem.

4-[(1E,3E)-4-Fenyl-2-oxobut-3-enyliden]-2-(4-bromfenyl)but-2-en-4-olid (9a)

Vytezek: 61 %, zluta krystalicka latka; "H NMR: (300 MHz, CDCls) & 8.60 (1H, s,
H4), 7.93-7.88 (2H, m, AA’BB*, H2*, H6%), 7.69 (1H, d, J = 15.9 Hz, CH), 7.65-7.58
(4H, m, H3¢, H5¢, H2*, H6**), 7.46-7.41 (3H, m, H3**, H4**, H5%), 6.93 (1H, d, J =
15.9 Hz, CH), 6.60 (1H, s, CH); *C NMR: (75 MHz, CDCl3) & 188.3, 166.9, 158.5,
144.3, 134.4, 134.2, 133.6, 132.3, 131.1, 129.3, 129.1, 128.7, 127.5, 127.5, 125.7, 107.5;
IR: (KBr) vmax 1073, 1098, 1264, 1407, 1598, 1653, 1770, 3032 3062, 3081, 3099 cm™.

4-[(1E,3E)-4-Fenyl-2-oxobut-3-enyliden]-2-(4-chlorfenyl)-but-2-en-4-olid (9b)
Vytézek: 51%, Zluta krystalicka latka.

4-[(1E,3E)-4-Fenyl-2-oxobut-3-enyliden]-2-(4-methoxyfenyl)-but-2-en-4-olid

(9c)

Vytézek: 55 %, zluta krystalicka latka; 'H NMR: (300 MHz, CDCl3) 6 8.45 (1H, s,
H4), 8.06-7.96 (2H, m, AA’BB°), 7.73-7.56 (3H, m, CH, H2¢*, H6**), 7.48-7.37 (3H, m,
H3*, H4‘c, H5°), 7.02-6.87 (3H, m, AA’BB*, H3‘, H5°, CH), 6.52 (1H, s, CH), 3.87
(3H, s, OCH3); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 188.5, 167.5, 161.9, 159.2, 143.8, 135.1,
134.3, 130.9, 130.6, 129.7, 129.1, 128.6, 127.7, 121.3, 114.5, 106.3, 55.4.
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Bazicky katalyzovany piesmyk (E)-y-alkylidenbutenolidu

1. NaOMe, MeOH
2. H*

BN
10a: R=Br O Ph

9a: R=Br
9b: R=ClI 10b: R = Cl
9c: R = OCH; Ph 10c: R = OCH3

K roztoku butenolidu (3.25 mmol) v suchém methanolu (25 ml) byl pfidan roztok
methanolatu sodného (32.66 mmol) v methanolu (10 ml). Vznikly oranzovy roztok byl
michan za laboratorni teploty 3-6 hodin (monitorovan pomoci TLC) a poté nalit
do ledové vody (60 ml) a okyselen na pH 1.0 pfidavanim 2 M HCI. Produkt byl
odfiltrovan, piekrystalizovan ve smési ethyl-acetat’/hexan a bez charakterizace ihned
pouzit do dalsi reakce.

Vytézky: 54 — 61 %, zluté krystaly.

2-[(2E)-1-Hydroxy-3-fenylprop-2-enyliden)]-4-(4-bromfenyl)-cyklopent-4-en-
1,3-dion (10a)

2-[(2E)-1-Hydroxy-3-fenylprop-2-enyliden)]-4-(4-chlorfenyl)-cyklopent-4-en-
1,3-dion (10b)

2-[(2E)-1-Hydroxy-3-fenylprop-2-enyliden)]-4-(4-methoxyfenyl)-cyklopent-
4-en-1,3-dion (10c)

O-methylace

o]
10a: R=Br 6a: R=Br
10b: R = Cl 6b: R=ClI
10c: R = OCHj3 6c: R = OCH;,

K roztoku 10a-c (2 mmol) v suchém acetonu (50 ml) byl pfidan uhli¢itan draselny

(3.2 g) pod atmosférou argonu. Po 5 minutovém zahtivani pod zpétnym chladi¢em byl
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k tmavé zlutému roztoku piidan Me,SO4 (2.4 ml) a reakéni smés byla zahfivana
pod zpétnym chladicem 30 minut. Po ochlazeni byl odfiltrovan K,CO3 a filtrat odpaten
do sucha. Surovy produkt byl piecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu
(gradientova eluce, hexan — hexan : ethyl-acetat 95 : 5) a naslednou krystalizaci ve smési

hexan/ethyl-acetat.

2-[(2E)-3-Fenyl-1-methoxyprop-2-enyliden)]-4-(4-bromfenyl)cyklopent-4-en-
1,3-dion (6a)

Vytezek: 50 %, Zluta krystalicka latka; *H NMR: (300 MHz, CDCl3) A+B § 8.04
(1H, d, J = 2.19 Hz, H5) (A), 7.98 (1H, d, J = 2.48 Hz, H5) (B), 7.87-7.78 (2H, m, H2°,
H6%) (A+B), 7.74-7.55 (5H, m, CH, H3‘, H5¢, H2**, H6‘‘) (A+B), 7.46-7.37 (3H, m,
H3‘, H4, H5¢“) (A+B), 7.13 (1H, s, CH) (A), 7.11 (1H, s, CH) (B), 4.27 (3H, s, OCH3)
(A), 4.26 (3H, s, OCHs) (B); *C NMR: (75 MHz, CDCl;) A+B & 190.9, 151.6, 151.4,
143.7, 1435, 138.3, 138.0, 135.3, 132.6, 132.1, 132.1, 131.0, 130.8, 130.6, 130.5, 130.4,
130.2, 129.3, 129.0, 128.8, 128.7, 128.6, 125.7, 125.5, 121.2, 121.0, 76.6, 65.0, 64.9,
29.7; IR: (KBr) vmax 1062, 1312, 1444, 1489, 1558, 1578, 1594, 1615, 1667, 2924, 2951,
3061, 3081 cm™.

2-[(2E)-3-Fenyl-1-methoxyprop-2-enyliden)]-4-(4-chlorfenyl)cyklopent-4-en-
1,3-dion (6b)

Vytezek: 65 %, zlutd krystalickd latka, t.t.: 164-165 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) A+B & 8.01 (1H, d, J = 2.2 Hz, H5) (A), 7.99 (1H, d, J = 2.5 Hz, H5) (B),
7.93-7.85 (2H, m, H2¢, H6°) (A+B), 7.73-7.62 (3H, m, H3*, H5°, CH) (A+B), 7.49-7.37
(5H, m, H2°“, H3*“, H4**, H5**, H6°“) (A+B), 7.11 (1H, s, CH) (A), 7.09 (1H, s, CH) (B),
4.27 (3H, s, OCHg) (A), 4.26 (3H, s, OCH3) (B); *C NMR: (75 MHz, CDCl;) A+B:
o 193.8, 193.2, 191.1, 191.0, 170.5, 170.4, 151.5, 151.3, 143.6, 143.4, 138.3, 138.0,
137.1, 137.0, 135.9, 130.6, 130.5, 130.3, 130.2, 129.7, 129.1, 129.0, 129.0, 128.7, 128.6,
128.3, 121.2, 121.0, 109.6, 109.3, 76.6, 76.3, 65.0, 64.8; IR: (KBr) vmax 1314, 1442,
1554, 1615, 1665, 3058 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 350.1 [M]* (23), 332.0
(7), 305.0 (9), 255.1 (5), 228.1 (7), 211.0 (9), 185.1 (100), 158.1 (10), 128.1 (28);
C, H, N: pro C2;H;15ClO3 vypocteno: C, 71.90; H, 4.31; nalezeno: C, 72.05; H, 4.38.
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2-[(2E)-3-Fenyl-1-methoxyprop-2-enyliden)]-4-(4-methoxyfenyl)cyklopent-4-
en-1,3-dion (6¢)

Vytézek: 38 %, zluta krystalicka latka, t.t.: 146 °C; 'H NMR: (300 MHz, CDCls)
8 A+B 8.07 (1H, d, J = 3.3 Hz, H5) (A), 8.02 (1H, d, J = 3.3 Hz, H5) (B), 8.01-7.93
(2H, m, AA’BB¢, H2¢, H6%) (A+B), 7.71-7.59 (3H, m, H2*¢, H6*¢, CH) (A+B), 7.47-7.34
(3H, m, H3¢, H4**, H5‘“) (A+B), 7.06 (1H, s, CH) (A), 7.04 (1H, s, CH) (B), 7.02-6.94
(2H, m, AA’BB*, H3‘, H5°) (A+B), 4.25 (3H, s, OCH3) (A), 4.24 (3H, s, OCH3) (B), 3.87
(3H, s, OCH3) (A+B); *C NMR: (75 MHz, CDCl3) A+B: & 194.5, 193.5, 191.9, 191.3,
169.4, 169.3, 161.9, 161.8, 158.9, 152.4, 152.2, 142.9, 142.7, 136.4, 136.0, 135.4, 130.9,
130.8, 130.3, 130.3, 128.9, 128.6, 128.5, 122.4, 122.4, 121.4, 121.2, 114.3, 110.5, 110.2,
100.1, 85.1, 64.9, 64.6, 55.4; IR: (KBr) vmax 1183, 1265, 1308, 1509, 1547, 1612, 1663,
2850, 2925, 3080 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 346.1 [M]" (37), 328.1 (7),
317.1 (9), 287.0 (14), 259.0 (7), 229.1 (9), 211.0 (9), 185.1 (100), 155.1 (7), 132.1 (38);
C, H, N: pro Cy,H1504 vypocteno: C, 76.29; H, 5.24; nalezeno: C, 75.99; H, 5.49.

2-[(2E)-3-Fenylprop-2-enyliden]cyklopent-4-en-1,3-dion (4)*’

BF3 OEt,
reflux

K cyklopent-4-en-1,3-dionu (0.52 g, 5.39 mmol) v nadbytku Lewisovy kyseliny
BF;.0OEt, (13.66 ml, 0.108 mol) byl piidan cinnamaldehyd (0.68 ml, 5.39 mmol)

a reak¢ni smés byla zahfivana pod zpétnym chladicem. Priib&éh reakce byl monitorovan
pomoci TLC, po 4 hodinach byl patrny vznik produktu, vychozi latky jesté nebyly
spotfebovany. Reakce byla michdna pifes noc. Po zfedéni ethyl-acetitem byla reakéni
smés vytfepana s5 % vodnym roztokem uhli¢itanu sodného. Ziskand smés
nezreagovaného vychoziho aldehydu s produktem byla délena sloupcovou chromatografii
na silikagelu (gradientova eluce, hexan — hexan : ethyl-acetat 93 : 7) a produkt byl
nasledné krystalizovan ve smési hexan/ethyl-acetat.

Vytézek: 7 %, spektra viz modifikovana ptiprava na strané 104.
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Obecnv postup syntézy p-substituovanych skoficovych aldehydu

O 12a: Z=0OCH,

OEt 1.Pd katalyza
z@| + /—< 2. hydrolyza / 12b: Z = CH;
7/ OEt z H 12c:Z=Cl

12d: Z = NO,

K roztoku p-substituovaného aryljodidu (0.5 mmol) v 2.0 ml DMF byl za michani
pridan 3,3-diethoxypropen (0.229 ml, 1.5 mmol), BusNOAc (0.302 g, 1.0 mmol),
uhlic¢itan draselny (0.104 g, 0.75 mmol), chlorid draselny (0.037 g, 0.5 mmol), a octan
palladnaty (0.003 g, 0.015 mmol). Reak¢éni smés byla michana 1.5 hodiny pii 90 °C.
Po ochlazeni byl pomalu pfiddn 2 M roztok kyseliny chlorovodikové a smés byla
michéna 10 minut pii laboratorni teploté. Nasledn¢ byla reakéni smés zfedéna etherem
a vytfepana s vodou. Organicka faze byla vysuSena nad bezvodym siranem sodnym
a rozpoustédlo odpafeno. Surovy produkt byl vyc€istén sloupcovou chromatografii
na silikagelu (gradientova eluce, hexan — hexan : ethyl-acetat 90 : 10) a nasledné

krystalizovan ve smési hexan/ethyl-acetat.

p-Methoxycinnamaldehyd (12a)

Vytezek: 70 %, svétle Zluta krystalickd latka, t.t.. 56-57 °C, literatura*® uvadi
58.5-59.8 °C; *H NMR: (300 MHz, CDCls) § 9.65 (1H, d, J = 7.7 Hz, CHO), 7.55-7.49
(2H, m, AA¢, BB¢,H2, H6), 7.42 (1H, d, J = 15.9 Hz, CH), 6.97-6.91 (2H, m, AA'BB’,
H3, H5), 6.61 (1H, dd, J; = 7.7 Hz, J, = 15.9 Hz, CH), 3.86 (3H, s, OCHj); **C NMR:
(75 MHz, CDCl3) § 193.7, 162.2, 152.7, 130.3, 126.8, 126.5, 114.5, 55.4.

p-Methylcinnamaldehyd (12b)

Vytézek: 58 %, svétle Zluta krystalicka latka, t.t.: 42-43 °C, literatura'®! uvadi
40-42 °C; '"H NMR: (300 MHz, CDCls) & 9.68 (1H, d, J = 7.7 Hz, CHO), 7.5-7.41 (3H,
m, AA'BB piekryty, H2, H6, ArCH), 7.27-7.21 (2H, m, AA’BB’, H3, H5), 6.68 (1H, dd,
Ji1 = 7.7 Hz, J, = 15.9 Hz, CHCHO), 2.4 (3H, s, CH3); *C NMR: (75 MHz, CDCls)
§193.8,152.9, 142.0, 131.3, 129.8, 128.5, 127.7, 21.6.

p-Chlorcinnamaldehyd (12c)

Vytezek: 61 %, bila krystalicka latka, t.t.: 62-63 °C, literatura'®® uvadi 61-63 °C;
'H NMR: (300 MHz, CDCl3) § 9.7 (1H, d, J = 7.7 Hz, CHO), 7.53-7.38 (5H, m, H2, H3,
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H5, H6, CH), 6.7 (1H, dd, J; = 7.7 Hz, J, = 15.9 Hz, CHCHO); *C NMR: (75 MHz,
CDCls) § 193.4, 151.1, 137.3, 132.5, 129.6, 129.4, 128.9.

p-Nitrocinnamaldehyd (12d)

Vytezek: 47 %, Zluta krystalickd latka, t.t.: 139-140 °C, (literatura®® uvadi 137-
138.2 °C; *H NMR: (300 MHz, CDCl3) § 9.77 (1H, d, J = 7.4 Hz, CHO), 8.33-8.24 (2H,
m, AA¢, BB¢, H2, H6), 7.78-7.69 (2H, m, AA'BB’, H3, H5), 7.54 (1H. d, J = 16.2 Hz,
ArCH), 6.81 (1H, dd, J, = 7.4 Hz, J, = 16. 2 Hz, CHCHO); *C NMR: (75 MHz, CDCl5)
§192.8, 148.9, 139.9, 131.7, 129.0, 124.3.

Obecny postup Knoevenagelovy kondenzace aldehydu s diony

Kroztoku aldehydu (6 mmol) v suchém THF (3 ml) byla pfidana Lewisova
kyselina - (i-PrO),Ti piipadné (CF3SO3),Cu (0.6 mmol) a smés byla michana 30 minut
pod atmosférou argonu. Poté byl pifidan cyklopent-4-en-1,3-dion (0.192 g, 2 mmol)
Vv pevné podobé. Reakéni smés byla michéna pies noc za laboratorni teploty. Ubytek
vychoziho cyklopent-4-en-1,3-dionu byl pozorovan pomoci TLC za soucasného
pfibyvani produktu, ktery byl na chromatografické desce dobie detekovatelny
I ve viditelné oblasti svételného spektra. Reakéni smés byla ziedéna ethyl-acetatem
a tfikrat vytfepana s 5 % roztokem uhli¢itanu draselného. Organické faze byla vysuSena
bezvodym siranem sodnym a rozpoustédlo odpafeno. Produkt byl ziskan pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu (gradientova eluce, hexan — hexan : ethyl-acetat
93 : 7) a nasledné krystalizovan ve smési hexan/ethyl-acetat.

V nékterych piipadech dochazelo pii vytfepavani reakéni smési s roztokem
uhli¢itanu draselného ke vzniku sraZeniny, ktera zpracovani komplikovala. V takovych
pfipadech byla reakéni smés pifimo odpafena do sucha a délena sloupcovou

chromatografii.
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Knoevenagelova kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s cinnamaldehydy

(0]
H _ _ 4:7Z=H
. Lewisova kyselina a: Z=0Me
o) = b: Z = Me
THF 17 =
c:Z=Cl
o) Z

12a-c

2-[(2E)-3-Fenylprop-2-enyliden]cyklopent-4-en-1,3-dion (4)

Vytézek: 64 %, Zluta krystalicka latka, t.t.: 165 °C, literatura™™ uvadi 192-196 °C;
'H NMR: (300 MHz, CDCls3) 6 8.19 (1H, dd, J; = 11.8 Hz, J, = 15.7 Hz, CH), 7.67-7.58
(2H, m, H2", H6"), 7.45-7.33 (4H, m, CH, H3’, H4*, H5%), 7.29-7.19 (3H, m, CH, H4,
H5); 3C NMR: (75 MHz, CDCl3) 6 193.9, 193.7, 150.4, 148.1, 146.2, 141.7, 135.4,
130.7, 129.0, 128.5, 123.8, 122.8; IR: (KBr) vma 1201, 1625, 1677, 3062, 3077 cm™;
LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 210.1 [M]" (100), 181.1 (58), 153.0 (62), 128.0 (82),
115.0 (10), 102.1 (28); C, H, N: pro C14H100, vypocteno: C, 79.98; H, 4.79; nalezeno:
C, 79.67; H, 5.02.

2-[(2E)-3-(4-Methoxyfenyl)prop-2-enyliden]cyklopent-4-en-1,3-dion (13a)

Vytézek: 21 %, svétle oranzova krystalicka latka, t.t.: 216 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCls) & 8.06 (1H, dd, J; =12.0 Hz, J, =15.4 Hz, CH), 7.64-7.56 (2H, m, AA°, BB",
H2¢,H6), 7.36 (1H, d, J =12.0, CH), 7.28-7.15 (3H, m, CH, H4, H5), 6.98-6.88 (2H, m,
AA‘, BB¢, H3¢, H5%), 3.86 (3H, s, OCH3); * C NMR: (75 MHz, CDCl3) & 194.2, 194.0,
161.9, 150.6, 147.8, 145.8, 142.4, 130.4, 130.3, 128.3, 120.8, 114.5, 55.4; IR: (KBr) Vmax
1175, 1255, 1511, 1588, 1607, 1684, 1705, 2853, 2923, 2956, 3056 cm™; LRMS (ESI):
m/z (relativni intenzita) 241.2 [M+H]" (100), 218.0 (12), 233.0 (9), 185.0 (7), 1652.5 (5),
150.7 (5), 141.9 (5), 116.9 (2), 102.1 (4); C, H, N: pro CisH1,05 vypodteno: C, 74.99;
H, 5.03; nalezeno: C, 75.12; H, 5.12.

2-[(2E)-3-(4-Methylfenyl)prop-2-enyliden]cyklopent-4-en-1,3-dion (13b)

Vytézek: 36 %, zluta krystalickd latka, t.t.: 180-181 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCls) 6 8.14 (1H, dd, J; =12.0 Hz, J, =15.5 Hz, CH), 7.55-7.5 (2H, m, AA‘, BB*, H2',
H6"), 7.37 (1H, d, J =12.0 Hz, CH), 7.27-7.17 (5H, m, CH, H4, H5, H3‘ H5¢), 2.39 (3H,
s, CHy); BC NMR: (75 MHz, CDCl3) 6 193.8, 150.7, 147.9, 146.0, 142.1, 141.5, 132.7,
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129.8, 128.6, 123.2, 121.9, 21.6; IR: (KBr) vma 1172, 1600, 1622, 1674, 3054 cm™;
LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 224.1 [M]" (100), 195.1 (18), 181.1 (52), 152.1 (21),
141.1 (38), 115.1 (25); C, H, N: pro Cy5H120, vypocteno: C, 80.34; H, 5.39; nalezeno:
C, 80.32; H, 5.48.

2-[(2E)-3-(4-Chlorfenyl)prop-2-enyliden]cyklopent-4-en-1,3-dion (13c)

Vytezek: 30 %, Zlutd krystalickd latka, t.t.: 172-173 °C; *H NMR: (300 MHz,
CDCls) § 8.15 (1H, dd, J; =12.0 Hz, J, =15.5 Hz, CH), 7.59-7.51 (2H, m, H2¢,H6°), 7.42-
7.13 (6H, m, CH, H4, H5, H3,H5¢, CH); *C NMR: (75 MHz, CDCl3) & 193.9, 193.5,
148.5, 148.2, 146.3, 141.1, 136.6, 133.9, 129.6, 129.3, 124.2, 123.2; IR: (KBr) vmax 1199,
1317, 1491, 1587, 1616, 1686, 1706, 3061 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni intenzita)
244.0 [M]" (100), 209.1 (75), 181.1 (80), 162.0 (34), 152.1 (56), 127.1 (45); C, H, N:
pro C14HoCIO; vypocteno : C, 68.72; H, 3.71; nalezeno C, 68.87; H, 3.88.

Knoevenagelova kondenzace cyklopent-4-en-1,3-dionu s benzaldehydy

H
Lewisova kyselina
+ O X
| 5z THF
=

2-Benzylidencyklopent-4-en-1,3-dion (11)

Vytézek: 43 %, nazloutld krystalicka latka, tt.: 144-145 °CY% 'H NMR:
(300 MHz, CDCl;) & 8.34-8.25 (2H, m, H2",H6"), 7.63 (1H, s, CH), 7.57-7.45 (3H, m,
H3',H4",H5"), 7.35-7.26 (2H, m, H4, H5); *C NMR: (75 MHz, CDCl5) & 193.9, 192.3,
149.3, 145.2, 144.0, 133.7, 132.9, 132.5, 128.8, 125.0; IR: (KBr) vmax 1170, 1593, 1620,
1682, 1732, 3070 cm™*; LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 184.1 [M]" (100), 155.0 (8),
128.1 (32), 102.1 (75), 76.0 (24); C, H, N: pro C1,HsO, vypocteno: C, 78.25; H, 4.38;
nalezeno: C, 77.89; H, 4.73.

11:Z=H

14a: Z = 4-OMe
14b: Z = 4-Me
14c: Z = 4-Cl
14d: Z = 4-F

14e: Z = 4-Br

14f. Z = 3-Br

149: Z = 4-N(Me),

2-(4-Methoxybenzyliden)cyklopent-4-en-1,3-dion (14a)
Vytszek: 31 %, zluta krystalicka latka, t.t.: 166 °C***; *H NMR: (300 MHz, CDCl5)
§ 8.39-8.34 (2H, m, AA®, BB¢,H2¢,H6%), 7.57 (1H, s, CH), 7.28-7.18 (2H, m, H4, H5),
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7.02-6.96 (2H, m, AA®, BB¢, H3¢, H5°), 3.90 (3H, s, OCHs); *C NMR: (75 MHz,
CDCl3) & 194.8, 193.2, 163.9, 148.9, 144.9, 144.0, 136.9, 126.0, 122.6, 114.6, 55.8; IR:
(KBr) vmax 1172, 1278, 1515, 1559, 1588, 1679, 3078 cm™; LRMS (ESI): m/z (relativni
intenzita) 215.2 [M+H]" (11), 187.1 (14), 159.1 (7), 131.1 (5), 109.0 (100); C, H, N:
pro C13H1003 vypocteno: C, 72.89; H, 4.71; nalezeno: C, 73.06; H, 4.89.

2-(4-Methylbenzyliden)cyklopent-4-en-1,3-dion (14b)

Vytezek: 49 %, zlutd krystalickd latka, t.t.: 144-145 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCls5) & 8.25-8.20 (2H, m ,H2¢,H6"), 7.6 (1H, s, CH), 7.31-7.23 (4H, m, H4, H5, H3,
H5¢), 2.43 (3H, s, CHs); *C NMR: (75 MHz, CDCls3) § 194.2, 192.6, 149.1, 145.0, 144.2,
144.1, 134.0, 130.0, 129.6, 124.0, 21.9; IR: (KBr) vmax 1175, 1379, 1599, 1617, 1677,
3070 cm™; LRMS (ESI): m/z (relativni intenzita) 199.1 [M+H]" (5), 181.2 (52), 171.3
(66), 153.2 (100), 143.3 (30), 129.3 (32), 71.4 (38); C, H, N: pro Ci3H100, vypocteno:
C, 78.77; H, 5.09; nalezeno: C, 79.13; H, 5.30.

2-(4-Chlorbenzyliden)cyklopent-4-en-1,3-dion (14c)

Vytézek: 49 %, zluta krystalickd latka, t.t.: 156-157 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) & 8.29-8.23 (2H, m, AA‘, BB*,H2‘,H6), 7.56 (1H, s, CH), 7.48-7.42 (2H, m,
AA‘, BB¢, H3, H5%), 7.36-7.28 (2H, m, H4, H5); *C NMR: (75 MHz, CDCl3) & 193.5,
192.3, 149.4, 145.5, 142.3, 139.2, 134.9, 140.0, 129.1, 125.3; IR: (KBr) vmax 1178, 1585,
1616, 1678, 3067 cm™; LRMS (ESI): m/z (relativni intenzita) 219.1 [M+H]" (5), 191.2
(17), 184.2 (100), 163.2 (7), 149.3 (1), 128.3 (1); C, H, N: pro C1,H;CIO; vypodteno:
C, 65.92; H, 3.23; nalezeno: C, 65.96; H, 3.39.

2-(4-Fluorbenzyliden)cyklopent-4-en-1,3-dion (14d)

Vytszek: 25 %, zlutd krystalickd latka, tt.: 184-185 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) 6 8.4-8.34 (2H, m, H2‘,H6), 7.58 (1H, s, CH), 7.35-7.25 (2H, m, H4,H5),
7.2-7.12 (2H, m, H3¢, H5%); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 193.8, 192.5, 165.4 (d, J=
256.9 Hz), 149.2, 145.3, 142.6, 136.5 (d, J = 9.4 Hz), 129.0 (d, J = 3.2 Hz), 124.5, 116.1
(d, J = 21.7); IR: (KBr) vmax 1171, 1515, 1597, 1620, 1682, 3062, 3077 cm™; LRMS
(ESI): m/z (relativni intenzita) 203.2 [M+H]" (23), 185.3 (3), 175.2 (100), 147.2 (79),
133.3 (7), 127.3 (3); C, H, N: pro Ci,H;FO, vypocteno: C, 71.29; H, 3.49; nalezeno:
C, 71.10; H, 3.51.
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2-(4-Brombenzyliden)cyklopent-4-en-1,3-dion (14e)

Vytezek: 57 %, zlutd krystalickd latka, t.t.: 180-181 °C; *H NMR: (300 MHz,
CDCl3) 6 8.2-8.15 (2H, m, AA‘, BB, H2‘,H6°), 7.65-7.59 (2H, m, AA‘, BB, H3‘, H5°),
7.54 (1H, s, CH), 7.36-7.28 (2H, m, H4, H5); *C NMR: (75 MHz, CDCls) § 193.5,
192.3, 149.5, 1455, 142.4, 135.0, 132.1, 131.4, 128.0, 125.5; IR: (KBr) vmax 1175, 1581,
1619, 1679 cm™; LRMS (ESI): m/z (relativni intenzita) 263.0 [M+H]* (11), 246.1 (1),
236.1 (4), 185.1 (100), 156.1 (2), 136.1 (4); C, H, N: pro C1,H;BrO; vypoéteno: C, 54.78;
H, 2.68; nalezeno: C, 54.73; H, 2.78.

2-(3-Brombenzyliden)cyklopent-4-en-1,3-dion (14f)

Vytézek: 31 %, zluta krystalickd latka, t.t.: 124-125 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) 6 8.48 (1H, t, J = 1.7 Hz, H2"), 8.2 (1H, d, J = 8.0 Hz, H4"), 7.67-7.63 (1H, m,
H6"), 7.53 (1H, s, CH), 7.4-7.29 (3H, m, H5", H4, H5); *C NMR: (75 MHz, CDCl3)
0 193.3, 192.0, 149.6, 145.7, 142.0, 135.9, 135.5, 134.3, 132.0, 130.2, 126.2, 122.7; IR:
(KBr) vimax 1180, 1369, 1620, 1682, 1729, 1756, 3066 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni
intenzita) 262.0 [M]* (42), 208.0 (8), 183.0 (100), 127.1 (22), 101.0 (18); C, H, N:
pro C1,H;BrO, vypoéteno: C, 54.78; H, 2.68; nalezeno: C, 54.98; H, 2.76.

2-(4-(N,N-Dimethylamino)benzyliden)cyklopent-4-en-1,3-dion (14g)

Vytézek: 10 %, tmaveé oranzovéa krystalicka latka, t.t.: 113.2 °C; 'H NMR:
(300 MHz, CDCl3) § 8.37-8.27 (2H, m, AA*, BB*, H2¢, H6%), 7.49 (1H, s, CH), 7.14-7.05
(2H, m, H4, H5), 6.76-6.66 (2H, m, AA'BB’, H3", H5"), 3.11 (6H, s, NCH3); *C NMR:
(75 MHz, CDCl3) 6 195.6, 193.6, 153.5, 147.5, 144.4, 143.4, 137.2, 121.1, 118.8, 111.3,
40.0; IR: (ATR) vmax 811, 844, 1049, 1167, 1372, 1522, 1558, 1660, 2908, 3074 cm™;
LRMS (El): m/z (relativni intenzita) 227.1 [M]* (100), 210.1 (1), 198.1 (6), 183.1 (6),
170.1 (7), 155.1 (3), 144.1 (11), 128.1 (8), 115.1 (4), 101.0 (5), 77.0 (4), 55.0 (3); HRMS
(E1): Vypocteno pro C14H13NO, 227.0946, nalezeno 227.0940; C, H, N: pro C14H13NO;
vypocteno : C, 73.99; H, 5.77; N, 6.16; nalezeno C, 73.82; H, 5.88; N, 5.94.
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Knoevenagelova  kondenzace  cyklopent-4-en-1,3-dionu s heterocyklickymi

aldehydy

0 0
0 | | y
. HJ\EX) (i-PrO),Ti _
/ THF X
O p
15a-b

2-(Furan-2-ylmethylen)cyklopent-4-en-1,3-dion (15a)

Vytézek: 70 %, oranzova krystalicka latka, t.t.: 147 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCls) 6 8.32 (1H, d, J = 3.6 Hz, H3"), 7.73-7.71 (1H, m, H4"), 7.48 (1H, s, CH), 7.27-
7.19 (2H, m, H4, H5), 6.68-6.65 (1H, m, H5"); **C NMR: (75 MHz, CDCls) & 193.7,
192.3, 150.6, 148.5, 148.5, 145.3, 126.7, 123.7, 120.6, 114.3; IR: (KBr) vmax 1170, 1226,
1353, 1468, 1616, 1681 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 174.0 [M]" (100),
146.0 (6), 120.0 (20), 92.0 (13); C, H, N: pro CyoHsO3 vypoéteno: C, 68.97; H, 3.47;
nalezeno: C, 69.36; H, 3.60.

2-(Thiofen-2-ylmethylen)cyklopent-4-en-1,3-dion (15b)

Vytézek: 45 %, zlutd krystalickd latka, tt.: 165-166 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCl3) 6 7.98 (1H, d, J =3.9 Hz, H5"), 7.81-7.78 (1H, m, H3"), 7.73 (1H, s, CH), 7.28-
7.24 (1H, m, H4"), 7.22-7.18 (2H, m, H4, H5); **C NMR: (75 MHz, CDCl3) & 193.9,
192.7, 148.2, 145.2, 140.8, 137.3, 136.6, 133.4, 128.5, 120.7; IR: (KBr) vmax 1186, 1320,
1417, 1603, 1678, 1730, 3062, 3112 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 190.0
[M]* (100), 162.0 (5), 134.0 (53), 108.0 (38), 82.0 (10); C, H, N: pro CioHeO,S
vypocteno: C, 63.14; H, 3.18; S, 16.86; nalezeno: C, 62.98; H, 3.17; S, 16.45.

2-(Naftalen-2-ylmethylen)cyklopent-4-en-1,3-dion (16)

O
H
p Ti
v 0 (i-PrO),Ti
THF
0]
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Vytezek: 22 %, zluta krystalicka latka, t.t.: 190.3 °C; *H NMR: (300 MHz, CDCls)
8 8.73 (1H, s, CH), 8.47 (1H, dd, J; = 1.8 Hz, J, = 8.7 Hz, Ar), 8.0-7.82 (3H, m, Ar), 7.77
(1H, s, H1"), 7.63-7.50 (2H, m, Ar), 7.36-7.26 (2H, m, H4, H5); *C NMR: (75 MHz,
CDCl3) & 194.0, 192.5, 149.2, 1452, 144.1, 136.3, 135.3, 132.9, 130.3, 129.6, 128.8,
128.4, 127.7, 126.7, 124.9; IR: (ATR) vmax 1053, 1171, 1605, 1677, 2922, 3070 cm™;
LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 234.1 [M]" (100), 205.1 (7), 178.1 (19), 152.1 (48),
126.1 (7), 117.0 (4), 103.0 (2), 89.0 (5), 76.0 (15), 63.0 (7); HRMS (EIl): Vypodteno
pro Ci16H100, 234.0681, nalezeno 234.0684; C, H, N: pro C1H100 vypocteno : C, 82.04;
H, 4.30; nalezeno C, 81.82; H, 4.41.

Obecny postup syntézy 3-fenylcyklopent-2-enontt Heckovou reakci

R
OH O 17a:R=H
] 17b: R = Me
Q . RQI Pd katalyza ' 17¢: R = OMe
OH 0]

17a-c

K roztoku p-substituovaného aryljodidu (0.5 mmol) v 2 ml suchého DMF byl
v atmosféfe argonu za michani ptidan cyklopent-4-en-1,3-diol (0.15 g, 1.5 mmol),
BusNOAC (0.302 g, 1.0 mmol), uhli¢itan draselny (0.104 g, 0.75 mmol), chlorid draselny
(0.037 g, 0.5 mmol) a octan palladnaty (0.003 g, 0.015 mmol). Reak¢éni smés byla
zahtivana pod zpétnym chladi¢em na 90 °C 3 hodiny. Po ochlazeni na laboratorni teplotu
byla reakéni smés ziedéna etherem a vytfepana s vodou. Organickd faze byla vysuSena
nad bezvodym siranem sodnym a rozpoustédlo odpafeno. Surovy produkt byl vycistén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan — hexan : ethyl-acetat
90 : 10) a nasledné krystalizovan ve smési hexan/ethyl-acetat.

3-Fenylcyklopent-2-enon (17a)**

Vytezek: 35 %, bila krystalicka latka, t.t.: 79.2 °C, literatura®® uvadi 80-81 °C;
'H NMR: (300 MHz, CDCl3) & 7.69-7.60 (2H, m, H2", H6"), 7.49-7.41 (3H, m, H3", H4,
H5%), 6.57 (1H, t, J = 1.8 Hz, H2), 3.08-3.0 (2H, m, H5), 2.62-2.53 (2H, m, H4),
3C NMR: (75 MHz, CDCls) & 209.3, 173.9, 134.0, 131.2, 128.9, 127.4, 126.8, 35.2,
28.6; IR: (ATR) vimax 1192, 1272, 1446, 1591, 1668, 1677, 2924, 2954, 3057, 3075 cm™;
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LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 158.1 [M]* (100), 129.1 (61), 115.1 (30), 102.0 (21);
C, H, N: pro C11H100 vypocteno: C, 83.51; H, 6.37; nalezeno: C, 83.75; H, 6.62.

3-(4-Methylfenyl)cyklopent-2-enon (17b)

Vytezek: 29 %, bila krystalicka latka, t.t.: 99.1 °C***: 'H NMR: (300 MHz, CDCls)
o 7.58-7.51 (2H, m, AA'BB’, H3’, H5"), 7.28-7.21 (2H, m, AA‘, BB‘,H2*,H6°), 6.52
(1H, t, J = 1.7 Hz, H2), 3.08-2.95 (2H, m, H5), 2.62-2.50 (2H, m, H4), 2.4 (3H, s, CH3);
13C NMR: (75 MHz, CDCl3) 6 174.0, 141.8, 131.3, 129.6, 126.8, 126.6, 35.2, 28.5, 21.5;
IR: (ATR) vmax 1193, 1594, 1671, 2917, 2957, 3027 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni
intenzita) 172.1 [M]* (92), 157.1 (100), 143.1 (15), 129.1 (47), 115.1 (33); C, H, N:
pro C12H1,0 vypoéteno: C, 83.69; H, 7.02; nalezeno: C, 83.65; H, 7.22.

3-(4-Methoxyfenyl)cyklopent-2-enon (17¢)*

Vytézek: 31 %, oranzovo-rizova krystalicka latka, t.t.: 138.7 °C, literatura™® uvadi
140-141 °C; *H NMR: (300 MHz, CDCls) § 7.64-7.58 (2H, m, AA*, BB*,H2*,H6"), 6.98-
6.92 (2H, m, AA'BB’, H3", H5"), 6.46 (1H, t, J = 1.7 Hz, H2), 3.86 (3H, s, OCH3), 3.05-
2.94 (2H, m, H5), 2.6-2.51 (2H, m, H4); **C NMR: (75 MHz, CDCls) & 209.2, 173.6,
162.0, 128.6, 126.7, 125.4, 114.2, 55.4, 35.2, 28.5; IR: (ATR) vmax 1192, 1594, 1663,
2919, 2960, 3060 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 188.1 [M]* (100), 172.1 (5),
157.1 (42), 145.1 (22), 132.1 (14), 115.1 (19); C, H, N: pro CyH1,0, vypoéteno:
C, 76.57; H, 6.43; nalezeno: C, 76.48; H, 6.89.

Knoevenagelova kondenzace dalSich diona s aldehydy

(0] O]
\o H \O 18a: Z=H
. . 18b: Z = Me
5 + O}\©\ Lewisova kyselina — 18c: 7 = Br
O
/ . THF /

Dimethyl-benzylidenmalonat (18a)**

Vytézek: 48 %, bila krystalicka latka, t.t.: 41.8 °C; *C NMR: (75 MHz, CDCls) &
167.1, 164.5, 143.0, 132.7, 130.7, 129.4, 128.9, 125.4, 52.7; IR: (KBr) vmax 1203, 1223,
1272, 1433, 1622, 1723, 2950, 3033 cm™; LRMS (ESI): m/z (relativni intenzita) 221.1
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[M+H]"(100), 189.3 (39), 121.4 (5); C, H, N: pro C1,H1,04 vypoéteno: C, 65.45; H, 5.49;
nalezeno: C, 65.68; H, 5.77.

Dimethyl-2-(4-methylbenzyliden)malonat (18b)'%

Vytezek: 9 %, bila krystalicka latka, t.t.: 50-51 °C; *H NMR: (300 MHz, CDCls)
8 7.74 (1H, s, CH), 7.35-7.29 (2H, m, AA’BB¢, H2¢, H6%), 7.22-7.15 (2H, m AA’BB®,
H3¢, H5¢), 3.85 (3H, s, OCHj3), 3.84 (3H, s, OCHs), 2.37 (3H, s, CHs); *C NMR:
(75 MHz, CDCls) & 165.1, 143.4, 141.8, 130.4, 130.1, 129.9, 124.8, 54.1, 53.04, 53.0,
21.9.

Dimethyl-2-(4-brombenzyliden)malonat (18c)

Vytezek: 8 %, zluta olejovita kapalina; *H NMR: (300 MHz, CDCl3) & 7.69 (1H, s,
CH), 7.55-7.49 (2H, m, AA*, BB*,H2*,H6), 7.31-7.25 (2H, m, AA*, BB*, H3*, H5°), 3.85
(3H, s, OCHs), 3.84 (3H, s, OCHs); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 166.8, 164.3, 141.6,
132.2,131.7,130.7, 126.1, 125.2, 52.8.

Dimethyl-2-(furan-3-ylmethylen)malonat (18d)*

\ O 0 - O
| LA O
+ O Y% —
0 THF e __
/0 : 0O 0
18d

Vytezek: 14 %; C NMR: (75 MHz, CDCl3) 6 167.0, 164.6, 146.9, 144.6, 133.4,
123.5,120.1, 108.7, 52.7, 52.5.

2-[(2E)-3-Fenylprop-2-enyliden]cyklohexan-1,3-dion (19)**°

H
b oS (i-PrO),Ti
THF
o)
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Vytézek: 37 %, oranzova krystalickd latka, t.t.: 110.1 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCls) 6 8.35 (1H, dd, J; = 11.9 Hz, J, = 15.5 Hz, CH), 7.81 (1H, d, J = 11.9 Hz, CH),
7.65-7.57 (2H, m, H2’, H6"), 7.44-7.29 (4H, m, H3’, H4’, H5", CH), 2.69-2.60 (4H, m,
H4, H6), 2.09-1.97 (2H, m, H5); *C NMR: (75 MHz, CDCl3) § 199.2, 198.1, 153.4,
151.8, 135.6, 130.9, 130.5, 129.0, 128.7, 125.6, 40.3, 38.7, 18.1; IR: (ATR) Vmax 1159,
1271, 1368, 1540, 1570, 1647, 1653, 2924, 2949 cm™; LRMS (El): m/z (relativni
intenzita) 226.1 [M]" (100), 198.1 (12), 170.1 (49), 155.1 (12), 149.1 (21), 141.1 (28),
128.1 (32), 115.1 (5); C, H, N: pro CysH140;, vypocteno: C, 79.62; H, 6.24; nalezeno:
C, 79.25; H, 6.62.

2-Benzyliden-1H-inden-1,3(2H)-dion (20a)***

H
Lewisova kyselina
+ 0
THF

Vytézek: 41 %, nazloutla krystalickd latka, t.t.: 152.3 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCls) 6 8.49-8.41 (2H, m, H5, H6), 8.04-7.97 (2H, m, H4, H7), 7.90 (1H, s, CH), 7.84-
7.77 (2H, m, H2', H6"), 7.58-7.47 (3H, m, H3’, H5’, H6'); *C NMR: (75 MHz, CDCl5)
5 190.2, 189.0, 146.9, 142.5, 140.0, 135.4, 135.2, 134.1, 133.2, 133.0, 129.1, 128.8,
123.33, 123.29; IR: (ATR) vmax 1202, 1348, 1567, 1585, 1621, 1682, 1726, 2924, 3065
cm™; LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 234.1 [M]* 205.1 (10), 176.1 (13), 151.1 (5),
129.0 (4), 104.0 (9); C, H, N: pro CyH100;2 vypoéteno: C, 82.04; H, 4.30; nalezeno:
C, 81.75; H, 4.50.

2-[(2E)-3-Fenylprop-2-enyliden]-1H-inden-1,3(2H)-dion (20b)

Qo H
+ O = i,
THF
@]
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Vytézek: 67 %, oranzova krystalickd latka, t.t.: 153.2 °C; 'H NMR: (300 MHz,
CDCI3) 6 8.43 (1H, dd, J; = 12.0 Hz, J, = 15.6 Hz, CH), 7.99-7.91 (2H, m, H5, H6), 7.82-
7.73 (2H, m, H4, H7), 7.7-7.58 (3H, m, H2", H6", CH), 7.46-7.37 (3H, m, H3", H4', H5"),
7.32 ( 1H, d, J = 15.6 Hz, CH); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 190.5, 190.0, 151.1,
144.6, 142.1, 140.8, 135.5, 135.1, 135.0, 130.9, 129.0, 128.7, 127.9, 123.6, 123.1, 122.9;
IR: (ATR) vmax 683, 735, 988, 1173, 1558, 1681, 1716 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni
intenzita) 260.1 [M]" (100), 231.1 (75), 215.1 (18), 202.1 (48), 183.0 (7), 155.0 (9), 127.1
(11), 104.0 (15); C, H, N: pro CigH1,0, vypocteno: C, 83.06; H, 4.65; nalezeno:
C,82.81; H,4.74.

2,2-Dimethyl-5-[(2E)-3-fenylprop-2-enyliden]-1,3-dioxan-4,6-dion (21)**

#—o H #O
(i-PrO),Ti 0 o
(0] O 0O = A S
}/-—): * THF J N\
3 \
21

Vytézek: 79 %, zluta krystalicka latka, t.t.: 104.3 °C; 'H NMR: (300 MHz, CDCl5)
8 8.37-8.14 (2H, m, CH), 7.7-7.61 (2H, m, H2’, H6"), 7.47-7.37 (4H, m, H3', H4', H5’,
CH), 1.76 (6H, s, CH3); **C NMR: (75 MHz, CDCl3) § 162.9, 160.7, 157.9, 154.3, 134.9,
131.7, 129.2, 129.1, 124.5, 111.4, 104.7, 27.6; IR: (ATR) vimax 1168, 1202, 1284, 1373,
1541, 1560, 1702, 1706 cm™; LRMS (ESI): m/z (relativni intenzita) 281.1 [M+Na]" (3),
203.1 (25), 158.1 (26), 130.1 (100), 116.1 (5); C, H, N: pro CisH1404 vypoéteno:
C, 69.76; H, 5.46; nalezeno: C, 70.11; H, 5.79.

Obecny postup syntézy N-substituovanych maleinimida - Mitsunobuova reakce

0] 0
Ph;P/DIAD
| NH + R-OH | N-R
THF
O O
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Trifenylfosfin (0.525 g, 2 mmol) byl rozpustén v suchém THF (15 ml) v atmosféte
argonu. Roztok byl ochlazen na -78 °C. Poté byl pomalu piikapavan DIAD (0.4 ml,
2 mmol) 3-5 minut, vznikla Zluta reakéni smés byla michana 5 minut a poté byl pomalu
béhem 1-2 minut piikapavan alkohol (3 mmol) a smés byla opét 5 minut michana.
Nasledné byl pfidan maleinimid (0.194 g, 2 mmol) v pevném stavu a suspenze byla
10 minut michéana pii -78 °C. Barika sreakéni smési byla vyjmuta z chladici 1azné
a michani pokracovalo pies noc za laboratorni teploty. TLC prokazalo spottebovani
vychoziho maleinimidu, vznik redukovaného DIADH, a oxidaci trifenylfosfinu
na trifenylfosfinoxid. Z reakéni smési bylo odpatfeno rozpoustédlo a surova smés byla
délena sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, hexan — hexan : ethyl-
acetat 98 : 2).

N-Pentylmaleinimid (22a)

Vytézek: 57 %, bezbarva olejovita kapalina; IH NMR: (300 MHz, CDCl3) 6 6.67
(2H, s, H3, H4), 3.49 (2H, t, J = 7.2 Hz, NCH_), 1.66-1.50 (2H, m, CH,), 1.39-1.17 (4H,
m, CHy), 0.87 (3H, t, J = 7.2 Hz, CHs); *C NMR: (75 MHz, CDCls) § 170.1, 134.0, 37.9,
28.8, 28.2, 22.2, 13.9; IR: (ATR) vmax 1113, 1365, 1407, 1442, 1698, 2872, 2932 cm™;
LRMS (El): m/z (relativni intenzita) 167.1 [M]" (32), 139.1 (6), 124.1 (8), 110.0 (100),
99.0 (21), 82.0 (15), 69.1 (8), 54.0 (16); HRMS (EI): pro CgHi3NO, vypoéteno:
167.0946, nalezeno: 167.0952.

N-Hexylmaleinimid (22b)"*?

Vytézek: 77 %, nahnédla krystalickd/olejovita latka, t.t.: 30.1 °C, literatura® uvadi
32.5 °C; *C NMR: (75 MHz, CDCls) § 170.9, 134.0, 37.9, 31.3, 28.5, 26.4, 22.5, 14.0;
IR: (ATR) vmax 1366, 1407, 1442, 1699, 2859, 2930 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni
intenzita) 181.1 [M]* (38), 152.1 (4), 138.1 (10), 124.1 (18), 110.0 (100), 99.0 (30), 82.0
(18), 69.1 (5), 55.1 (22); HRMS (EI): pro CoH1sNO; vypodteno: 181.1103, nalezeno:
181.1109; C, H, N: pro CyoHisNO, vypocteno: C, 66.27; H, 8.34; N, 7.73; nalezeno:
C, 66.63; H, 8.39; N, 7.38.

N-Oktylmaleinimid (22c)

Vytszek: 63 %, bila krystalicka latka, t.t.. 39.3 °C, literatura®®* uvadi 36-38 °C;
'H NMR: (300 MHz, CDCl3) & 6.67 (2H, s, H3, H4), 3.50 (2H, t, J = 7.0 Hz, NCH,),
1.63-1.47 (2H, m, CH,), 1.37-1.17 (10H, m, CH,), 0.87 (3H, t, J = 7.0 Hz, CHy);
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B3C NMR: (75 MHz, CDCl3) 6 170.8, 134.0, 37.9, 31.7, 29.1, 29.0, 28.5, 26.7, 22.6, 14.0;
IR: (ATR) vmax 1124, 1368, 1404, 1446, 1697, 2852, 2916, 3077 cm™; LRMS (EI):
m/z (relativni intenzita) 209.1 [M]* (70), 180.1 (3), 152.1 (8), 138.1 (12), 124.1 (16),
110.0 (100), 99.0 (38), 82.0 (16), 69.1 (29); HRMS (EI): pro Ci2H1sNO, vypocteno:
209.1416, nalezeno: 209.1424; C, H, N: pro C;,H19NO; vypoéteno: C, 68.87; H, 9.15;
N, 6.69; nalezeno: C, 68.97; H, 9.63; N, 6.63.

N-Decylmaleinimid (22d)

Vytszek: 35 %, bila krystalické latka, t.t.: 48.7 °C***; 'H NMR: (300 MHz, CDCls)
3 6.67 (2H, s, H3, H4), 3.50 (2H, t, J = 7.2 Hz, NCH,), 1.64-1.50 (2H, m, CH), 1.35-1.16
(14H, m, CH,), 0.87 (3H, t, J = 7.2 Hz, CH3); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 170.9,
134.0, 37.9, 31.8, 29.47, 29.45, 29.3, 29.1, 28.5, 26.7, 22.6, 14.1; IR: (ATR) vmax 1369,
1403, 1446, 1697, 2849, 2916, 3076, 3099 cm™; LRMS: (ESI): m/z (relativni intenzita)
238.2 [M+H]" (1), 233.2 (3), 228.1 (10), 214.1 (6), 193.0 (8), 173.1 (11), 159.1 (28),
150.1 (4), 133.1 (7), 117.2 (100), 103.1 (6), 88.1 (37); C, H, N: pro CiHx:NO,
vypocteno: C, 70.85; H, 9.77; N, 5.90; nalezeno: C, 71.29; H, 10.26; N, 5.87.

N-(3-Oktyl)maleinimid (22e)

Vytezek: 30 %, nazloutl olejovitd kapalina; "H NMR: (300 MHz, CDCls) § 6.63
(2H, s, H3, H4), 3.95-3.84 (1H, m, NCH), 2.01-1.82 (2H, m, CH,), 1.73-1.52 (2H, m,
CHy), 1.33-1.06 (6H, m, CH,), 0.88-0.76 (6H, m, CH3); *C NMR: (75 MHz, CDCls)
0 171.3, 133.7, 53.8, 32.1, 31.4, 26.2, 25.5, 22.5, 13.9, 11.0; IR: (ATR) vmax 1368, 1404,
1700, 2860, 2930, 2961 cm™; LRMS (ESI): m/z (relativni intenzita) 210.1 [M+H]" (100),
192.1 (2), 182.1 (1), 166.0 (7).

N-(4-Methylpentyl)maleinimid (22f)

Vytézek: 48 %, bila krystalicka latka, t.t.: 39.9 °C; 'H NMR: (300 MHz, CDCls)
8 6.67 (2H, s, H3, H4), 3.47 (2H, t, J = 7.0 Hz, NCH,), 1.64-1.43 (3H, m, CH, + CH),
1.25-1.03 (2H, m, CH,), 0.84 (6H, d, J = 7.0 Hz, CHs); *C NMR: (75 MHz, CDCl5)
§ 170.8, 134.0, 38.1, 35.7, 27.6, 26.4, 22.4; IR: (ATR) vmax 1123, 1405, 1445, 1692,
2954, 3087 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 181.1 [M]" (30), 166.1 (6), 138.1
(12), 110.0 (100), 99.0 (49), 82.0 (24), 69.1 (12), 55.1 (23); HRMS (EI): pro C1oH15NO,
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vypocteno: 181.1103, nalezeno: 181.1102; C, H, N: pro C10H15NO; vypocteno: C, 66.27;
H, 8.34; N, 7.73; nalezeno: C, 65.86; H, 8.69; N, 7.52.

N-(Okt-1-en-3-yl)maleinimid (229)

Vytezek: 48 %, Zluta olejovita kapalina; *H NMR: (300 MHz, CDCls) § 6.64 (2H,
s, H3, H4), 6.13-6.01 (1H, m, CH), 5.18-5.10 (2H, m, CHy), 4.56-4.45 (1H, m, NCH),
2.01-1.69 (2H, m, CHy), 1.33-1.10 (6H, m, CH,), 0.85 (3H, t, J = 6.6 Hz, CHy);
3C NMR: (75 MHz, CDCl3) & 170.6, 135.8, 133.9, 117.1, 54.0, 31.9, 31.2, 26.0, 22.4,
13.9; IR: (ATR) vmax 1382, 1396, 1701, 2860, 2927 cm™; LRMS (EIl): m/z (relativni
intenzita) 207.1 [M]" (6), 192.1 (1), 179.1 (2), 164.1 (3), 136.0 (100), 123.0 (3), 108.0 (6),
82.0 (8), 67.1 (4); HRMS (EIl): pro Ci;Hi7NO, vypoéteno: 207.1259, nalezeno:
207.1267.

N-(Dec-9-enyl)maleinimid (22h)

Vytézek: 42 %, bila krystalicka latka, t.t.: 37.8 °C; '"H NMR: (300 MHz, CDCls)
3 6.67 (2H, s, H3, H4), 5.87-5.71 (1H, m, CH), 5.03-4.87 (2H, m, CHy), 3.49 (2H, t, J =
7.3 Hz, NCH,), 2.07-1.97 (2H, m, CH,), 1.66-1.48 (2H, m, CH,), 1.42-1.17 (10H, m,
CH,); *C NMR: (75 MHz, CDCls) 5 170.9, 139.1, 134.0, 114.1, 37.9, 33.7, 29.3, 29.02,
28.96, 28.8, 28.5, 26.7; IR: (ATR) vmax 1365, 1402, 1445, 1697, 2851, 2919, 3078, 3087
cm™; LRMS (ESI): m/z (relativni intenzita) 236.2 [M+H]" (1), 228.1 (4), 214.1 (3), 202.2
(1), 192.2 (5), 172.1 (100), 155.2 (1), 140.1 (1), 131.2 (1), 117.2 (1); HRMS (ESI):
pro Ci14H2NO, vypoéteno: 236.1645, nalezeno: 236.1646; C, H, N: pro CysH21NO;
vypocteno: C, 71.46; H, 8.99; N, 5.95; nalezeno: C, 71.43; H, 9.22; N, 5.79.

N-Cyklopentylmaleinimid (22i)

Vytezek: 50 %, bila krystalickd latka, t.t.: 51.7 °C; *"H NMR: (300 MHz, CDCls)
8 6.63 (2H, s, H3, H4), 4.47-4.34 (1H, m, NCH), 2.02-1.76 (5H, m, CH,), 1.65-1.49 (3H,
m, CH,); *C NMR: (75 MHz, CDCl3) & 170.9, 134.0, 50.9, 29.4, 24.8; IR: (ATR) Vmax
1374, 1400, 1692, 2874, 2967, 3093 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 165.1
[M]* (30), 136.0 (17), 123.0 (6), 110.0 (5), 99.0 (100), 82.0 (14), 67.1 (38); HRMS (EI):
pro CgH1:NO, vypocteno: 165.0790, nalezeno: 165.0794; C, H, N: pro CgH;1NO;
vypocteno: C, 65.44; H, 6.71; N, 8.48; nalezeno: C, 65.74; H, 7.14; N, 8.22.
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N-Cyklohexylmaleinimid (22j)**3

Vytezek: 35 %, bila krystalicka latka, t.t.: 90.3 °C, literatura™’ uvadi 87-89 °C;
3¢ NMR: (75 MHz, CDCl3) § 170.9, 133.9, 50.8, 29.9, 25.9, 25.0; IR: (ATR) Vmax 1177,
1370, 1402, 1702, 2858, 2930, 3090 cm™; LRMS (El): m/z (relativni intenzita) 213.1
[M]* (10), 152.1 (4), 138.1 (10), 124.1 (18), 110.0 (100), 99.0 (30), 82.0 (18), 69.1 (5),
55.1 (22); HRMS (EIl): pro CioH13NO; vypocteno: 213.0790, nalezeno: 213.0792;
C, H, N: pro CioH13NO; vypoéteno: C, 67.02; H, 7.31; N, 7.82; nalezeno: C, 66.65;
H, 7.71; N, 7.43.

N-Cyklooktylmaleinimid (22k)

Vytézek: 45 %, bila krystalicka latka, t.t.: 71.9 °C; *"H NMR: (300 MHz, CDCls)
8§ 6.61 (2H, s, H3, H4), 4.23-4.10 (1H, m, NCH), 2.26-2.07 (2H, m, CH,), 1.89-1.43
(12H, m, CH,); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 170.8, 133.8, 51.5, 31.6, 26.3, 25.8, 25.0;
IR: (ATR) vimnax 1161, 1257, 1371, 1515, 1699, 2855, 2927, 3088 cm™; LRMS (EI): m/z
(relativni intenzita) 207.1 [M]" (86), 192.1 (2), 179.1 (3), 164.1 (2), 136.0 (100), 123.0
(45), 109.1 (52), 99.0 (72), 81.1 (15), 67.1 (28); HRMS (EI): pro Cy12H17NO; vypocteno:
207.1259, nalezeno: 207.1257; C, H, N: pro C;2,H17NO, vypoéteno: C, 69.54; H, 8.27;
N, 6.76; nalezeno: C, 69.97; H, 8.71; N, 6.67.

N-(2-Cyklohexylethyl)maleinimid (221)

Vytszek: 67 %, bila krystalicka latka, t.t.: 53.3 °C; *H NMR: (300 MHz, CDCls)
§ 6.67 (2H, s, H3, H4), 3.53 (2H, t, J = 7.7 Hz, NCH,), 1.81-1.56 (5H, m, CH,), 1.52-1.38
(2H, m, CH,), 1.33-1.05 (4H, m, CH,), 1.0-0.78 (2H, m, CH,); *C NMR: (75 MHz,
CDClI3) 6 170.8, 134.0, 35.9, 35.8, 35.2, 32.9, 26.4, 26.1; IR: (ATR) vmax 1129, 1376,
1410, 1697, 2850, 2917, 3100 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni intenzita) 207.1 [M]" (68),
179.1 (6), 136.1 (3), 111.0 (10), 109.1 (52), 99.0 (100), 82.0 (18), 67.1 (48), 55.1 (42);
HRMS (El): pro CioHi7NO; vypoéteno: 207.1259, nalezeno: 207.1251; C, H, N:
pro Ci,H17NO; vypocteno: C, 69.54; H, 8.27; N, 6.76; nalezeno: C, 69.64; H, 8.77,
N, 6.67.

N-Fenylethylmaleinimid (22m)*®

Vytezek: 49 %, bila krystalicka latka, t.t.: 84.5 °C, literatura®® uvadi 80-82 °C;
13C NMR: (75 MHz, CDCl3) 6 170.5, 137.8, 134.0, 128.8, 128.5, 126.7, 39.1, 34.5; IR:
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(ATR) vmax 1134, 1353, 1406, 1677, 1686, 2854, 2934 cm™; LRMS (EI): m/z (relativni
intenzita) 201.1 [M]" (72), 172.1 (1), 128.1 (1), 110.0 (75), 104.1 (100), 91.0 (78), 82.0
(16), 77.0 (6), 65.0 (21); HRMS (EI): pro C12H1:NO, vypocteno: 201.0790, nalezeno:
201.0789; C, H, N: pro C;2H11NO; vypoéteno: C, 71.63; H, 5.51; N, 6.96; nalezeno:
C,71.71; H,5.87; N, 6.84.

N-Benzylmaleinimid (22n)**

Vytézek: 68 %, bild krystalicka latka, t.t.: 69.6 °C, literatura'™ uvadi 70°C;
'H NMR: (300 MHz, CDCl3) 6 7.39-7.23 (5H, m, Ar), 6.71-6.70 (2H, m, H3, H4), 4.67
(2H, s, CH,); *C NMR: (75 MHz, CDCls) & 170.4, 136.1, 134.2, 128.7, 128.4, 127.8,
41.4; IR: (ATR) vmax 1135, 1309, 1400, 1435, 1686, 1695, 2946, 3090 cm*; LRMS (El):
m/z (relativni intenzita) 187.1 [M]* (100), 169.1 (10), 159.1 (11), 130.1 (28), 115.1 (5),
106.1 (45), 91.1 (17), 78.0 (11), 65.0 (12); HRMS (EI): pro CiHeNO, vypodteno:
187.0633, nalezeno: 187.0634; C, H, N: pro C1;HgNO, vypocteno: C, 70.58; H, 4.85;
N, 7.48; nalezeno: C, 70.67; H, 5.11; N, 7.56.

N-(2,3-Dihydro-1H-inden-2-yl)maleinimid (220)

Vytezek: 36 %, bila krystalicka latka, t.t.: 143.4 °C; '"H NMR: (300 MHz, CDCls)
§ 7.23-7.15 (4H, m, Ar), 6.7 (2H, s, H3, H4), 5.02-4.89 (1H, m, NCH), 3.50 (2H, dd, J; =
9.6 Hz, J, = 15.1 Hz, CH, ), 3.10 ( 2H, dd, J; = 8.6 Hz, J, = 15.1 Hz, CH,); *C NMR:
(75 MHz, CDCls) & 170.7, 140.6, 134.1, 126.7, 124.3, 49.9, 35.9; IR: (ATR) vmax 1149,
1380, 1406, 1697, 2860, 2931, 3088 cm™; LRMS (El): m/z (relativni intenzita) 213.1
[M]* (10), 182.1 (1), 156.1 (1), 130.1 (2), 116.1 (100), 103.1 (4), 89.0 (3), 77.0 (4);
HRMS (El): pro Ci3H11NO, vypocteno: 213.0790, nalezeno 213.0792; C, H, N:
pro Ci3H11NO, vypoéteno: C, 73.23; H, 5.20; N, 6.57; nalezeno: C, 72.93; H, 5.61;
N, 6.33.

Methylester kyseliny skoficové (26)
0] @)

Dowex 50
©/\)J\OH MeOH wo/

26
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Skoficova kyselina (6.7 mmol) byla rozpusténa v MeOH (8 ml) a do roztoku byl
piidan Dowex 50 (0.72 g). Reakéni smés byla michana 3 hodin za laboratorni teploty
a poté byl Dowex odfiltrovan a promyt EtOAc. Rozpoustédla byla vakuové odpatfena
a ziskany produkt byl krystalizovan ve smési hexan/ethyl-acetat.

Vytezek: 92 %, prihledna krystalicka latka; "H NMR shodné s literaturou™.

5.3. Pouzité experimentalni postupy pri biologickém hodnoceni

5.3.1. Hodnoceni antifungalni aktivity

U pripravenych latek byla hodnocena in vitro antifungalni aktivita vici humanné
patogennim houbam mikrodilu¢ni bujonovou metodou (National Committee for
Clinical Laboratory Standards. Reference method for broth dilution antifungal
susceptibility testing of yeasts: Approved Standard, NCCLS document M27-A, 771 E.
Lancaster Avenue, Villanova, PA, 19085, 1997). Testovaci soubor kmend zahrnoval
zastupce béznych ptvodci infekénich onemocnéni a byl tvofen ¢tyfmi kmeny kvasinek
z American Type Culture Collection (Candida albicans ATCC 44859, Candida
albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei
ATCC 6258) a osmi klinickymi izolaty kvasinek (Candida krusei E28, Candida
tropicalis 156, Candida glabrata 20/I, Candida lusitanie 2446/1, Trichosporon asahii
1188) a vlaknitych hub (Aspergillus fumigatus 231, Absidia corymbifera 272,
Trichophyton mentagrophytes 445) ziskanych z depozitu Katedry biologickych
a lékarskych véd Farmaceutické Fakulty UK v Hradci Krélové. Tii z uvedenych
ATCC kmenu (Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019,
Candida krusei ATCC 6258) slouzily také jako kontrola kvality. VSechny kultury byly
pted testovanim kultivovany na Sabouraudové dextrozovém agaru. DMSO (100 %) byl
pouzit pro rozpousténi vSech testovanych latek; jeho vysledna koncentrace
nepiekrocila 2 %. Jako testovaci médium slouzilo RPMI 1640 (Sevapharma, Praha)
medium obohacené L-glutaminem pufrované pomoci 0.165M
morfolinpropansulfonové kyseliny (Serva) a 10N NaOH na pH7.0. Jamky
mikrodilu¢nich testovacich desti¢ek obsahovaly 100 ul RPMI 1640 média s klesajici
koncentraci testovanych latek (od 500 do 0.48 pmol.I™") a 100 ul suspenze inokula.
Vysledna koncentrace inokula v RPMI 1640 médiu byla 5 x 10° + 0.2 cfuml™.
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Desticky byly inkubovany pii 35 °C a MIC byly vizualné odecteny po 24
a 48 hodinach. Hodnoty MIC pro T. mentagrophytes byly odeéteny po 72
a 120 hodinach. Minimalni inhibi¢ni koncentrace byly definovany jako 80 % inhibice
ristu kontroly a byly stanoveny dvakrat a duplicitné. Odchylky od tabelovanych

hodnot MIC nebyly vyssi nez jedno fedéni pouzité pii testovani.

5.3.2. Hodnoceni antibakteridlni aktivity

U vybranych latek byla hodnocena in vitro antibakterialni aktivita vi¢i humanné
patogennim bakteriim mikrodilu¢ni bujonovou metodou (Clinical and Laboratory
Standards Institute. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria
That Grow Aerobically: Approved Standard — Seventh Edition, CSLI document M07-A7,
940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA, 19087-1898, 2006). Testovaci soubor
kment zahrnoval zéstupce béznych pivodci infekénich onemocnéni a byl tvofen tfemi
kmeny mikroorganismtt z American Type Culture Collection (Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) a péti
klinickymi izolaty (Staphylococcus aureus MRSA HK5996/08, Staphylococcus
epidermidis HKG6966/08, Enterococcus sp. HK14365/08, Klebsiella pneumoniae
HK11750/08, Klebsiella pneumoniae ESBL HK14368/08) ziskanych z depozitu Katedry
biologickych a lékafskych véd Farmaceutické Fakulty UK v Hradci Kralové. Uvedené
ATCC kmeny slouzily také jako kontrola kvality. VSechny kultury byly pfed testovanim
kultivovany na Mueller-Hintonové dextr6zovém agaru. DMSO (100 %) byl pouzit
pro rozpousténi vSech testovanych latek; jeho vyslednd koncentrace neptekrocila 2 %.
Jako testovaci médium slouzil Mueller-Hintoniv bujon (MH, HiMedia, Cadersky-
Envitek, Czech Republic) pufrovany na pH 7.4 (+ 0.2). Jamky mikrodilu¢nich testovacich
desti¢ek obsahovaly 200 ul Mueller-Hintonova média s klesajici koncentraci testovanych
latek (od 500 do 0.48 umol.l'l) a 10 pl suspenze inokula. Vysledna koncentrace inokula
ve sterilni vod& dosahla hodnoty 0.5 McFarlandovy stupnice (1.5 x 10° cfu.ml™).
Desticky byly inkubovany pifi 36 °C a MIC byly vizudlné odecteny po 24
a 48 hodinach. Minimalni inhibi¢ni koncentrace byly definovany jako 80 % inhibice ristu
kontroly a byly stanoveny dvakrat a duplicitné. Odchylky od tabelovanych hodnot MIC

nebyly vys$si nez jedno fedéni pouZité pfi testovani.

120



5.3.3. Hodnoceni cytostatické aktivity

Cytostaticka aktivita byla ¢asteén& stanovena Dr. I. Votrubou (Ustav organické
chemie a biochemie AV CR, Praha) a na 3 liniich jsem stanoveni provadéla ve Fakultni
nemocnici Hradec Kralové (laboratot prof. B. Melichara). Inhibice buné¢ného ristu byla
hodnocena na bunééné linii mysi lymfocytické leukémie L 1210 (ATCC CCL 219),
na bunkach lidské akutni T-lymfoblastoidni leukémie CCRF-CEM (ATCC CCL 119),
na bunkach lidské promyeloidni leukémie HL-60 (ATCC CCL 240), na bunééné linii
karcinomu délozniho ¢ipku HeLa S3 (ATCC CCL 2.2), na buiikach kolorektalniho
adenokarcinomu HT-29 (ATCC HTB 38), na buikach karcinomu tlustého stifeva
Colo 201 (ECACC 87091201) a na lidskych jaternich bunikach HepG2 (ATCC HB-8065).
Bunééné linie L1210, CCRF-CEM a HL-60 byly kultivovany v RPMI 1640 médiu
s telecim plodovym sérem na 24 jamkovych destickach s tkanovou kulturou a bunéény
narlst byl odecitan po 72 hodinach od aplikace testovanych latek. HeLa S3 bunky byly
ockovany do misek s RPMI 1640-HEPES médiem s telecim plodovym sérem a hodnoceni
probihalo 48 hodin po aplikaci testovanych latek. Bunécny rist byl kvantifikovan
spouzitim XTT standardniho spektrofotometrického testu'’!. Bun&&éné linie HT-29
a Colo 201 byly kultivovany v RPMI 1640 médiu stelecim plodovym sérem
na 96 jamkovych destickach a bunécna proliferace byla vyhodnocena po 72 hodinach
od aplikace testovanych latek pomoci MTT a WST spektrofotometrického testu.
Vysledky jsou vyjadieny jako hodnota ICso (umol.I™).

5.3.4. Analvyza bunééné proliferace Vv redlném case (xCELLigence test)

Ptipravené latky byly podrobeny impedancnimu testu na lidskych embryondlnich
ledvinovych bunkach HEK293 (ATCC CRL-1573). Buiky byly kultivovany
za standardnich podminek v DMEM médiu s telecim plodovym sérem na 96 jamkovych
destickach (E-plate 96). Po 22.4 hodinach byly pfidany roztoky latek o koncentraci
10 uM. Impedance byla méfena v pribéhu celého pokusu (od pocatku kultivace bunéck)
pomoci pfistroje Real-Time Cell Analyzer (RTCA) SP. Bunécna proliferace byla takto
sledovana 96 hodin. Mira impedance je vyjadiena v bezrozmérnych jednotkach

tzv. bunééného indexu.
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5.3.5. Mérfeni aktivity kaspas 3/7 a vyvhodnoceni bunééné viability

Pro hodnoceni aktivity efektorovych kaspas 3 a 7 byl pouZit test Caspase-Glo®™ 3/7
Assay (Promega). Systém obsahuje proluminiscencni substrat kaspasy 3/7 se sekvenci
DEVD (sekvence aminokyselin Asp-Glu-Val-Asp) a odpovidajici termostabilni luciferasu
v pufru optimalizovaném pro aktivitu kaspasy 3/7 a luciferasy a 1yzu bunék. Vyhodnoceni
bun&éné viability bylo provedeno pomoci CellTiter-Blue® Cell Viability Assay
(Promega). Test obsahuje tmavé modré barvivo resazurin k indikaci metabolické aktivity
(tedy viability) bun¢k. Redukci resazurinu viabilnimi bunikami vznika resorufin, ktery
je razovy a emituje fluorescenci pii 590 nm. Mrtvé bunky rychle ztraceji metabolickou
kapacitu a tudiz negeneruji fluorescencni signal. Méteni bylo provedeno standardné
dle pokynt vyrobce. Buinky CCRF-CEM (ATCC CCL 119) a HL-60 (ATCC CCL 240)
byly 4 hodiny inkubovany s roztoky testovanych latek na 96 jamkovych desti¢kach a poté
byl pfidan modry reagent. Po 1 hodiné inkubace byla métena fluorescence. Podobné byly
bunécéné kultury 4 hodiny inkubovany s roztoky testovanych latek a poté byl pfidan test
na aktivitu kaspas. Odstépenim DEVD sekvence pomoci kaspas 3/7 byl uvolnén amino-
luciferin, substrat pro luciferasu a doslo k produkci svétla. Po 1 hodiné inkubace byla

zmétena luminiscence. Méfena luminiscence je imérnd aktivité kaspas.

5.3.6. Prutokova cytometrie

Vliv testovanych latek na pribéh bunééného cyklu a viabilitu u bunécné linie
CCRF-CEM byl vysetien prutokovou cytometrii na ptistroji BD FACSAria. Latka byla
piidana do média 24 hodin po inokulaci v koncentraci odpovidajici hodnoté ICsg a bunky
byly inkubovéany 72 hodin (37 °C, 5% CO,). Prib&éh bun&ného cyklu byl sledovan
po znaceni propidiumjodidem v ethanolem fixovanych buikach, z kterych byla RNA
odstranéna pusobenim RNasy A. Apoptosa/nekrosa byla vyhodnocena v buiikach
znaCenych annexinem V-FITC a propidiumjodidem (Annexin V-FITC apoptosis Kit,

Clontech Laboratories, Inc.) dle pokyntl vyrobce.
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5.3.7. Pouzité postupy pfi vvhodnoceni stability latek za podminek antifungalniho

testovani in vitro pomoci HPLC-PDA

Rutinni chromatografické analyzy byly provedeny s pouzitim chromatografu
Thermo Electron. Chromatograficky systém se skladal z odplynovace mobilni faze
(SCM1000 solvent degasser), kvaternarniho gradientového cerpadla (P4000 quaternary
gradient pump), autosampleru AS 3000 se 100 ul davkovaci vzorkovou smyckou,
UV6000LP photodiode-array detektoru, SN4000 systémového kontroleru a data stanice
S nainstalovanym analytickym softwarem ChromQuest 4 (Thermo Electron, San Jose,
CA, USA).

Chromatograficka kolona 250x4.6 mm obsahujici LiChrospher 60 RP-selectB,
5 um s ptedkolonou 4mm x 4mm byla pfi prvnim stanoveni stability latky 11 promyvana
isokratickou mobilni fazi obsahujici acetonitril a UHQ vodu (3:7, v/v) s pritokem
1 mlmin®. Za téchto podminek mély jednotlivé analyty nasledujici retenéni Gasy:
11 (tr = 24.8 min), degrada¢ni produkty cyklopent-4-en-1,3-dion (tx = 3.3 min)
a benzaldehyd (tg = 9.8 min).

Pii dalsi analyze latek 13c a 6¢ byla chromatograficka kolona promyvana
gradientovou mobilni fazi obsahujici acetonitril a UHQ vodu (3:7 az 8:2, v/v) S prutokem
1 ml.min?. Gradientova eluce byla zahajena isokratickym promyvanim mobilni fazi
acetonitril-voda (3:7, v/v) po dobu 5 minut, nasledoval linearni gradient k mobilni fazi
acetonitril-voda (8:2, v/v) béhem 5 minut, dale isokratické promyvani touto fazi (8:2, v/v,
5 minut). Poté opét linearni gradient k mobilni fazi acetonitril-voda (3:7, v/v, 5 minut)
a ekvilibrace na pocatecni isokraticky stav (25.-30. minuta). Sledované latky meély
za téchto podminek nasledujici reten¢ni Casy: 13c (tr = 16.0 min), 6¢ (tr = 17.8 min).
Vsechny latky byly snimany skenem (195 nm — 380 nm) pro spektralni kontrolu identity
kazdého jednotlivého piku.

Byly pfipraveny 10 mM roztoky testovanych latek 11 (2.2 mg, 1.194 ml),
cyklopent-4-en-1,3-dionu (0.96 mg, 1.0 ml), benzaldehydu (1.2 mg, 1.13 ml), 13c
(2.3 mg, 0.94 ml), chlorcinnamaldehydu (1.4 mg, 0.84 ml), 6¢c (2.1 mg, 0.606 ml)
a methylesteru kyseliny skoficové 26 (1.8 mg, 1.11 ml) v DMSO. 30 ul vzniklého roztoku
bylo pfidano do 2.97 ml kultivaéniho média RPMI 1640. V rGznych casovych intervalech
(0 - 48 hodin) byly odebirany vzorky a po zfedéni mobilni fazi na koncentraci 10 uM

(300 pl roztoku do 2.7 ml mobilni faze) analyzovany a porovnany se standardy.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AmB

MeO
MeOH
MIC
MS
NMR
Nu

Ph
PHT

pyr

amfotericin B

baze

butyl

butyllithium

benzyl

diethylazodikarboxylat
diisopropylazodikarboxylat
N,N-dimethylformamid
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
ekvivalent

ethyl

ethyl-acetat

flukonazol

vysokoucinna kapalinovéd chromatografie
hmotnostni spektrometrie s vVysokym rozliSenim
inhibi¢ni koncentrace
infraCervend spektroskopie
isopropyl

koruskanon A

Lewisova kyselina

hmotnostni spektrometrie s nizkym rozliSenim
methyl

methoxy

methanol

minimalni inhibi¢ni koncentrace
hmotnostni spektrometrie
nukledrni magnetické rezonance
nukleofil

fenyl

2-pyrrolidon hydrotribromid
pyridin



Ry
RNA
RT
t-Bu
Tf
THF
TLC

tr
UHQ

reten¢ni faktor
ribonukleova kyselina
laboratorni teplota

terciarni butyl

triflat

tetrahydrofuran
tenkovrstva chromatografie
retencni ¢as

ultra high quality
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